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RESUMO

Diabetes gestacional pode ter consequéncias detetéa funcdo cardiovascular da prole
adulta. O objetivo deste estudo foi investigar tst@s do diabetes gestacional sobre a
pressdo arterial média (PAM) e a reatividade vasclara isto, o diabetes gestacional foi
induzido no sétimo dia de gestacdo com uma uUnica @streptozotocina (42 mg/kg, i.p.)
dissolvida em tampé&o citrato (0,01M; pH 4,5). Fésneantrole receberam apenas tampao. A
prole foi dividida em dois grupos: controle, ndakditico (ND) e diabetes gestacional (DG).
O peso corporal (PC) ao nascimento foi menor np@idG, mantendo-se reduzido durante
toda vida. Aos 4 meses de idade nenhuma diferemgdo$ervada na PAM (116 £ 12, ND vs.
123 £ 11 mmHg, DG) e frequéncia cardiaca (381 % B& vs. 373 + 28 b.p.m., ND) em
ratos acordados. A relagcdo peso do coracdo se€raB foi alterada no grupo DG. Em
preparacdes de aorta com endotélio integro oriunidogrupo DG, a resposta contrétil a
norepinefrina (NE), mas néo ao cloreto de pota@éiel), foi aumentada (453,88 43,4 mq)
quando comparada ao ND (32%,85,2 mg). Adicionalmente, a resposta vasorrela@xpata
acetilcolina (Ach) foi reduzida em DG. Este efefiarece estar associado a reducdo da
atividade do canal kp. Nao foi observado alteracdo nos niveis de coldsti® grupo DG,
mas os niveis de triglicerideos foram elevados Qp0€1) quando comparados ao ND. Nosso
estudo mostrou que diabetes durante a gestac& af@incdo vascular, mas nao induz
obrigatoriamente a hipertensao.

Palavras — chavesDiabetes gestacional. Estreptozotocina. Aorta @sol®ressao arterial.



ABSTRACT

Vascular disease is a major cause of mortality mwadbidity in chronic diabetes mellitus
(DM). To characterize the nature of the vasculangjes occurring in diabetes, many studies
have been conducted in animal models with chenyigadluced diabetes. However, long-
term impact of maternal diabetes (MD) on vasculancfion in the offspring is poorly
investigated. Therefore, the present study wasgdedito examine the alterations produced
by MD in K'arp channels activity on endothelium-dependent aoelaxation induced by
acetylcholine (Ach) in adult offspring rats. Adodiially, this study also assessed the impact of
MD on baseline blood pressure and heart rate inathdt offspring. DM was induced in
female Wistar rats with a single dose of streptogiot (STZ; 42 mg/kg, i.p.) on thé"®ay of
pregnancy. Control animals only received STZ vehi8@ody weights of offspring rats from
diabetic mothers (ODR) were significantly lesseartlthose of offspring rats from control
mothers (OCR). At 120 days of age, neither baseliltdd pressure nor heat rate was
different between ODR and OCR. However, triglycermlit not glucose and cholesterol level
was significantly higher in ODR than in OCR. In torpreparations from ODR,
norepinephrine (NE)-induced contractions were $icgmtly higher than those observed in
OCR, whereas contractile responses to KCI (60 mig)ndt differ between the two groups.
In aortic preparations from ODR precontrated with (1 [1M), vasorelaxant response to Ach
at 0.1 nM (expressed as % of the vasorelaxant nsgpto the higher concentration used of
ACh, 10 nM), but to the endothelium-independenbvelsxant effect of sodium nitroprusside
(0.1 nM), were slightly and significantly reducedhem compared to OCR. In both groups,
vasorelaxant responses to Ach was reduced in tsepce of K channel modulators such as
tetraethylamonium chloride (TEA, 5 mM), 4-aminoplme (4-AP, 3 mM) or diazoxide (0.1
mM). However, pretreatment with glybenclamide (fi®1), an ATP-sensitive potassium
channel (Ktp) inhibitor, was able to reduce vasorelaxant eff@ftACh only in preparations
from OCR. Our results suggest that a reduction i activity contributes to the decreased

efficacy of ACh to relaxn vitro aortae from adult offspring of STZ-diabetic mother

Key-words: Gestational diabetes. Streptozotocin. Aortic ismlaBlood pressure.
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| - INTRODUCAO

1. Generalidades

O Diabetes Mellitus é uma sindrome de etiologiatipial decorrente da falta de
insulina e/ou da incapacidade da insulina em exesmgequadamente seus efeitos.
Caracteriza-se por hiperglicemia cronica com dst@& do metabolismo dos carboidratos,
lipidios e proteinas (SBD, 2002), aléem de compbeacvasculares (DE VRIESE et al.,
2000). No mundo, a prevaléncia do diabetes em @gléltestimada para o ano 2025 como
135 milhGes de pessoas, 0 que revela um imporfantdema de saude publica. Entre os
individuos com diabetes diagnosticada 90 a 95%diébetes tipo 2 (SCWARTZ, 2006).

A Associacdo Americana de Diabetes (ADA) classiicdiabetes em quatro grandes
tipos (McCANCE et al.,, 1997; Report of the Expervn@nittee on the diagnosis and
classification of diabetes mellitus, 1997):

- diabetes tipo 1 (conhecido no passado como imswlependente);

- diabetes tipo 2 (conhecida como néo insulino-ddeaste);

- outros tipos de diabetes (endocrinopatias, caupad infeccdes, drogas, defeitos

genéticos na funcado das células beta do panctegs, e

- diabetes gestacional,

- alteracdo do metabolismo ou da homeostase dzsglic

Outros critérios para definir o diabetes foram pgips pela ADA e levam em
consideracdo estudos epidemioldgicos que permitiedationar os niveis de glicemia e o
risco de desenvolvimento de complicagbes vasculal@ssificadas em microvasculares
(retinopatia, neuropatia e nefropatia) e macrovases (isquemia cardiaca, doencas
cerebrovascular e vascular periférica) (JARRETTEKE 1976; FULLER et al., 1980 ;
ESCHWEGE et al., 1985; PETTIT et al., 1990; GUILLBSEAU et al., 1998; RAHMAN et
al., 2007).

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) é caracterizaddapsestruicdo das células beta
pancreaticas e peleetoacidose. Abrange também associacbées com doang@asmunes
(doenca de Graves, tireoidite de Hashimoto, angemaiciosa, miastenia grave, etc.) e casos
em que a destruicdo das células beta ndo é coah@tidO, 1999). O diabetes Mellitus do
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tipo 2 (DM2) é caracterizado por dois tipos de aalias: reducdo na secrecao de insulina e
resisténcia insulinica (Rl). E uma doenca que emvdhtores genéticos e ambientais
(GUILLAUSSEAU et al., 1997). As formas monogéni¢@gadas a uma mutacdo sobre um
gene sdo descritas como a origem da maior parteca®ss de insulinopenia como no
diabetes tipo MODY,representando 5% de todos os tipos de DM2 e patecsesr
independente dos fatores ambientais (BYRNE efl804; BYRNE et al., 1995; BYRNE et
al., 1996). Os dados sdo mais complexos para arien@ias formas comuns de DM2, pois
parece estar ligada a acaofdmres genéticos e ambientais. Dentre os fatordsestais, o
aporte alimentar energético elevado em gordurasredacdo do gasto energético pela
reducdo de exercicio fisico, levam ao aumento d® pe determinam obesidade que,
associada ao sedentarismo, € a origem da redug@gdala insulina sobre os tecidos alvos,
principalmente muasculo esquelético e tecido adigmsisténcia insulinica).

O efeito deletério do ambiente é observado praigipnte em pacientes portadores
de mutacbes em genes de proteinas envolvidas ndagég energética (receptds-
adrenérgico, por exemplo) (PROCHAZKA et al., 198GBEMENT et al., 1995; WALSTON
et al., 1995; FUJISAWA et al., 1996). A RI € insignte para desenvolvper sealteracdes
na regulacdo da glicose. Face ao aumento das sy as células beta-pancreaticas
normais respondem com uma majoracdo da producémsdéna que pode chegar de trés a
quatro vezes mais que em uma pessoa normal. Ebalaagrande maioria dos obesos onde a
glicoregulacdo permanece normal.

A alteracdo na secrecdo de insulina caracterizaM® [@ € responsavel pelas
alteracbes da glicoregulacdo (POLONSKY et al., J9®htretanto, os mecanismos que
levam & deterioracdo progressiva da secrecao diéna$10s pacientes portadores deste tipo
de diabetes ndo sdo bem esclarecidos, emluados experimentais sugiram que a
glicotoxicidade é a chave nesse processo (GJESStNG, 1992). O carater irreversivel dos
efeitos da glicotoxicidade poderia estar ligado li&éagdo de proteinas implicadas na
regulagdo da secregdo de insulina. Portanto, untrad®@nmeticuloso e precoce da
hiperglicemia permitiria evitar a microangiopati@ egravamento do déficit de insulir@s
sintomas do DM2 sé&o mais brandos do que os ddlti{d@abela 1) e, segundo Teixeira et al.
(2001), grande parte dos portadores de DM2 samtassiticos ou oligossintomaticos,
levando a um diagndstico tardio da doenca, quéréado como pelo menos de quatro a sete

anaos.



21

Tabela 1 — Diferencas fundamentais entre o diabetes Msllitpo 1 (DM1) e o tipo 2 (DM2).
Adaptado de McCance et al. (1997).

DM1 DM2

Sexo
Idade de diagndstico

Aparecimento dos
sintomas
Peso

Periodo de remissao

Propensao a cetoacidose

Tratamento com insulina

Heranca

Genética

Anticorpos

Imunidade celular
antipancreatica
Etiologia viral

Insulinite inicial

Endocrinopatias multiplas
associadas
Nivel de insulinemia

Homem = mulher Mulher > Homem

< 30 anos > 40 anos

Brusco Insidioso

Sem obesidade Obesidade (80%)
As vezes Raro
Sim N&o

Indispensavel Desnecessario

Coincidéncia em gémeos Coincidéncia em gémeos

idénticos (40 - 50%) idénticos (90%)

Associada aos cromossomos Polimorfismo genético no

6ell gene da insulina
85 - 90% Nao
Sim N&o
Possivel N&o
50 - 75% Nao
Sim N&o

Diminuido ou nulo Variavel
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O diabetes gestacional (DG) é definido como umaerdncia a glicose que comeca
ou é diagnosticada durante a gravidezqG, 2001). Segundo Shaat et al. (2007), cerca de 2
a 5% de todas as mulheres gravidas desenvolvem ¢ @Gprevaléncia cresceu
consideravelmente na ultima década. Estas mullsir@smais susceptiveis ao aborto e a
desenvolver fetos com anomalias congénitas do quigemes nao diabéticas, bem como uma
maior mortalidade perinatal e morbidade dos queresoem (XIANG, 1999;
DAMASCENO et al., 2002).

O DG, assim como o DM2, é associado a Rl e amjdin da secrecédo de insulina
(RYAN et al.,, 1985; KUHL et al., 1991; CATALANO dl., 1993). As malformacoes
causadas pelo diabetes sdo do tipo poligénico,ifatatial e sua causa exata continua
desconhecida. Todos os 6rgdos e sistemas podetoraprometidos, entretanto, o sistema
cardiovascular e o tubo neural sdo os locais maggiéntes de anomalias encontradas em
filhos de mées diabéticas (PEDERSEN, 1965; CHO1R00

Existe uma correlagéo clara entre o grau do cantgitémico e a ocorréncia de
complicacbes gestacionais. A macrossomia fetal, gg@mplo, uma causa importante de
morbidade e mortalidade perinatal, € uma complzagéito frequente na gravida diabética
(LEPERCQ et al., 2001; JOVANOVIC, 2001)as primeiras horas de vida, os recém-
nascidos de maes diabéticas sdo mais hipoglicéngjuesos de maes nado-diabéticas e
possuem uma resposta insulinica mais intensa e ndgaida. Além disso, apresentam um
nivel mais baixo de &cidos graxos nao esterificadogue sugere rapida utilizacdo dos
mesmos para a conservacao dos depodsitos de gliopg@portantes no uso dos sistemas
dependentes de insulina. O hiperinsulismo fetalepestar associado com a hipdxia fetal,
embora isto ainda ndo foi comprovado, podendo levaoolicitemia e hiperviscosidade
sanguinea (LEITER, 2005).

A exposicao prolongada a hiperglicemia é reconlaecamo o fator causal primario
na patogénese das complicacdes do diabetes (LAAKSOD, 1999; GRUNDY et al., 1999),
induzindo um grande numero de alteracdes vasculgues aceleram a aterosclerose
(ARONSON; RAYFIELD, 2002). Os efeitos da hiperght@ geralmente séo irreversiveis e
levam a disfuncéo celular progressiva, apesar deesi@r esclarecido o mecanismo, acredita-
se que a perturbacdo celular persiste mesmo qubddam retorno a normoglicemia
(FIORETTO et al., 1998). Além de promover estresse oxidataohiperglicemia tem
participacdo no mecanismo da aterosclerose, indazrmproducao de produtos avancados de

glicacdo e a ativacao da proteina quinase C (PNSHIKAWA et al., 2000).
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E bem conhecido que o 6rgdo implicado no desenwelio do diabetes é o
pancreas, especificamente as ilhotas de Langer@ansncreas tem funcdes fisioldgicas
bastante diferenciadas: os acinos (pancreas erdcsan responsaveis pela secrecdo dos
sucos digestivos no duodeno; as ilhotas de Langsrpé@ncreas endocrino) sdo responsaveis
pela secrecdo da insulina e peptideo C (célf)agglucagon (célulasx), somastotatina

(célulasy) e de um hormonio denominado polipeptidio panmedctélulas PPjFigura 1).

Ducto

Células delta

Hemaceas

acino

g o
[ = =
llhotas Célula Célula | 4\ 4 Pancreas
Langerhans PBeta Alfa ;---’,:.JJ
T

Figura 1- Estrutura anatémica do pancreas.
Fonte: Guyton e Hall (2006), adaptado.

O controle da glicemia depende de uma regulacdopepda da insulina. Em
condicBes normais, ela regula a producéo de glicepética e estimula a captacéo de glicose
para os tecidos periféricos, o que ndo ocorre n® @Vem certas formas de obesidade.
Portanto, sem duvida, a descoberta da insulina muddicalmente o prognostico dos
pacientes diabéticos que estavam destinados ao éhjue passaram a viver de maneira
normal, embora a administracao de insulina evitmege, mas produza complicacfes a longo

prazo. Estas complicacdes afetam vérios érgaosetbolismo de glicidios, lipideos e
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protideos, além de sistemas de neurotransmissgoamdo quadros patolégicos de grande
importancia.

A insulina age através de uma subfamilia do recdjptsina quinase, cujos membros
mais importantes sdo o receptor para insulinaglRyeceptor para o fator de crescimento da
insulina | (IGF-IR) (ULLRICH et al., 1986). A hiperinsulinemipode ativar a IGF-I
promovendo crescimento e divisdo celular das c®ldéamusculo liso vascular, exercendo
um potencial aterogénico importante (UTRIAINEN ket 5998).

Estima-se que 40% dos diabéticos do tipo 1 e 2sapteam algum tipo de alteracao
neuropatica no momento do diagndstico, sendo afet&@hto os nervos sensoriais como
motores ou autondmicos. Sua prevaléncia aumentaacewolucdo da doenca e com a idade
do paciente. Essa afeccéo leva ao mau funcionandenssstema enzimatico da aldoredutase
provocando, a longo prazo, defeitos na transmislgdonpulso nervoso. Em varios casos,
provoca desmielinizacao das fibras nervosas, quec@aer a causa principal das neuralgias
do diabetes. E bem conhecido que as complicac@scas microvasculares do diabetes
ocorrem tardiamente e estdo associadas a anordesi@struturais dos nervos, rins, retina e
vasos, além da falta de controle dos niveis glicésmiEm individuos assintomaticos, foi
observado que até 20% apresentava prejuizo dad@augéndémica cardiovascular, sendo esta
a forma mais estudada e clinicamente mais impartaentre as neuropatias diabéticas
(BOULTON et al., 2005). Alguns estudos demonstrargoe a disfuncdo autonémica
cardiovascular, medida através da variabilidadizetpiéncia cardiaca (FC), esta associada ao
aumento do risco (duas vezes maior) de isquemiaarda silenciosa e mortalidade em
pacientes com DM2 (EWING et al., 1995; SAWICKI Eti®98).

A associacao entre DM e doenca cardiovascular,dmno morbidade e mortalidade,
€ bem estabelecida, sendo as doencas cardiovascuémponsaveis por mais de 75% das
hospitalizacdes e por 80% da mortalidade de pasatiabéticos (KANNEL; MCGEE, 1979;
LAAKSO, 1997; ARONSON; RAYFIELD, 2002; CHANG et al2006), cujas causas
principais sao as alteracdes hematologicas e castkalares. Os fatores de risco tradicionais
para as doencas da artéria coronariana incluenetésbkhipercolesterolemia e hipertensao, os
quais também estdo associados a disfuncdo do éadopFomocéo do processo aterogénico.

No diabetes, os leucdcitos tém uma atividade mitiogée fagocitaria reduzida,
observando-se um aumento na destruicdo de globeloselhos. As proteinas plasmaticas
sofrem glicosilacédo, tornando o0 sangue mais viscospie aumenta o risco de trombos. As

plaguetas tém um papel chave na formacao de trombonsrmalidades em sua funcao podem
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aumentar a progressdo da aterosclerose. Paciemtesdiabetes apresentam aumento da
reatividade plaquetaria, ocorrendo reducdo dadluida membrana, alteracdo do fluxo de
calcio e magnésio, aumento da liberacao de faiotessplaquetarios, como tromboxang A
(TXA ) e serotonina (HODGSON et al.,1992; JAMES; HODGSD995), redugao da sintese
de prostaciclinas e éxido nitrico (COLWELL; NESTZD03). As altera¢gBes cardiovasculares
podem ser observadas nos grandes vasos (macroaiggdpou em pequenos vasos
(microangiopatias) e envolvem alteracdbes no metahol do acido araquidbnico, na
permeabilidade e na sensibilidade (HODGSON ef880; RAHMAN et al., 2006).

Entre as microangiopatias mais frequentes destaca-snefropatia diabética,
manifestada por glomeruloesclerose que evolui pasaficiéncia renal. O DM é o
responsavel por 30% das insuficiéncias renais grgue necessitam de dialise e 16% de
transplante renal. A evolucdo da nefropatia diahéé manifestada por microalbuminuria
seguida de proteinudria e de uremia que leva ai@én€ia renal terminal. O aparecimento da
proteindria estd precedido de hiperfiltracdo glar@er vasodilatacdo renal e aumento da
permeabilidade capilar as macromoléculas (COOPER,&001).

As alteracdes oculares afetam os nervos oculoneadptico, sendo a retina a estrutura
mais afetada. A retinopatia diabética é a causa fnagiente de cegueira (SOBREVIA;
MANN, 1997).

As macroangiopatias estdo associadas com alterdabestrutura e funcdo dos vasos,
reduzindo a complacéncia e levando a hipertenséimudancas estruturais sdo consequentes
da glicacado de componentes da parede e alteragéiorial originada da disfungéo endotelial,
aumentando a velocidade de pulso e a amplitudelegaen a0 aumento da pressao sistolica,
promovendo assim o desenvolvimento de hipertroéiatncular esquerda, um importante
fator de risco cardiovascular (JONHSTONE et al93,COOPER et al., 2001; RAHMAN et
al., 2006).Varios estudos demonstraram que o DM causa disfutigdniocardio por acelerar
a doenca arterial coronariana aterosclerética eipertensdo (ABACI et al.,, 1999;
MERCADO et al., 2001; POORNIMA et al., 2006). Umsd@atores criticos e muitas vezes
responsavel pelo desenvolvimento das doencas waassuho diabético € o endotélio, ou
melhor, a perda da sua capacidade de regular e t@seular com alteracao na capacidade de
vasodilatacdo (JONHSTONE et al., 1993; FELETOU.et1894; PIEPER et al., 1997).

Recentemente, a Rl na auséncia de diabetes ondferse metabdlica, foi associada
a disfuncédo endotelial (CARVALHO et al., 2006). &stssociacdo sugere que O processo
aterosclerético pode iniciar a Rl e levar a progfiesda sindrome metabdlica para o pré-
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diabetes, e em seguida para o DM2. Todos os comfEmnda sindrome metabdlica induzem
disfuncdo endotelial, que se manifesta de variaseires, como alteracdo dos mediadores da
vasodilatacdo, reducéo da expressao de ativaderielsiais do plasminogénio e aumento de
substancias pro-coagulanigge contribuirdo para inicio da doenca ateroséterofssim, as
lesBes do endotélio causam disfungéo endotelialaltaracao da liberacdo de ON e perda da
protecao anti-aterogénica (WHEATCROFT et al., 2@BRVALHO et al., 2006).

Em geral, a disfuncdo endotelial prediz eventodioaasculares. A dislipidemia, por
exemplo, € um dos principais fatores de risco mhranca cardiovascular em pacientes
diabéticos (LEHTO et al, 1997). Na populacdo digbétas alteracdes lipidicas mais
frequentes sé&o a hipertrigliceridemia, HDL-coleslt¢HDL-c) baixo, alteracdes qualitativas
nas lipoproteinas como a formacdo de particulagRlecolesterol (LDL-c), pequenas e
densas (Figura 2).

O metabolismo de colesterol é regulado e influatcipela ingestdo alimentar,
horménios tireoideanos, estrégenos, beta-endorériasulina. Esta dltima possui importante
papel na sintese enddgena de colesterol, senda prisicipal moduladora (MARINETTI,
1990). A hipercolesterolemia pode ter origem maitifial, caracterizando-se por defeitos do
metabolismo de lipoproteinas e constituindo-se onportante fator de risco para doencgas
cardiovasculares (LURIE et al., 1985; MOKLER et d4985; GRUNDY; BEARN, 1988;
MARINETTI, 1990; RUBATTU et al., 1993; WALD; LAW, 995; DANEYV et al., 1997) por
promover alteracdes na contratilidade cardiacaresposta vascular (MOKLER et al., 1985).
Alteracdo nesta resposta vascular foi demonstradwés de artérias femorais isoladas e
perfundidas com plasma hipercolesterolémico quesgmtavam um aumento da resposta
vasoconstrictora a NE (BLOOM, 1975).
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Figura 2 - Macroangiopatia diabética: patogéneses e fisidpgia. All, angiotensina Il, ECA, enzima
conversora da angiotensina; AGE, produtos avangdelggicosilacdo; CRP, proteina C reativa; EGF,
fator de crescimento epidérmico; ET-1, endotelin&iAlc, hemoglobina Alc; IL-6, interleucina-6;
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proteina quinase C; TGF-R3, fator de transformagarelscimento-13.

Fonte: Rahman et al. (2006), adaptado.
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2. Endotélio e regulagéo do ténus vascular

A regulacdo do tbnus vascular € mediada pela géeraentre estimulos
vasodilatadores e vasoconstrictores, assim como glguns hormoénios circulantes,
neurotransmissores, fatores derivados do endos#iajs mecanicos e/ou elétricos, além da
propria pressao arterial (JACKSON, 2000; CRIBB)&0 O tonus basal € controlado por
mecanismos celulares que regulam a concentracacald® intracelular e mediado por
estimulos fisioldgicos neuro-hormonais. A contragao relaxamento do musculo liso (ML)
sdo desencadeados por processos quimicos que emvoanais idnicos, 0s quais funcionam
como moduladores do potencial de membrana e dasrmacdes de aintracelular.

Os eventos elétricos que modificam o potencialgd® aproduzindo despolarizacéo ou
hiperpolarizacdo, podem ser citados como exempissed processos quimicos (KNOT, et
al.,, 1996; HORZOWITZ et al.,, 1996; HAKARI et al.,997; WEBB, 2003; KEVIN;
NELSON, 2005).

A estrutura da parede vascular tem caracteriséispscificas para cada segmento do
sistema circulatério, isto €, as proporcdes de tétidp fibras elasticas, ML e tecido
conjuntivo, que sdo determinadas de acordo commeidoalidade de cada vaso sanguineo
(GUYTON; HALL, 2006). Deste modo, o ML, devido asas propriedades contrateis, exerce
um papel importante na regulacédo dinamica do voluménal do sistema vascular (KEVIN;
NELSON, 2005), apresentando uma estrutura corgdityggpor um grande nuamero de
filamentos de actina que se irradiam dos corposaier se sobrepbéem a um filamento de
miosina (Figura 3).

Esses corpos densos tém a mesma funcédo dos disdosnalisculo esquelético e
funcionam como estrutura de transmissdao de forcasamicas, proporcionando um
acoplamento entre os miofilamentos e o estrom&addd conectivo (SOMLYO et al., 1994).
As membranas do ML possuem juncdes especializgdagnction¥ que permitem que suas
fibras se contraiam como um sincicio (GUYTON; HALZQ06), cujas células possuem além
da actina e miosina, outras proteinas como o aqallestropomiosina e a calmodulina. A
calmodulina é uma proteina reguladora multifundiop@ tem capacidade de se ligar aos ions
cd”*, sendo um importante mediador em diversos sistémassive na contratilidade do ML
(PAIVA et al., 2005).
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A contragcédo do ML pode ocorrer por dois mecanisra@coplamento eletromecéanico
e 0 acoplamento farmacodindmico. O acoplamentoroetetcanico é promovido pela
despolarizacdo da membrana celular que leva adentie C& através dos canais para’Ca
operados por voltagem (VOCCs), podendo esse patedei membrana (Em) celular ser
modulado por varios tipos de canais ibnicos, tais@os canais para KCI e outros céations
(Na', C&") (WELLMAN et al., 2003, PAIVA et al., 2005). Cortda, alguns agonistas como a
NE, acetilcolina (Ach) e histamina sdo capazes mirizir contracdo por despolarizacao
(BOLTON, 1979). O outro mecanismo, denominado awophto farmacodindmico nao
depende da despolarizacdo da membrana celular negrdlar a concentracdo [Eh
intracelular (SOMLYO; SOMLYO, 1968; REMBOLD, 199®IERCE; RUSSELL, 1997).
No entanto, esse mecanismo envolve a interacagalestas com 0s receptores da membrana
das células musculares lisas, que s&do geralmentmados por sete dominios
transmembranais, acoplados a um complexo de pasté&n(, f ey) (MELDRUM et al.,
1991) (Figura 4). A contracdo do ML é regulada petmcentracdo [CHi e pela
sensibilidade dos elementos contrateis ad" (BOLTON, 1979). Essa sensibilidade foi
denominada de dependéncia relativa da fosforilaigi@adeia leve de miosina (CLMp
[Ca®]i (REMBOLD, 1992).

Assim sendo, os canais i6nicos desempenham um tamperpapel na regulacédo da
contracdo do ML, pois atuam modulando o Em e caremggmente o G& intracelular
(KEVIN; NELSON, 2005). Logo, a entrada do%do meio extracelular é mediada pelos
canais de Cdoperados por voltagem (VOCCs), pelos canais opsnadoreceptor (ROCCSs),
pelos canais para cations nao-seletivos e peladomcN&d/ C&*. Além disso, o reticulo
sarcoplasmatico (RS) pode contribuir para o auméat6a” intracelular, liberando o Gade
suas reservas pela acdo do inositol trifosfate) @@ pelo préprio Cd (WELLMAN et al.,
2003). Ou seja, a elevacdo do’Oatracelular ativa o receptor para rianodina (RYIB)RS e
o IP; ativa o canal para €zdependente de JRFLYNN et al., 2001).
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Figura 3 - Organizacdo aparente do cito-esqueleto e mmodéitdos do musculo liso. Pequenos
elementos contrateis, funcionalmente equivalerdesaecémero. As ligacdes entre as fibras consistem
em juncdes especializadagmp junctiony, funcionalmente acopladas ao aparelho contrasilalulas

adjacentes (sincicio).
Fonte: McGraw-Hill (2002).
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Fonte: Schoneberg et al (1999)
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O processo de contracao é iniciado pela recepgaordestimulo contratil especifico
que leva ao aumento da concentracdo intracelulaaie Assim, o C& mioplasmatico se
liga a calmodulina, que é capaz de se ligar atéafraions C&, formando o complexo €&
calmodulina que ativa a miosina quinase da cadeia (MLCK). A associacdo deste
complexo C4' - calmodulina com a MLCK na presenca do ATP, fakfoa cadeia leve de
miosina, permitindo a exposi¢do dos sitios de &gaga miosina a actina, que resulta na
ligacdo ciclica da porcao globular da miosina coactna, permitindo o deslizamento dos
filamentos de miosina sobre a actina, e determmancbntracdo (HUXLEY et al, 1954) que
é mantida devido a fosforilacdo da subunidade desima que inibe a atividade da fosfatase
de cadeia leve de miosina (FLCM), uma enzima re@u# (WEBB, 2003). Essa mesma
enzima remove o fosfato de alta energia da cadeve lkde miosina promovendo o
relaxamento. Observando-se ainda, a reducéo d4li[@avido & captacdo do Egpara o RS
ou pela extrusdo pelas £aATPases da membrana plasmatica, levando & dis§iocido
complexo calmodulina - MLCK.

Varios estudos relatam a diminuicéo da disponiilelde CH intracelular e a atuagéo
de canais de Kativados por célcio, promovendo hiperpolarizaci@a conseguinte o
relaxamento muscular (BRAYDEN et al., 1991; IKEBBROZOVICH, 1996; IKEBE,
1997). Substancias como o fator relaxante derivdmleendotélio (EDRF) e o fator atrial
natriurético (FAN) que aumentam a 3'5’- guanosinanofosfato ciclico (GMPc), também
relaxam o musculo liso vascular (MLV) por atenuag@oaumento da [G§; em células
isoladas e tecidos intactos (KARAKI et al., 1988)oxido nitrico (NO) induz o relaxamento
no MLV principalmente via ativacdo do GMPc, envaige a diminuicdo da [G§; através
da ativacdo da GaATPase da membrana plasmaética, do RS e d&Na#\TPase e dos
varios canais de K(NISHIMURA, 2006). Esse relaxamento também podarec devido ao
aumento de AMPc, através da ativacao da proteigaiftase (PKG) (LINCOLN et al., 1990)
ou da fosforilacdo via PKA, da MLCK reduzindo aasafinidade pela calmodulina
(MCDANIEL et al., 1991; SOMLYO et al., 1994). Alémisso, o AMPc pode reduzir a
[Ca®™]; por ativar canais de Kevando & hiperpolarizacdo de membrana e redugéufldxo
de Ca®* via VOCCs (SADOSHIMA et al., 1988; LINCOLN et al990).

Foram os trabalhos pioneiros de Furchgott e Zawgd#B80) que demonstraram que 0
efeito vasodilatador da Ach foi dependente da ndade endotelial, sugerindo a existéncia
de uma substancia vasodilatadora derivada do dimjothamada de EDRF. Em 1987,

Palmer, Ferige e Moncada demonstraram que a sectetdNO ocorria em quantidades
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fisiologicas suficientes para justificar a atividadliologica do EDRF. Posteriormente, o
aminodcido L-arginina foi identificado como prearrgdo NO (PALMER et al., 1987), sendo
demonstrado que tinha uma alta difusédo e reatiei@agor isso diversos meios de regulacao.
Esta regulacdo envolve fatores de transcricdo,slagiio e até de pods-translacdo que
abrangem modificac¢des lipidicas, eventos de fdaf@o e interacdo com proteinas (KONE,
2003).

As enzimas responsaveis pela geracdo de NO saceadab como Oxido nitrico
sintetases (NOS), e catalisam a oxidacdo do nitfogéo grupamento guanidino da L-
arginina (L-Arg), formando NO e L-citrulina em duagapas, com a formacdo do
intermediario Nb-hidroxi-L-arginina (MARLETTA, 1988, 1993; MARLETT/Aet al., 1988;
FELDMAN et al., 1993; FUKUTO; CHAUDHURI, 1995; IGNRRO; MURAD, 1995;
KERWIN et al., 1995).

Trés isoformas de NOS (NOS I, Il e Ill) sdo codiflas por trés genes diferentes e
podem ser classificadas em duas familias: NOS itatist (NOS | e NOS Ill) e NOS
induzivel (NOS II). As NOS constitutivas foram aaemizadas em neurénios (NOS | ou
NNOS) e depois em células endoteliais (NOS Ill ND8), sendo reguladas pelo complexo
Ca*/calmodulina (CaM). Estas isoformas produzem pegsiguantidades de NO por curtos
periodos de tempo (segundos a minutos), e, neste 0aNO parece desempenhar funcdes
regulatérias na neurotransmissdo e no sistemaovastiular. A NOS Il (iNOS) foi
primeiramente isolada de macréfagos estimuladosligmpolissacarideo e interferon-Esta
enzima é essencialmente’Ciadependente e pode produzir NO por longos peri¢unss a
dias) apds sua expressdo (KNOWLES; MONCADA, 1999RETERMANN et al., 1994;
1998; FORSTERMANN; KLEINERT, 1995; IGNARRO; MURAL[995).

O L-NAME, um analogo da L-Arg substituido no grugamo guanidino (M), inibe
todas as isoformas da NOS. Outros anélogos da LsAbgtituidos no mesmo grupamento
também sdo capazes de inibir a atividade da NOSteNmso, a inibicdo ocorre em graus
variaveis e através de mecanismos distintos, pdoglos envolvem a ocupacdo do sitio
ligante para o substrato (MAYER; ANDREW, 1998; BOHER et al., 1999).

A [Ca®"]i no endotélio vascular regula indiretamente o tomascular, ativando
enzimas dependentes do*Gaais como NOS e fosfolipase A2, resultando nalpgdo de
NO, prostaciclinas e fatores de ativacdo de plaguéfARAKI et al., 1997). Portanto, a
ativacéo de receptores endoteliais induz um infllx&3&"* no citoplasma da célula endotelial

(Figura 5). Ap6s a interacdo do“Caom a calmodulina, ativa a NOS e as cicloxigenases,
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leva a liberacéo de fatores hiperpolarizantes ddads do endotélio (EDHF). O produto destas
substancias difunde-se das células endoteliais @iV, onde o NO atua estimulando a
enzima guanilato ciclase (GC), que catalisa a m@&duwe GMPc e causa a inibicdo do
processo contratil, o EDHF causa hiperpolarizacéelaxamento pela abertura dos canais de
K" e as prostaciclinas (P§kausam relaxamento pela ativacdo da adenilat@sei¢AC) que

conduz a formacg&o do AMPc (VANHOUTTE, 2003).
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Figura 5 — Regulacdo do tbnus vascular através da via dd &&EMP. NO — oxido nitrico, cGMP -
3'5’- guanosina monofosfato ciclico.
Fonte: Ghofrani et al. (2006)

E importante salientar que o estresse de cisalltamegula a estrutura e funcéo das
células endoteliais controlando a expressédo desgereanosensiveis e produzindo fatores
vasoativos (Figura 6). Assim, 0 mecanismo propgsita a regulacdo da enzima NOS
envolve tanto o estresse de cisalhamento comee@@o da NOS endotelial com proteinas,
tais como a calmodulina, a caveolina | e receptdegroteina G, a tirosina quinase e a
tirosina fosfatase (KONE, 2003).
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Figura 6 - Interacdo protéica regulando a NOS endoteliatanaeola. A interacdo com a caveolina
inibe a ativacdo da NOS endotelid),(mas um estimulo como o estresse de cisalharpeoiaove o
recrutamento de proteinas de choque térmico (H3g) @4"/CaM para a NOS(e), aumentando a sua
atividade.B: AKT, ativada pelo estresse de cisalhamento, VEfator de crescimento endotelial
vascular), ou histamina, fosforila e ativa a NOS@&)NOSIP (proteina de interacdo da NOS) e
NOSTRIN (NOS(e) indutor de trafego) participam nanslocacdo do NOS (e) da caveola para o
alvo intracelular resultando na diminuicdo daidéde da NOS(e).

Fonte: Adaptado de Kone (2003).

A identificacdo inicial da NOS na caveola (um ratdominio de 50-100nm) na
membrana plasmética das células, na década deoBtcéu a base estrutural para o
reconhecimento da compartimentalizagdo nos mecasisia sinalizagcédo celular promovido
pelo NO (Figura 7). A subseqiente observacdo deaqOS endotelial (eNos) interage
diretamente com as proteinas estruturais da cawEaminadas caveolinas, forneceu a
evidéncia bioquimica da interacdo eNOS com a caved sua implicagdo com numerosas
moléculas de sinalizagBes concentradas neste ammbien membrana celular (GARCIA-
CARDENA et al., 1997; LI et al., 2005). Interactadre a eNOS e a caveolina-1 inibem a
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atividade da enzima por competicdo com a ativag@@d@lmodulina (BUCCI et al., 2000;
COHEN et al., 2004). A caveola foi descrita pelengira vez por Yamada (1955), mas sua
importancia s6 comecou a ser destacada quando emlicav foi clonada e identificada,
havendo varios membros da familia das caveolirag@tina le e $, caveolina-2«, -B,-y, -

3) que diferem em sua estrutura e distribuiciot@asdos. A Caveolina-1 (cav-1) e caveolina-
2 (cav-2) sdo abundantemente co-expressas em adfdibroblastos e células endoteliais,
enquanto que expressao da caveolina-3 (cav-3)iicada somente nas célulassculares
(ROTHBER et al., 1992)0s estudos que se seguiram mostram que as caweeolgolinas
tém um papel importante na funcdo endotelial e,qomseguinte, disfungbes nas caveolas
estdo envolvidas em patologias como cancer, digbetderosclerose e doencas
cardiovasculares (SCHWENCKE et al., 2006; YU et2006).

A disfuncéo endotelial descrita como reducao daxeghento dependente do endotélio
e/ou aumento da capacidade vasoconstritora, ess&rmie em diversas doencas metabdlicas
e/ou cardiovasculares, como na obesidade, hip@deagerial, dislipidemia, intolerancia a
glicose, etc. O desenvolvimento de disfuncdo ehdbt®i demonstrado em varios leitos
vasculares tanto em modelos experimentais como agiemges com DM1 e DM2
(DIEDERICH et al., 1994; KOLTAI et al., 1997). E moeconhecido que o endotélio produz
NO, mas também outros vasodilatadores como bradigiprostaciclina (PG), PGD,, PGE,
EDHF (TOBOREK; KAISER, 1999; VANHOUTTE, 2003; NAS@ENTO et al., 2003) e
metabolitos vasoconstrictores (endotelina-1 e prmstles vasonstritores) (CARVALHO et
al, 2006). E possivel que no diabetes, a reducéasadilatacio produzida por NO esteja
relacionada a diminuicdo da atividade de P@&|EDHF e/ou a sintese aumentada de
metabdlitos da ciclooxigenase (TXA2) e BGECSANYI et al., 2007). Ademais, a producéo
aumentada de espécies de oxigénio reativo (RO®)p ®uperdxidos, também pode ser a

causa primaria da disfuncao endotelial.
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Figura 7 - Relagéo entre a caveolina e o oxido nitrico (ld€pendente do endotélio. Altos niveis de
colesterol LDL nativo (LDLn) estimula a transcricde caveolina e, portanto, promove a interagéo
inibitéria de eNOS com o0 aumento da caveolina. teracdo de LDL oxidado (LDLox) com o
receptor “scavenger” CD 36 localizado na caveolecena deplegao de colesterol e a translocagao de
eNOS dentro do compartimento celular. O agonistadb a seu receptor (localizado dentro ou
translocado para a caveola) leva a ativacdo do ed@8s do aumento local do calcio intracelular (o
reticulo endoplasmatico tem sido localizado namliemcas da caveola) e para as futuras alteracbes
no estado de fosforilagdo do eNOS. Este modo delagfip da producdo de NO é critico para as
funcdes endoteliais, incluindo a modulacéo do tassular e angiogénese.

Fonte: Sbaa et al., 2005 (adaptado).
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3. Canais para potassio

Os canais para potassio presentes no MLV possueimpartante papel na regulacao
do Em e do tonus vascular (NELSON; QUAYLE, 1995CKSON, 1998). Eles constituem
uma familia de proteinas que atravessam a membeaodlulas excitaveis e ndo excitaveis, e
conduzem seletivamente os ions potassio em favgrattiente eletroquimico num fluxo de
10° a 108 fons/s. (SHIEH et al., 2000). Segundo Chandy (L98§ses canais s&o estruturas
tetraméricas, contendo em cada uma das quatro isiades seis regides (S1-S6) de dominio
transmembrana. A concentracdo do potdssio € maioneio intracelular e o seu potencial
eletroquimico encontra-se entre -90 a -80 mV, semgmwtencial de equilibrio do potassio
determinante para o potencial de equilibrio da mramd Dessa forma, esses canais séo
importantes na fase de repolarizacdo do poten@aklgho, principalmente no musculo
cardiaco (NELSON; QUAYLE, 1995).

O gradiente eletroquimico para 6 promove abertura dos canais dersultando na
difusdo dos cétions para fora da célula e hiperzalgdo da membrana. O fechamento dos
canais de Kdesencadeia a despolarizacéo (Figura 8) (JACKSR000).

Dentre as categorias de canais para potassio ternssecanais para potassio
dependente de voltagem) dependentes de calciodfX os canais de potassio retificadores
de entrada (Ig), sensiveis a ATP (p) e sensiveis ao sodio (§ (NELSON; QUAYLE,
1995; JACKSON, 1998). Esses canais sdo subdivididescanais K, por exemplo, sao
classificados em trés tiposanais para potassio dependentes de % @am condutancia
elevada (Blk,), 0s canais para potassio dependentes e €an condutancia intermediaria
(IKca) e 0s canais para potassio dependentes tfe €@en condutancia baixa (3K (YE et
al., 2004).

Os canais para potassio ativados pel®" @aracelular sdo encontrados nas células
excitaveis e participam da regulacdo do Em e daostGniogénico das pequenas artérias
(QUAYLE; NELSON, 1997).

O MLV apresenta diversos tipos de canais que séaxtesizados por diferencas na
dependéncia de voltagem para ativacdo e inativagaosensibilidade em relacdo aos
inibidores e na condutancia (OKABE et al., 1987%i ambém observado que a resposta
mediada pelo EDHF depende da ativacao dos canaiseSKc, (EICHLER et al., 2003).
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Figura 8 - Canais para potassio e o ténus vascular. Esquermaddculo liso vascular e da secc¢ao
transversal da arteriola mostrando que a aberag@ahais para'Keva a difusdo dos ions dé gara
fora da célula, hiperpolarizacédo da membrana, faeh#o dos canais de calcio, diminui¢cdo do calcio
intracelular, que leva a vasodilatacdo. O fechaméos canais de’em o efeito oposto.

Fonte: Jackson (2000)

Os canais Kk sao inibidos por 4-aminopiridina (4-AP) e ativageda despolarizacéo
da membrana com potencial de ativacdo de aproximawta -30 mV, havendo evidéncias
gque sugerem a participacao desses canais na r@gulagpotencial de repouso da membrana
e no ténus vascular. Eles podem ser abertos petamseno de ativacdo de vasodilatadores
que acionam a via do AMPc, e podem ser fechadas qtélacdo da via que envolve a
elevacdo do célcio intracelular e a proteina kin@seisto €, envolve a participacdo de
vasoconstrictores (NELSON; QUAYLE, 1995; AIELLOadt, 1995; AIELLO et al., 1998).

O tetraetilamoénio (TEA) e a 4-AP blogueiam os ¢auara potassio por diferentes
mecanismos e provavelmente em diferentes sitioigdedo (KIRSCH; DREWE, 1993;
NELSON; QUAYLE, 1995; JENKIONSON, 2006). O TEA é Wioqueador néo seletivo de
canais para potassio, mas na dose de 1 mmol/Leaszcseletivo para bloquear canais de
Kcano MLV (LANGTON et al., 1991).
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Os canais retificadores de potassigrjKoram identificados pela primeira vez no
musculo esquelético (KATZ, 1949), entretanto, dadiss disponibilizados na literatura para
entender o papel exercido por esses canais nagaguilo potencial de repouso da membrana
e do tbnus sado conflitantes e escassos (JACKSONY7)2(Babe-se que os canaisk K
contribuem para condutancia de potassio durantgenpial de repouso da membrana, e para
aumentar o potassio extracelular. As principaisfesublias desses canais séo: & R.0
(potente retificador de entrada) e @ B.0 (proteina G acoplada ao canal de potassid)l (&E
al., 2003).

No leito vascular cerebral, coronario e do musagdquelético, observou-se que o
aumento do potassio extracelular ocasionou vasadila devido a hiperpolarizacdo da
membrana do MLV (KNOT et al., 1996; QUAYLE et al997). A ativagdo do N&*
ATPase e dos canais Kconstituem os dois mecanismos propostos para cexph
hiperpolarizacdo induzida por potassio. Entretarto,papel do Ik na indugcdo da
vasodilatacao precisa ser esclarecido.

Os canais inibidos pela adenosina trifosfatoarf)K sdo proteinas octoméricas,
compostas por dois poros que formam duas subursdAdeubunidade formada pelos canais
retificadores de entrada 6.1, Kr 6.2) e uma unidade receptora de sulfoniluréia (BUR
SUR2A e SUR2B) (NELSON; BONEYV, 1996). Segundo S€R@03) a subunidadeK6.1
parece desempenhar um papel mais relevante nac¢éguilo tbnus vascular do que g K2.

Os canais do tipo kp foram identificados pela primeira vez em miocitasdéacos e
depois foram identificados em outros tipos de eslutomo células do pancreas, neurdnios,
musculo esquelético, MLV e outros tipos de musdistm (NOMA, 1983; BABENKO et al.,
1998; ASHCROFT; GRIBBLE, 1998; SEINO, 2003). Os aianKatp sdo fechados pelo
aumento da concentracao intracelular de ATP, nabdm sao regulados por uma série de
mecanismos de tradugao de sinais que independemudancas do ATP. Sao ativados por
varios vasodilatadores sintéticos, como o diaz@xédamacalin e pinacidil, e sdo inibidos por
sulfoniluréias, como a glibenclamida (SMITH et d1994; QUAYLE et al., 1997; SEINO,
2003). A dilatacdo arteriolar induzida por adenasprostaciclina e isoproterenol é mediada
em parte pela abertura dos canaispKdemonstrando que esses canais tém um papel crucial
na regulacdo do tonus vascular na microcircul{g@@€KSON et al., 1993; JACKSON,
1993) A ativacdo dos Krp N0 musculo liso arterial leva a hiperpolarizacaopdtencial de
membrana, que causa vasodilatacdo devido a inilWledcanais para calcio dependente de

voltagem (NELSON et al., 1990). Alguns estudostamaa hiptese de que os canajsdK
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presentes na microcirculagéo, podem ser ativadosoanicoes de repouso (JACKSON et al.,
1993; JACKSON, 1993; TATEISHI et al., 1995; SAITOat, 1996). Entretanto, Thomas et
al. (1997) relataram que a glibenclamida ndo pramefeito na resisténcia vascular do
musculo esquelético de ratos. Através da técnigattd clampfoi evidenciado pela primeira
vez que durante o potencial de repouso da membeular existe a abertura de canajgK
em células do musculo liso de arteriola (JACKSOMIt1997) e eles parecem participar do
mecanismo de acao de substancias vasodilatadoras, & adenosina e prostaciclina, através
do mecanismo de AMPc dependente e independenteraleina kinase A (NELSON;
QUAYLE, 1995; JACKSON, 1993). Ainda foi observadaiegalguns vasoconstrictores
podem atuar fechando os canajgd#através do mecanismo que envolve a proteina kidase
(TATEISHI et al., 1995; NELSON; QUAYLE, 1995). Saglo Ren et al. (2003), os canais
Katp podem contribuir para a condutancia dg Kas exerce um papel mais relevante no
controle do Em das célulise outras células, porque podem se manter abeosomndicdes
metabolicas adversas.

Vérias doencas podem estar correlacionadas corsfngéio dos canais de potassio,
entre elas a hipertenséo e o diabetes (MARTENS;BARD, 1996; YE et al., 2004). Alguns
estudos relatam que a arritmogénese pode estaioredda a diminuicdo das correntes
repolarizantes de potassio (MAGYAR et al., 1992{MEINI et al., 1999). Ye et al. (2004)
demonstraram que em anéis de aorta oriundos dencamgos da linhagem C573L/6J, a
abertura de canais BK era aumentada embora a conduténcia desses cassgsdiminuida,
sugerindo que a funcdo dos canaiscBKstaria aumentada para compensar os danos da
hiperglicemia.

Ha estudos que relatam que a funcédo dos canrgiKkre € Ky estdo diretamente ou
indiretamente reduzida em ratos diabéticos, maso®uestudos afirmam o inverso
(ZIMMERMANN et al., 1997; IKENAGA et al., 2000; MI3RSKI et al., 2002). Ren et al.
(2003), demonstraragownregulatiordo receptor SUR 2A no coragédo e SUR 2B no MLV de
ratos diabéticos, sugerindo que o diabetes altergpeesséo das subunidades especificas do
canal Katp que pode levar a disfuncdo cardiaca por isquerisf@encdo vascular. Entretanto,
no mesmo estudo, ndo houve alteragdes importaategpressdo do RNAm das subunidades
Kir6.2 e Kr 6.1 do canal Krp, bem como as subfamiliassi.1 e Kg 3.1 de ratos diabéticos.
Esses canais Ke Katp S80 importantes subfamilias dos canais para poiassstao bem
expressos no tecido cardiovascular. Varios estudlzam que a resposta arteriolar e a

resisténcia arterial a um agonista do canatpKé menos eficiente durante o diabetes
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experimental, sugerindo a participacdo destes samaidesenvolvimento de complicacdes
vasculares no diabetes (MAYHAN; FARACI, 1993; MAYINA 1994; ZIMMERMANN et
al., 1997; CRIINS et al., 1998; IKENAGA et al., D0

4. Diabetes e Programacao fetal

A proposta de que o metabolismo materno poderiacexeefeitos tardios no
desenvolvimento humano foi sugerida h& varios &aKRLSSON et al., 1972; PEDERSEN,
1977; SIMPSON et al.,, 1983). Diversos estudos epiolégicos relataram que criancas
nascidas de maes portadoras de DG, desenvolveranamte a vida adulta, resisténcia a
insulina e foram mais susceptiveis a desenvolver(PETIT et al., 1988, MARTIN et al.,
1985, SOBNGWI et al., 2003, MCLEAN et al., 2006pedcas coronarias e outras doencas
cronicas (BAKER et al., 1993).

Entretanto, a hipotese da origem fetal para véiaasncas foi aprimorada por Barker et
al. (1989), que fez associacao entre doenca castalar e baixo peso ao nascimento, e mais
tarde, entre o desenvolvimento do DM2 na vida adulbaixo peso ao nascimento (BARKER
et al., 1989, WHINCUP et al., 1992; CAMPBELL et, d41996). Hales e Barker (2001) foram
0S primeiros a usarem o termrifty phenotype hypothesi¢Figura 9), sugerindo que em
caso de nutricéo fetal deficiente, quer seja rastdtde deficiéncia na nutricdo materna ou no
aporte para o feto devido disfuncdo placentaria, eg@mplo, ocorre uma adaptacdo que
redunda em crescimento de Orgaos importantes cémbro a expensas de outros tecidos

como musculos, rins, e pancreas endociREMACLE et al., 2007).
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Figura 9 - Esquema do efeito da programacédo fetal em um amebisomprometido. HPA: eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal.
Fonte: Fernandez-Twinn e Ozanne, 2006, adaptado.

Outros estudos epidemioldgicos ratificaram essatbgge associativa, como a relacao
inversa entre peso corporal apds o nascimentapeddnsao arterial (HUXLEY et al., 1996;
LAW et al., 1996; MOORE et al., 1999; LAW et alQ@2). Existindo ainda varias evidéncias
que distarbios dietéticos (LANGLEY et al., 1994; NGLEY-EVANS, 1998) e metabdlicos
(HOLEMANS et al., 1991; HOLEMANS et al., 2003; WICEKt al., 2005) durante o periodo
gestacional poderia afetar o desenvolvimento fetabntribuir para diversas patologias na
vida adulta, entre elas as doencas cardiovasculanes nutricdo intra-uterina, por exemplo,
levaria ao desenvolvimento inapropriado do pancreesultando em uma populacdo de
célulasf3 que secretam quantidades insuficientes de inselisdo incapazes de atender a

demanda metabdlica na vida adulta.
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A condicdo metabdlica é um importante determindnterescimento fetal. Evidéncias
experimentais indicam que o fator ambiental quallee@ crescimento fetal, no terceiro
trimestre, em animais e humanos, € o aporte deentgs que chegam ao feto. Diabetes
gestacional, bem como ma nutricdo materna, é esizata por deficiéncia do aporte de
nutrientes para a unidade feto-placentaria e redulgéfluxo sanguineo Utero-placentario
(ERIKSSON; JANSSON, 1984; ROSSO; KAVA, 1980).

Diabetes e ma nutricdo durante a gestacao estdmwanhgs na incidéncia aumentada
de sobrepeso, homeostase da glicose alterada enaNy2ole Os disturbios no balanco de
nutrientes no DG promovem efeitos deletérios nacpas endocrino, no cérebro, pulmdes,
rins e coragao dos fetos de ratos (AMIR et al. 91 @AUGUIER et al., 1990, HOLEMANS
et al., 2003; THULESEN et al., 2000). Entretantoda ndo ha confirmacédo de que o DG
programe o desenvolvimento de hipertensdo em aaliglfos, mas ha evidéncias que sugerem
que os filhotes apresentam na vida adulta altesagdduncao vascular (HOLEMANS et al.,
1999) e RI (HOLEMANS et al., 2003). Evidéncias thsesobre o mecanismo responsavel
pela programacdo anormal de tolerancia a glicogeraia de méaes diabéticas ainda nédo sao
disponiveis. Mecanismos epigenéticos como a proggamgendmica podem contribuir para
a “programacdo” de doencas na vida adulta. As noagibes epigenéticas sédo induzidas por
fatores ambientais e afetam a estrutura e funcadoNid. A ativacdo preferencial dos genes
inerentes a made ou ao pai podem ser influenciadtms gmbiente intra-uterino (YOUNG,
2001). Manderson et al. (2002) relataram importamtiéerencas nos fatores de risco para
doencas cardiovasculares entre criancas nascidasidge diabéticas tipo 1 e de maes nao
diabéticas, sugerindo que os filhos de maes d@®ttorrem maior risco de desenvolver
doencas vasculares na vida adulta.

Em roedores, foi observado que baixas doses deiglizem DG associada com
macrossomia (AERTS; ASSCHE, 1979), e altas dos#szem diabetes DM1 associada a
reducédo do crescimento fetal (HOLEMANS et al., J9&kses ultimos autores demonstraram
que ratos oriundos de mées com DG possuiam Rl a@evidiminuicdo da sensibilidade a
insulina nos tecidos de captacéao periférica deoggice pela diminuicdo da sensibilidade e
resposta do figado. Também foram constatados sieaiisfuncéo vascular com reducéo da
resposta vasodilatadora dependente do endotélimerdo da resposta vasoconstrictora a NE
(HOLEMANS et al., 1991). Alguns autores sugerem gu2G afeta a funcdo cardiovascular
da prole, promovendo hipertensao, disfuncdo dortedlexo, ativacdo do sistema renina-
angiotensina, disfuncdo renal (AMRI et al. 1999; A et al., 2005; CAVANAL et al.,
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2007; MAGATON et al., 2007) e diminuicdo na respostsodilatadora dependente de
endotélio (ROCHA et al., 2005; WICHI et al., 2006)y ainda, altera¢des na reabsor¢cédo de
calcio e magnésio que interfere na formacdo Ossegacterizada por uma menor deposicao

trabecular e maior volume cortical (BOND et al.02D

5. Diabetes experimental

Modelos animais de DM 1 e DM 2, produzidos espadarente ou por modificacéo
genética, bem como a inducdo farmacoldgica, térm fedramentas indispensaveis para
entender os mecanismos fisiopatologicos e asseguraas estratégias terapéuticas no
tratamento do diabetes.

O diabetes experimental pode ser induzido por sariétodos como, por exemplo, a
lesdo no sistema nervoso central, uso de hormoaius-insulinicos, exposicdo a
hidrocortisona, inducdo por virus, alteracfes tezt®, manipulacdo genética e agentes
guimicos citotdxicos. Assim sendo, foi mostrado aias com lesdes no nucleo ventromedial
do hipotdlamo apresentam obesidade, hiperglicehirinsulinemia e Rl (KENNEDY et
al., 1963). Dentre os horménios anti-insulinicog dgvam a um quadro de hiperglicemia,
tém-se a epinefrina, o glucagon, a somatotropioga gicocorticoides. Alem destes modelos,
existe a administracdo de hidrocortisona, que tamli@duz a hiperglicemia e leva a
hiperplasia das célula@ do pancreas (FRANKEL et al., 1984). Alguns viraemo o
picornavirus e o virus da encefalomiocardite, podaosar dano pancreatico e promover uma
sindrome diabética moderada e transitoria em algnisais (REID, 1981). As alteracdes
dietéticas, como a desnutricdo (HEARD; TURNER, )9é7dieta hipercaldrica, também
promovem o diabetes experimental (EL AOUFI et20Q7).

A manipulacédo genética fornece varios modelos deealies espontanea semelhante ao
DM 1 humano, como o camundonijon obese DiabetidNOD), um modelo de doenca auto-
imune que destrdi as células beta do pancreasitarejtransplante das ilhotas de Langenhans
(KOULMANDA et al., 2003), o rat@io Breeding(BB) que desenvolve poliaria, polidipsia,
perda de peso, hiperglicemia e insulinemia, Bi@mBreeding Diabetic Pron€DP-BB), que

desenvolve uma insulinite severa (VISSER et aD320



45

Os modelos de animais de DM 2 sdo complexos edy&reos como na condicdo
humana, assim em alguns modelos, predominam a RIdisfuncdo das célulfis ou ambas
as alteracfes. Alguns destes modelos de DM 2 sat @soto Katazaki (GK), que apresenta
tanto a disfuncédo das célulascomo RI (SIM et al., 2007), oamundongo KK, apresenta
obesidade, RI e hiperinsulinemia compensatériasgmOtsuka Long-Evans Tokushima fatty
(OLETF) desenvolve intolerancia a glicose (REESCALLADO, 2004).

Dentre os agentes quimicos citotoxicos mais utlbza estdo a aloxana e a
estreptozotocina (STZ), que causam destruicdoiselelas células beta das ilhotas de
Langerhans do pancreas. Ambas as drogas causamlewade indice de mortalidade,
entretanto, € de facil manuseio na inducdo do tBabem ratos, camundongos e coelhos
(MINATOGUCHI et al., 1999; ZHANG et al., 2007). AT € um analogo da N-
acetilglucosamina (GIcNAc), que é facilmente tramsgda nas células beta-pancreaticas pela
GLUT-2, e causa a toxicidade destas células, arwidt em deficiéncia da insulina. Nesse
contexto, a STZ inibe seletivamente a atividadeOd@IcNAcase, que é responsavel pela
remocao da O-GIcNAc da proteina. Isto causa O-gjlagio das proteinas intracelulares e
resulta em apoptose das células beta-pancrealiE®&CH; ALLEN, 2007). Por estas razoes,
a STZ € muito utilizada para induzir o DM1 em ra@ZTURK et al., 1996), provocando
hiperglicemia, hipoinsulinemia, polidria e perda geso (KANNEL; MCGEE, 1979;
TOMLINSON et al., 1992; SCHAAN et al., 1997).

A STZ exerce sua acao diabetogénica quando adrantésatravés da via intravenosa
(i.v.) e intraperitoneal (i.p.); a sensibilidaderimasegundo a espécie animal, sexo, idade e
estado nutricional (BAILEY et al., 1990). Ela dacéf a membrana plasmética e o DNA das
célulasP pancreaticas, resultando em necrose. Embora as§jaZclaramente toxica, possuli
uma meia vida de trinta minutos.,

Alguns estudos mostram que em ratos da linhagertakVeésdose de 35 mg/kg de STZ
produz DM1 com glicemia entre 180-250 mg/dL (STRIER et al., 2004; UGOCHUKWU
et al.,, 2004), a dose de 65 mg/kg produz DM1 comeglia acima de 350 mg/dL,
caracterizando uma diabetes severa (MIHM et alQ120JGOCHUKWU et al., 2004).
SegundoCaluwaerts et al. (2003), o nivel normal de glicpsea ratos é abaixo de 100
mg/dL, entre 100-300 mg/dL a hiperglicemia seriaderada, e acima de 300 mg/dL a
hiperglicemia seria severa. Foi observado que gagao de animais submetidos a diferentes
doses de STZ (i.p.) apresentaram niveis diferatdeglicemia. Lopez-Soldado et £2003),

observaram que fémeas c@fs induzida por uma dose de 35 mg/kg apresentafaamside
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glicose abaixo de 200 mg/dL, ou uma glicemia aaimd@00 mg/dL devido a variabilidade da
sensibilidade a droga.

Apesar de varios estudos utilizarem o modelo dbedes experimental para investigar
a correlacdo com alteracbes cardiovasculares, poagalisam a importancia do diabetes
gestacional na resposta vascular e no desenvoltontenhipertensdo na vida adulta, razao

que nos levou a realizar esta investigagao.
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Il - OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi investigamfiuéncia do diabetes gestacional
(DG) induzido por estreptozotocina sobre os niyeEssoricos e a reatividade da aorta

toracica da prole adulta.

2. Objetivos Especificos

Avaliar o impacto do diabetes gestacional sobre:
i) a ingestdo de agua, racdo, peso corporal e pesuragio;
i) as taxas plasmaticas de glicose, triglicerideotsterol total e colesterol
HDLc.
iii) a pressao arterial média (PAM) e freqiiéncia cead(BC)

Iv) a reatividade vascular
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Il - MATERIAIS E METODOS

1. Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, criadoDepartamento de Fisiologia e
Farmacologia. Os animais foram mantidos a temperatanstante de 24 2° C, e ciclo
luminoso claro - escuro de 12 horas, racéo (Plrinadguaad libitum Aos trés meses de
idade, fémeas nuliparas (240-300 g) foram seledesa acasaladas. Esfregaco vaginal foi
realizado todas as manhds, e quando observada senpae de espermatozdide, foi
considerado o primeiro dia de gestacdo. No sétimalée gestacdo, estreptozotocina (STZ,
Sigma Chemical Company, St. Louis) foi administreidaintraperitoneal (i.p.) na dose de 42
mg/kg dissolvida em tampao citrato (0,01M; pH 4Fmeas controles receberam tampéo
citrato. Logo, as fémeas foram dividas em dois gsugrupo controle (ND) e grupo diabetes
gestacional (DG). Os niveis de glicose foram estosacom o uso de um glicosimetro
(Lifescarf, Johnson & Johnson Company, EUA) no 14° dia degas.

Ratas com glicemia acima de 200 mg/dL foram conat#es diabéticas. Animais
com niveis glicémicos abaixo do valor estipulad@rio descartados. O consumo de agua e
racao foi medido, assim como peso corporal. Nesttele, foram utilizadas apenas as proles
dos dois grupos, nomeadas de acordo com a origeniérAeas foram usadas em outros
protocolos experimentais.

Os protocolos utilizados foram aprovados pelo @G®mée Etica em pesquisa animal
da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE (g50d#6921/2004-30).

2. Drogas Utilizadas

Para os experimentas vivo, o pentobarbital sodico (Sanofi, Libourne, Franea
heparina (Laboratérios Léo S.A, Montigny-le-Bretenr, Franca) foram utilizados em
solucgdes injetaveis comercialmente disponiveis.t€ étilico p.a. (Reagentes Analiticos

Dinamica) foi utilizado para coleta de sangue &tsado plexo orbital.
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Nos experimentosn vitro, cloridrato de acetilcolina, cloridrato de noregiima,
tetraetilamoénio, 4-aminopiridina, glibenclamida,azibxido, nitroprussiato de sédio e
verapamil, foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Sig@t@emical Co., St Louis, MO, U.S.A)

e dissolvidos em agua destilada.

3. Curva de crescimento ponderal

Apenas alguns recém natos foram pesados no diasdimento, mas o peso corporal
(PC) de toda prole de ambos os grupos foi mensusadmanalmente durante o mesmo

horario da manha, desde da idade de 56° dias dtéheses de idade.

4. Consumo alimentar e hidrico

O consumo de racao foi medido durante o periodtagienal. No 35° dia apds o

desmame, o consumo de racéo e agua dos filhotéemtaroi avaliado.

5. Determinagdo dos parametros bioquimicos

Aos 120 dias de idade, amostras de sangue dadqa@mbos os grupos foram obtidas
pelo plexo retro-orbital sob leve anestesia comm étdico, usando tubos capilares. As
amostras de sangue foram depositadas em tubospdmdtpf, centrifugadas a 4.000 r.p.m.
durante 15 minutos, a 4°C. Os plasmas ou sorosnfeeparados e usados nos diferentes
testes bioquimicos (glicose, triglicerideos, caast total e HDL). Sendo usados Kits
enzimaticos especificos (Labt®spara as dosagens. A leitura das amostras fozaeal em

espectrofotdmetro com filtros de acordo com indicago Kit.
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6. Determinagdo da PAM e FC da prole adulta de animaisubmetidos ao diabetes
gestacional

Aos quatro meses de idade, os animais foram areiescom pentobarbital sédico
(50 mg/kg, intraperitoneal) e um cateter de pdéab heparinizado (125 Ul/mL em salina
isotonica) foi implantado na aorta abdominal (paragistro da PA e da FC). Este cateter foi
exteriorizado dorsalmente, ao nivel da nuca. Apdisuagia, 0s animais receberam penicilina
G-benzatina (24000 Ul) sendo mantidos 24 horas &iolag individuais para recuperacéo

cirurgica.

Sistema de registro

No momento do experimento, o cateter adrtico faiectado a um transdutor de
pressédo (Statham P23 DI, Gould) acoplado a um naftigGilson modelo 5/6H (Gilson
Medical Electronics, Middletown, Wis, USA). Estaidede forneceu a presséo arterial
sistdlica (PAS) e diastdlica (PAD). A pressdo @&temédia (PAM) basal foi calculada
através da formula: PAD + [(PAS - PAD)/3]. A FC faitida por derivacdo do sinal da PA

através de um cardiotacOmetro.

7. Preparacao da aorta isolada

Os animais dos diferentes grupos experimentasnfoeutanasiados sob anestesia,
seguida de deslocamento cervicApds toracotomia e excisdo do coragdo para outros
experimentos, a aorta toracica foi removida e imerm solucédo de perfusdo a temperatura
ambiente. Apds remocdo do tecido gorduroso e tecwmloectivo, a aorta foi cortada
transversalmente em segmentos cilindrico conectadasa peca triangular de ago que os
manteve suspensos em banho de 6rgdo isolado camidage de 5mL, contendo a solucao
de perfusdo Tyrode modificada mantida a 37°C. Eskacdo continha (em mmol/L): NaCl
136, KCI 5; MgC} 0,98; CaCl 2; NaHPO, 0,36; NaHCQ11,9 e glicose 5,5. A solucéo foi

continuamente aerada, mantendo o pH 7,4. Os ar€isottas com endotélio foram
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submetidos a uma tensao passiva de 0.5 g, sentiradg com um transdutor de forca
isométrico (Grass Model FTO3, Quincy, Mass., USApnectado a um sistema
computadorizado de aquisicdo de dados (DATAQ, AkfH, USA) (Figura 9)Apdés um
periodo de equilibrio de no minimo 60 min., coriiex; controles foram induzidas pela
adicdo de uma concentracdo submaxima (60mM) detolate potassio (KCI) ao banho.
Apés atingir o platd, as preparacdes foram lava@asando duas contragcdes sucessivas
mostraram amplitudes similares, a preparacao fesiderada equilibrada (LAHLO#¥t al.,
2002).

Figura 10 - Esquema simplificado deet uputilizado nos experimentos de aoairansdutor de forca
Grass FT03C2. Bomba de oxigenacad;Amplificador DATAQ PM-10004. Sistema Windaq DI-200;
5. Banho de circulagdo Haake BJCuba 5 mL}7.Haste Fixa8. Coletor.
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O protocolo de avaliagdo da reatividade vasculacdnstituido por cinco séries que

foram executadas como se segue:
12 Série

Para avaliar o relaxamento induzido por Ach (1mM)mesenca do endotélio, as
preparacdes dos anéis de aorta foram pré-contradsadNE (1uM), apds atingir o platb foi

realizada uma curva cumulativa com Ach (0,140 (Figura 11).

Ach (0,1uM, 1uM, 10uM)

\

Anéis com endotélio
vascular

(E+) =
=
()]
an
4 2
1uM NE Tempo (s)

Figura 11 - Representagdo esquematica do protocolo experihpartaavaliacdo do efeito relaxante
da acetilcolina (Ach, 0,1-101) em anéis de aorta isolada de rato com endotélioidoal preé-

contraidos com norepinefrina (NEuN).
2% Série

Para avaliar a contribuicdo dos canais de potassiefeito relaxante da ACh em
preparacdes de aorta, tetraetiiamoénio (TEA, SmMpaminopiridina (4-AP, 3mM) e
glibenclamida (10uM) - bloqueadores dos canais pak inespecificos, voltagem
dependentes e sensiveis a ATP, respectivamentdjaadxido (100uM) (um abridor do

canal para Ksensiveis ao ATP intracelular) foram adicionadograparacoes da aorta, e em

seguida os anéis foram contraidos carivide NE. Apds atingir platd foi realizada a curva

com Ach (0,1-10M) (Figuras 12 al5).
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Ach (0,1uM, 1pM, 10uM)

\

Anéis com endotélio ?
vascular
+
(E+) o
=
n
an
o

-
-
(6)

TEA 1uM NE Tempo (s)

Figura 12 - Representacdo esquematica do protocolo experinasnta avaliacdo do efeito relaxante
da acetilcolina (Ach , 0,1-10) em preparacfes de aorta com endotélio funcionalrgi@das com
tetraetilamdnio (TEA) e pré-contraidos com norefpina (NE, 1uM).

Ach (0,1uM, 1uM, 10uM)
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Figura 13 - Representacdo esquematica do protocolo experihpareaavaliacdo do efeito relaxante
da acetilcolina (Ach , 0,1-10/) em preparacfes de aorta com endotélio funcionalrgi@das com
glibenclamida e pré-contraidos com norepinefring, (ljiM).
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Ach (0,1pM, 1uM, 10uM)
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Figura 14 - Representagdo esquematica do protocolo experihpartaavaliacdo do efeito relaxante
da acetilcolingAch, 0,1-1@M) em preparacdes de aorta com endotélio funcionaratadas com 4-
aminopiridina (4-AP) e pré-contraidos com norepinaf(NE, 1uM).

Ach (0,1pM, 1uM, 10uM)

Anéis com endotélio
vascular
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Figura 15- Representacdo esquematica do protocolo experihpare avaliacdo do efeito relaxante

da acetilcolina (Ach, 1mM) em preparacfes de aoo endotélio funcional pré-tratadas com
diazoxidoe pré-contraidos com norepinefrina (NgM).
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3*Série

Para avaliar a resposta vasodilatadora em preéEsaie aorta sem endotélio e preé-

contraidas com NE, foi adicionado concentracdescerdges (0,1-10nM) de nitroprussiato de

sodio (NPS) (Figura 16).

NPS (0,1nM, 1nM, 10nM)

\

Anéis sem endotélio
vascular
(E-)

(B) oesua|

t

1uM NE Tempo (s)

Figura 16 - Representacdo esquematica do protocolo experihpareaavaliacdo do efeito relaxante
do nitroprussiato de sOdidNPS, 0,1-10nMgm preparagdes de anéis de aorta toracica de paées,

contraidos com norepinefrina (NEyM).

42 Série

Esta série de experimentos foi realizada com etiobj de avaliar a contracdo
induzida por NE (10M), isto €, analisar a resposta alfa-adrenérgisawar em preparacoes
de aorta obtidas da prole de animais submetido& & @nimais controles. Desse modo, foi

obtida a curva concentracao-resposta para a NEL(D&nM) (Figura 17).
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Figura 17 - Representacdo esquematica do protocolo experilngaria avaliacdo da resposta alfa-
adrenérgica em preparacdes de anéis de aortadasiéachto através da curva concentracao-resposta
para norepinefrina (NE, 1 — 1000nM).

8. Efeitos do diabetes gestacional sobre os paramost anatdmicos do coracao

Ao mesmo tempo em que foi efetuada a retiradaoda #oracica para os experimentos
supramencionados, os coracfes foram excisadostrids #ram ablados e os ventriculos
pesados para avaliacdo do peso umido. Logo depraisifsecos em estufa a 70°C durante 48
horas, e repesados para avaliacdo do peso seetagdo peso do coragéo seco/peso corporal
foi determinada e usada como indice de atrofig@rhipfia cardiaca (KNUFMAN et al, 1987;
LAHLOU et al, 1998) e comparada entre 0s gruposelND.

9. Analise Estatistica

Todos os resultados foram expressos em variac@dsasnt erro padrdo da média
(e.p.m). O teste t pareado e ndo pareado forarpagkils. Para analise de bloco foi utilizada a
analise de variancia (ANOVA) a uma via ou duas,\saguida pelo teste de Tukey quando a
diferenca foi significativa. As diferencas foramnsmleradas estatisticamente significativas
guando p < 0,05.
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IV - RESULTADOS

2. Efeitos do tratamento com estreptozotocina sobre mgestdo de agua e racdo em

ratas prenhas

Neste estudo, foi mensurado o consumo de aguad® @€ algumas ratas DG
induzido pela administracdo de STZ (42 mg/kg imp.)sétimo dia de gestacéo e, comparado
a ratas prenhas tratadas com o veiculo (ND). Osisnile glicose observados nas fémeas
foram significativamente elevados (p < 0,001) nodl& ap6s a administracéo de STZ (243,0
+13,5 mg/dL ou 13,51 £ 0,75 mmol/L, n = 7) quandoparados ao grupo controle (93,5 +
2,5 mg/dL ou 5,19 £ 0,14 mmol/L, n = 7). Foi aindaificado que, os niveis de glicose
progrediram para 359 + 35 mg/dL apés o parto, emgugue nas ratas controles a glicemia
permaneceu constante.

O tratamento com STZ induziu, j& na primeira semareumento do consumo diario
de agua e racéo, que foi, respectivamente, de 14,9 (DG) vs. 49,3 + 1,3 mL/dia (ND) e
de 37,4 £ 0,8 (DG) vs. 28,9 £ 2,3 g/dia (ND), comfitndo um quadro de polifagia e
polidipsia. Apés a paricdo, o consumo de agua @orggermaneceu significativamente
elevado nas ratas DG (p < 0,0001, teste t de Studenpareado) quando comparado as ND
(Figura 18).
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Figura 18 - Consumo diario de agua e racao de ratas diabgfdascolunas brancas) e ratas nédo
diabéticas (ND, colunas negras) apos 7 dias dedmariOs valores sdo expressos como média +
e.p.m; n=7;*p < 0,0001(Teste t de Student ndeguko).

2. Efeitos do diabetes gestacional sobre o crescimenponderal e os parametros
anatomicos do coracgéo da prole adulta

Para evitar a possibilidade de rejeicdo, apenamsl¢gh = 5) animais oriundos da
prole de ratas diabéticas (DG) foram pesados acdmesto, observando-se gseu peso
corporal (PC) foi significativamente reduzido (p00001) quando comparado a prole de
ratas ND (Figura 19). Uma ANOVA a duas vias, seguld teste de Tukey mostrou que essa
reducao de peso foi significativa (p < 0,001) ewtatoas idades estudadas (Figura 20). A
relacdo do peso coracdo seco/peso corporal (PCSP@) relacdo do peso coracdo
umido/peso corporal (PU/PC) ndo foram modificadas>(0,05, teste t de Student n&o
pareado) na prole oriunda de fémeas DG quando canfga prole das fémeas ND (Tabela
2).
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Figura 19 —Peso corporal da prole de ratas diabéticas (Danas brancas) e ratas nao diabéticas
(ND, colunas negras), ao nascimento. Os valore®espessos como média £ e.p.m; n =5; * p <
0,0001 (Teste t de Student ndo pareado).
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Figura 20 - Efeitos do diabetes gestacional sobre o cursodehgpo peso corporal da prole da 6
semana apds o nascimento até d&mana. As colunas negras representam a proleeidanao
diabetes gestacional (DG), e as brancas, a priledar de fémeas nao diabéticas (ND). Os valores
s80 expressos como médias + e.p.m.; n P& 0, 001 (ANOVA a duas vias) seguido de teste de
Tukey.
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Tabela 2- Comparagéo entre os parametros anatdmicos d&a gulalta de animais submetidos ao
diabetes gestacional (DG) e a prole de animaigig@ticos (ND)

Parametros anatdbmicos ND DG

Peso corporal (g) 304,3 £10,2 258,9 £ 7,1*
Peso coracao umido (mg) 869,4 £+ 40,7 759,1 £ 29,3
Peso seco (mQ) 180,8+5,0 155,3 +4,1*
Peso coracao umido/ peso corporal (mg/g) 2,88+0,2 293+0,1
Peso coracao seco/ peso corporal (mg/g) 0,59+0,0 0,60+0,0

Os valores sdo expressos como métie.p.m; n=8; " p < 0,05 (Teste t de Student ndo pareado)

3. Efeitos do diabetes gestacional sobre as taxas ptasicas de glicose, triglicerideos,

colesterol total e colesterol HDL da prole adulta

A tabela 3 mostra que as taxas plasmaticas desgli colesterol total e HDL foram
similares entre os grupos DG e ND (n = 8). Enttetan grupo DG apresentou niveis de

triglicerideos significativamente (p < 0,001) eldoa quando comparado ao ND.

Tabela 3 - Comparacdo entre os parametros bioquimicos da pohlta de animais oriundos de
fémeas com diabetes gestacional (DG) induzido ptregtozotocina (STZ, 42 mg/kg i.p.) e de
fémeas nao diabéticas (ND)

Parametros bioquimicos Grupos
(mmol/L) ND DG
Glicose 54+0,2 59+04
Colesterol total 1,8+0,0 1,6+0,1
Colesterol HDL 0,7 £0,0 0,7 £0,0
Triglicerideos 0,4+0,1 1,4+£0,3*

Valores representam médiag.p.m., n = 8; * p< 0,001 (Teste t de Student reregdo)
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4. Efeitos do diabetes gestacional sobre a pressiterial e a freqiiéncia cardiaca

Os niveis basais dpressdo arterial sistdlica da prole (13%6.4,0 DG (n = 7)
vs.149,2+ 9,3 mmHg ND (n = 7)) adulta de animais que foraifmnsetidos ao DG néo foram
modificados, 0 mesmo sendo observado para os rbasais de pressao arterial diastélica
(105,7+ 10,8 DG vs. 113,& 12,1mmHg, ND) e FC (Tabela 4).

ApoOs 40 dias da paricéo, os valores de pressaaahrteedia (PAM) foram similares
entre as fémeas (maes) que desenvolveram DG eoasliadéticas, enquanto a FC foi
reduzida (p > 0,05) nas primeiras.

Tabela 4 -Comparacgéo dos niveis geessao arterial média (PAM) e frequéncia cardfe€sy entre
fémeas (méaes) com diabetes gestacional (DG) indyxid estreptozotocina (42 mg/kg, i.p.) € nao
diabéticas (ND), bem como suas proles adultas.

Maes Prole
Valores basais
DG ND DG
(n=4) (n=4) (n =7) (n=7)
PAM (mm Hg) 109,7+ 3,2 106,9 3,8 123,4+ 11,2 116,3: 11,6
FC (b.p.m) 326+ 5,5 305,8t 3,9 373,4+ 27,6 380,6- 32,8

Os dados séo expressos como valores medios + gpm0,05 (Teste t de Student ndo pareado).

5. Efeitos do diabetes gestacional sobre a reatiade vascular da prole

A adicdo de uma concentracdo submaxima de 60 miadeto de potassio (KCl) ao
banho de orgéo isolado induziu contracdo dos ameisortas do grupo DG e ND. A
contragdo maxima entre o grupo ND (0,27 + 0,03gpb@ (0,31 + 0,02g) nao foi
significativamente diferente. Entretanto, quandmatracao foi induzida por NE {1M), a
contracdo maxima foi de 0,450,05 g vs. 0,32 0,03 gpara os anéis oriundos do grupo DG
e ND, respectivamente. Um teste t de Student ndieaga revelou que este valor foi
significativamente (p < 0,05) maior, demonstrandaiam eficacia dos anéis de aorta de
animais DGA NE(Figura 21).
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O presente estudo mostra que a curva concentrég@o-da NE (1-1000 nM) foi
significativamente (p < 0,05) deslocada para dira grupo DG, sugerindo que este grupo
apresenta uma respostadrenérgica mais efetiva a N6 que o grupo ND (Figura 22). A
adicao de Ach (0,1 a M) as preparacdes de anéis de aorta com endatédicta, oriundas
do grupo DG e ND e pré-contraidas com NEuM), induziu relaxamento concentracao
dependente (p < 0,001, ANOVA a uma via) (Figura 23)

A contracdo induzida pela NE foi reduzida pela At puM) para 38,1+ 6,9 % em
preparagdes de aortas do grupo DG (n = 8) e #@P% para o grupo ND (n = 8), nao
havendo diferenca significativa entre os dois gsufmtretanto, na concentracdo de | IVL
de Ach, a inibicdo da contracdo produzida por Nfggificativamente menor (p < 0,05) nas
aortas do grupo DG quando comparadas ao grupo Njuré-24). Provavelmente, esta

diferenca esta correlacionada com baixas concémsata Ach.

0.6 - p = 0,05
5 I
= 0.4 -
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© 0.2

0

KC1 60mM NE 1p M

Figura 21 - Contragéo induzida por 60 mM dé é&por 1uiM de norepinefrina (NE) em anéis de aorta

torécica oriundos da prole de ratas com diabetstagenal (DG, colunas brancas) (n = 24) e nédo
diabéticas (ND, colunas negras) (n = 20). Os vale&® expressos como media = e.p.m. * p < 0,05,
teste t de Student ndo pareado.
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Figura 22- Curva concentracéo-efeito da norepinefrina (1-1@4d) induzindo contracdo em anéis de
aorta toracica com endotélio da prole adulta odude médes com diabetes gestacional (DG, n = 24)
(e) e maes nédo diabéticas (ND, n = 20)). Os pontos representam os valores médios + e*pre
0,001 (ANOVA duas vias).
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Figura 23 - Concentragdo-resposta da Acetilcolina (ACh, 0,10aMl ) em preparacdes de aorta,
obtidas da prole adulta de ratas ndo diabéticas((ND 20), colunas negras) e de ratas com diabetes
gestacional (DG (n = 24), colunas brancas), prératitas com norepinefrina (NEyuM). A tenséo é
expressa como porcentagem da contracdo de pN) (¥p < 0,001 (ANOVA uma via).
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Figura 24 — Concentragao resposta da acetilcolina (Ach)zimdlo relaxamento sobre preparacfes de
anéis de aorta, obtidas da prole de ratas comtdmlgestacional (colunas brancas, n = 24) e ndo

diabéticas (colunas pretas, n = 20), pré-contraidasnorepinefrina (NE). A tensdo é expressa como
porcentagem do relaxamento obtido com Acluli¥0 *p < 0,05, teste t ndo pareado.

A adicdo de concentragcbes cumulativas (0,1 a 10 ael)NPS induziu um
relaxamento concentracéo dependente (p < 0,001 \AN®uma via) tanto em preparacoes
de aorta desprovidas de endotélio oriundas de E®somo ND, pré-contraidas com NE
Ainda, pode ser observado que a contracao indymtta NE (M) foi inibida pelo NPS
apenas na concentracdo de 0,1nM do grupo DG, quamdparado ao ND ( Figura 25).
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Figura 25 - Efeito concentracao-resposta de nitroprussiateddiio (NPS) sobre preparacbes de aorta
sem endotélio, obtidas da prole de ratas submediolaabetes gestacional (colunas brancas, n = 24)
e ratas ndo diabéticas (colunas negras, n = 20gmtraidas com norepinefrinaud). A tenséo é
expressa como porcentagem do relaxamento maximdoobom NPS (10 nM). Os valores sdo
expressos em meédia + e.p.m. *p < 0,05 ( testeStdéent ndo pareado).

A Figura 26 mostra que na presenca de TEA (5 muvh),bloqueador de canais de
potassio, o vasorrelaxamento produzido pela Ach () foi completamente abolido no
grupo ND (parte superior da figura) e reduzido ificativamente (p < 0,05) no grupo DG
(parte inferior da figura). Erambos, DG e ND, o relaxamento induzido pgM. de Ach foi
significativamente (p < 0,05) reduzido. Efeito danifoi observado quando as preparacdes
de anéis oriundos de ratos ND e DG foram exposadR, que € um antagonista dos canais

Kv, reduzindo a acao relaxante da Ach 0, 1pgMi(Figura 27).
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Figura 26 - Efeito vasorrelaxante da acetilcolina (Acl®m anéis de aorta pré-tratados

exclusivamente com acetilcolina (Ach, barras negoascom a adicdo do bloqueador tetraetiiménio
(TEA, 5mM, barras brancas), oriundos da prole dasrado diabéticas (ND) (painel A) e de ratas
submetidas ao diabetes gestacional (DG) (painel B)tensdo € expressa como porcentagem do
relaxamento obtido com Ach 1. *p < 0,05 (teste t de Student ndo pareado).
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Figura 27 - Efeito vasorrelaxante da acetilcoli(fech) em anéis de aorta pré-tratados exclusivamente
com acetilcolina (Ach, barras negras) ou com adaddp bloqueador 4-aminopiridina (4-AP, 3 mM,
barras brancas), oriundos da prole de ratos suthnsedio diabetes gestacional (DG) (parte inferior) e
ratos nao diabéticos (ND) (parte superior). A tens&xpressa como porcentagem do relaxamento
obtido com Ach 1QuM. *p < 0,05 (teste t de Student ndo pareado).
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Em preparacdes de aorta oriundas dos animais e&ito vasorrelaxante da Ach na
presenca da glibenclamida (), um bloqueador de canais de potassio dependeietes
ATP, foi reduzido (26,6= 6,0%). Esta reducéo foi significativa (p < 0,05emas na
concentracdo de OJIM de ACh. Na auséncia da glibenclamida, a contragdazida por NE
foi reduzida (49,3t 11,9%). Ja nas preparacOes de aorta oriundastae D&, o efeito
vasorrelaxante da Ach nao foi modificado pela preaeda glibenclamida (1JoM) (Figura
28). Na presenca de diazéxido (P)¥), um abridor dos canais de potassio sensiveisTad
intracelular, o efeito vasorrelaxante da Ach (O1Lp#/) tanto em anéis de aorta oriundos do

grupo ND como DG, foi reduzido significativamenpe<{0,05) (Figura 29).
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Figura 28 - Efeito vasorrelaxante da acetilcoli(fech) em anéis de aorta pré-tratados exclusivamente
com acetilcolina (Ach, barras negras) ou com agadda glibenclamida (Glib,10uM, barras brancas),
oriundos da prole de ratas ndo diabéticas (NDngbal) e ratos submetidos ao diabetes gestacional
(DG) (parte inferior). A tensdo é expressa coma@aiagem do relaxamento obtido com AchulD

p < 0,05 (Teste t de Student, ndo pareado)
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Figura 29 - Efeito vasorrelaxante da acetilcolina (Ach) em prepdes de anéis de aorta pré-

tratadas exclusivamente com acetilcolina (Ach,dsamegras) ou com a adi¢do do diazoxido (Diaz,
100 uM, barras brancas) oriundos da prole de ratos stithmseao diabetes gestacional (DG) (parte

inferior) e ratos ndo diabéticos (ND) (parte supriA tensdo é expressa como porcentagem do
relaxamento obtido com Ach (1M). *p < 0,05 (teste t ndo pareado).
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V- DISCUSSAO

A hiperglicemia durante a gestacdo € associada reseqg@éncias severas no
desenvolvimento do feto podendo levar a disturlgmrtantes na vida adulta (HOLEMANS
et al., 1991). O DG é prevalente entre varias st(@sABELEA et al., 2005) aumentando o
risco de desenvolvimento de diabetes pds-parto ANVIC; PETTITT, 2001).

Neste estudo mostramos que o DG induz alteracoesdaaadulta e que, embora a
prole oriunda de maes com DG nédo tenha apresemipegotensdo nem modificacdo da
freqUéncia cardiaca, a reatividade vascular dessewis esta alterada. Esses resultados néo
sao bem estabelecidos na literatura, alguns aug@mesiemonstrado que animais submetidos
ao diabetes durante a gestacao desenvolvem hip@&otea vida adulta (WICHI et al., 2005;
ROCHA et al.,, 2005; MAGATON et al.,, 2007; CANAVALt al., 2007), porém, outros
sugerem que ndo ha modificacdo (HOLEMANS et al99)9E possivel que a metodologia
empregada para mensurar a PA seja uma das respmngév tal divergénciaD uso da
pletismografia de cauda, por exemplo, uma medidiréta muito utilizada por varios
pesquisadores, estd sujeito a variacdo induzidaegtresse. Em ratos diabéticos, foi
observado um aumento da PA quando a mensuracaaligada pelo método indireto
(BUNAG et al., 1982; HAYASHI et al., 1983; KUSAKA al., 1987; YAMAMOTO, 1988;
GOYAL et al., 2008), enquanto a maior parte doseerpentos que usaram a medida direta
verificou que os niveis pressoricos ndo eram nmuatifhis ou eram reduzidos (TOMLINSON
et al., 1992 BIDANI et al. 2007).Da mesma forma, alguns autores observaram o aumento
da PAM (HARTMANN et al., 1988; TAKEDA et al., 199BRANDS et al., 1998), enquanto
outros verificaram uma diminuicdo que foi atribuidadisfuncdo autondmica (LONGO-
OLIVEIRA et al., 1999). Maeda et al. (1995) obsgam que ratos adultos com cinco dias
de diabetes induzida por STZ (65 mg/kg), apresantadisfuncéo vagal evidenciada pela
reducdo do barorreflexo, isto €, uma disfuncdoaspasta taquicardica diante da queda da
PA promovida por NPS. A equipe de Schaan et al04PROrerificou a ocorréncia de
bradicardia e hipotensdo nos primeiros cinco adiegede instalacdo do diabetes e que apos
o periodo de trinta a quarenta dias, a reducdoudadd autondmica apresentava uma
correlacéo negativa com os niveis de glicemia,esygeria uma origem metabdli€utros
autoresdemonstraram que ratos com diabetes induzida parapiesentavam reducéo da PA
e da resposta vascular a NE (REBOLLEDO et al., RO®Rinald (2005) mostra que cinco
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semanas apos a inducédo do diabetes com STZ, cateracdes no relaxamento vascular
dependente do endotélio, hiperatividade da bombaéaitdo do reticulo sarcoplasmatico
(SERCA) e aumento da atividade do trocadol/Gia” da membrana plasmatica (PMNaCa),
0 que poderia explicar a reducéo da PA.

Em nosso trabalho, a dose escolhida de STZ (4Rgmga i.p) promoveu no 14° dia
uma glicemia entre 200 e 300 mg/@bnsiderada como diabetes moderado (CALUWAERTS
et al., 2003), que evoluiu para diabetes sever® B335 mg/dL) apdés a paricdo. Foi
observado ainda polifagia, polidria (dados ndo radsis) e perda de peso das gestantes
confirmando o quadro de diabetes. Esses resultesté® de acordo com os obtidos por
outros autores (KANNEL; MCGEE, 1979; TOMLINSON é€t, 92 ; SCHANN et al.,
2004). Verificamos ainda que o nivel elevado d&eghia na gestacdo comprometeu a
viabilidade fetal, observado pelo indice de matadie elevado entre as fémeas prenhas (cerca
de 30%). Nos primeiros dias ap0s 0 nascimentodicdrde mortalidade dos filhotes também
foi elevado, e nés atribuimos o fato a auséncialditamento e ao canibalismo praticado
pelas maes. Alguns autores tém demonstrado quealmetds gestacional compromete a
termorregulacdo (GUIMARAES et al., 2006), o que liém poderia contribuir para a
mortalidade da prole. Os animais sobreviventesrdive o crescimento comprometido,
observando-se além do baixo peso ao nascimentaatemgdo deste durante toda a fase de
crescimento até os 120 dias de idade. Nossos d@dosorroborados pautros estudos que
mostram que aos 30 e aos 80 dias de nascimentoaianoriundos de fémeas diabéticas
apresentaram peso corporal menor que os de férdeatiabéticas (HOLEMANS et al, 1999;
WICHI et al, 2005), indicando uma provavel altemg® metabolismo destes ratos. Outros
autores nao verificaram alteracdo no peso ao nestim(MAGATON et al, 2007,
FUJISAWA et al., 2007)Em humanos, € relatado com freqiiéncia que os reodatmaes
diabéticas sdo macrossémicos (HADDEN, 2008), erquénaixo peso ao nascimento,
desproporcdo no tamanho da cabeca, peso da placsidamarcadores de nutricao
inadequada durante fases da gestacdo (BARKER, .1@9@jabetes gestacional é associado
ainda ao aborto espontaneo, ma formacdo congénitddevada mortalidade perinatal
(TRAVERS et al., 1989; CARRAPATO et al., 2003).

Embora seja crescente o nimero de autores queamoatrelacao hiperglicemica no
ambiente fetal a doencgas cardiacas, em nossosadesiindo foi observado hipertrofia ou
atrofia cardiaca, sugerindo que anatomicamenterac&o foi preservado. Outros estudos

sugerem que, na condicdo experimental de gestagéaglcémica, os neonatos apresentam
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hipertrofia cardiaca e defeito no septo ventric(lIENEZES et al. 2001; SANTOS-
JUNIOR 2006), e que quando a hiperglicemia € dgdaturacdo, desde antes da concepcao,
0S neonatos apresentam uma atrofia cardiaca (SANTUDBOR, 2006) Em humanos,
verifica-se que a resisténcia a insulina, hipditegidemia e hiperglicemia aumentam os fatores
de risco para doencas cardiovasculares, embor&jagdo precisa entre esses fatores e o
desenvolvimento dessaencas ndo sejam esclarecidos. As taxas de iaspliasmatica e
triglicerideos séo elevadas ao nascimento em algodelos animais de diabetes gestacional,
apresentando intolerancia a glicose aos 70 diadatle (LOPEZ-SOLDADO et al., 2003).
N6s nao verificamos, em nosso estudo aos 120 diaslatle, alteracfes nos niveis de
colesterol ou glicosenas a taxa de triglicerideo foi 3,5 vezes maior @yole oriunda de
maes normoglicémicas, o que poderia estar vincidatlafuncdo endotelial. Esses dados séo
corroborados por outros autores (AERTS et al.,;98lLEMANS et al.,1999). Algumas
das controvérsias nos niveis de glicemia, triglies, colesterol e glicose sao
provavelmente consequéncia da dose empregada deeSI& duragdo da hiperglicemia
(WICHI et al., 2005; CAVANAL et al., 2007).

O nivel elevado de triglicerideos na prole subnaetid DG poderia favorecer a
disfuncéo endotelial. De fato, os estudos quezaalosin vitro, utilizando as aortas da prole
de ratas diabéticas, mostraram que h& um aumentcespesta vasoconstritora a NE,
assemelhando-se aos resultados vistos por Holeetaads (1999) e Rocha et al.(2005) em
preparacdes de artéria mesenteérica.

Em preparacdes de aorta, o relaxamento dependemieddtélio € mediado pelo NO,
sendo documentado que no diabetes ha uma redugiia digssponibilidade.

Nossos resultados demonstram que o efeito relayaoteovido pela acetilcolina em
aneéis de aorta oriundos da prole submetida ao Dg&&ido, sugerindo que a atividade dos
canais de Karp possa estar envolvida nesta reducdo. Também demmos que o
relaxamento independente do endotélio (em respastdPS) foi atenuado, mas que a
vasodilatacao induzida por concentracdes mais @dsvde Ach ou de NPS nao foi alterada,
sugerindo que a diminuicdo na resposta da aorta@&stes vasodilatadores ocorre apenas
em pequenas concentracdes destes agentes porgquedascas promovidas no vaso pelo
diabetes foram sutis.

Holemans et al.(1999), relataram que em preparag@estéria mesentérica oriunda
da prole adulta de animais diabéticos também oagrra reducédo do relaxamento a Ach,
ocorrendo também diminuicdo do relaxamento a hiradec e aumento da sensibilidade a

NE. Essa reducdo foi atribuida a alteracdo da ssintke vasodilatadores derivados do
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endotélio, ndo sendo observado reducdo na sedai#lie no relaxamento maximo para
acetilcolina quando da presenca de ciclooxigenase® blogueio da 6xido nitrico sintase e
guanilato ciclase, sugerindo que a prostaciclindxitrico € responsavel pelo defeito no
relaxamento dependente do endotélio, e ndo oligierpolarizante derivado do endotélio.

Rocha et al. (2005) mostraram uma reducdo dastspas arteriolas mesentéricas a
Ach e a bradicinina, embora o relaxamento ao NRSfogse comprometido. Esses autores
sugeriram que como a capacidade de vasodilata¢adigeda ao endotélio, o DG poderia
causar uma reducdo da sintese e/ou biodisponiteid@ NO diminuindo a vasodilatacéo
dependente de endotélio. O estudo de Canaval (@08I7) corrobora esta hipGtese através da
quantificacdo do NO utiizando um marcador fluoesde denominado 4,5-
diaminofluoresceina diacetato (DAF-2) que mostrmaueducédo da producdo de NO. Essa
producdo de NO era aumentada quando estimuladagboe bradicinina, mas esse aumento
era significativamente menor do que em animaisndog de maes normoglicémicas.

Ha poucos estudos sobre as repercussfes do diafettxcional na reatividade
vascular da prole adultaA hiperglicemia prolongada € reconhecida como urorfa
importante na patogénese da vasculopatia induzela giabetes, sendo associada ao
aumento do estresse oxidativo, a glicacdo de pwemeilipoproteinas, apoliproteinas que
acumulados aumentam o tbnus vascular, a permeadglidgascular e ao remodelamento
(LAAKSO, 1999; GRUNDY et al., 1999 ; TOOKE, 1995A8TON; TAYLOR, 1995 ;
RAHMAN et al., 2007).

A maioria dos estudos existentes na literatura ézeeldl em ratos diabéticos e tem
demonstrado um aumento da contratilidade da aorés@constrictores (MAJITHIYA et al.,
2005, NOBE et al., 2002; ABEDE et al., 1990) e campetimento do relaxamento induzido
por ACh (ABEDE et al., 1990; DE VRIESE et al., 2000AJITHIYA et al., 2005). Alguns
estudos mostraram que ha uma producdo aumentad2i,de HO, pelo endotélio da aorta
de ratos diabéticos que estd envolvida na indugadisfuncdo endotelial (PIEPER et al.,
1997).

Nas células da musculatura lisa, o NO produz vésagao por ativacdo de alguns
canais, dentre eles os canais de potassio (FELEMANHOUTTE, 2006), que quando S&o
abertos ou ativados aumentam efluxo depkoduzindo hiperpolarizagdo ou repolarizacéo do
MLV (NELSON; QUAYLE, 1995). Para investigar o pap#ds canais de Knos efeitos
induzidos pela Ach na preparacao de aorta da p@Gle ND, nos utilizamos o TEA (5 mM),

um inibidor ndo seletivo do canal dé.kOs resultados mostraram que nos anéis de aorta da
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prole ND, oTEA inibiu o efeito vasorrelaxante da Ach e reduziefeito inibitério da Ach
sobre a contragdo da NE em anéis da prole B¥&s resultados sugerem que a abertura de
canais para Kesta envolvido no vasorrelaxamento induzido pedh. Quando os anéis de
aorta foram pré-tratados com 4-AP, reduziu o efeftgorrelaxante da Ach, sugerindo que a
atividade do canal de potassio regule o potengahdmbrana e o ténus vascular tanto nos
anéis de aorta da prole DG quanto ND.

O pré-tratamento com glibenclamida, um inibidorcdmais de K sensivel a ATP
(Katp), reduziu o efeito vasorrelaxante da Ach nas pesi@es de aorta oriundas da prole
ND. Entretanto, ndo teve efeito no relaxamento zidtu pela Ach nas preparacgdes oriundas
da prole DG, sugerindo assim que 0 cangiplexerca um papel importante no controle do
tbnus vascular da prole ND e que sua ativacaoadisti@da nos anéis de aorta da prole DG
Quando os anéis de aorta foram pré-tratados condxdado, um abridor dos canais, 0
efeito vasorrelaxante induzido pela Ach foi redozidnto em anéis oriundos de ND como
em DG. E possivel que a baixa responsividade erattminos anéis de aorta do grupo DG
esteja associada a uma reducdo na ativacao dds Bafnana vida adulta. Assim, a Ach ndo
induz a ativacdo dos canaigaik nos tecidos de animais expostos ao diabetes geshcAs
razdes para este fato, bem como o mecanismo edgohgssa reducao de responsividade
vascular, necessita ser melhor estudada.

Os canais Krp podem ser inibidos pela estimulacéo da via da PK@eta inibicdo da
via da PKA, que normalmente promove a vasodilatagdoglibenclamida inibe a
vasodilatacado da adenosina provavelmente pela@&ubila PKA (KLEPPISCH et al., 1995),
como também atua bloqueando diretamente estesscpr@novendo uma diminuicdo na
vasodilatacdo dependente do endotélio. O mecanssiee como a PKC inibiria os canais
Katp € ainda desconhecido, mas é sugerido que a PKQipddsforilar os canais ip €
alterar a sua cinética de aberty@HRISSOBOLIS; SOBEY, 2002)O estresse metabdlico
produzido pela hiperglicemia pode causar disfuntéativacdo dos canaisat¢ mediante
uma ativacao excessiva de PKC que exerce uma adidria nestes canais (KAWANO et
al., 2008). Foi observado que a Rl também altefiznedo dos canais deak nas artérias
cerebrais, promovendo uma reducdo na vasodilatde@endente de endotélio de ratos que
também apresentam hipertrigliceridemia (ERDOS.gRaD?2).

Estudos recentes tém apresentado evidéncias geeepacorroborar a hipotese de
que alterac6es no meio intra-uterino podem ter atgpsobre o desenvolvimento do feto por

modificar a expressao genética de células. Ososfeitomovidos na prole dependeriam da
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fase (diferenciagéo, proliferacdo ou maturacdo ifumat) em que as ceélulas teriam sido
submetidas ao distarbio materno. Alteracfes permaseo fendtipo da prole sugerem que a
adversidade do meio intra-uterino induz mudancts/eis na expressao génica. Mecanismos
epigenéticos parecem providenciar um novo nivetcalgrole da transcricdo regulando a
expressdo do gene. Diferentes mecanismos sustemadificacbes epigenéticas em
mamiferos tais como o RNA *“silencioso” (SiRNA oucnoi RNA), metilagdo do DNA na
citosina-guanina dinucleotideo localizado na regiBmmotora de genes e modificacdes pos
translacionais da histona (acetilacdo, metilacdoséorilacdo), modulando a estrutura da
cromatina.

A sensibilidade para modificacdes epigenéticasgeaestender-se além do periodo
embrionario, que foi originalmente proposto com@easiodo no qual o gene poderia ser
sensivel ao ambiente, sendo relatado que o estulasaete o periodo de lactacdo em ratas
altera a metilagdo do DNA dos jovens lactentes (WS, 2007).
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VI - CONCLUSOES

Este estudo mostrou que o diabetes gestacionakidwyela administracdo de
estreptozotocina (42 mg/kg), induz baixo peso ascingento, que ndo esta associado a
hipertenséo na vida adulta, mas levou a mudancesatisidade vascular.

Niveis elevados de triglicerideos associados acéerlda atividade dos canais derK
contribuem para diminuir a efetividade da acetif@lem relaxar os anéis de aorta oriundos
de animais submetidos ao diabetes gestacionalaeguamentar a contratilidade da aorta a

norepinefrina,o0 que poderia contribuir para umaagéao da presséao arterial.
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