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RESUMO

SILVA, Jemima Fuentes Ribeiro. A microcircula¢éo da bolsa da bochecha do hamster sob a
influéncia do Diabetes Mellitus experimental induzido por estreptozotocina: Aspectos
morfofuncionais. 2009. 89 f. Tese (Doutorado em Ciéncias — Fisiopatologia Clinica e
Experimental) - Faculdade de Ciéncias Médicas. Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
Rio de Janeiro, 2009.

O Diabetes Mellitus é uma doenca metabolica cronica com multiplos fatores etioldgicos
(genético, viral e imunol6gico) que condiciona deficiéncia absoluta ou relativa de insulina,
causando persisténcia de niveis elevados de glicose no sangue. Atualmente, o Diabetes
Mellitus é considerado um importante problema de salide devido a sua prevaléncia e alta
morbimortalidade. Sua importancia clinica resulta essencialmente de suas graves
complicacdes, especialmente as microvasculares. A hiperglicemia cronica ou intermitente tem
sido identificada como o fator indutor de lesdo endotelial, sendo este, o agente desencadeante
das complicacGes microvasculares. As células endoteliais, por serem influenciadas pela forca
hemodinamica local, respondem com a transducdo de sinais (mecanotransducao), as quais
podem ser responsaveis pelo inicio de processos patolégicos na parede dos vasos. Desta
forma, o objetivo deste estudo foi analisar a microcirculacdo da bolsa da bochecha do hamster
sob a influéncia do Diabetes Mellitus tipo 1 experimental induzido por estreptozotocina,
avaliando seus aspectos morfofuncionais aos 6 e 15 dias de evolucdo da doenca. As
caracteristicas morfoldgicas de arteriolas e vénulas foram estimadas por medidas do diametro
do limen e da espessura da parede; pela densidade de volume e de area destes vasos na bolsa
da bochecha; pela anélise imunohistoquimica da expressdo de actina, talina, alfa-actina de
musculo liso, vimentina, laminina e colageno IV através da microscopia de luz com a
utilizagdo um sistema semiquantitativo baseado em uma escala de intensidade de
imunomarcacdo; e por microscopia eletrénica de transmissdo. Também foi avaliado o
relaxamento dependente do endotélio, medido pela variagdo do diametro do Iimen antes e
apos a aplicacdo de acetilcolina e a permeabilidade de vénulas pds-capilares a histamina,
determinada pelo numero de pontos de extravasamento plasmatico. Nossos resultados
mostraram que arteriolas e vénulas ndo apresentaram diferencas entre 0s grupos para 0
espessamento da parede, diametro luminal, densidade por area e de volume. A permeabilidade
vascular, apds 2 minutos da administracdo de histamina, foi diminuida significativamente nos
grupos diabéticos, entretanto este achado néo foi observado ap6s 5 minutos da administragao,
0 mesmo ocorrendo com a reatividade vascular. A expressdo de actina, talina, laminina e
vimentina esteve aumentada em arteriolas do grupo diabético com 6 dias de evolugdo da
doencga, sendo esta alteracdo persistente no grupo diabético de 15 dias de evolucdo para a
laminina e a vimentina. Na microscopia eletrénica, particulas de ouro coloidal conjugadas a
talina e a laminina se distribuiram no citoplasma e ao longo da superficie basal das células
endoteliais. Na membrana basal, a laminina mostrou-se formando aglomerados. Essas
evidéncias sugerem que aos 6 dias de evolucdo do diabetes as proteinas relacionadas a adeséo
com a matriz extracelular sofrem alteracdo possivelmente em resposta a mudancas na forca
hemodinamica local promovida pela nova condicéo fisioldgica induzida pela hiperglicemia.

Palavras-chave: Diabetes. Microcirculacdo. Imunohistoquimica. Citoesqueleto. Matriz
extracelular. Estreptozotocina. Diabetes Mellitus experimental.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus is a chronic metabolic disease with multiple etiologic factors (genetic, viral
and immunological) that results in absolute or relative insulin deficiency, causing persistent
elevated blood glucose levels. Nowadays, Diabetes Mellitus is considered as an important
health concern due to its increasing prevalence and high morbimortality. Its clinical
importance comes from the complications, especially microvascular. Chronic or transitory
hyperglycemia has been identified as endothelial harm inductor factor, being this the first
outcome of microvascular complications. Endothelial cells, under local hemodynamic
strength, produce signal transduction (mechanotransduction), which can be responsible for the
beginning of pathological events in vessels wall. In this regard, the objective of this study was
to analyze hamster cheek pouch microcirculation under the influence of type 1 diabetes
mellitus induced by streptozotocin, evaluating its morpho-functional aspects at 6 and 15 days
of diseases evolution. Morphological characteristics of arterioles and venules were estimated
by the measurement of lumen diameter and wall thickness; the volume density and area of
these vessels from cheek pouch; immunohistochemistry of the expression of actin, talin,
smooth muscle alpha-actin, vimentin, laminin and type IV collagen through light microscopy
with the utilization of a semi-quantitative score system based on the intensity of the
immunostaining; and transmission electron microscopy. It was also evaluated the endothelium
dependent relaxation, measured by the variation of lumen diameter before and after
acetylcholine administration and post-capillary venules permeability to histamine, determined
by number of points of plasma extravasation. Our results reveal that arterioles and venules do
not show differences between the groups concerning wall thickness, luminal diameter, density
per area and volume density. Vascular permeability, after 2 minutes of histamine
administration, was reduced significantly in diabetic groups. However, this finding was not
observed after 5 minutes of administration, the same occurring with vascular reactivity. The
expression of actin, talin, laminin and vimentin was higher in arterioles of diabetic group with
6 days of evolution, being this alteration persistent in diabetic group at 15 days of evolution
for laminin and vimentin. In electron microscopy, colloidal gold particles conjugated with
talin and laminin were distributed at cytoplasm and basal surface of endothelial cells. In
basement membrane, the laminin was forming clusters. These evidences suggest that at 6 days
of diabetes course the proteins related to extracellular matrix adhesion were altered possibly
due to changes in local hemodynamic forces caused by the new physiologic condition induced
by hyperglycemia.

Key Words: Diabetes. Microcirculation. Immunohistochemistry. Cytoskeleton. Extracellular
matrix. Streptozotocin. Experimental Diabetes Mellitus.
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A microcirculagdo ¢ a porcao do leito vascular composta por arteriolas, capilares e
vénulas que constitui um sistema integrado transportador de oxigénio e nutrientes para as
células . O endotélio ¢ o componente chave da microcirculagdo e se encontra interposto
entre o sangue e os tecidos. Dessa forma, as células endoteliais sdo influenciadas pela forca
hemodinamica local respondendo com a transducdo de sinais (mecanotransdu¢do), os quais
podem ser responsaveis pela manuten¢ao da funcao fisiologica ou pelo inicio de processos
patologicos na parede dos vasos. A mecanotransdu¢do ¢ um processo dindmico e
constantemente adaptado ao fluxo sanguineo local .

A interagdo dos componentes do citoesqueleto da célula endotelial com a matriz
extracelular desempenha importante papel no processo de mecanotransdugio ©. O endotélio,
através da liberacao de diversas substancias vasodilatadoras e vasoconstrictoras, reorganiza o
seu citoesqueleto e cria novas conexdes com a matriz extracelular @. Por essa razéo, regula os
aspectos morfofuncionais vasculares agindo principalmente na permeabilidade e no tonus

vascular, e na composicdo, integridade e estabilidade do microvaso .

A fisiologia,
bioquimica e farmacologia da microcirculacdo variam de acordo com a porcdo estudada e
localizagdo nos diferentes tecidos V).

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DM 1) ¢ uma doenca inflamatoria cronica causada por
auto-imunidade humoral e celular dirigida contra as células beta produtoras de insulina das

ilhotas pancreaticas, destruindo-as seletivamente . O modelo de histéria natural do DM 1

sugere estagios que se iniciam com uma suscetibilidade genética, auto-imunidade sem doenca
(6):(7)

4

clinica e finalmente o diabetes clinico . A doenca ¢ caracterizada por um estado

hiperglicémico cronico e por complicagdes microvasculares, que sao responsaveis pela alta
taxa de morbidade e mortalidade ®.

O estado hiperglicémico crénico causa lesdo endotelial, mesmo quando a
©

r

normoglicemia ¢ alcancada “’, sendo este, possivelmente, o fator desencadeante na
patogénese das complicagdes microvasculares '”. Varios mecanismos sdo propostos para
explicar a disfuncdo endotelial decorrente da hiperglicemia, entre eles destacam-se os
produtos finais de glicacdo ndo enzimatica (AGEs). Estes reagem principalmente com
proteinas do citoesqueleto e da matriz extracelular, aumentando o estresse oxidativo e

mecanico na parede do vaso, afetando a integridade, estabilidade, permeabilidade e a

reatividade vascular .
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1.1 Objetivos

O objetivo deste estudo foi analisar a microcirculagdo da bolsa da bochecha de hamster

sob a influéncia do Diabetes Mellitus tipo 1 experimental induzido por estreptozotocina aos 6

e 15 dias de evolugdo, abordando os seguintes aspectos:

l.

A permeabilidade de vénulas pos-capilares através da andlise dos pontos de
extravasamento ap6s a aplicacdo de histamina.

A reatividade vascular (relaxamento derivado do endotélio) por medicdo do didmetro
luminal de arteriolas e vénulas antes e depois da administragao de acetilcolina.

As dimensodes vasculares como didmetro do limen, espessura das tunicas e relagao
parede: limen, por método morfométrico.

A densidade por area e a densidade de volume dos vasos na bolsa da bochecha, através
de técnicas estereoldgicas.

A expressao de proteinas do citoesqueleto das células endoteliais e musculares lisas
(actina, talina, a-actina de musculo liso e vimentina) através da microscopia de luz e
ultraestruturalmente por microscopia eletronica de transmissao.

A expressdo das proteinas da matriz extracelular, colageno IV e laminina, através da

microscopia de luz e ultraestruturalmente por microscopia eletronica de transmissao.
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2.1 O Diabetes Mellitus tipo 1

A American Diabetes Association (ADA) em cooperagdo com o Expert Committee on
the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus propuseram em 1997, uma nova
classificagdo para o Diabetes Mellitus tipo 1, de acordo com critérios de diagndstico padrao
relacionados a etiologia e aos estagios clinicos em dois subgrupos: 1. Diabetes Mellitus tipo
1A ou auto-imune (DM1A) e 2. Diabetes Mellitus tipo 1B ou idiopatica (DM1B), forma mais

s 1s e . Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia nao
rara sem um agente etioldgico conhecido :

encontrada. () Diabetes Mellitus tipo 1A (DM1A) é uma doenca inflamatéria cronica causada
por auto-imunidade humoral e celular dirigida contra as células beta produtoras de insulina
das ilhotas pancredticas, destruindo-as seletivamente 7o' Fonte de referéncia ndo encontrada. = o
destrui¢c@o progressiva e especifica das células beta-pancreaticas por mecanismo auto-imune &
a base fisiopatologica do DM1A. O modelo de historia natural sugere estagios que se iniciam
com uma suscetibilidade genética, auto-imunidade sem doenga clinica (estagios pré-clinicos)

. : £ Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia nao
e finalmente Diabetes Mellitus clinico ’

encontrada. - gy perimentalmente, esses estagios podem ser reproduzidos em diversos modelos
animais através da inducdo do Diabetes Mellitus durante uma até aproximadamente 10
semanas E"0! Fonte de referéncia néo encontrada.

Existe no DMI1A, um polimorfismo de cinco genes conhecido por influenciar a
doenca: HLA-DQa, HLA-DQP, HLA-DR, pré-pro-insulina e o gene PTPN22. Uma
predisposicdo genética estd mais relacionada aos haplétipos DR3,DQB1*0201 ou
DR4,DQB1*0302, denominados de Genes IDDM1 (cromossomo 6p21), que determinam em
mais de 90% dos casos, susceptibilidade para o Diabetes Mellitus tipo 1A, caracterizando o
primeiro estigio desta patologia (estdgio pré-clinico) E* Fonte de referéncia ndo encontrada.
Entretanto a associacdo negativa mais forte para o DM1A esté relacionada ao gendtipo HLA-
DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 Efr! Fonte de referéncia ndo encontrada. - (y¢155 genes néo-
HLA, (IDDM2, IDDMI12 e IDDM3 a IDDM13) também contribuem para uma alteragdo na
producdo de insulina e/ou sua agdo, por estimular a ativagdo de linfocitos, de citocinas ou a
apresentacio de antigenos ETT®! Fonte de referéncia néo encontradaErrol Fonte de referéncia ndo encontrada.
Recentemente, analises preliminares confirmam que o HLA-B e o HLA-A estdo associados ao
DMI1A independentemente dos genes classe II, HLA-DRB1 ¢ HLA-DQBI1. Além disso, uma
segunda regido do complexo classe II, a single-nucleotide polymorphism (SNP), rs439121 ¢ o

l6cus HLA-DPBI classe II, foram identificados com forte efeito de suscetibilidade para o

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.
DMIA .
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De acordo com Atkinson & FEisenbarth (2001)Erro! Fonte de referéncia nédo encontrada. 0s
agentes ambientais atuam como modificadores da patogénese da doenga, podendo servir
como ‘“‘gatilhos” para o seu desenvolvimento. Até o momento, trés hipoteses sao levantadas
com relacdo aos agentes ambientais que influenciam o desenvolvimento do DMI1A: 1.
infec¢do por virus (sindrome da rubéola congénita, citomegalovirus, caxumba, sarampo); 2.
dieta precoce na infancia (introdugdo precoce do leite de vaca, cereais e gluten) e 3. acao de
toxinas (derivados do N—nitroso) Erro! Fonte de referéncia néo encontrada..

A interacdo inicial entre os genes e os fatores ambientais (p.ex. virus) parece disparar,
via citocinas pro-inflamatdrias, uma resposta imune que envolve diferentes sub-populagdes de
linfécitos e células apresentadoras de antigenos. Estas apresentam auto-antigenos especificos
das células beta-pancreaticas (anti-acido glutdmico descarboxilase- GAD, anti-ilhota- ICA,
anti-insulina- IAA) aos linfocitos T CD4", constituindo o primeiro evento no processo de
auto-imunidade, com conseqiiente insulite. O processo de insulite ¢ amplificado via liberagao
de citocinas e ativagdo de numerosos tipos celulares (linfocitos B e T, células NK,
macrofagos, entre outras) que secretam radicais livres extremamente toxicos as células beta-
pancredticas, levando a um quadro de intolerancia a glicose =" Fonte de referéncia ndo encontrada. '
linfocitos T CD8" apds reconhecimento dos auto-antigenos pancreaticos efetuam a destruicio
das células beta por citolise (perforinas e granzimas) e por inducdo de apoptose (via
inativacdo do ativador do gene da insulina — Pdx-1) Er"! Fonte de referéncia ndo encontrada. - A g 1y
quadro de intolerancia a glicose, a expressdo do ligante Fas nas células citotoxicas induz
apoptose das células beta e promove um infiltrado celular nas ilhotas. O ultimo estagio no
desenvolvimento do Diabetes Mellitus ¢ a perda do peptideo C plasmatico e um quadro de
hiperglicemia pré—prandial > 126mg/d1 Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada..

Achenbach et al., (ZOOS)Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. indicam que a COHdiQﬁO
hiperglicémica ¢ promovida pela diminui¢do da razao dos niveis de insulina/glucagon, com
elevacao glicémica aguda e quadro classico de DM1A. Isto altera toda a via insulinica normal
de captagdo de glicose ativando outros mecanismos bioquimicos de transducdo de sinais. O
ponto chave da alteragdo metabolica da glicose sob condi¢@o de hiperglicemia ¢ a diminuigao
da GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase). Essa enzima ¢ responsavel pela
metabolizacao final da glicose, e sua diminui¢ao acarreta o desvio metabolico da glicose com
ativacdo de todas as vias bioquimicas da hiperglicemia, tais como: 1. formagdo de produtos
finais da glicagdo avancada (AGEs); 2. aumento da atividade da aldose-redutase (sorbitol-

frutose); 3. aumento da producdo de radicais livres e do estado de oxidagdo (estresse

oxidativo); 4. aumento do fluxo da via da hexosamina e 5. aumento da ativacdo da proteina
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quinase C (PKC) e diacilglicerol (DAG) (Esquema 1) Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte

de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.; Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.

@ ! PARP

| GAPDH
|
T fluxo via l i 1 fluxo vias das
dos poliois I AGEs G hexosaminas
T NFeB

Esquema 1. Mecanismo unificado de dano celular induzido pela hiperglicemia.

ROS = espécies reativas de oxigénio; PARP = poli ADP-ribose polimerase; GAPDH = gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase;
AGES = produtos avangados da glicosilagdo ndo-enzimatica; PKC = proteina quinase C; NFkB = fator nuclear kB. Retirado
de Brownlee M. The pathobiology of diabetic complications — unifying mechanism. Diabetes. 2005;56:1615-1625 Ero* Fonte de

referéncia ndo encontrada.

Os AGEs s3o formados ndo enzimaticamente por reacdes de oxidagdo ou reducdo de
glicose, lipideos, acidos nucléicos e ou certos aminoacidos de proteinas presentes tanto no
meio intracelular como no meio extracelular. Os efeitos patologicos dos AGEs estdo
relacionados a capacidade destes compostos e de seus intermedidrios de modificar as
propriedades quimicas e funcionais das mais diversas estruturas biologicas. Por meio da
geragdo de radicais livres, da formagdo de ligagdes cruzadas com proteinas ou da interagao
com receptores celulares, os AGEs promovem, respectivamente, 1. estresse oxidativo com
reducdo dos niveis de 6xido nitrico; 2. alteragdes morfofuncionais de proteinas intracelulares
e plasmaticas, de componentes da matriz extracelular e da interacdo destes com seus
respectivos receptores, as integrinas -t Fonte de referéncia ndo encontrada., 3 5 mento da expressdo

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.

de mediadores inflamatorios e adesdao leucocitaria A ligagdo

das AGEs ao seu receptor (RAGE) presente nos diversos tipos celulares (célula endotelial,

células mesangial e macrdéfago), ativam fatores transcripcionais pleiotropicos que causam

~ A . . ~ E I F ferénci 3
mudancas na expressdo génica e em eventos da sinalizagdo celular B Fonte de referéncia ndo

encontrada.
Pela via dos poliois, a reducdo do 6xido nitrico, ativa a enzima aldose-redutase que
. . . , . “ ~ +
converte a glicose em sorbitol. O sorbitol ¢ oxidado a frutose com redu¢do do NAD a

. . Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia nao
NADH, gerando estresse oxidativo ' '
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encontrada. - A via do poliol induz indiretamente a formagdo de AGEs e ativa a proteina kinase C
(PKC) Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. © A 1ygteina kinase C (PKC) é uma familia de kinases
que sdo normalmente ativadas por um segundo mensageiro lipidico, o diacilglicerol (DAG). A
hiperglicemia intracelular aumenta a quantidade de DAG e ativa algumas isoformas da PKC.
Como resultado, essas moléculas de sinalizagdo intracelular desregulam direta ou

. . g I a i a . 1 a i a
indiretamente a permeablhdade vascular Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia nao

encontrada. o o fluxo sanguineo; induzem o espessamento da membrana basal por aumento da
sintese de coldgeno IV e fibronectina; regulam a liberacdo de vasodilatadores e a ativagao
endotelial Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada..

Na via da hexosamina, o aumento da glicose intracelular tem como conseqiliéncia a
metabolizacdo final de frutose-6-fosfato a wuridina difosfato-N-acetil glucosamina
(UDPGIcNACc), resultando em alteragdes patologicas na expressdo génica, aumentando a
producdo de citocinag E""o! Fonte de referéncia ndo encontrada. - ¢4 como TGFa, TGFP e de fatores de
transcrigﬁo Erro! Fonte de referéncia néo encontrada..

Viérios ensaios clinicos, em pacientes com DM1A, demonstraram a relagao direta entre
os niveis de hiperglicemia e o dano tecidual Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia
n&o encontrada.;Erro! Fonte de referéncia néo encontrada.' A hiperglicemia promove alteraqées estruturais em
vasos distribuidos por varios tecidos e o6rgados. A produgdo aumentada de espécies reativas de
oxigénio, associada a uma diminui¢do dos mecanismos antioxidantes endogenos, gera estresse
oxidativo que lesa as células endoteliais causando sua ativagdo seguida de disfuncdo e

. Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.
pOStCI‘lOI‘ necrose

. Este mecanismo parece ser o primeiro alvo
das complicagdes estruturais promovida pela hiperglicemia.

A Pesquisa de Shaan (2004) mostra que, em pacientes com estado avancado de
complicagdao microvascular, a célula endotelial apresenta-se disfuncional e a expressao de
varias proteinas do citoesqueleto estd modificada levando a modificacdo da forma, da adesdo

. \ . : Erro! Fonte de referéncia né trada.
das células a matriz, hlpertroﬁa rro! Fonte de referéncia néo encontrada

, € por conseqiiéncia hiperplasia
das células. Em outro estudo, o espessamento das membranas basais também decorre da
disfungdo endotelial e se origina a partir do aumento da expressao e deposito de proteinas

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. As células

como fibronectina, laminina e coldgeno IV
musculares também sofrem as conseqiiéncias da hiperglicemia e mostram poucas jun¢des
intercelulares, tamanho reduzido com diminuicdo de miofilamentos e aumento do reticulo
endoplasmético e aparelho de Golgi Erro! Fonte de referéncia néo encontrada..

Como alteracdes funcionais, podemos citar: 1. anormalidades no fluxo sanguineo,

devido ao aumento da viscosidade sanguinea que origina um estresse mecanico na parede
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vascular e aumento da resisténcia vascular ' Fonte de referéncia ndo encontrada.. 5 - giinyicio da
reatividade vascular, apos administracao de acetilcolina e nitroprussiato de sodio, por reducao
na secre¢do pelo endotélio de dois importantes vasodilatadores: oOxido nitrico e
prostaglandinas, causando a desregulacdo da vasculatura arterial e venosa, e diminui¢cao dos
vasodilatadores dependentes e independentes do endotélip ! Fonte de referéncia ndo encontrada., 3
aumento da permeabilidade vascular pela liberagdo de histamina, bradicinina e

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. No DMIA. a adesio leucocitiria esta
. 9

prostaglandinas
aumentada devido ao processo inflamatorio gerado pela liberagdo de citocinas teciduais
através das células apresentadoras de antigeno e linfécitos. Este quadro inflamatério, além de
gerar aumento da diapedese dos leucdcitos, estimula o extravasamento do fluido sanguineo
para o intersticio, e a liberagdo de substancias vasoativas, que estimula a formag¢ao de jungdes
gaps transitorias e reversiveis entre as células endoteliais de vénulas pos-capilares. Como

4

conseqiiéncia o transporte paracelular e transcelular é estimulado, contribuindo para o

aumento da permeabilidade vascular e formagdo de edema " Fonte de referénciando encontrada.
Esses sdo alguns exemplos de eventos que culminam nas complicagdes do DM1A

tanto no nivel microvascular como no macrovascular =o' Fonte de referéncia ndo encontrada. -y

efeitos da hiperglicemia cronica incluem lesdo, disfungao e faléncia de varios 6rgaos.
2.2 O Diabetes Mellitus tipo 1 experimental.

A estreptozotocina (STZ) é um antibidtico sintetizado pela cepa Streptomycetes
achromogenes que apresenta o grupo 2-deoxi-2(3-(metil-3-nitrosoureido)-D-glicopiranose,
cujo radical nitrosuréia tem efeito citotoxico sobre as células beta-pancredticas enquanto o
radical deoxiglicose facilita sua entrada nas mesmas Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de
referéncia ndo encontrada. ' poga substancia ¢ usada para induzir o Diabetes Mellitus, tanto insulino-
dependente (IDDM) como nao insulino-dependente (NIDDM), de acordo com a dose e
namero de vezes que a droga ¢ administrada (dose Gnica ou multiplas doses) E' Fonte de
referéncia ndo encontrada. - A a¢30 da estreptozotocina na célula beta-pancredtica é acompanhada por
alteragdes caracteristicas nas concentracdes de glicose e insulina sanguineas. Logo nas
primeiras 2 horas apds a administragdo, ¢ possivel observar uma hiperglicemia concomitante a
queda na insulina sanguinea. Em seguida, um episddio de hipoglicemia ocorre devido ao
aumento dos niveis de insulina com posterior desenvolvimento de uma quadro de
Erro! Fonte de referéncia néo encontrada.

hiperglicemia persistente

Um mecanismo de ag¢do proposto para a estreptozotocina (STZ) se baseia na sua
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captura, pelas células beta-pancreaticas, através do transportador GLUT 2, sendo facilitado

pelo radical deoxiglicose da STZ. No interior da cé€lula, a nitrosuréia ¢ capaz de promover

ilaca i 5 Erro! Fonte de referéncia na
uma alquilagio do DNA com conseqiiente fragmentagio do mesmo /' "OMe €€ referencia nao

encontrada. Esta destrui¢do pode ser avaliada através da glicemia de jejum e niveis séricos de
insulina. Se a perda celular for menor que 60%, a insulina basal e niveis séricos de glicose
permanecem normais; se a destruicdo celular ficar entre 70-90%, havera hiperglicemia de
jejum ErTot Fonte de referéncia ndo encontrada. - (3,465 efejtos deletérios podem ser observados sobre a
célula beta-pancredtica apos administragdo da STZ: 1. producdo de espécies reativas do
oxigénio pela sua agdo nas mitocondrias; 2. acdo na atividade da xantina-oxidase e guanilil-

. , . . . . , 1 énci a .
ciclase, responséveis pelo clearence de radicais livres na célula; 5" Fonte de referéncia néo encontrada

s r " 1 Ancia n& ]
3. destrui¢do imune das células beta-pancreatica = Fonte de referéncia ndo encontrada.
A STZ tem sido utilizada com sucesso na obtengdo do modelo de DM experimental
. - Erro! F
em animais de laboratério como ratos, camundongos, hamsters, porcos e outros = Fonte de
referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de

referéncia ndo encontrada.

. A atividade diabetogénica da STZ, tem sido demonstrada, no DM
experimental, em doses entre 25 e 100 mg/Kg, sendo que foi observado cetontiria, somente

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de
em grandes doses

referéncia nao encontrada.

2.3. A microcirculagdo

A microcirculagdo representa a menor unidade funcional do sistema cardiovascular
onde os vasos apresentam didmetro médio igual ou inferior a 100 pm. Inclui as arteriolas,
metarteriolas, esfincter pré-capilar, capilares, vénulas periciticas, vénulas musculares e
linfaticos. A organizagdo das principais estruturas que compdem a microcirculagdao
proporciona unidades funcionais bem definidas que visam facilitar os processos fisiologicos

s N : ~ : Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia nao
de nutricdo e oxigenacdo tecidual ’

encontrada.
‘E;g}ﬁmg 2 ),
ca\gﬂiﬁl@_rﬁncial ca,pilarﬁeferencia|

re
arteriola ——  metarteriola —p canal preferencial
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Esquema 2. Representacao da unidade microcirculatoria.

L= linfatico; V= veia; A= artéria; CAV= comunicagdo artério-venosa; aav= anastomose arteriolo-venular; ra= ramo aferente
capilar; rt= ramo transverso capilar; re= ramo eferente capilar, ee esfincter pré-capilar. Retirado de Halfoun et al., (2003).
Estudos morfoldgicos e funcionais da microcirculagdo da pele no Diabetes Mellitus. Arq Bras Endocrinol Metab. 2003; 47:

271-279.

As arteriolas sdo vasos de resisténcia que apresentam em média diametro externo de

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. De maneira

20 a 100 pm e diametro interno entre 8 ¢ 50 um
geral esses microvasos sdo compostos de tinica intima com um endotélio, um subendotélio e
podem apresentar uma lamina eléstica interna. A tunica média consiste de duas a cinco
camadas de células musculares lisas concéntricas. A tinica adventicia contém pouco tecido
colagenoso ligando o vaso aos tecidos adjacentes. As metarteriolas apresentam a camada
muscular freqlientemente descontinua, podendo conter esfincters pré-capilares. Uma
metarteriola pode funcionar como um canal preferencial até a vénula pods-capilar (desvio da

. . ] énci 3
rede capilar) ou como um canal para abastecer a rede capilar £ Fonte de referénciando encontrada. - o

i a i : ; 2 Erro! Fonte de referéncia na
4rea de seccdo transversa das arteriolas ¢ de aproximadamente 40 ¢m” =" TOMe €€ referencia ndo

encontrada.

A 4rea seccional transversa ocupada pelos capilares ¢ de aproximadamente 2.500 cm’.
Os capilares apresentam didmetro médio variando entre 5 -10um, podendo chegar até 25um.
Sao formados por uma parede que varia de um a dois micrometros constituidos por uma tnica
camada contendo de uma a trés células endoteliais concéntricas, justapostas, altamente
permeaveis, circundada por uma fina lamina basal. De acordo com a presenga ou ndo de
pequenos poros ou fenestras, tanto nas células endoteliais como na lamina basal, os capilares
podem ser classificados em continuos, fenestrados (encontrados na microcirculacdo da
bochecha do hamster) ou sinuséides. E no leito capilar que ocorre a troca de fluidos e solutos
passivamente com os tecidos Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada..

As vénulas pos-capilares e musculares sdo vasos de capacitancia. Sua complacéncia ¢é
em torno de 24 vezes ao da artéria correspondente. Apresentam baixa resisténcia, pois sua

parede ¢ muito delgada e por isso, constituem o reservatorio de sangue do sistema vascular
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Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. As vénulas p(')s-

juntamente com as veias capilares apresentam

diametro entre 10-50 um, sendo formadas por células endoteliais sustentadas por uma lamina

< , - 1
basal e seus pericitos, podendo apresentar uma fina adventicia com fibroblastos 5™ Fone de

referéncia ndo encontrada. 1y endotélio das vénulas pos-capilares sdo os mais permeéveis do sistema

circulatério porque as juncdes celulares nesta regido sdo mais amplas, permitindo um

i i : ; : \ i Errol F feréncia na

extravasamento maior de fluido sanguineo e de células inflamatoriag 57 Fonte de referéncia ndo

encontrada. : ~ : ~ : s : :

. Na inflamacao, a liberacao de mediadores como a bradicinina e a histamina causam

a dilatagdo destes vasos por promover abertura nas jungdes intercelulares, jungdes GAP

o gy . , . . oqe 1

transitorias e reversiveis (100nm) com conseqiiente aumento da permeabilidade vascular =™
F ferencia na . : : <

onte de referéncia ndo encontrada. |y oy travasamento de proteinas depende do gradiente da pressdo

. o o ~ C A . 1
hidrostatica na parede do vaso, da permeabilidade e do ténus de resisténcia dos vasos =™ 7o

de referéncia ndo encontrada. - g5, exemplos de potentes vasodilatadores: a histamina, bradicinina,
prostaglandinas, peptideo intestinal vasoativo e peptideo relacionado ao gene da calcitonina.
A histamina foi um dos primeiros mediadores a serem descritos =T Fonte de referéncia ndo
encontrada. pla produz vasodilatagdo e edema, atuando em receptores especificos pela liberagdo
de 6xido nitrico Erro! Fonte de referéncia néo encontrada..

As vénulas musculares apresentam didmetro entre 50-100 um e sdo formadas por uma
tunica média contendo uma ou duas camadas de musculo liso enquanto as vénulas pds-
capilares ndo apresentam uma tinica média efetiva. A camada intima ¢ formada por um
endotélio tipico, mas sem valvulas. Esses vasos também apresentam uma delgada tinica

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.

adventicia, com fibras colagenas . As veias tém diametro

interno trés vezes maiores que as artérias correspondentes =" Fonte de referéncia ndo encontrada.

A irrigacdo dos leitos vasculares ¢ influenciada pela associacdo de diferentes forgas
participantes entre o sangue e a parede vascular, tais como fluxo, resisténcia, viscosidade,
diametro luminal, tensdo mecanica, mecanotransdu¢ao e vasomog¢ao. O fluxo sanguineo ¢
dependente da relagdo entre pressdo sanguinea ¢ resisténeia vascular £ Fonte de referéncia ndo
encontrada. -~ A resisténcia vascular é o reflexo da interagdo de todos os componentes da parede
vascular (células endoteliais, adesdo célula-célula e célula - matriz, matriz extracelular e
c¢lulas musculares) em resposta a pressdo exercida pelo fluxo sanguineo. Por essa razdo, ¢
diretamente proporcional ao comprimento do vaso e inversamente proporcional a quarta
poténcia do raio dos vasos sanguineos Erro! Fonte de referéncia néo encontrada..

Na microcirculagdo, como o didmetro luminal dos vasos diminui, a resisténcia ao
fluxo aumenta consideravelmente. Isto provoca uma for¢ca mecanica tangencial sob a parede

vascular denominada de estresse mecanico. Resumidamente, o estresse mecanico € sentido
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por moléculas da superficie luminal da célula endotelial, como por exemplo, receptores
ligados a proteina G. Uma vez ativadas, as moléculas geram um segundo mensageiro
intracelular ou ativam mecanoreceptores que interagem com os elementos do citoesqueleto
Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. -y ogtregse mecanico ¢ entdo sentido pelo endotélio e por todas
as estruturas que se relacionam com ele ou sofrem sua influéncia (matriz extracelular, adesao

’ ’ ~ ’ . r . ! éncia na .
célula-célula, adesdo célula-matriz, células musculares lisas) E'"* Fonte de referéncia ndo encontrada.

. | énci a
Hakim et aI., (2008)Erro. Fonte de referéncia nao encontrada.

, descreveram a presenca ¢ a
estrutura de jungdes comunicantes tipo GAP entre as células endoteliais, entre células
musculares lisas, bem como entre células endoteliais e musculares lisas. Essa caracteristica €
de suma importancia para os processos de condugdo de sinais vasoativos entre essas células,
na resisténcia vascular e no estresse mecéanico ao longo da rede vascular. A resposta endotelial
e vascular ao estresse mecanico ¢ chamada de mecanotransducdo. Para que isso ocorra, o
citoesqueleto das células endoteliais e musculares se reorganiza polimerizando e
despolimerizando os filamentos de actina, redistribuindo as fibras de estresse e criando novas

~ ; : Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.
conexdes entre o citoesqueleto e a matriz extracelular

. No que
tange a adesdo célula-matriz, as proteinas encontradas nos contatos focais (actina, talina,
vinculina, integrinas, fibronectina, e laminina) se reposicionam adaptando a célula endotelial

. e o, . 1 ancia na
¢ 0s outros componentes da parede vascular & nova condi¢do fisiologica £ Fonte de referéncia ndo

encontrada. - A integridade ¢ a forma da célula devem-se em grande parte a estrutura do
citoesqueleto, entretanto a integridade do tecido relaciona-se a comunicacdo do citoesqueleto
com a matriz extracelular £t Fonte de referéncia ndo encontrada. - Ajepy disso, o endotélio também
responde liberando diversos fatores tais como: fator de necrose tumoral alfa, tromboxano,
endotelina, bradicinina e histamina que promovem alteragdes estruturais adaptativas,

. . ~ . ~ ~ ’ !
funcionais, remodelacdo da parede arterial e alteragdo na expressdo de genes e proteinas Errof

Fonte de referéncia né&o encontrada.

Os vasos da microcirculagdo sao submetidos a influéncia de fatores quimicos e neuro-
hormonais que mantém a parede do vaso respondendo continuamente através do fendmeno de
contracdo e dilatagdo espontanea e ritmica (reatividade vascular). Através desse mecanismo,
arteriolas e vénulas controlam a distribui¢do de sangue para o leito vascular, a perfusdo dos
capilares, o fluxo e a pressdo sanguinea 5" Fonte de referéncia ndo encontrada. | 1y;y6rcag substancias
controlam a microcirculagdo: 6xido nitrico, prostaciclinas, fator hiperpolarizante derivado do
endotélio, autacodides, etc. Essas substdncias provocam vasodilatagdo ou vasocontricdo e

« L . . ErrolF feranci
modulam a resposta vascular frente a alteracdes fisiologicas ou patologicas 5 Fonte de referéncia

ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.
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O oxido nitrico ¢ o principal vasodilatador liberado pelo endotélio, sob estimulo de um
agonista como a acetilcolina. A vasodilatagao ¢ promovida por difusdo do 6xido nitrico (um
gas) para as cé€lulas musculares adjacentes ao endotélio que estimula a guanilato-ciclase a

produzir guanosina 3’, 5° - monofosfato ciclico (¢cGMP) que leva ao relaxamento vascular

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.

2.4 O modelo de microcirculacgao.

O hamster (Mesocricetus auratus) ¢ uma espécie de mamifero, comumente utilizada
em pesquisas biologicas e médicas. O hamster possui em cada lado das bochechas da
cavidade oral uma membrana acessivel, relativamente transparente com espessura em torno

1 Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.

de 0,4um, a bolsa juga . Essas bolsas sdo diverticulos ou

invaginagdes saculares distensiveis das mucosas jugais, cuja fungdo principal ¢ o
. 1 éncia na . 1 éncia na

armazenamento e transporte de alimento Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia ndo

encontrada. YLE Lot % :

. O epitélio da parede da bolsa ¢ similar ao da pele humana, e apdia-se num tecido
conjuntivo areolar frouxo com auséncia de vasos linfaticos, exceto na regido proximal, onde
se inserem as fibras do musculo retrator da bolsa, sendo denominado "pele sem foliculos e
glandulas". O tecido conjuntivo da bolsa do hamster ¢ um "Local de Privilégio Imunolégico"

] énci 3 . . . o .
natura] E"ro! Fonte de referéncia ndo encontrada. - A 13154 da bochecha possui uma distribui¢do difusa de

vasos arteriais com numerosas ramificacdes pequenas, mas sem padrdes definidos. Muitos
vasos venosos de varios tamanhos sdo proeminentes =" FONte de referéncia ndo encontrada.

As bolsas da bochecha podem ser facilmente expostas, vertidas em uma placa e
observadas sem alterar seu fluxo sanguineo. Com a utilizagdo da microscopia intravital, ¢
possivel avaliar in vivo, o fluxo sanguineo periférico, a adesdo leucocitaria, a permeabilidade
vascular e a resposta vascular a uma variedade de substancias. Por esta razdo, as preparagdes
sdo extensivamente utilizadas nos processos de inflamag¢do, crescimento tumoral, fungdo das
células musculares lisas e regulagdo do fluxo sanguineo. Com a utilizagdo de macromoléculas
tragadoras como o FITC-dextran, ¢ possivel estudar a regulagdo fisiologica e farmacologica
da permeabilidade das células endoteliais e a reatividade vascular estimuladas por uma série
de substancias vasoconstrictoras e vasodilatadoras tais como: nitroprussiato de sédio,

. . . . Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.
acetilcolina e histamina ! )

2.5 O Citoesqueleto
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Constitui uma rede tridimensional de proteinas distribuidas através do citoplasma das
células eucariotas. E formado por microfilamentos, microtibulos e filamentos intermediarios
que participam do movimento celular, do suporte e resisténcia para a célula, da fagocitose,
jungdo célula-célula e célula-matriz, das alteragdes da forma da célula e dos processos de

. ~ . ~ ] a i a
migracdo e prohferagao Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.‘

2.5.1 Actina

A actina ¢ o principal componente dos microfilamentos. Pelo menos seis tipos de
actina estdo presentes nos tecidos dos mamiferos, divididos em trés classes, com base nos

seus pontos isoelétricos. As a-actinas sdo encontradas em varios tipos de misculo enquanto

: N - . < Erro! Fonte de referéncia n
as actinas B e y sdo constituintes principais das células ndo musculares —"" 7O 9 referencia ndo

encontrada. 930 compostas de mondmeros globulares, actina G, 42 kDa, os quais se
polimerizam em presenga de ATP para formar um longo filamento, a actina F, que tem 7nm
de espessura. A cinética da polimerizagdo da actina € um processo que envolve um
mecanismo conhecido como treadmilling (“escada rolante”): os mondmeros de actina G
adicionados na extremidade “mais” (plus) do filamento andam ao longo do filamento até que
sejam perdidos por despolimerizacdo na extremidade “menos” (minus). A gelsolina, uma
proteina de capeamento, impede a adi¢do e a perda de mondmeros de actina. Na presenca de
Ca®", a gelsolina fragmenta filamentos de actina e permanece ligada a extremidade “mais”,

' . ~ Erro! Fonte de referénci
formando um capuz que impede o subseqiiente crescimento do filamento —'" "™ d€ rererencia

hdo encontrada. " Tanto gelsolina, como a profilina cortam o filamento de actina. A timosina
seqiiestra grupos de mondmeros de actina G dentro das células, formando um pool de reserva,
enquanto a profilina pode favorecer a organizagao da actina G monomérica em filamentos
facilitando a troca do ADP ligado por ATP. Somente mondmeros de actina ligados ao ATP
podem ser organizados em filamentos. A cofilina forma um complexo dimérico com a actina
G ¢ deflagra a despolimerizacdo da actina ligada ao ADP na extremidade “menos”. Essas
proteinas sdo as que controlam o mecanismo de treadmilling. Outras proteinas tais como as
citocalasinas, faloidina e latrunculinas respectivamente inibem a adi¢do de actina G e

promovem a despolimerizagéo da actina F Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia

néo encontrada. - A actina F interage com a porcdo intracelular da subunidade B da integrina

, , . - . . . .. 1 dncia na )
através das proteinas de ligagdo talina, vinculina e a-actinina 57" Fonte de referéncia ndo encontrada.
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A actina desempenha inimeras funcgdes: promove o movimento celular, adapta a forma da

. T , L \ N
célula a direcdo do fluxo sanguineo; estabelece adesdo intercelular M Fonte de referéncia ndo

encontrada., Erro! Fonte de

; alinha seus feixes de banda periférica em resposta ao estresse mecanico

referéncia ndo encontrada.  harticipa ativamente no transporte para-celular, fundamental para a

oqe . 1 anci 3
permeablhdade endotelial Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada..

2.5.2 Talina

A talina é composta de 2 subunidades de 270-kDa arranjadas como homodimero anti-
paralelo e esta co-localizada com as integrinas em certos sitios do contato substrato-célula. E
0 maior componente estrutural da adesdo focal junto com a actina e a vinculina. Ela consiste
de uma cabega globular com um dominio N-terminal de 50kDa e uma haste C-terminal
contendo um dominio conservado de ligagdo a actina de 220kDa. A talina contém sitios de
ligagdo para a actina, vinculina, kinase de adesdao focal, fosfolipideos e proteinas
transmembrana Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia néo encontrada.. A talina foi a
primeira proteina ligadora de actina que mostrou apresentar ligagdo direta com as integrinas,
sendo responsavel por mediar a ligagdo da membrana celular ao citoesqueleto através da
actina. A talina liga-se a cauda do dominio citoplasmatico da integrina pelas subunidades B1,
B2 ¢ B3 ¢ mais fracamente pela subunidade B7 E"* Fonte de referéncia ndo encontrada. 'y 501myo de
talina € o passo inicial na formacao das adesdes focais e requer a presencga das integrinas, mas
ndo da vinculina. A talina participa nas seguintes fungdes: manutencdo das fibras de estresse
(filamentos de actina), promog¢ao da adesao, do espalhamento e da migracao celular. A talina
estd presente em diversos locais, como por exemplo, nervos, discos intercalares, células
musculares, fibroblastos, aparelho de Golgi, reticulo endoplasmatico, sitio das juncdes célula
a célula e célula matriz e na superficie basal das células endoteliais em contato com a

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.
membrana basal. ’ .

2.5.3 Vimentina

E um filamento intermediario assim denominado devido ao seu didmetro (10nm). Os
filamentos intermedidrios sdo as estruturas mais estaveis do citoesqueleto. Como principal
componente dos filamentos intermediarios, a vimentina ¢ uma molécula fibrosa e alongada

com 54kDa, que possui uma cabega amino-terminal, uma cauda carboxi-terminal ¢ um
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dominio-bastdo. O dominio bastdo central consiste de uma regido em o hélice contendo
repeticdes em tandem de uma seqiiéncia de 7 aminoacidos diferentes formando um motivo
chamado repeti¢ao hepta, que permite a formagéo de estruturas diméricas torcidas entre duas
o hélices paralelas. Posteriormente, dois dimeros enrolados se associam de maneira
antiparalela, formando uma subunidade tetramérica. Os filamentos intermediarios sdo entdo
formados a partir destes tetrdimeros que sdo estruturas ndo polarizadas e, portanto
distinguiveis dos filamentos de actina e microtiibulos (polarizados). Por esta razdo, os
filamentos intermediarios sdo proteinas muito estaveis. O dominio-bastdo central medeia as
interacoes laterais que formam o filamento montado. Ja os dominios globulares da cabeca e da
cauda medeiam as interagdes com outros componentes 'O Fone de referéncia ndo encontrada. - o
maior parte das células de origem mesenquimal e ndo mesenquimal e, também, células
mantidas em cultura possuem filamentos de vimentina, entretanto este polipeptideo ¢ mais
comumente encontrado em células mesenquimais, sendo utilizado como marcador para essas

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.

células . Em alguns tipos celulares, por exemplo, células

endoteliais, a vimentina estabelece uma ligacdo estrutural com a membrana plasmatica e

AL: Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. .
laminas nucleares : . Experlmentos

utilizando anticorpos anti-

vimentina apresentaram reag¢ao cruzada para muitas espécies, o que demonstra que esta

; : ~ . Erro! Fonte de referéncia néo encontrada.
proteina foi bem conservada com a evolugao .

2.6 A Matriz Extracelular

A membrana basal é um tipo especifico de matriz extracelular produzida também pelas

células endoteliais e pericitos vasculares e constituida pela 1dmina basal e uma lamina

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.

reticular . A lamina basal resulta da auto-organizacido de

moléculas de coldgeno IV, laminina, entactina, proteoglicanos e fibronectina. A lamina
reticular formada por fibras colagenas sustenta a ldmina basal e ¢ continua com o tecido

. . Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.
conjuntivo .

Esta ¢ regulada por metaloproteinases e
desempenha importante papel na manutencdo da estrutura e funcdo dos vasos, previne o
extravasamento de proteinas plasmaticas, promovendo a manuten¢do da morfologia e da

~ Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.
adesdo celular )

2.6.1 Laminina
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As lamininas sdo glicoproteinas heterotriméricas em forma de cruz composta de
cadeias o, beta e gama. Atualmente existem 5 tipos de cadeias a, 4 de beta e 3 de gama. A
combinagdo destas cadeias constitui 15 diferentes isoformas, dentre as quais pode-se destacar
cinco isoformas mais presentes na parede vascular, as lamininas 4, 8,9, 10 e 11. A laminina 4
¢ expressa em todos os vasos no adulto, as lamininas 8, 9, 10 e 11 s3o expressas no endotélio
e musculo liso imaturo € maduro, sendo esta uUltima também encontrada nas membranas

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.

basais . Recentes trabalhos mostram que a composi¢do da

laminina de varias membranas basais influencia nos processos de adesdo e migragdo celulares

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.

, ha angiogénese e na deposicao

dos outros componentes das membranas basajs " Fonte de referéncia ndo encontrada. - A 1qmining
parece ser o primeiro componente a ser produzido e depositado nas membranas basais
vasculares e dirige a formagdo e estabilizagdo das mesmas E"' Fonte de referéncia ndo encontrada.
Acredita-se que o turnover da laminina seja um processo dindmico, pois sdo sensiveis a
degradacao por vdrias proteases (p. ex. metaloproteinases). Ao ser clivada apos sua secregao,

. L. . ~ _ Erro!
seus fragmentos podem apresentar novas propriedades, expondo novos sitios de ligagdo —'"

Fonte de referéncia ndo encontrada. - (3 qominio extracelular das integrinas se liga a seqliéncia
tripeptidica RGD (Arg-Gli-Asp) presente na laminina e fibronectina. Por sua vez, a laminina e
fibronectina interagem com varios tipos de coldgeno (inclusive o coldgeno tipo IV),

. : .1 A .\ Errol Fonte de referéncia na trada,
proteoglicanos heparansulfato e entactina (nidogénio) — 0 "OmMe ¢ Telerencia ndo encontrada. - Aq

.. N . o < Erro! Fonte de referénci
lamininas sdo o determinante primario da constru¢io da membrana basal =" 0 To"'® @€ referencia

ndo encontrada.

2.6.2 Colageno IV

O coléageno ¢ a proteina mais abundante em humanos. O coladgeno se caracteriza por
conter repeti¢des triplas de aminoacidos glicina XY em sua molécula. O colageno ¢ formado
por trés cadeias a polipeptidicas que se entrelagam para formar a tripla hélice pro-colageno.
As moléculas de pro-colageno quando clivadas tornam-se moléculas denominadas
tropocoldgeno. Em seguida as moléculas de tropocolageno se auto-agregam em um processo
de superposi¢cdo, semelhante a uma escada, que ¢ garantido pela formacao de ligagdes
cruzadas entre os grupos hidroxil E"o' Fonte de referéncia ndo encontrada. " gy jstem varios tipos de
colageno sendo os mais estudados os tipos I, II, III, IV, V e VI. O colageno IV (que

apresentam cadeias o 1-5) € o tipo presente exclusivamente nas membranas basais e se
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localiza na lamina lucida dessa camada. E um colageno ndo fibrilar que & microscopia
eletronica se apresenta como uma matriz poligonal amorfa. Encontra-se associado a laminina
e a outras moléculas da matriz, fornecendo uma rede estrutural para a sustentagdo das outras
macromoléculas, formando uma membrana basal unica. O turnover do colageno ¢ muito lento
sendo degradado por metaloproteinases 2e¢9 Erro! Fonte de referéncia néo encontrada.'

As alteragdes que o Diabetes Mellitus provoca na microcirculagdo tém sido amplamente
investigadas em varios modelos animais e em diferentes estagios de evolugio da doenga™ "

Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro!

F feréncia na . <
onte de referéncia ndo encontrada. - ), esperanca de que essas alteragdes encontradas possam

reproduzir algumas das modificacdes na microcirculagdo em humanos, levando ao melhor
entendimento sobre o mecanismo da doenca. Atualmente, sabe-se que a disfun¢do vascular
acompanha o estado hiperglicémico e que a interacdo dos componentes do citoesqueleto com
a matriz extracelular ¢ um importante aspecto que direciona a resposta vascular a muitos
fatores externos ao qual sdo permanentemente submetidag=""®" FOMe de referéncia ndo encontrada. = \y,,
entanto, pouco se sabe sobre as alteracdes ocorridas nos estagios iniciais do quadro
hiperglicémico. Por essa razdo, torna-se importante compreender melhor os efeitos do

Diabetes Mellitus experimental em seus estagios inicias na microcirculagdo, utilizando para

i1sso, o modelo da bolsa da bochecha do hamster.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e inducéo do Diabetes Mellitus experimental.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica para o cuidado e uso de animais
experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do Estado

do Rio de Janeiro sob o nimero de protocolo CEA/004/2009, conforme anexo 1.
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Foi realizado um estudo analitico experimental medido em tempos distintos e entre
grupos através da comparacao transversal.

Foram utilizados 30 hamsters sirios dourados (Mesocricetus auratus), machos, com 2
a 3 meses de idade pesando entre 100 a 130g. Os hamsters foram criados no biotério do
Laboratorio de Pesquisas em Microcirculagdo, onde a temperatura e a umidade sdo
controladas (21+ 2 °C e 60 + 10%, respectivamente, média + EPM). Eles foram mantidos sob
ciclo de luz dia/noite de 12h (luz fria artificial de 7 as 19hs) e ciclo de exaustao de ar de 15
min/h. Obtiveram livre acesso a comida (Nuvital de Nuvilab, Curitiba, PR, Brasil) e dgua
filtrada.

Para a indug@o do Diabetes Mellitus foi usada uma solugdo de estreptozotocina (Sigma
Chemical Mo, St. Louis, USA) na dose de 50mg/kg dissolvida em 50mmol/l de tampao
citrato de so6dio pH 4.5 e aplicado intraperitonialmente. As aplicacdes foram feitas uma vez
por dia, durante trés dias seguidos.

A partir da Gltima injegdo (3" dose), os animais foram distribuidos de acordo com o
medicamento recebido e a duracao do tratamento, perfazendo trés grupos:

. Controle: Hamsters que receberam trés injegdes de 50mmol/l (cada) de tampao citrato
de sodio, pH 4,5. Mantidos com alimentacdo e 4gua a vontade durante 6 ou 15 dias.

. Diabéticos 6 dias: Hamsters que receberam trés injecoes de 50mg/Kg (cada) de
estreptozotocina (agente diabetogénico). Mantidos com alimentacdo e agua a vontade
durante 6 dias.

o Diabéticos 15 dias: Hamsters que receberam trés injecdes de 50mg/Kg (cada) de
estreptozotocina (agente diabetogénico). Mantidos com alimentagdo e 4gua a vontade
durante 15 dias.

Durante o periodo de indug¢dao do Diabetes Mellitus, um (1) animal ndo desenvolveu
hiperglicemia e cinco animais foram a Obito, sendo portanto, utilizados em cada
grupo(controle e diabéticos de 6 e 15 dias) 7 animais, em um total de 21 animais.

A massa corporal foi aferida no dia anterior a administracdo de estreptozotocina ou
veiculo (tempo zero), durante o periodo de inducio do diabetes (tempos 1°, 2° e 3° dia de
administracdo de estreptozotocina) e apods as inje¢des de estreptozotocina (6 e 15° de
evolugdo do diabetes) em balanga de precisdo. Os niveis glicémicos foram avaliados nos
mesmos dias com um medidor de glicose Accu-Chek Advantage (Roche, Sdo Paulo, Brasil).
Considerando que o hamster ¢ um roedor e por isso apresenta hdbitos noturnos, a glicemia foi

aferida por coleta periorbital, as 10:00hs da manha, levando-se em conta um periodo de no
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minimo 4 horas de jejum. No mesmo momento foi também medido o comprimento naso-anal
dos animais. Somente animais que mostraram perda de peso (por causa do Diabetes Mellitus
descontrolado) e hiperglicemia (glicose maior que 210 mg/dl) foram considerados ter

desenvolvido o Diabetes Mellitus tipo 1.

3.2 Procedimentos do experimento

3.2.1 Microscopia intravital

Ap6s 0 6° ou 15° dia da administracdo da tltima dose de estreptozotocina os hamsters
foram anestesiados com inje¢do intraperitoneal de pentobarbital sodico (Sanofi, France,
60mg/ml) e colocados sobre a platina do microscopio em placa aquecida conectada a um
sistema térmico digital que manteve a temperatura corporal em 36,5°C (Termostato - Upsalla
Process Data). Uma incisdo na pele da por¢do interna da coxa direita foi feita para o
isolamento da veia femoral, e, em seguida, foi introduzido um cateter para a administragao de
drogas por via intravenosa. Uma sutura foi realizada nas por¢des proximal e distal do catéter e
foi iniciado o procedimento de traqueostomia para facilitar a respiracdo do animal durante o
procedimento (tubo de polietileno — PE 190). Durante todo o procedimento os hamsters foram
mantidos anestesiados com doses intravenosa adicionais de hidrato de cloral (Merck,
Darmstadt, Germany, 100mg/Kg). A bolsa da bochecha (esquerda) foi entdo lavada e evertida
sobre placa de perfusdo sendo intermitentemente irrigada por solugdo Hepes-Ringer 95%N; e
5% de CO, pH 7,35 a 37°C em uma taxa constante de 6ml/min. Em uma 4rea de 1 cm’ a
bochecha foi estendida e fixada e o excesso de tecido conjuntivo foi removido para uma
melhor visualizagdo dos vasos da microcirculagdo através de sistema de Microscopia

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. 0O

Intravital (Figura 1) sistema ¢ composto de camera

(Optronics), acoplada ao microscépio tri-ocular (Leica DM LFS), monitor de TV Samsung e

video JVC (HR-S3800V). (Figura 2).
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Figura 1. Etapas da Microscopia Intravital (bochecha do hamster): a. Incisao na pele. b.
Isolamento da veia femoral. c. Cateterizagdo da veia femoral. d. Sutura da pele. e.
Traqueostomia. f. Animal posicionado sobre placa de perfusdo. g. Exposi¢do da bochecha. h.
Fixa¢do da bochecha. i. Extensdo da bochecha. Retirado de Paulina Sannomiya. Fisiopatologia da

. . . .. . N Erro! Fonte d ferénci a
Microcirculagdo. Aula Pratica. Divisdo de Experimentagdo INCOR/HC/FMUSP, 2006 rroz ronte de referencia nao

encontrada.
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Figura 2. Sistema de Microscopia Intravital. Microscopio tri-ocular, camera de televisao e
monitor de video. Retirado de Paulina Sannomiya. Fisiopatologia da Microcirculagio. Aula Préatica. Divisdo de

. T
Experimentagio INCOR/HC/FMUSP, 2006 Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.'

3.2.2 Parametros funcionais microcirculatorios.

3.2.2.1 Reatividade vascular

O percentual de variacdo dos didmetros dos vasos sob a influéncia de catecolaminas
foi avaliado com o uso de um vasodilatador endotélio-dependente (acetilcolina) com o
objetivo de analisar a resisténcia vascular ao fluxo sanguineo. O didmetro do limen de
arteriolas e vénulas selecionadas (didmetro interno < 90um) de trés campos diferentes, (borda
esquerda, meio e borda direita da bolsa da bochecha) foram medidos no tempo zero, (antes da
aplicagdo de acetilcolina) com microscopio dotado de lente ocular micrométrica, em aumento
final de 100x. Em seguida, a acetilcolina foi administrada por via intravenosa na concentragao
de 10*mol em uma infusio de 200ul/min. Apos 10 minutos da administragdo de acetilcolina,
os mesmos vasos foram novamente medidos como descrito acima. O percentual de variagao
do diametro dos vasos sob a influéncia da acetilcolina foi aferido como a razdo entre a medida

final e a medida inicial dos didmetros luminal, mostrando assim a reatividade vascular (Figura

3)7.

Figura 3. Andlise da microvasculatura da bolsa da bochecha do hamster. a. Visualizagdo ao
microscopio. b. Microvasculatura em aumento final de 25x. ¢. Microvasculatura em aumento

final de 50x, & esquerda veia e a direita artéria. Retirado de Paulina Sannomiya. Fisiopatologia da

. T
Microcirculagdo. Aula Prética. Divisdo de Experimentacio INCOR/HC/FMUSP, 2006 Errol Fonte de referéncia nao

encontrada.
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3.2.2.2 Permeabilidade vascular.

A permeabilidade da membrana vascular a histamina, um potente vasodilatador, foi
examinada em vénulas pos-capilares selecionadas da bolsa da bochecha, através da contagem
de pontos de extravasamento plasmatico no tecido conjuntivo. Este procedimento teve por
objetivo avaliar o grau de exsudagdo plasmatica comparando o grupo controle ao grupo
diabético. Para isso, durante 30 minutos, os animais foram mantidos em um periodo de
equilibrio, sendo posteriormente injetado intravenosamente um fluorocromo (10 mg/100 g de
FITC) para a visualizagdo da arvore microvascular no sistema de microscopia intravital. Em
seguida, uma injecdo topica de histamina (Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo, USA)
foi administrada na concentragdo de 3,7mg/100ml diluida no tampao padrao do experimento.
A analise dos pontos de extravasamento (leaks sites) pode ser examinada com a objetiva de
5x, a partir do 2° minuto ap6ds a administra¢do de histamina com uma duracio de 10 minutos.

Foram contados o niimero de sitios de extravasamento nos tempos 2 e 5 minutos (Figura

4)Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.

Figura 4. Fotomicrografias dos vasos da microcirculagdo mostrando os pontos de

extravasamento (regides em verde fluorescente difuso - setas) antes e apds a aplicacao de
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histamina. a. Tempo 0. b. 1 minuto. ¢. 2 minutos. d. 5 minutos.

3.2.3 Eutanasia e preparacao técnica do material.

Os animais foram profundamente anestesiados com pentobarbital soédico (Sanofi,
France, 60mg/ml) e a bolsa da bochecha esquerda foi removida e fixada por imersao em
fixadores apropriados para a microscopia de luz e eletronica. A eutanésia foi realizada com
uma injecao intra-cardiaca de cloreto de sodio (0,9%).

A microscopia de luz o fixador utilizado foi a formalina de Millong (formaldeido 4%
em tampdo fosfato 0,1M pH 7,2.)F"re! Fonte de referéncia ndo encontrada. Njoqeq solucdo as bolsas das
bochechas permaneceram por até 48 horas, sendo posteriormente desidratadas em solugdes
crescentes de alcool (70, 90, 100, 100%), clarificadas em 3 banhos de xilol, embebidas em
solucdes graduadas de xilol e parafina com inclusdo em parafina pura. Este material foi
utilizado para imunohistoquimica ao microscopio de luz.

A microscopia eletronica os fragmentos retirados da bolsa da bochecha seguiram dois
procedimentos:

1. Fixados em solucao contendo glutaraldeido 2,5%, acido tanico e tampao cacodilato,
onde permaneceram por até 48 horas, seguido de pos fixacdo em tetroxido de 6smio 1%
(Sigma) e ferricianeto de potassio 0,8% em tampdo cacodilato a 0,1M, desidratagdo em
concentragdes cresentes de acetona (30, 50, 70, 90, 100, 100%), embebidos em solucdes
graduadas de acetona/Epon com inclusdo na resina Epoxi (Epon 812). Cortes semifinos de
lum (Leica Ultracut) foram corados com azul de toluidina 0,25% em acido acético 1%
(Vetec, Brasil) e observados no microscopio de luz Olympus BX51. Esse material foi
utilizado para a analise da morfometria e estereologia dos vasos.

2. Fixados em 4% de paraformaldeido, 0,5% de glutaraldeido, SmM de cloreto de
calcio, 0,1% de 4cido picrico em tampao cacodilato por 48 horas, a 4°C, desidratados em
solucdes crescentes de etanol (30, 50, 70, 90, 90%), infiltrados em solugdes de etanol e resina
e, incluidos na resina L.R.White em céapsulas BEEM a 37°C. Cortes ultrafinos de 70nm (Leica
Ultracut) foram coletados em grades de niquel, contrastados com acetato de uranila e citrato
de chumbo para posterior observagdo no microscopio eletronico de transmissdo Zeiss EM
906. O material resultante desse processamento foi utilizado para imunohistoquimica

ultraestrutural.



42

3.2.4 Morfometria.

O espessamento da camada intima foi medido utilizando processamento para microscopia
eletronica de transmissdo com fragmentos da bochecha incluidos em Epon e corados com azul
de toluidina. O espessamento da camada média foi analisado por fragmentos incluidos em
parafina e imunomarcados com o anticorpo monoclonal para alfa-actina de musculo liso, com
objetivo de corar somente células musculares lisas. Para ambas as camadas foram analisados
tré€s parametros: 1. didmetro do lumen do vaso, 2. espessura da camada, 3. relagdo espessura
da camada/limen Erro! Fonte de referéncia néo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia néo encontrada.. As analises
foram feitas com auxilio de microscopio de luz (Axiophot Zeiss, Alemanha), sendo as
imagens capturadas em camera analogica CCD (CC12) e processadas em um sistema de
analise morfolégica Image Pro-Plus 4.5 (it Measured Cybernetics, Silver Spring, US). O
diametro do limen (d) foi medido por uma linha circunferencial interna e calculado como

2 . . . )
d=2Va/m em um” onde a ¢é a area da circunferéncia e o valor de @ é 3,14. A espessura da

camada foi estimada por quatro medidas obtidas nos graus 0°, 90°, 180° e 270° graus. Devido
a retracao que o tecido sofre ao ser incluindo em parafina, os valores obtidos com relagao a
tunica (camada) média sofreram corre¢do de 1,28. Para fins de significancia estatistica, foram
medidos cerca de 20 vasos por animal, em uma amostra de 5 animais totalizando 100 vasos
(incluindo arteriolas e vénulas). Todos os cortes analisados constavam de vasos dispostos
transversalmente orientados, com um diametro interno médio méximo de 40 um. As imagens
foram obtidas utilizando uma objetiva de imersdo em 6leo, randdmica e constituidas de cortes

ndo consecutivos.

3.2.5 Estereologia.

Para analisar a densidade de volume dos vasos da bolsa da bochecha (Vv) ¢ a
densidade de vasos por area (Qa) sob a influéncia do Diabetes Mellitus, a bochecha, apos
fixagdo em glutaraldeido 2,5%, acido tanico e tampao cacodilato, foi clivada em 4 partes,
cada parte foi posicionada de modo que a maioria dos vasos apresentavam-se em orientagao
transversal. Posteriormente, seguiram o processamento para inclusdo na resina Epoxi, com a

obtencdo de cortes semi-finos de lpum de espessura. O material foi observado em um
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microscopio de luz (Axiophot-Zeiss), na objetiva de 20x e as imagens transmitidas para um
monitor de TV, com dimensdes conhecidas (121cm?) no qual uma area-teste formada de 36
pontos com um conjunto de duas linhas denominadas proibidas e duas linhas ndo-proibidas

. . . 1 énci 3 .
foi superposta a imagem no monitor de TV E"! Fonte de referéncia ndo encontrada. * A densidade de

J4

volume dos vasos foi determinada por: Vv[vasos]=Pp[vasos]/Pt (Onde Pp ¢ o nimero de
pontos sobre os vasos; Pt é o numero total de pontos-teste)E"™' Fote de referéncia ndo encontrada. -y
valores obtidos sdo expressos em percentual de vasos na bolsa da bochecha. A densidade por
area foi determinada como: Qa[vasos] = N[vasos]/Ar(Imm?), N é o numero de estruturas

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. O numero de vasos

contabilizadas na area-teste (Ar)
contabilizados foi entdo dividido pela area total do sistema-teste (121cm?) e os valores sdo
expressos em ].LmZXlOS.

Foram contabilizados 15 campos aleatérios por animal para cada um dos vasos
estudados neste trabalho (arteriolas e vénulas). Os dados foram analisados por ANOVA one-

way e pos-teste de Tuckey, no programa estatistico Graph Pad Prism 5.

3.2.6 Imunohistoquimica para microscopia de luz.

Fragmentos da bolsa da bochecha incluidos em parafina foram cortados no micrétomo
com uma espessura de Sum. Apos aquecimento em estufa a 37°C por 15 minutos para melhor
adesdo dos cortes a lamina, estes foram desparafinizados em xilol e hidratados em
concentragdes decrescentes de alcool. A peroxidase enddgena foi inativada por solugdo
contendo perdxido de hidrogénio (Reagen 951312) a 3% em metanol durante 15 minutos em
camara escura. Os sitios inespecificos foram bloqueados com soro normal de cabra a 1%
diluido em tampao fosfato de sddio (PBS) durante 30 minutos. Em seguida, a recuperagao dos
sitios antigénicos ocorreu de duas maneiras: para as proteinas do citoesqueleto foi utilizado o
tampao citrato de s6dio em banho-maria a 98°C durante 20 minutos, enquanto os
componentes da matriz extracelular, tripsina a 0,1% diluida em PBS durante 15 minutos a
37°C. A recuperagdo antigénica foi omitida para algumas proteinas que sdo preservadas
evolutivamente e, dessa forma, apresentam numerosos sitios antigénicos ja expostos.
Subseqiientemente, os cortes foram incubados com os anticorpos primarios em camara imida,
overnight, a 4°C. Para a revelag@o da reagdo imune utilizamos o Kit LSAB da Dako, esse kit é
composto por um anticorpo secundario biotinilado conjugado a enzima estreptavidina, sendo

esta reacdo revelada pelo substrato 3,3 — diaminobenzidina tetrahidrocloridio (cromégeno —
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DAB). Os controles negativos foram obtidos através da omissao do anticorpo primario. Os
cortes foram corados com hematoxilina de Mayer, desidratados e montados com entelan. A
tabela 1 mostra os anticorpos, clones, diluicdes e fabricantes utilizados em ambas as
imunohistoquimicas, microscopia de luz (M.L) e microscopia eletronica de transmissdao

(M.E.T).

3.2.7 Imunohistoquimica para microscopia eletronica de transmissao.

Para microscopia eletronica, os fragmentos incluidos em capsulas BEEM contendo a
resina hidrofilica L.R.White, foram cortados em sec¢des ultrafinas (70nm) no ultramicrotomo
e coletados em grades de niquel de 200 mesh. Durante trinta minutos, os cortes foram
incubados em cloreto de amdnio 50mM, lavadas em PBS/BSA 1 e 3% para bloqueio de sitios
inespecificos por 30 minutos e incubados com os anticorpos primdrios. O anticorpo
secundario utilizado seguiu a especificidade do anticorpo primario; para anticorpo primario do
tipo monoclonal, o anticorpo secundario utilizado foi IgG conjugado com ouro coloidal
(SIGMA); para anticorpo primario policlonal, o anticorpo secundario utilizado foi a Proteina
A— conjugada com ouro coloidal. Apos as lavagens as grades foram contrastadas com acetato
de uranila e citrato de chumbo por 1h e visualizados no microscopio eletronico de transmissao

Zeiss EM 906.

TABELA 1.

Identificacao, fonte e dilui¢des dos anticorpos utilizados.

Anticorpo Clone Marca Espécie e tipo Recuperagio Diluicdo  Diluigdo
antigénica M.L M.E.T
Actina A2066  Sigma (St. Louis CO) Anti-coelho Nao 01:50 01:25
Policlonal
Talina 8d4 Sigma (St. Louis CO)  Anti-camundongo Sim 01:25 01:10
Monoclonal
o — actina de 1A4 Dako Ltd Anti-camundongo Nao 01:25 01:10
musculo liso Monoclonal
(a -SMA)
Vimentina V9 Novo Castra Anti-camundongo Sim 01:25 01:10

(Newcastle, UK) Monoclonal
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Laminina 4C7 Dako Ltd Anti-camundongo Sim 01:100 01:50
Monoclonal

Colageno IV CIV 22 Dako Ltd Anti-camundongo Sim 01:100 01:50
Monoclonal

M.L — Microscopia de luz

M.E.T — Microscopia eletronica de transmissao

3.2.8 Quantificacio imunohistoquimica (Score)

A expressao dos componentes do citoesqueleto e da matriz extracelular foi avaliada
por microscopia de luz, através de um sistema semiquantitativo baseado em uma escala de
intensidade de imunomarcacdo. A escala consistia em 4 graus numerados de 0 a 3, no qual, 0
significa nenhuma marcacao; 1 pouca marcagdo, 2 marcagdo moderada e 3 forte marcagao.
Em cada grupo foram analisadas 50 imagens, na objetiva de imersdo em 6leo com ntimero de
abertura de 1,4, Ero! Fonte de referénciando encontrada. - o antificagdo imunohistoquimica (score) foi
definida quando um numero minimo de cinqiienta por cento dos vasos apresentavam

intensidade de imunomarcagdo que correspondiam a classificagcdo estimada.

3.2.9 Analise estatistica.

Todos os dados sdao apresentados em médias com seus erros padrdes e testados com a
analise de varianca one-way (ANOVA) seguido de pos-teste de Tuckey no programa
estatistico Graph Pad Prisma versao 5.0 (GraphPad Software San Diego, USA). Para todos os

r . . A . . . 1 Anpi x )
casos o nivel de significancia escolhido foi de 95% (p< 0,05) Err! Fonte de referéncia ndo encontrada.
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4. RESULTADOS

4.1 Glicemia e massa corporal

A glicemia e a massa corporal dos animais estudados foram medidas imediatamente
antes do experimento (dia zero) e no 1°, 2°, 3 ° dia de indugdo do diabetes, 6 ° ¢ 15° dia de
evolugdo da doenca. Somente animais que apresentavam peso entre 100-130g e glicemia <
110 mg/dl foram selecionados para o presente trabalho. Todos os animais que receberam
injecdo de estreptozotocina na dose de 50mg/kg desenvolveram hiperglicemia apos o terceiro
(3°) dia de administragdo.

A massa corporal média dos animais durante o periodo experimental apresentou uma

variagio de cerca de 5% no grupo controle (121 + 3,9¢g no dia zero ¢ 128,4 + 4,1 gno 15° dia)
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P= 0,004. No grupo diabético houve uma diminuicao significativa na massa corporal em
ambos os grupos (Grupo DM6: 123,5 + 4,1g no dia zero e 115 + 2,4 g no 6° dia; Grupo
DM15: 116,0 = 1,8 ¢ 102 £+ 2,6 g no 15° dia). Os valores de P para todas medidas acima
citadas foi significativo P<0,05 (Figura 5).

Com relagdo a glicemia, animais do grupo controle iniciaram o experimento com uma
glicemia média de 109 mg/dl + 3,6 e glicemia média de 110 mg/dl = 4,1 ao final do periodo
experimental. Entretanto, no grupo diabético encontramos glicemia duas a trés vezes maiores
em relacdo aos animais controle (Grupo DM6: 103mg/dl + 4,2 no dia zero e 218,0 + 18,00
mg/dl no 6° dia; Grupo DM15: 103mg/dl + 6,2 ¢ 290 + 18,9 mg/dl no 15° dia). Os valores de
P para todas as medidas acima citadas foi significativo P<0,05 (Figura 6).

A significancia estatistica foi determinada usando teste T de Student pareado entre
dois grupos e entre tempos (inicial x final) e one-way ANOVA para comparagdo entre os trés

grupos.




Figura 5. Massa Corporal dos animais dos grupos controle e diabéticos com 6 dias (DM6) e
15 dias (DM15) de evolugdo da doenga, medida ao final do periodo experimental. Os valores
sdo expressos em média =+ erro padrdo (EPM) e um n=8 animais. A significancia estatistica
foi determinada usando ANOVA one-way seguido de pos- teste de Tuckey. (*) Significancia
estatistica com P< 0,05 quando comparado ao grupo controle.

48
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Figura 6. Niveis glicémicos nos grupos controle e diabéticos com 6 dias (DM6) e 15 dias
(DM15) de evolugdo da doenca, medida ao final do periodo experimental. Os valores sdo
expressos em média £ erro padrdo e um n= § animais. A significancia estatistica foi determinada
usando ANOVA one-way seguido de pos- teste de Tuckey. (*) Significancia estatistica com P=
0,002 quando comparado ao grupo controle.

4.2 Parametros funcionais microcirculatérios.

4.2.1 Permeabilidade vascular

A permeabilidade da membrana vascular a histamina foi medida nas vénulas pos-
capilares por determinagdo do numero de pontos de extravasamento (leaks sites). O numero
de pontos de extravasamento foi medido em dois e cinco minutos apos aplicagdo intravenosa
de histamina, e revelado pela medida de intensidade de fluorescéncia do FITC. Nos animais
diabéticos, a resposta a histamina foi menor em relagdo aos animais controle, no tempo de

dois minutos. Diabéticos com 6 e 15 dias de evolugdo apresentaram respectivamente 105£3 e
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112+8 pontos de extravasamento/cm’ (leaks sites) enquanto nos animais controle medimos
158+13 pontos de extravasamento (P=0,0035). Embora com dois minutos apos a aplicagao de
histamina seja possivel a visualizagdo de pontos de extravasamento, o pico de resposta
vascular normalmente ocorre entre 3 e 5 minutos, seguido por diminui¢do do extravasamento
entre 10 e 20 minutos apds a administragdo de histamina. A resposta a histamina ndo foi
significativamente diferente entre os grupos diabético e controle apds cinco minutos da
aplicagao de histamina (P=0,88). O numero de pontos de extravasamento foi de 375+8 para o
grupo controle, 382,6+16 para o grupo diabético com 6 dias e 368,24+30 para os diabéticos

com 15 dias (Figura 7).

4.2.2 Reatividade vascular

A reatividade vascular foi analisada através da medi¢do do diametro da luz dos vasos

. , . o . . 4 p A
antes ¢ 10 minutos ap6s a aplicagcdo de acetilcolina a 10 mmol em arteriolas e vénulas com
diametro interno < 90um. Apds a administracdo de acetilcolina, uma diminui¢do no didmetro
do limen foi observada em arteriolas de animais do grupo diabético embora este resultado
ndo tenha encontrado significancia estatistica (P= 0,7). Também ndo houve significancia

estatistica em vénulas (P= 0,3) (Figura 8).

Je extravasamento
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Figura 8. Relaxamento induzido pela acetilcolina (10“mmol) em arteriolas e vénulas em animais
controle e diabéticos com 6 (DM6) e 15 dias (DM15) de evolucdo da doenga. Os valores sdo
expressos em média + erro padréo das diferengas do didmetro do limen antes ¢ 10 minutos apos a
administragdo da acetilcolina, n= 5 animais. A significancia estatistica foi determinada usando o
ANOVA one-way seguido de pds-teste de Tuckey. Valor de P= 0,7 para arteriolas e P= 0,3 para
vénulas.

4.3 Analises morfométrica e estereoldgica.

O espessamento da parede vascular foi determinado por analise morfométrica das
camadas intima e média de arteriolas e vénulas, considerando trés parametros: didmetro do
limen, espessura da camada, relagdo espessura da camada/limen. Os vasos analisados
apresentavam diametro interno entre 25 e 44 um, o que contribuiu para a homogeneidade da
amostra. A tabela 2 mostra todos os dados obtidos nesta analise. Nao houve diferenca
significativa nos pardmetros morfométricos analisados. De maneira similar, os resultados
concernentes a densidade por area (QA) e densidade de volume (VVv) também nao mostraram

significancia estatistica.
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TABELA 2.
Medidas morfométricas e estereologicas dos vasos da microcirculagdo de hamsters diabéticos e controles.
Controle Diabéticos de 6 dias Diabéticos de 15 dias
Arteriolas Vénulas Arteriolas Vénulas Arteriolas Vénulas
Espessamento da tunica intima
e média (um)
Diametro do limen 31 [£]2,7 40 [£| 3 33 (£]1,2 42 [£|24 25 |+£12,5 35 [£]3,1
Espessura da parede 5.7 +(0,7 3,6 (£]0,6 541+£(0,9 2,71+]04 3.81+]0,4 241£]0,2
Taxa parede:limen 0,2 0 0,1 0 0,2 0 0,1 0 0,2 0 0,1 0
Espessamento da tlnica média
(Hm)
Diametro do limen 38 |£|3,7 41 |+|2,4 30 [+£]3,8 32 [£]2,1 28 |+| 7,4 39 [£|54
Espessura da parede 53(%|03 2,6 +£(0,2 54 (+£(0,2 2,5(+(0,1 5,0(+|0,8 2,41£10,1
Taxa parede:limen 0,1 0 0,1 0 0,2 0 0,1 0 0,2 0 0,1 0
Densidade por area (QA)
(Um?.10%)
QA [32]«]07] [88]]13] [3.2]«]05] [72]=] 1 | [35]=][07] [9.7]+] 1
Densidade de volume (Vv)
(%)
W |ss|=[13] [ ]=|1s] [s3]=[L1] [11]=]16] [52][+]14] |10 ]=][19

Os dados s@o mostrados como médias e seus erros padrdes (EPM). O valor de P nao foi significativo para nenhum paradmetro

analisado.

4.4 Imunohistoquimica a microscopia de luz.

Para investigar as possiveis alteragdes das proteinas do citoesqueleto e da matriz
extracelular nos vasos da microcirculacdo de hamsters diabéticos e controles, um sistema
semiquantitativo foi construido com base em uma escala de intensidade de imunomarcagao
(score). A tabela 3 mostra a distribuicdo imunohistoquimica dos componentes do

citoesqueleto em arteriolas e vénulas dos grupos diabéticos e controle.

4.4.1 Citoesqueleto
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A expressdo da actina foi fracamente aumentada no endotélio e células musculares
lisas de arteriolas do grupo com 6 dias de Diabetes Mellitus , quando comparado ao grupo
controle. No grupo com 15 dias de Diabetes Mellitus ndo houve alteragdo da expressdo da
actina em relagdo ao grupo controle (GC), porém ocorreu um decréscimo da marcagdo em
relacdo ao grupo diabético de 6 dias (GC, score 1; DM6, score 2; DM15 score 1). As células
endoteliais e musculares lisas apresentaram imunoreatividade para actina em todos os grupos,
entretanto no grupo controle ¢ possivel observar uma marcacdo descontinua pela parede
vascular. No grupo DM 6 dias a parede vascular foi homogeneamente reativa para actina. A
intensidade da marcag¢do foi diminuida na parede de arteriolas do grupo DMI15, que se
apresentou descontinua (Figura 9 a-c). Nas vénulas, a actina foi igualmente expressa em todos
os grupos (Figura 9 d-f).

Um importante aumento na expressdo de talina no endotélio, nas células musculares
lisas e fibroblastos foi observado em arteriolas do grupo DM6, quando comparado com os
demais grupos. A expressao dessa mesma proteina foi semelhante entre o grupo controle e
DMI15 (CG, score 1; DM6, score 3; DMI15, score 1) sendo principalmente expressa na camada
intima e adventicia (Figura 10 a-c). Nas vénulas as células endoteliais foram pouco reativas
para a talina em todos os grupos nao apresentando diferengas (CG, score 1; DM6, score 1;
DM15, score 1) (Figura 10 d-f).

Nao foi encontrada diferenca significativa na reatividade para a-actina de musculo liso
entre as arteriolas (CG, score 2; DM6, score 2; DMI15, score 2) (Figura 11 a-c). C¢lulas
musculares lisas venulares do grupo diabético de 6 dias mostraram maior reatividade para o-
actina de musculo liso, quando comparado com os demais grupos. E possivel observar o
citoplasma das células musculares lisas fortemente marcado (CG, score 1; DM6, score 3;
DM15, score 1) (Figura 11 d-f).

A vimentina apresentou expressdo moderadamente aumentada em arteriolas e vénulas
em ambos os grupos de animais diabéticos (CG, score 1; DM6, score 2; DM15, score 2). No
grupo controle as células endoteliais arteriolares foram positivas para vimentina, entretanto,
nos grupos diabéticos as células endoteliais apresentaram imunoreatividade maior para
vimentina, caracterizando um aumento moderado desta proteina nos vasos da microcirculagao
de animais diabéticos (Figura 12 a-c). Para as vénulas o mesmo padrao de marcagao foi
observado (Figura 12 d-f). Tanto nas arteriolas quanto nas vénulas ocasionalmente algumas

células musculares lisas mostraram fraca positividade para vimentina.

4.4.2 Matriz extracelular
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Uma forte marcacdo para laminina foi detectada em arteriolas de animais dos dois
grupos diabéticos. No grupo controle, somente a tlinica intima foi positivamente marcada para
laminina. Nos grupos diabéticos a expressdo da laminina se estendeu para as outras duas
tunicas (média e adventicia), sendo observado células endoteliais, musculares lisas e
fibroblastos intensamente marcados (CG, score 2; DM6, score 3; DM15, score 3) (Figura 13
a-c). Para as vénulas embora a marcagdo tenha sido restrita a camada intima para todos os
grupos analisados, esta tunica foi mais reativa nos vasos de animais diabéticos (CG, score 1;
DMB6, score 2; DM15, score 2) (Figura 13 d-f).

A camada endotelial e subendotelial de arteriolas e vénulas mostrou uma forte marcacao para
o coldgeno IV em todos os grupos analisados, ndo sendo observada diferenca na
imunoreatividade entre os grupos diabéticos e controle. Nas vénulas pode-se observar uma
marcagdo descontinua na camada intima, nao havendo diferenga entre os grupos. (Figura 14 a-
f).

TABELA 3.

Padrao de distribui¢cdo da expressdo imunohistoquimica de actina, talina, a-SMA, vimentina,
laminina e colageno IV entre os grupos diabéticos e controle por analise semiquantitativa
(Score)

Anticorpos Controle Diabéticos com 6 dias Diabéticos com 15 dias
Arteriola Vénula Arteriola Vénula Arteriola Vénula

Actina + + ++ + + +

Talina + + +++ + + +

a- SMA ++ + ++ +++ ++ +

Vimentina + + ++ ++ ++ ++

Laminina ++ + 4+ ++ +++ ++

Colageno IV ++ ++ ++ ++ ++ 4+




Figura 9. Fotomicrografias da bochecha do hamster mostrando arteriolas e vénulas
imunomarcadas com anticorpo anti-actina (tons de marrom). a. arteriola do grupo controle. b.
arteriola do grupo diabético de 6 dias (DM6). c. arteriola do grupo diabético de 15 dias
(DM15). d. vénula do grupo controle. e. vénula do grupo diabético de 6 dias. f. vénula do
grupo diabético de 15 dias. Nas arteriolas aumento da expressdo de actina no grupo DM6 com
marcacdo homogénea por toda a parede, nos grupos controle e DM15 marcagido descontinua
(setas). Nas vénulas, marcac¢do descontinua (setas) e de mesma intensidade na parede vascular
de todos os grupos. Barras = 10pum
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Figura 10. Fotomicrografias da bochecha do hamster mostrando arteriolas e vénulas imunomarcadas
com anticorpo anti-talina (tons de marrom). a. arteriola do grupo controle. b. arteriola do grupo
diabético de 6 dias (DM6). c. arteriola do grupo diabético de 15 dias (DM15). d. vénula do grupo
controle. e. vénula do grupo diabético de 6 dias. f. vénula do grupo diabético de 15 dias. Nas
arteriolas aumento da expressdo de talina no grupo DM6 com marcagdo em todas as camadas, nos
grupos controle ¢ DM15 marcagdo restrita as camadas intima e adventicia (setas). Nas vénulas,
marcagdo descontinua (cabega de seta) e de mesma intensidade na parede vascular de todos os grupos.

Barras = 10pum
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Figura 11. Fotomicrografias da bochecha do hamster mostrando arteriolas e vénulas imunomarcadas com
anticorpo anti-alfa actina de musculo liso (alfa-SMA) (tons de marrom). a. arteriola do grupo controle. b.
arteriola do grupo diabético de 6 dias (DM6). c. arteriola do grupo diabético de 15 dias (DM15). d. vénula do
grupo controle. e. vénula do grupo diabético de 6 dias. f. vénula do grupo diabético de 15 dias. Nas arteriolas
observa-se uma marcagdo homogénea por toda a camada muscular, sem diferenca entre os grupos. Nos grupos
controle e DM15 as células musculares lisas venulares expressam a alfa-SMA de maneira descontinua (setas),
com aumento no grupo DM6, onde a camada muscular apresenta-se homogeneamente imunomarcada. Barras =

10pum.
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Figura 12. Fotomicrografias da bochecha do hamster mostrando arteriolas e vénulas imunomarcadas com
anticorpo anti-vimentina (tons de marrom). a. arteriola do grupo controle. b. arteriola do grupo diabético de 6
dias (DM6). c. arteriola do grupo diabético de 15 dias (DM15). d. vénula do grupo controle. €. vénula do grupo
diabético de 6 dias. f. vénula do grupo diabético de 15 dias. Nas arteriolas as células endoteliais (camada intima)
mostram forte reatividade para vimentina nos grupos DM6 e DM15 sendo esta pouco reativa nas células
endoteliais do grupo controle (setas). Nas vénulas, uma marcac¢do descontinua pode ser visualizada nas células
endoteliais do grupo controle (cabegas de seta), entretanto esta marcagdo ¢ homogénea nos grupos DM6 e
DMI15. Observa-se também imunoreatividade para poucas células musculares lisas em ambos os vasos. Barras =

10pm.
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Figura 13. Fotomicrografias da bochecha do hamster mostrando arteriolas e vénulas imunomarcadas com
anticorpo anti-laminina (tons de marrom). a. arteriola do grupo controle. b. arteriola do grupo diabético de 6 dias
(DM6). c. arteriola do grupo diabético de 15 dias (DM15). d. vénula do grupo controle. e. vénula do grupo
diabético de 6 dias. f. vénula do grupo diabético de 15 dias. Nas arteriolas, toda a parede vascular mostra
imunoreatividade para laminina nos grupos diabéticos de 6 e 15 dias (DM6) e (DM15), no grupo controle apenas a
camada intima apresenta-se imunomarcada. Vénula do grupo controle com fraca marcagdo para laminina,
entretanto um aumento na imunoreatividade a laminina é observado nos grupos diabéticos de 6 e 15 dias. Barras =
10pum.
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Figura 14. Fotomicrografias da bochecha do hamster mostrando arteriolas e vénulas imunomarcadas com anticorpo
anti-colageno IV (tons de marrom). a. arteriola do grupo controle. b. arteriola do grupo diabético de 6 dias (DM6). C.
arteriola do grupo diabético de 15 dias (DM15). d. vénula do grupo controle. e. vénula do grupo diabético de 6 dias.
f. vénula do grupo diabético de 15 dias. A camada intima foi homogeneamente imunoreativa para o colageno IV em
arteriolas, ndo havendo diferenca entre os grupos. Nas vénulas, pode-se observar marcagdo descontinua na camada

intima (setas), ndo havendo diferenga entre os grupos. Barras = 10pum.
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4.5 Imunohistoquimica a microscopia eletrdnica de transmissao.

A andlise ultraestrutural da célula endotelial do grupo controle mostrou particulas de ouro
coloidal conjugadas a anti-actina proximas a fibras de estresse. No grupo DM6 essas particulas
sdo visualizadas proximo ao envoltorio nuclear, a membrana plasmatica basal e também ao longo
do citoplasma. No grupo DM 15 as particulas aparecem dispersas no citoplasma (Figura 15 a-c).

A imunolocalizagdo ultraestrutural da talina revela que no grupo controle, esta proteina se
apresenta dispersa no citoplasma e, em regido proxima ao nucleo da célula endotelial em
aglomerados (clusters). Entretanto, no grupo DM6 as particulas de ouro coloidal mostram uma
distribuicdo em faixa proximo a membrana celular. As células musculares lisas também
apresentam imunoreatividade para a talina no grupo DM6. No grupo DM15 a talina apresenta
distribuigdo entre vesiculas e prioritariamente na membrana celular, formando clusters (Figura 16
a-c).

Particulas de ouro coloidal conjugadas a a-actina de musculo liso sdo observadas
dispersas no citoplasma das células musculares em todos os grupos. Entretanto, no grupo DM6 as
particulas s3o visualizadas em maior ntimero (Figura 17 a-c).

A imunolocalizacao ultraestrutural da vimentina mostrou em todos os grupos particulas de
ouro coloidal dispersas no citoplasma e proximas a membrana celular sendo, essas particulas em
maior nimero nos grupos diabéticos de 6 e 15 dias (Figura 18 a-c).

No grupo controle a célula endotelial e a matriz extracelular apresenta pouca marcacao
para laminina. Particulas de ouro coloidal sdo visualizadas dispersas no citoplasma da célula
endotelial ¢ na matriz extracelular. No grupo diabético de 6 dias, as particulas de ouro coloidal
conjugadas a laminina sdo evidenciadas em clusters na célula endotelial e na matriz extracelular.
No grupo diabético de 15 dias a célula endotelial mostra particulas de ouro coloidal no
citoplasma ¢ na membrana plasmatica formando clusters. Na matriz extracelular, muitas
particulas de ouro coloidal sdo visualizadas formando clusters (Figura 19 a-f).

A imunohistoquimica ultraestrutural para o coldgeno IV ndo foi realizada, pois ndo foi
observada diferenca na imunoreatividade entre os grupos na microscopia de luz para arteriolas e

vénulas.
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Figura 15. Eletronmicrografias de célula endotelial (CE) dos grupos controle (15a), diabético de 6 dias (15b) e diabético
de 15 dias (15¢) imunomarcadas com anticorpo anti-actina conjugada a proteina A-ouro. 15a. Particulas de ouro coloidal
(8-10nm) proximas a fibras de estresse (FE) (setas). Insert mostrando em detalhe a imunomarcagio (cabegas de setas).
15b. Actina mostra-se dispersa por todo o citoplasma (setas), no insert, proxima ao envoltorio nuclear (N) e membrana
basal (MB) (cabegas de setas). 15c. Particulas de ouro coloidal aparecem dispersas no citoplasma (setas). Barras (a)lpum
e insert 100nm; (b)0,5um e insert 100nm; (c)0,5um.



Figura 16a. Eletronmicrografia de célula endotelial (CE) do grupo controle (16a), imunomarcada com
anticorpo anti-talina conjugada a IgG-ouro. Particulas de ouro coloidal (8-10nm) dispersas no
citoplasma proximas ao envoltorio nuclear e a organelas citoplasmaticas (setas). Insert mostrando a
formagdo de clusters em regido proxima ao nucleo (cabecas de setas). Barras = 5 pm e insert 100nm.
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Figura 16b. Eletronmicrografia de célula endotelial (CE) e células musculares lisas (CML) do grupo diabético de 6
dias (DM6) imunomarcadas com anticorpo anti-talina conjugada a IgG-ouro. Na célula endotelial as particulas de
ouro coloidal (8-10nm) mostram distribuicdo em faixa no citoplasma préoximo a membrana basal (MB)(setas). Nas
células musculares lisas, a talina ¢ visualizada dispersa no citoplasma (cabegas de setas). Hemacia (H). Barra = 0,5

um.
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Figura 16c. Eletronmicrografia de célula endotelial (CE) do grupo diabético de 15 dias
imunomarcada com anticorpo anti-talina conjugada a IgG-ouro (8-10nm). A talina se
distribui entre vesiculas e prioritariamente na membrana celular, formando clusters
(setas). Em detalhe, a formagdo de clusters (cabegas de setas no insert). Barra = 0,5 um
e insert 100nm.
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Figura 17. Eletronmicrografias de células musculares lisas (CML) dos grupos
controle (17a), diabético de 6 dias (17b) e diabético de 15 dias (17¢)
imunomarcadas com anticorpo anti-a-actina de musculo liso conjugada a IgG-
ouro. Particulas de ouro coloidal (8-10nm) sdo visualizadas dispersas no
citoplasma das células em todos os grupos sendo no grupo diabético de 6 dias em
maior numero (setas). Barras = 0,2pm.
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Figura 18. Eletromicrografias de célula endotelial (CE) dos grupos controle (18a), diabético de 6
dias (18b) e diabético de 15 dias (18c) imunomarcadas com anticorpo anti-vimentina conjugada a
Proteina-ouro. Em todos os grupos, particulas de ouro coloidal (8-10nm) sdo visualizadas
dispersas no citoplasma e proximas a membrana celular (setas), sendo estas em maior nimero nos
grupos diabéticos de 6 e 15 dias. Insert mostrando em detalhe a marcagdo (cabegas de seta).
Barras = (a) 0,2pm; (b) 0,5um e insert 0,2pm; (c) 0,2pum.
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Figura 19a e b. Eletronmicrografias de célula endotelial (CE) e da matriz extracelular (MEC)
do grupo controle imunomarcadas com anticorpo anti-laminina conjugada a IgG-ouro. 19a.
Célula endotelial pouco marcada para laminina (setas). 19b. Matriz extracelular com poucas
particulas de ouro coloidal proximas a fibras coldgenas (FC) (cabegas de setas). Célula

muscular lisa (CML); Hemacia (H). Barras = (a) 0,5 um e (b) 0,2 pm.
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Figura 19c e d. Eletronmicrografias de célula endotelial (CE) ¢ da matriz extracelular (MEC) do
grupo diabético de 6 dias imunomarcadas com anticorpo anti-laminina conjugada a IgG-ouro. 19c.
Célula endotelial mostrando particulas de ouro coloidal em clusters (setas) no citoplasma. As
particulas de ouro coloidal também s3o observadas na membrana basal (MB) e no fibroblasto
(FB). 19d. Matriz extracelular com muitas particulas de ouro coloidal dispostas em clusters
proximas a fibras colagenas (FC) (cabegas de setas). Barras = 100nm.
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Figura 19e-f. Eletronmicrografias de célula endotelial (CE) e da matriz extracelular (MEC) do
grupo diabético de 15 dias imunomarcadas com anticorpo anti-laminina conjugada a IgG-ouro.
19e. Célula endotelial mostrando particulas de ouro coloidal no citoplasma formando clusters
(setas), N, nticleo. 19f. Matriz extracelular com particulas de ouro coloidal dispostas em clusters e

na membrana plasmatica da célula endotelial (cabecas de setas). Barras = 0,2um.
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Esta bem estabelecido que a hiperglicemia exerce efeito deletério sobre o endotélio, o
regulador da parede vascular 5 Fonte de referéncia ndo encontrada. - A jeracges no papel modulador
desempenhado pelo endotélio e/ou células musculares lisas podem ser um fator critico e
iniciador no desenvolvimento da doenca vascular diabética. Quando ha descompensagdo dos
niveis séricos de glicose, a producdo de O estd aumentada em artérias. O aumento da
producdo de O contribui para diminuir a biodisponibilidade do 6xido nitrico vascular,
caracterizando a disfuncdo endotelial. Este radical inativa o 6xido nitrico por reagir com ele
formando perdxido de nitrito, que resulta em uma diminuigio da vasodilatagio = Fone de
referéncia ndo encontrada. ' nyosta forma, a andlise da reatividade vascular pode ser usada como um
dos marcadores da disfungﬁo endotelial Erro! Fonte de referéncia néo encontrada..

Em nosso trabalho o relaxamento derivado do endotélio mostrou-se inalterado, pelo

menos até o 15° dia de evolugdo do Diabetes Mellitus. Pieper et al.,1999E""! Fonte de referéncia ndo

encontrada. " onfirma nossos resultados mostrando que em ratos diabéticos induzidos por STZ, o
relaxamento derivado do endotélio aumenta no primeiro dia apos a aplicacdo de
estreptozotocina, seguido por uma fase de reversdo (1 a 2 semanas) na qual o relaxamento ¢
normal, e entdo em uma fase mais tardia (8 semanas), o relaxamento torna-se comprometido.

Outros trabalhos relativos ao relaxamento dependente de endotélio revelam um aspecto

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. Erro!

conflitante: alguns relatam decréscimo outros, aumento
Fonte de referéncia ndo encontrada. j, regtividade vascular decorrentes da hiperglicemia. Essa
discrepancia se deve provavelmente a diferengas nos modelos experimentais, no tipo de vaso
usado e na duragﬁo do Diabetes Mellitus Erro! Fonte de referéncia néo encontrada..

A microscopia intravital tem sido extensivamente usada em pesquisas
microcirculatorias e permite medidas in vivo da permeabilidade vascular sob a influéncia de

Erro! Fonte de referéncia nao encontrada. Neste trabalho. o extravasamento
. b

varios componentes
microvascular no grupo diabético apresentou decréscimo significativo apds 2 minutos da
aplicacdo de histamina, retornando aos niveis normais aos 5 minutos. E importante ressaltar
que o pico de resposta a histamina ocorre normalmente entre 3 a 5 minutos apos a sua

. ~ .. - Erro! Fonte de referéncia na trada.
administragdo e se dissipa entre 10 e 20 minutos ~' ' o o¢ relerenciandoencontrada

. Pela primeira
vez, n6s demonstramos mudanca no extravasamento microvascular no tempo de 2 minutos,
mostrando que a hiperglicemia ja influencia a fungdo vascular com 6 e 15 dias de evolucao da
doenca. Essa alteracdo pode estar associada a mudangas na expressdo e distribuicdo do
citoesqueleto da célula endotelial. Com relacdo ao extravasamento microvascular no tempo de

' 5 Erro! F feréncia né
5 minutos, nossos resultados estdo de acordo com Llorach et al., (1976)F""" Fonte de referéncia ndo

encontrada. 1ue ndio observou alteragdo em animais diabéticos com 1 e 2 semanas de duragdo,
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entretanto, Svénsjo et al., (1999)Eo! Fonte de referéncia ndo encontrada. ' yo¢reveram um aumento da
permeabilidade vascular entre 6 a 8§ semanas.

Nossos animais tratados com STZ apresentaram niveis de glicose sanguinea duas a
trés vezes maiores que no grupo controle, mantendo esses niveis durante todo o experimento,
além de perda de peso de aproximadamente 20%, caracterizando um Diabetes Mellitus
descompensado. Embora o modelo experimental utilizado tenha sido efetivo em promover um
quadro classico de hiperglicemia, 15 dias ndo foi tempo suficiente para observar alteragdes
morfométricas e funcionais. Ainda que a glicose sanguinea nio tenha sido medida em jejum,
o hamster, assim como outros roedores apresenta habitos noturnos. Desta forma, a glicemia
pos-prandial avaliada no periodo da manha, considerou, pelo menos, 4 horas de jejum.

Muitos trabalhos tém sido publicados sobre alteragdes morfologicas e funcionais nos

L. L. . . . . . . I
estagios inicias do Diabetes Mellitus, seja em modelos animais transgénicos E' Fonte de

referéncia ndo encontrada. Erro! Fonte de

, ou naqueles submetidos a altas doses de estreptozotocina

referéncia nao encontrada. Erro! Fonte de referéncia nédo

, com curso de duragdo superior a duas semanas

trada. o . : . :
encontrada. " ou em orgdos classicamente afetados pela hiperglicemia cronica (sistema nervoso,

. Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.
rim, olhos) ’ .

A microangiopatia diabética estd associada com o espessamento da membrana basal

. o , .
Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. e em parte, pode ocorrer quando células endoteliais,

. o . . Erro! Fonte d
musculares lisas e pericitos sintetizam quantidades aumentadas de colageno IV =% 7M€

referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia nado encontrada.. No presente estudo nenhuma alteragﬁo
significativa foi observada entre os grupos, com relagdo as medidas morfométricas e
estereologicas: didmetro da luz, espessamento da parede, densidade numérica (QA) e
densidade de volume (VV), 0 mesmo ocorreu com a expressao do colageno IV.

O colageno IV ¢é conhecido por ser o maior componente estrutural da membrana basal,
fornecendo um arcabougo para os outros constituintes =T Fonte de referéncia ndo encontrada. - o
membrana basal, juntamente com as células endoteliais, forma a barreira sangue/tecido que

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.

estabiliza a parede vascular . No Diabetes Mellitus, a laminina e

o coldgeno IV sdo alvos potenciais da glicacdio ndo enzimatica de proteinas (AGEs),
, . ~ .- Erro! Fonte de

entretanto o turnover do coldgeno parece ser mais lento em relagdo ao da laminina

referéncia ndo encontrada. - A gsim, a ndo alteragdo na expressdo do colageno IV corrobora com a

inalteragdo do espessamento da parede. Para trabalhos semelhantes ao nosso em termos de

metodologia, ndo houve diferengas significativas entre os resultados morfométricos e

estereoldgicos.
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Recentemente tornou-se claro que o endotélio arterial e venoso sao estruturas distintas.

~ ;s A s . A s , 1
Ambos sdo sensiveis a forcas mecénicas derivadas da hemodindmica do fluxo sanguineo =

Fonte de referéncia né trada. : :
onte de referencia ndo encontrada. " entretanto, respondem a essas forgas por mecanismos diferentes. O
estresse ¢ sentido prioritariamente em arteriolas, pois estas tém importante influéncia na

o! Fonte de referéncia ndo encontrada. Evidéncias clinicas e

regulagio do fluxo sanguineo local =™
experimentais mostram que o fluxo sanguineo estd aumentado nos estagios iniciais do
Diabetes Mellitus, o que significa dizer que ocorre um aumento do estresse mecanico
hemodinimico sobre a parede vascular = Fonte de referéncia ndo encontrada. "y o qotélio percebe
mudancas no fluxo sanguineo através de moléculas da superficie luminal (integrinas, canais

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.

10nicos entre outras) , porém, esses eventos sdao transmitidos

. . . . . ] énci a

simultaneamente para as superficies apical, juncional e basa] "' Fonte de referéncia ndo encontrada. - o
ativacdo destas moléculas gera uma cascata bioquimica intracelular que culmina com a
formagao de um segundo mensageiro ou com a ativagdo de mecanoreceptores integrados aos

. 1 a i 3
elementos do c1toesquelet0 Erro! Fonte de referéncia nao encontrada..

A resposta endotelial, um
processo denominado de mecanotransducdo, consiste na transmissdo desse estresse mecanico
para todas as estruturas que se relacionam, ou que sofrem influéncia dele, tais como: matriz
extracelular, adesao célula — célula e célula — matriz, células musculares lisas e pericitos, além
de liberagao de varios fatores inflamatérios que regulam a vasomocao e a fungdo da parede
vascular Erro! Fonte de referéncia néo encontrada.. Helmke (2005)’Err0! Fonte de referéncia n&o encontrada. sugere
que o potencial mecanismo de controle molecular dos componentes estruturais das células
endoteliais seja o ambiente extracelular. Nesse contexto, as adesdes focais tém papel
fundamental na manutencdo da forg¢a endotelial, pois medeiam a adesdao da actina a matriz
extracelular através de um complexo de proteinas denominadas moléculas de adesdo focal que

~ . p -+ Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.;Erro! Fonte de referéncia ndo
sdo produzidas pelas células endoteliais. ’

encontrada.

A alteragdo de algumas proteinas de adesdo focal como actina, talina, vimentina e
laminina, mostraram-se alteradas em arteriolas do grupo diabético. Arteriolas imunomarcadas
para talina, revelaram aumento da reatividade no grupo diabético de 6 dias, quando
comparado com os grupos controle e diabético de 15 dias. A microscopia eletronica,
demonstrou que, no grupo diabético de 6 dias, particulas de ouro coloidal conjugadas a talina,
se distribuiram préoximo a membrana plasmatica basal, indicando um fendtipo adesivos dessas
células endoteliais. O actimulo de talina é o passo inicial na formagdo das adesdes focais ="
Fonte de referéncia ndo encontrada. - A talina ativa integrinas, participa do seu transporte e promove

. ~ e . . . \ . ! énci a .
uma ligagdo inicial entre as integrinas e & P-actina E'Mo Fonte de referéncia ndo encontrada. ' o0 &
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. ] énci 3 . . . .
Gotlieb (1999)E"To! Fonte de referéncia ndo encontrada. poyoaram que sob a condicdo de hiperglicemia,

a talina pode sofrer alteracdo através da glicagdo ndo enzimatica de proteina (AGEs) e da
ativacdo da proteina quinase C (PKC). Estimulos como for¢a mecanica ou fosforilagdo de
determinados residuos, poderiam expor alguns dominios da talina E"fo' Fonte de referéncia ndo
encontrada. Tyesta forma podemos sugerir que, com 6 dias de evolucdo do Diabetes Mellitus, a
expressao e a distribui¢do de talina parece estar envolvida com o aumento da adesdo focal
entre células endoteliais e membrana basal, bem como com o transporte secretor de
integrinas.

A expressao de actina mostrou-se aumentada, em arteriolas do grupo diabético com 6
dias de evolugdo. Resultados similares foram obtidos por Yu ET AL., (2005)E" Fonte de
referénciano encontrada. |y 3ctimulo de actina pode levar a hipertrofia da célula endotelial 5 PO
de referéncia ndo encontrada. - Entretanto, nossos resultados mostraram que a parede vascular
mantém-se inalterada nos estagios iniciais do Diabetes Mellitus. Por outro lado, Loufrani &
Henrion, (2008)EM* Fonte de referéncia ndo encontrada. oy elam que as AGEs promovem uma
despolimerizagao inicial dos filamentos de actina (actina F) e subseqiiente decréscimo da
expressao de actina G, com reducdo dos microfilamentos de actina, posteriormente afetando a
adesdo célula-célula e célula-matriz. De fato, no grupo diabético com 15 dias de evolugao, a
expressao de actina mostrou-se diminuida em relacdo ao grupo com 6 dias de doenca.
Ademais a imunohistoquimica ultraestrutural para este grupo revelou particulas de ouro
coloidal proximas ao envoltério nuclear, a vesiculas secretoras e também dispersas no
citoplasma. Neste trabalho nos utilizamos um anticorpo anti-actina que reconhece ambas as
formas de actina (actina G e actina F), e isto pode explicar o aumento da expressao desta
proteina em 6 dias de Diabetes Mellitus e subseqiiente decréscimo aos 15 dias da doenca.

Outra proteina do complexo de adesdo focal, a laminina, apresentou aumento, em
ambos os grupos diabéticos. Na microscopia eletronica, a laminina mostrou-se distribuida em
clusters, em ambos os grupos diabéticos. Entretanto, no grupo controle as particulas de ouro
coloidal foram visualizadas dispersas no citoplasma da célula endotelial e na matriz

.. , . . ;. ~ |
extracelular. A laminina ¢ o determinante primario da construgio da membrana basal £ Foe

de referéncia ndo encontrada. Erro! Fonte de referéncia néo

, € dirige a formacao e estabilizacdo das mesmas

encontrada. - A credita-se que o turnover da laminina seja um processo dindmico, pois sdo

sensiveis a degradagdo por vdrias proteases (p. ex. metaloproteinases). A laminina pode ser
clivada apds sua secrecdo e seus fragmentos entdo apresentar novas propriedades, expondo

Err

. N 'F feréncia na . <
novos sitios de ligagdo E""' Fonte de referéncia ndo encontrada. ' nyoqta forma, o aumento da expressdo

de laminina e sua distribui¢ao em clusters nas células endoteliais e na matriz extracelular de
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ambos os grupos diabéticos, pode indicar uma reorganizacao da interacao célula-matriz sem
ainda provocar uma alteracao estrutural nos vasos da microcirculagao.

A expressao de vimentina também se mostrou aumentada, em ambos 0s grupos
diabéticos. Os filamentos intermedidrios ndo sdo estruturas que inicialmente estdo
relacionadas a forca tensora da célula, porém, sob grandes forcas mecanicas, contribuem para
a estabilidade celular evitando uma deformacao excessiva da célula e conseqiiente ruptura dos

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. Os filamentos intermediarios também

filamentos de actina
podem interagir indiretamente com os sitios de adesdo focal, por sua ligag¢do a integrina a634,
através da plectina. Esta integrina também ¢ sitio de ligacdo para a laminina, indicando que os
filamentos intermedidrios podem ser recrutados para promover uma estabilidade mecanica
durante a adaptagdo fisioldogica da rede de microfilamentos ao estresse mecanico
hemodinamico E*! Fonte de referénciando encontrada. "3 ) ymento da expressdo de vimentina também
estd associado a uma modulagdo no fenotipo celular. Células que expressam quantidades
aumentadas de vimentina indicam um fenétipo proliferativeo 5! Fonte de referéncia ndo encontrada.
Assim como as células endoteliais, as células musculares lisas também sdo
importantes na manutencio da integridade estrutural e na regulagio do reparo endotelial =™
Fonte de referéncia ndo encontrada. - A oy hressdo de a-actina de musculo liso em vénulas aumentou no
grupo com 6 dias de Diabetes Mellitus. Recentemente demonstrou-se que o aumento na

. . , : .1 Errol Fonte d
expressdo da a-actina de musculo liso resulta em aumento da forga contratil =" "°M¢ %

referéncia ndo encontrada. Erro! Fonte de referéncia néo

e estd associado com a estabilidade do vaso
encontrada. x rozoe . . . ~ ~

. A funcdo primaria das células musculares lisas ¢ a manutengdo da pressao e fluxo
sanguineos através de sua contragdo. A a-SMA ¢ necessaria para células musculares e
pericitos interagir com as células endoteliais e formar uma barreira sangue/tecido integrada
Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.

. Desta forma, nds podemos sugerir que o aumento da expressao

desta proteina estd associado a nova arquitetura vascular imposta pelo fluxo sanguineo.
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Concluimos que, a condi¢ao hiperglicémica induzida experimentalmente pela administracao
de estreptozotocina promove em curto prazo alteragdes nos parametros associados a adesao
célula-matriz. Possivelmente, pelo aumento no fluxo sanguineo e no estresse hemodinamico
desencadeado pela hiperglicemia. No entanto, os parametros morfométricos e funcionais dos

microvasos ndo sao afetados nesse periodo inicial de evolugdo do Diabetes Mellitus.
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