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RESUMO

Neste estudo testamos a hipétese de que a deplecdo do estrégeno exarcebe o efeito
deletério cardiaco induzido pelo diabetes em dois diferentes modelos animais:
normotensos - Sprague-Dawley (SD) e hipertensos - mRen2.Lewis (mRen), uma
linhagem de ratos transgénicos que apresenta uma maior sensibilidade ao estrégeno.
Materiais e Método: O delineamento experimental foi similar para os dois modelos
animais: a ovariectomia (OVX) foi realizada nas fémeas entre 10-11 semanas de idade
e apés uma semana parte dos animais recebeu uma injecao Unica de estreptozotocina
(STZ) para a inducéo de diabetes tipo I. Dessa forma, o presente estudo foi dividido
em 2 experimentos: Experimento | (resultados obtidos com as ratas SD) e
Experimento Il (resultados obtidos com as ratas mRen). No Experimento |, parte dos
animais diabéticos receberam insulina exégena (INS) para a reversao do quadro de
hiperglicemia. As ratas SD foram divididas em 6 grupos experimentais: CTL, STZ,
OVX, OVX-STZ, STZ + INS, OVX-STZ + INS. No Experimento Il, as ratas mRen foram
divididas em 4 grupos experimentais: mRen CTL; mRen STZ; mRen OVX e mRen
OVX-STZ. Além disso, a participacdo do novo receptor de estrégeno, GPR30, foi
avaliada nas fémeas mRen2.Lewis OVX-STZ através do uso de seu agonista
especifico, o G1. Para isso, as ratas foram divididas em 3 grupos experimentais: CTL,
OVX-STZ + veiculo e OVX-STZ + G1. Resultados: Experimento | - As fémeas STZ
apresentaram um prejuizo na fungéo sistolica (reducdo na fracdo de ejecdo e de
encurtamento), aumento no tempo de ejecdo, reducdo da ERP e aumento da fibrose
cardiaca. A deplecdo de estrégeno ndo modificou os efeitos deletérios do diabetes
sobre a funcéo e estrutura cardiaca nas ratas OVX-STZ. Além disso, a reposicéo de
insulina restaurou as alteragdes cardiacas observadas nas ratas que apresentavam a
concomitante deplegcédo de estrégeno e diabetes (OVX-STZ + INS), sugerindo que o
efeito pronunciado do diabetes sobre a fungédo e estrutura cardiaca mascara 0s

possiveis efeitos induzidos pela ovariectomia; Experimento Il: As fémeas mRen OVX-



STZ apresentaram um aumento nos niveis de pressdo arterial, na deposi¢cdo de
colageno no tecido cardiaco e no didmetro do cardiomiécito quando comparadas as
ratas que foram submetidas a ovariectomia e inducdo de diabetes isoladamente.
Essas alteracdes foram acompanhadas de uma maior expresséo cardiaca do receptor
AT, e de uma reducado na expressado de eNOS que foi associada a menores niveis de
NO. Esses efeitos foram também observados nas ratas mRen STZ, porém apenas as
ratas mRen OVX-STZ tiveram um aumento da razdo da expressao dos receptores
AT,/ Mas, aumento da quantidade de Ang Il remanescente no VE e da expressao
cardiaca da Nox2. Dessa forma, nosso estudo sugere que as alteracdes fenotipicas
observadas nas ratas mRen OVX-STZ sdo decorrentes de um efeito adicional da
deplecao de estrogeno e diabetes sobre o SRA e producdo de espécies reativas de
oxigénio. O tratamento das ratas mRen OVX-STZ com o agonista do receptor GPR30
(G1) preveniu o efeito do diabetes sobre a producdo de colageno e reduziu o grau de
hipertensédo arterial. Além disso, a ativacdo do receptor GPR30 foi capaz de reverter a
reducdo da expressdo cardiaca da eNOS, sem alterar o efeito do diabetes sobre a
ativacdo do SRA cardiaco. Concluséo: nossos resultados mostram que a ativacao
seletiva do novo receptor de estrogeno GPR30 nas ratas mRen2.Lewis previne 0s

efeitos deletérios cardiacos observados com a concomitante auséncia de estrégeno e

insulina através da reducdo da presséao arterial e preservacao da via da eNOS.



ABSTRACT

The present study evaluated the hypothesis that estrogen depletion may exarcebate
the cardiac deleterious effect induced by diabetes in two different animal models:
Sprague-Dawley (SD) and mRen2.Lewis (mRen), a strain that exhibits greater
estrogen sensitivity. Material and Methods: The experimental design was similar for
both animal models: ovariectomy (OVX) was performed between 10-11 weeks of age
and diabetes subsequently induced one week later with a single dose of streptozotocin
(STZ; 65 mg/kg) for 4 weeks. Our study was divided into two experiments: Experiment |
(results obtained with SD rats) and Experiment Il (results obtained with mRen rats). In
Experiment |, part of diabetic animals received exogenous insulin (INS) in order to
restore the hyperglycemic effects. SD rats were divided into 6 groups: CTL, STZ, OVX,
OVX-STZ, STZ + INS, OVX-STZ + INS. In Experiment Il, rats were divided into 4
groups: mRen CTL; mRen STZ; mRen OVX and mRen OVX-STZ. The potential
beneficial cardiovascular effects of G-1, a selective agonist of a novel estrogen
receptor GPR30, was evaluated in insulin and estrogen depleted mRen.Lewis rats.
Hemizygous littermates were divided into 3 groups: CTL, OVX-STZ + vehicle and OVX-
STZ + G1. Results: Experiment | - STZ rats showed an impaired systolic function
(reduced ejection fraction and fractional shortening), increased ejection time, reduced
relative wall thickness and increased cardiac fibrosis. Depletion of estrogen did not
change the diabetic deleterious effects on cardiac structure and function in OVX-STZ
rats. Moreover, insulin replacement restored cardiac changes observed in rats that had
concomitant diabetes and estrogen depletion (OVX + STZ-INS), suggesting that
diabetes has a predominant effect on cardiac structure and function than ovariectomy;
Experiment 1l: mRen OVX-STZ rats showed increased blood pressure levels, collagen
deposition in the heart tissue and cardiomyocyte diameter when compared to rats that
underwent ovariectomy or induction of diabetes alone. These changes were

accompanied by an increased cardiac expression of AT, receptor and a reduced
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cardiac expression of eNOS associated with lower NO levels in the heart. These
effects were also observed in mRen STZ rats however only mRen OVX-STZ rats had
increased AT; to Mas receptor ratio, increased amount of Ang Il remained in the left
ventricle and increase in cardiac Nox2 expression. Thus, our study suggests that the
phenotypic changes observed in OVX —STZ rats are due to an additional effect of
estrogen depletion and diabetes on the RAS and reactive oxygen species generation.
Chronic treatment with G-1 slightly decreased elevated blood pressure and incidence
of microinfarcts in diabetic ovariectomized mRen rats. Furthermore, cardiac expression
of eNOS protein increased in G-1 treated rats. In contrast, G-1 did not affect cardiac
AT, receptor expression. Conclusion: the present study suggests that selective
activation of a novel GPR30 receptor may prevent cardiac injury in estrogen and insulin

depleted mRen2.Lewis rats by reducing blood pressure and preserving eNOS pathway.
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1. Introducéo

1.1. Diabetes Mellitus e Doencas Cardiovasculares

Diabetes mellitus (DM) é um conjunto de alteracbes metabdlicas
caracterizado por alteracdo na secrecdo e/ou funcdo da insulina. As
complicacbes do diabetes estdo comumente associadas a utilizacao
inadequada de glicose pelos tecidos com consequente hiperglicemia. Nesta
doenca, as alteracBes decorrentes do prejuizo do metabolismo da glicose, bem
como de outros substratos energéticos, tém como consequéncia o
desenvolvimento de complicacdes vasculares (que podem envolver pequenos
e grandes vasos) e neuroldgicas (Nathan et al., 1993; O'Rahilly et al., 1997).

Classicamente, o diabetes pode ser dividido em 4 subclassses,
incluindo: (1) tipo | — causado pela destruicdo das células beta pancreaticas; (2)
tipo Il — caracterizado por resisténcia a insulina; (3) — outros tipos de diabetes
(associados com sindromes ou condicGes clinicas pré-identificadas) e (4)
diabetes mellitus gestacional (Maraschin, et al., 2010). No diabetes tipo I, foco
desse estudo, os pacientes possuem pouca ou nenhuma capacidade de
secrecdo de insulina e dependem de insulina exégena para prevencao de
cetoacidose, coma e morte. O diabetes tipo 1 era anteriormente denominado
de diabetes juvenil ou diabetes-insulino dependente. Essa forma de diabetes
representa 5 a 10% dos casos de diabetes em geral (Association Diabetes
Association et al.,, 2011). A associagcdo do diabetes tipo | com genes
especificos de resposta imune em conjunto com a presenca de anticorpos nas

ilhotas pancreéticas indicam que a destruicdo das células betas pancreaticas
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observadas nessa condicdo seja mediada por um processo auto-imune
(Dahlquist et al., 1993).

O progndstico associado ao diabetes tipo | apresentou uma melhora
consideravel nas ultimas décadas, no entanto, pacientes com diabetes tipo |
ainda apresentam um alto risco de morrerem prematuramente por algum
evento cardiovascular (Soedamah-Muthu et al., 2006). Os disturbios do
metabolismo da glicose podem causar complicacbes que envolvem doencas
cardiovasculares, incluindo hipertensédo arterial sistémica, doenga arterial
coronariana e insuficiéncia cardiaca. Existem evidéncias de que pacientes
diabéticos sofrem também de uma forma de doenca miocardica nédo
relacionada a doenca arterial coronariana ou a hipertensdo arterial sistémica,
sendo denominada miocardiopatia diabética ou cardiomiopatia diabética
(Kannel et al., 1974; Poornima et al., 2006). Dentre os diversos problemas
cardiacos que surgem em decorréncia do DM, a cardiomiopatia diabética tem
sido reconhecida como uma doenca cardiaca especifica, que ocorre em
aproximadamente 30% dos pacientes diabéticos tipo | (Poornima et al., 2006;

Parikh et al., 2006; Okoshi et al., 2007).

1.2. Cardiomiopatia Diabética

A cardiomiopatia diabética é caracterizada por disfuncdo sistdlica e
diastolica do ventriculo esquerdo (VE) independente da presenca de doenca
arterial coronariana e/ ou hipertensao arterial (Akula et al., 2003; Neomoto et
al., 2006; Murarka et al., 2010). O prejuizo da funcdo diastélica é a alteracéo

funcional observada mais precocemente, caracterizada por anormalidades nas
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fases ativa e passiva da diastole, que contribuem com um prolongado tempo de
relaxamento e prejuizo da complacéncia cardiaca (Taegtmeyer et al., 2002;
Poornima et al., 2006).

A disfuncéo diastélica observada na condicdo de diabetes pode ser uma
consequéncia de um prejuizo da funcdo da maquinaria de célcio na fase
precoce do relaxamento, como por exemplo, um mal funcionamento da SERCA
(sarcolpasmatic reticulum Ca2+-ATPase) e fosfolamban. Além disso, o diabetes
pode induzir alteragdes nas propriedades visco-elasticas do miocardio, uma
consequéncia do acumulo de proteinas da matriz citoplasmética, o que
contribui com um prejuizo do enchimento ventricular na fase passiva da
diastole (Dhalla et al., 1998; Connelly et al., 2007; Singh et al., 2008; Murarka
et al.,, 2010 and Movahed et al., 2010). Ainda em relacdo a estrutura
miocardica, o aumento na formacéo de produtos finais de glicacdo avancada
(AGEs) associado a formacdo de ligacbes irreversiveis com Varias
macromoléculas, como por exemplo o colageno, pode ser considerado um
outro mecanismo envolvido com a reducdo da complacéncia cardiaca
observada nos coracfes diabéticos. A maior producdo de AGEs é uma das
consequéncias da toxidade celular causada pela hiperglicemia (Cooper et al.,
2004; Poornima et al., 2006; Ma et al., 2009).

A alteracdo no uso de substrato energético pode estar relacionada a
disfuncdo sistélica observada em pacientes diabéticos. Em condicdes
fisiologicas, os acidos graxos livres sdo os substratos preferidos pelas células
cardiacas e correspondem a cerca de 70% do ATP gerado aerobicamente pelo
coracao. A alteracdo predominante que ocorre no metabolismo cardiaco no

diabetes € a supressao da utilizacdo da glicose e a utilizacdo excessiva de
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acidos graxos (Ding et al., 2006; Poornima et al., 2006). Essa alteracao pode
alterar diretamente a contratilidade miocardica por influenciar a duracdo do
potencial de acdo e alterar o transito intracelular de calcio intracelular (Liu et al.,
2001). Além disso, o acumulo de &cidos graxos livres no interior do midcito
pode induzir lipotoxidade e contribuir diretamente para a morte celular por
apoptose, o que também contribui com o prejuizo da contratilidade ventricular
(Zhang et al., 2001) .

Assim, a cardiomiopatia diabética é vista como resultado de complexas
relacdes entre anormalidades metabdlicas que acompanham o diabetes e suas
consequéncias celulares, levando a alteracdo da estrutura e funcdo miocardica
(Fiordaliso et al., 2000; Frustaci et al., 2000). Embora o termo cardiomiopatia
diabética tem sido cada vez mais reconhecido na literatura, oS mecanismos
envolvidos com essa patologia ainda ndo estdo bem elucidados na literatura. O
conhecimento nessa area tem-se ampliado com o uso de modelos animais de
diabetes experimental em roedores que mimetizam 0S mecanismos
fisiopatolégicos comumente observados nos coracdes diabéticos (Bugger &
Abel, 2009). Muitas das alteracdes cardiacas fenotipicas observadas nos
modelos de diabetes tipo | e tipo Il em roedores se sobrepdem, de forma que
ambos modelos de diabetes sdo caracterizados pelo aumento da utilizacao de
acidos graxos livres, reducdo da utilizacdo de glicose, alteracdo no
remodelamento cardiaco, prejuizo da dindmica da maquinaria de célcio e da
funcdo mitocondrial (Fiordaliso et al., 2000; 2000; Ren et al., 2000; Pathak et
al., 2001). Dessa forma, os modelos de diabetes tipo | e Il tém sido utilizados
indistintamente para o estudo dos mecanismos fisiopatologicos da

cardiomiopatia diabética.
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1.3. Inducéo de Diabetes Experimental do tipo |

O modelo de diabetes tipo | induzido pela injecdo de estreptozotocina
tem sido amplamente utilizado em laboratério para o estudo do diabetes
experimental. A estreptozotocina é uma glicosamina-nitrosureia com acao
antimicrobiana e estrutura similar a glicose. Essa droga € captada
seletivamente pelas células beta pancreaticas que contém transportadores de
glicose GLUT 2 (Schnedl et al., 1994; Fjallskog et al., 2008). A citotoxicidade
produzida pela estreptozotocina ocorre pela alcalinizagcdo do DNA celular e
subsequente ativacdo da poli-ADP ribose sintetase causando deplecdo rapida
e letal de NAD nas células pancreéticas, com subsequente reducdo no nivel de
ATP e morte celular. Essas alteracfes levam a inibicdo da sintese e secrecao
da insulina pelas células beta-pancreéticas com consequente hiperglicemia e
manifestacbes das complicacbes comumente observadas no diabetes tipo |

(Bennett & Pegg, 1981; Bolzan & Bianchi, 2002).

A maioria dos estudos realizados com o modelo de diabetes induzido
pela estreptozotocina reportam prejuizo na funcdo ventricular sistolica e
diastolica, com a severidade da disfuncdo aumentada de acordo com a
duracéo do diabetes (Kajstura et al., 2001; Lacombe et al., 2007; Suarez et al.,
2008). Outros estudos mostram um aumento da producédo de espécies reativas
de oxigénio (ERO), altera¢gBes na funcédo e expressdo de proteinas envolvidas

com a maguinaria de célcio em cardiomiécitos e aumento de tecido conectivo
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nos coragdes de ratos que se tornaram diabéticos através desse modelo (Zhao

et al., 2006; Singh et al., 2008).

1.4. Mecanismos envolvidos com o efeito deletério cardiaco

induzido pelo diabetes

O sitema renina angiotensina (SRA) apresenta um papel importante
sobre o desenvolvimento das anormalidades cardiacas funcionais e estruturais
decorrentes das complicacdes do diabetes (Fiordaliso et al., 2000; Frustaci et
al., 2000; Kajstura et al., 2000). Este sistema é bem conhecido por seu papel
no controle da pressdo arterial e na homeostase dos fluidos e eletrolitos
corporais (Peach et al., 1977). Nas ultimas décadas, o SRA passou por
importantes alteragbes conceituais devido a identificacdo de novos
componentes, como por exemplo, a Angiotenina-(1-7). Esse heptapeptideo
pode ser considerado um mediador do SRA particularmente interessante,
principalmente por desencadear acbes antagbnicas aquelas atribuidas ao
principal peptideo efetor desse sistema, a Ang Il (Santos et al., 2000; Ferrario
et al., 2005). Além da Ang-(1-7), a descoberta da enzima homologa a enzima
conversora de angiotenina (ECA), a ECA2, evidenciou uma importante via
metabdlica responsavel pela sintese de Ang-(1-7) a partir da hidrélise da Ang |l
(Donoghue et al., 2000; Tipnis et al., 2000). A identificacdo do receptor Mas
como um receptor funcional da Ang-(1-7) completa a formacdo de um novo
eixo dentro do SRA: ECA2/ Ang-(1-7)/ Mas (Santos et al., 2003). Esse eixo

representa uma via endogena contra-regulatoria possuindo acdes opostas as
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do braco vasoconstrictor/ proliferativo do SRA, o eixo classico ACE/ Ang I/ AT,

(Santos et al., 2008; Ferreira et al., 2012).

Estudos recentes mostraram de forma consistente que o bloqueio
farmacolégico do SRA reduz as complicacdes cardiacas decorrentes do
diabetes em humanos e em modelos de diabetes experimental (Arozal et al.,
2009; Ruggenenti et al., 2010; Malfitano et al., 2012). A hiperglicemia estimula
a producéo cardiaca de Ang Il através da ativacdo de diferentes componentes
do SRA, como por exemplo, angiotensinogénio e receptor AT, (Fiordaliso et al.,
2000; Li et al., 2000; Fiordaliso et al., 2001). A producdo anormal de Ang Il esta
associada com a morte de cardiomiocitos por apoptose em modelos de
diabetes em animais e humanos, sendo ainda frequentemente acompanhada
de hipertrofia reativa das células cardiacas remanescentes (Frustaci et al.,
2000; Kajstura et al., 2000; Ozdemir et al., 2009). Trabalhos recentes mostram
gue a manipulacéo genética e farmacoldgica da ECA2 pode ser uma estratégia
importante no tratamento do diabetes (Bindom et al., 2010; Murca et al., 2012).
Apesar de poucos estudos abordarem o papel da ECA2 na cardiomiopatia
diabética, a influéncia do diabetes sobre sua atividade e/ ou expressédo dessa
enzima sugere que a ECA2 desempenhe um papel no desenvolvimento e
progresséao das injurias cardiacas associadas ao diabetes (Landau et al., 2008;

Murca et al., 2012; Yamaleyeva et al., 2012).
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Figura 1: Representacdo esquematica das principais vias de formacao dos

peptideos do SRA e interacfes da Ang Il e Ang-(1-7) com seus receptores.

ATi: receptor de Angiotensina Il tipo 1; AT,: receptor de Angiotensina Il tipo 2;

Mas: receptor da Angiotensina-(1-7); ECA: enzima conversora de angiotensina,

ECA2: enzima conversora de angiotensina 2; PEP: prolil-endopeptidase; NEP:

endopeptidase neutral; PCP: prolil-carboxipeptidase. Fonte: Santos & Ferreira,

2007 (Modificado).
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Um mecanismo patogénico comum envolvido com as diversas
complicagBes decorrentes do diabetes € o aumento do estresse oxidativo
resultante de um desequilibrio entre a geracdo e eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO). A auto-oxidacdo da glicose, o aumento da
producdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) e a ativacao da
NADPH oxidase séo fatores envolvidos com o aumento do estresse oxidativo
observado na condicdo de diabetes (Inoguchi et al., 2000; Beckman et al.,
2001; Singal et al., 2001; Tan et al., 2002). As oxidases da familia da NADPH
séo as principais fontes de ERO nas células cardiovasculares e a subunidade
Nox2 é uma das principais responsaveis pela sua ativacdo enzimatica
(Griendling et al., 2000; Bendall et al., 2002). Camundongos diabéticos com
delecdo genética para a Nox2 apresentam uma reducao da producéo de ERO,
além de uma atenuacao da severidade da hiperglicemia e perda das células 3
pancreaticas induzidas pela injecdo de estreptozotocina (Xiang et al., 2010).
Alguns estudos sugerem a participacédo da Ang Il sobre a formacédo de ERO
nas células cardiacas. A ativacao do receptor de Ang Il (AT;) pode induzir um
aumento da atividade da enzima NADPH oxidase e uma maior producéo de
ERO, enquanto o bloqueio desse receptor € capaz de previnir 0 aumento de
estresse oxidativo cardiaco em ratos diabéticos (Bendall et al., 2002; Modesti et

al., 2005; Ozdemir et al., 2009).

Além dos mecanismos citados acima, alteracdes na via de formacédo de
oxido nitrico (NO) podem estar envolvidas com o prejuizo da funcéo cardiaca e

disfuncéo endotelial observadas na condicado de diabetes (Pieper et al., 1998;
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Felaco et al., 2001). O NO é sintetizado a partir da conversao de L-arginina em
L-citrulina, uma reacdo catalisada pela NO sintase (NOS). Existem trés
isoformas de NOS ja identificadas no miocardio: NOS neuronal (nNOS ou
NOS1) e NOS endotelial (eNOS ou NOS3), constitutivamente expressas em
cardiomiécitos e a NOS induzivel (iINOS ou NOS2), expressa apenas durante
respostas inflamatoérias (Barouch et al., 2002; Rhoden et al., 2002; Ziolo & Bers,
2003; Dias-Peixoto et al., 2008; Ziolo et al., 2008). O NO possui importantes
efeitos cardiovasculares e pode modular a funcdo cardiaca através de sua
influéncia sobre as correntes de calcio em cardiomiocitos (Mohan et al., 1995;
Balligand & Cannon, 1997). Alguns estudos mostram que o diabetes induz
alteracdes na maquinaria de calcio e prejudica a producéo de NO pelas células
endoteliais dos vasos coronarianos através de diferentes mecanismos, como
por exemplo, reducdo da disponibilidade de cofatores e da atividade da eNOS
(Meininger et al., 2000; Ren et al., 2008). Além disso, a biodisponibilidade de
NO pode estar reduzida no diabetes em decorréncia da reagédo entre NO e
anions superoxidos, uma consequéncia da maior producdo de ERO observada

nessa condicéo (Kojda & Harrison, 1999; Zou et al., 2004).

1.5. Diabetes e Estrégeno

Atualmente esta cada vez mais evidente que os horménios sexuais
apresentam um papel importante no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, o que justifica a importancia em se estudar o impacto da
diferenca entre os géneros sobre o sistema cardiovascular (Wenger et al.,
1993; Brosnihan et al., 1999; Deschepper & Llamas 2007). Mulheres na pré-

menopausa apresentam uma menor prevaléncia e severidade de doencas
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cardiovasculares quando comparadas a homens de mesma idade, no entanto,
essa diferenca entre os sexos desaparece apOs 0 inicio da menopausa
(Brosnihan et al., 1999; Chappell et al., 2008). De fato, a doenca cardiovascular
€ a principal causa de morte entre as mulheres na pés-menopausa e atinge
quase 50% do total de mortes entre as mulheres (Mosca et al., 1997;
Gorodeski et al., 2002), o que sugere uma possivel acdo cardioprotetora dos
hormoénios sexuais femininos na manutencdo da homeostase do sistema
cardiovascular feminino (Marcus et al., 1994; Chappell et al., 2008; Wu et al.,
2008).

Embora existam evidéncias de que as doencas cardiovasculares sao
menos frequentes em mulheres, o efeito do diabetes sobre a fungéo
cardiovascular parece ser pior em mulheres quando comparadas a homens de
mesma idade (Barret-Connor et al., 1981; Miyazaki-Akita et al., 2007). Estudos
epidemioldgicos mostram uma forte predisposicdo para o desenvolvimento de
doencas coronarianas em pacientes diabéticos, no entanto, o risco € maior nas
mulheres em relacdo aos homens (Barrett-Connor et al., 1983; Barrett-Connor
et al., 1991). O diabetes, quando desenvolvido na mulher, é frequentemente
associado com infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca e morte (Sowers et
al., 1998; Solimene et al., 2010). Outros estudos sugerem que o diabetes &
uma patologia que remove as diferencas entre 0os géneros no desenvolvimento
de doencas cardiovasculares e que a existéncia de diabetes em mulheres na
pré-menopausa parece mascarar os efeitos cardioprotetores do estrogeno
endoégeno (Hanes et al., 1996; Sowers et al., 1998; Maric et al., 2009). Por
outro lado, estudos clinicos randomizados mostram que mulheres na pos-

menopausa em terapia de reposicdo hormonal (TRH) apresentam um menor
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risco de desenvolverem diabetes (Kanaya et al., 2003; Margolis et al., 2004), o

gue sugere a participacdo dos hormonios sexuais na fisiopatologia do diabetes.

1.6. Estrégeno no desenvolvimento de doencas cardiacas

Existem varios estudos na literatura que mostram o efeito regulatério do
estrogeno sobre o sistema cardiovascular e o papel desse horménio na
prevencdo de doencas cardiacas. Os efeitos do estrégeno sobre o perfil do
metabolismo de lipidios (reducao dos niveis plasméaticos de LDL e aumento dos
niveis de HDL) e de carboidratos, funcdo do endotélio vascular e pressdo
arterial sdo alguns dos mecanismos envolvidos com os efeitos benéficos desse
hormbnio sobre o sistema cardiovascular (Mendelsohn & Karas, 1999;
Mendelsohn & Karas 2005; Harman et al., 2006; White et al., 2010). Além
disso, o estrégeno aumenta a biodisponibilidade de NO, estimula a ativagcao da
eNOS e possui acdes anti-oxidante, anti-plaquetaria e anti-inflamatéria

(Brosnihan et al., 1999; Chen et al., 1999; Luczak and Leinwand, 2009).
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Efeitos protetores do estréogeno sobre o sistema cardiovascular
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Figura 2: Efeitos protetores do estrégeno sobre o sistema cardiovascular. HDL:

lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; NO:

oxido nitrico. Fonte: Sowers et al., 1998 (Modificado)

24




A descoberta da expresséo de receptores de estrégeno e progesterona
em cardiomiocitos € um forte indicador do efeito direto dos hormonios sexuais
sobre a funcéo do miocardio (Ingegno et al., 1988; Grohe et al., 1997). Estudos
clinicos mostram o efeito cardioprotetor do estrégeno influenciando o
desempenho cardiaco e o surgimento de doencas coronarianas (Pines et al.,
1993; Schierbeck et al., 2012). Efeitos similares podem ser observados em
estudos animais, nos quais a deplecdo de estrogeno via ovariectomia remove a
cardioprotecao observada em ratas quando submetidas a isquemia/ reperfusédo
e sobrecarga de volume (Brower et al., 2003; Gabel et al., 2005; Savergnini et
al., 2012). Em contrapartida, a protecao cardiaca pode ser restaurada através
da administracédo do estrégeno exdégeno em animais submetidos a sobrecarga
de pressdo ou ao modelo de hipertensdo Doca-Sal (Van Eickels et al., 2001;
Shenoy et al., 2009). O efeito modulador do estrogeno sobre os componentes
do SRA parece estar envolvido com essas respostas, uma vez que o estrégeno
remove o efeito proliferativo da Ang Il em culturas de fibroblastos cardiacos e
modifica o0 balanco das enzimas ECA/ ECA2 no cora¢do (Stewart et al., 2006;
Shenoy et al., 2009) .

Os efeitos do estrogeno no sistema cardiovascular sdo mediados
atraveés da ativacdo de seus receptores nucleares classicos, 0s subtipos ER
(receptor de estrogeno) - a e ER- B, os quais a ligagdo com estrogeno promove
a translocacédo do receptor para o nucleo para produzir as agdes gendémicas
desse hormonio (Babiker et al.,, 2002; Jazbutyte et al.,, 2008). No entanto,
estudos realizados em anéis de aorta de camundongos mostraram que 0O

bloqueio ou remocao dos receptores ER - a e ER- 3 néo foi capaz de inibir
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completamente o efeito vasorelaxante do estrodgeno, sugerindo o envolvimento
de um diferente receptor de estrégeno nessa resposta (Freay et al., 1997; Cruz
et al., 2006). Recentemente, um novo receptor de estrogeno acoplado a
membrana foi identificado como receptor de estrogeno acoplado a proteina G-
30, GPR30. Ao contrario dos efeitos gendmicos a longo-prazo dos receptores
nucleares classicos, ER - a e ER- B, o GPR30 esta localizado na membrana
plasmatica e/ ou no reticulo sarcoplasmético e pode mediar as acbes diretas
agudas do estrogeno na vasculatura (Thomas et al., 2005; Prossnitz et al.,

2008).
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(ﬁ:) Estrégeno

Reticulo endoplasmatico e/ ou
membrana plasmatica

Nucleo

Figura 3: Representagdo esquematica dos receptores de estrogeno. ERa:
receptor de estroégeno do tipo a; ERB: receptor de estrogeno do tipo 3; GPR30:
receptor de estrégeno acoplado a proteina G-30; G-1: agonista do receptor
GPR30. Fonte: Weatherman et al., 2006 (Modificado).

1.7. Linhagem de ratos mRen2.Lewis
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A linhagem mRen2.Lewis, que expressa o gene de renina em diferentes
tecidos, € um modelo de rato hipertenso dependente de Ang Il que apresenta
uma diferenca significativa entre os sexos no desenvolvimento da hipertensao
arterial. Este animal é produzido a partir de um cruzamento sucessivo entre 0s
animais mRen(2).27 com os ratos background Lewis (Chappell et al., 20083;
Chappell et al., 2008).

De forma similar a outros modelos de hipertenséo, incluindo a forma
original de animais transgénicos mRen(2).27, os animais heterozigotos
mRen2.Lewis apresentam diferencas importantes entre os géneros em relacao
aos niveis de pressao arterial, com os machos apresentando valores de 50 a
60 mmHg superiores as fémeas (Jessup et al., 2006; Pendergrass et al., 2008).
No entanto, enquanto em outros modelos animais a deplecdo de estrogeno via
ovariectomia possui pouco efeito sobre a presséo arterial, como nas ratas
mRen(2).27 e SHR (Fang et al., 2001), ratas jovens mRen.2.Lewis
ovariectomizadas apresentam um aumento importante da pressao arterial
(Chappell, Gallagher et al. 2003; Chappell et al. 2006). Este aumento na
presséo arterial € revertido pelo tratamento crénico com estrdgeno exdgeno e
com o antagonista especifico do receptor de Ang Il (Chappell et al., 2003).

Resultados interessantes ja foram mostrados nas fémeas mRen2.Lewis
através da ativacdo do novo receptor de estrégeno, GPR30. Esse novo
receptor foi identificado em cardiomiocitos das fémeas mRen2.Lewis e 0
tratamento com G-1, agonista especifico do GPR30, restaurou a disfuncdo do
relaxamento e o remodelamento cardiaco induzidos pela dieta com sobrecarga

de sal (Jessup et al., 2010). O G-1 também produziu efeitos cardiovasculares
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benéficos nas ratas mRen2.Lewis com deplecdo de estrégeno através da
regulacdo dos componentes do SRA vascular (Lindsey et al.,, 2009). Esses
achados, em conjunto com os resultados anteriores que mostram a relacao
entre o estrogeno e SRA (Chappell et al.,, 2003), sugerem que os efeitos
cardiovasculares benéficos do estrogeno observados nas fémeas mRen2.Lewis
estéo relacionados com sua influéncia negativa sobre a ativacao do eixo Ang 11/
ECA/ receptor AT, e que o receptor GPR30 esté envolvido nessa resposta.
Poucos estudos na literatura mostram a participacdo do estrégeno na
cardiomiopatia diabética. Assim, nossa primeira hipotese foi a de que deplecéo
de estrogeno poderia alterar os efeitos cardiacos induzidos pelo diabetes nas
ratas Sprague-Dawley. Diante das evidéncias que mostram o envolvimento do
SRA na fisiopatologia da cardiomiopatia diabética, as fémeas mRen2.Lewis séo
consideradas uma interessante ferramenta para estudar o papel do estrégeno
no diabetes, uma vez que, nesse modelo os efeitos cardiovasculares benéficos
do estrégeno estao relacionados com seu efeito inibitério sobre o SRA. Assim,
nossa segunda hipétese foi que a combinacdo da ovariectomia e indugéo de
diabetes nas ratas mRen2.Lewis poderia exacerbar os efeitos deletérios sobre
o coragdo. Além disso, nés investigamos a participacdo do novo receptor de
estrogeno, GPR30, sobre as alteragbes cardiovasculares induzidas pelo

diabetes nas fémeas mRen2.Lewis.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito da deplecéo de estrégeno e a participacdo do receptor GPR30
sobre as alteracdes cardiacas induzidas pelo diabetes tipo | em ratas

normotensas - Sprague-Dawley e hipertensas - mRen2.Lewis.
2.2. Objetivos Especificos

Avaliar o efeito da deplecdo de estrégeno em ratas Sprague-Dawley (SD)

diabéticas sobre:

1. A evolucao da pressao arterial sistolica (PAS) e do ganho de peso;
2. Os niveis plasmaticos de glicose, insulina, colesterol e triglicérides;
3. A funcéo ventricular sistolica e diastolica;

4. A deposicao de colageno no ventriculo esquerdo;

5. A evolucéo do ciclo estral,

Avaliar o efeito da deplecdo de estrogeno e a participacéo receptor GPR30 em

ratas mRen2.Lewis diabéticas sobre:

[ERN

. Os niveis de PAS, glicose e insulina;

2. A hipertrofia cardiaca e deposi¢ao de colageno no ventriculo esquerdo;

3. A expressado de componentes do SRA no ventriculo esquerdo (receptor
AT, e Mas, renina e angiotensinogénio);

4. A atividade enzimética da ECA2 e o metabolismo da Ang Il no Ventriculo

Esquerdo;
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5. Os niveis de Oxido Nitrico (NO), expressido da eNOS e Nox2 no

Ventriculo Esquerdo.

31



3. Material e Métodos

3.1.1. Animais

Foram utilizados dois diferentes modelos animais para a realizacdo do
presente estudo: Sprague-Dawley (Parte 1) e mRen2.Lewis (Parte Il), uma
linhagem que apresenta uma maior sensibilidade ao estrégeno. As ratas
Sprague-Dawley Hannower (SD) foram provenientes do Biotério de Animais
Transgénicos do Laboratério de Hipertensdo — Departamento de Fisiologia e
Biofisica; ICB-UFMG. As ratas mRen2.Lewis (mRen) foram provenientes da
colénia de animais transgénicos da Wake Forest University School of Medicine
Hypertension Center. Os protocolos utilizados nesse estudo foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Minas Gerais e da Wake Forest University (Winston-Salem,
Carolina do Norte, EUA) sob os protocolos n° 118/11 e A10-214,
respectivamente. Todos os animais foram mantidos em sala apropriada com
ciclo claro-escuro de 12/12h e temperatura ambiente entre 22-24°C, separados
aos pares em gaiolas plasticas adequadas e alimentados com racao apropriada

e agua filtrada ad libitum.
3.1.2. Ovariectomia

Entre 10-11 semanas de idade, parte dos animais foram submetidos a
remocao cirurgica de ambos ovarios. As ratas SD e mRen foram anestesiadas
com uma solugao de quetamina (50mg/kg)/ xilazina (5mg/kg) e isofluorano 4%
(respectivamente) e posteriormente submetidas a tricotomia da regido

paralombar esquerda (~ 2,0 cm). O ovério e parte do tecido adiposo gonadal
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foram exteriorizados e amarrados com um fio de sutura, seguido da retirada do
ovario. O local de incisdo foi suturado e esterelizado com alcool iodado. O
mesmo procedimento foi realizado com o ovario contra-lateral. No final da
cirurgia os animais receberam antibiotico (Pentabiotic, Fort Dodge, dose; 0,2
mL; via intramuscular) e analgésico (Banamine, Schering-Plough; dose: 1mg/

kg; via subcutanea) para a adequada recuperacao cirurgica.
3.1.3. Inducéo do diabetes experimental do tipo |

Apds uma semana da remoc¢ao dos ovarios, parte dos animais receberam
uma dose Unica de estreptozotocina (STZ; 65 mg/kg; Sigma Chemical Co., St
Louis, MO, USA, via intraperitoneal) em solucdo de 0,1 M de tampdao citrato
para inducdo de Diabetes Mellitus tipo | ou veiculo. Os niveis de glicose
sanguineos foram monitorados apés 48 horas da injecdo de STZ com o uso do
glicosimetro Accu-check, Roche. Apenas 0s animais que apresentaram
glicemia superior a 300mg/dL foram considerados diabéticos. Apos 4 semanas
da injecdo de estreptozotocina ou veiculo, todos os animais do presente estudo
foram submetidos ao procedimento de eutanasia. A Figura 4 representa de

forma esquematica o delineamento experimental realizado no presente estudo.

OovX STZ

| |
| |

o
=
N
w
=

5 —> Eutanasia

semanas

Figura 4: Delineamento experimental
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3.1.4. Medida da Pressao Arterial

No dia anterior ao término do periodo experimental, a presséo arterial
sistdlica (PAS) foi determinada indiretamente a partir da técnica de
plestimografia de cauda. Antes da determinacdo da PAS, os animais foram
aquecidos por um periodo de 2-3 minutos em uma caixa equipada com
lampada incandescente (200 W). Apéds este procedimento, um sensor
pneumatico e um esfigmomandmetro foram conectados a cauda do animal e a
medida da PAS foi realizada com o uso dos equipamentos AD Instruments
NIBP Controller (utilizado nas ratas SD) e Collumbus Instruments Non Invasive
Blood Instrument (utilizado nas ratas mRen). Os dados foram registrados e
analisados a partir de um sistema de transducdo Windaqg- Aquisition e Analysis
System. Pelo menos trés medidas da pressao arterial foram obtidas por animal,

em cada sessao.

3.1.5. Dosagens Plasmaéticas

Ao término do periodo experimental, os animais foram eutanasiados por
decapitacdo. Os niveis glicose foram mensurados com 0 uso de um
glicosimetro (Accu-check). A insulina plasmatica foi determinada por elisa
(EZRMI -13K, Millipore). As concentracbes de triglicérides e colesterol,
realizadas apenas nas ratas SD, foram determinadas pelo método enzimatico

(Labtest Diagnéstica — Minas Gerais, Brasil).
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3.2. Parte 1: Métodos utilizados exclusivamente com 0s animais

Sprague-Dawley

3.2.1. Tratamento com Insulina

No dia seguinte a inducdo de diabetes, parte dos animais diabéticos

foram tratados com insulina (0-4 unidades, subcutaneo, duas vezes ao dia,

Novolin, NovoNordisk) para reversdo do quadro de hiperglicemia. Os animais

passaram por esses procedimentos durante as 4 semanas restantes do

periodo experimental. A dose de insulina utilizada variou de acordo com o nivel

glicémico mensurado previamente a cada aplicagdo, de acordo com o quadro

abaixo.

Valores Glicémicos (mg/ dL)

Unidades de Insulina

0-100 0
100 - 150 1
150 - 250 2
250 - 350 3

superior a 350 4
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3.2.2. Grupos Experimentais

Para a realizagao desta parte do estudo, os animais SD foram divididos em 6

grupos experimentais:

» Grupo CTL: animais intactos e nao-diabéticos

» Grupo STZ: animais intactos e diabéticos

» Grupo OVX: animais ovariectomizados e nao-diabéticos;

» Grupo OVX-STZ: animais ovariectomizados e diabéticos;

» Grupo STZ + INS: animais intactos e diabéticos que receberam insulina;
» Grupo OVX-STZ + INS: animais ovariectomizados e diabéticos que

receberam insulina;

3.2.3. Evolucéo do Ciclo Estral

Durante as 2 ultimas semanas do periodo experimental, entre 8:00 e
9:00 hs, o ciclo estral das ratas CTL e STZ foi avaliado através da analise dos

tipos celulares presentes no esfregaco vaginal.
3.2.4. Ecocardiografia

O exame ecocardiografico foi utilizado para a determinacdo do tamanho
das camaras cardiacas e funcdo ventricular sistélica e diastélica. Os indices
ecocardiograficos foram obtidos de acordo com as recomendacbes da
Sociedade Americana de Ecocardiografia (Sahn et al., 1978). A ecocardiografia
transtoracica foi realizada nos animais SD com o uso do aparelho de alta
resolucdo VEVO 2100 equipado com transdutores de 16-21 MHz (Visual
Sonics,Toronto, Canada). Os animais foram anestesiados com isoflurano

(3.5%) por indugcdo. Em seguida, os ratos foram submetidos a tricotomia do
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térax e posicionados em decubito dorsal sobre uma mesa equipada com
eletrodos eletrocardiograficos para o monitoramento continuo da frquéncia
cardiaca. A anestesia foi sustentada via cone nasal com isoflurano, 2,5% e a
temperatura corporal do animal foi mantida a 37°C. Foram utilizadas as janelas
longitudinal, transversal e apical (quatro e cinco camaras). As seguintes
medidas lineares foram realizadas nas imagens obtidas pelo modo-M: parede
posterior do VE em diastole (PARDIA) e em sistole (PARSIS), didmetro do VE
ao final da diastole (VEDIA) e ao final da sistole (VESIS). Baseado nesses
parametros foram calculados: o volume sistélico final do VE (VSF), volume
diastélico final do VE (VDF), fracdo de ejecao (FE%), fracdo de encurtamento
(AD%) e débito cardiaco (DC). A espessura relativa da parede (ERP), um
indice de morfometria avaliado para a caracterizacdo da hipertrofia cardiaca
(excéntrica/ concéntrica) foi calculada a partir da medida diastélica da parede
do ventriculo esquerdo e da cavidade do ventriculo esquerdo: 2 X PARDIA /
VEDIA. O tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) foi mensurado a partir
do espectro Doppler do influxo mitral e o pico de velocidade maxima na aorta e
o tempo de ejecdo (tempo que vai do inicio até o final do fluxo na valvula

aortica) foram mensurados a partir do espectro Doppler do fluxo aértico.

3.2.5. Analise da Hipertrofia Ventricular Esquerda

Apds o procedimento de decapitacdo, o coracdo foi rapidamente
retirado. O ventriculo esquerdo (VE) foi dissecado e posteriormente pesado em
balanca digital (Denver Instrument APX-323). A hipertrofia ventricular
esquerda foi avaliada pelo peso do VE corrigido pelo comprimento da tibia
esquerda (Yin et al. 1980), que foi dissecada e medida com 0 uso de um

paquimetro (Vernier Calipers).
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3.2.6. Analise Histologica

Apos pesagem, o VE foi seccionado em seu eixo transversal e a regiao
intermediaria foi utilizada para analise histolégica. O material foi fixado em
solugcéo de formalina 10% por 24 horas, seguido de desidratagdo sequencial
em alcoois e inclusdo em blocos de parafina. A seguir, sec¢des transversas de
6 um foram desparafinizadas e rehidratas para a posterior coloragcdo com
Picrosirius Red (0,1% por 60 minutos) para a determinagdo dos niveis de
coldgeno no VE. As seccbes foram posteriormente lavadas em solucao de
acido acético glacial, desidratadas, clareadas e montadas. Imagens intersticiais
(x200) foram capturadas em campo claro e luz polarizada usando Spot
Advanced software 4.0.9 (Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI)
conectado ao microscépio Olympus BX60 40 (Olympus America, Center Valley,
PA). A raz&do entre os pixels positivamente marcados, correspondente ao
colageno, com os pixels ndo marcados foram calculados usando Adobe
Photoshop Creative Suite 5.5 (Adobe Systems, San Jose, CA).

3.3. Parte 2: Meétodos utilizados exclusivamente com o0Ss animais

mRen2.Lewis

3.3.1. Grupos experimentais
Para a realizacdo desta parte do estudo, os animais mRen2.Lewis foram

divididos em 4 grupos experimentais:

» Grupo mRen CTL: animais intactos e ndo-diabéticos;
» Grupo mRen STZ: animais intactos e diabéticos;
» Grupo mRen OVX: animais ovariectomizados e ndo-diabéticos;

» Grupo mRen OVX-STZ: animais ovariectomizados e diabéticos;
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3.3.2. Tratamento com o agonista do receptor GPR30, G1:
Subgrupos de animais OVX-STZ foram submetidos ao tratamento com
G1, um agonista especifico do novo receptor de estrogeno (GPR30). O G1
(EMD Chemicals, Gibbstown, NJ) foi dissolvido em 50% de solucdo de
dimetilsulféxido (DMSOQO) e administrado via bomba-osmética (Alzet). A bomba-
osmaética foi implantada 2 dias apds a injecdo de STZ, na dose de 0,2
mg/kg/dia; ip. Os animais controles receberam veiculo (DMSO). As ratas

ovariectomizadas diabéticas foram divididas em 3 grupos experimentais:

» Grupo CTL: animais intactos e ndo-diabéticos;

» Grupo OVX-STZ + veiculo: animais ovariectomizados e diabéticos que
receberam veiculo;

» Grupo OVX-STZ + G1: animais ovariectomizados e diabéticos que

receberam o tratamento com G1;

3.3.3. Analise Histolbgica

Para a realizacdo da analise histolégica da regido intermediaria do VE
das ratas mRen, seccdes transversas de VE passaram pelos processos de
fixacdo, desidratacdo e inclusdo em blocos de parafina, conforme descrito
anteriormente no item 3.2.6. A coloragdo com Picrus — Sirius, analise em
microscopio e quantificacdo dos niveis de colageno no VE foi feita de forma
semelhante a realizada com as ratas SD (item 3.2.6). Para a analise
morfométrica, seccbes transversas de cada animal foram coradas com

hematoxilina e eosina. Ap0s a coloracdo, as seccOes foram desidratadas,
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clareadas e montadas. Uma média de 50 a 100 cardiomidcitos por corte foram
fotografados (Axion Observer Inverted Microscope, Zeiss) e medidos
transversalmente a regido correspondente ao nucleo celular com o auxilio do
software Axion Vision Rel 4.8. Foram quantificados apenas os cardiomiocitos

em cortes longitudinais com o nucleo e limites celulares visiveis.

3.3.4. Western Blotting:

Apéds a remocdo do coracgdo, seccbes de VE foram rapidamente coletadas
em nitrogénio liquido e estocadas a -80 ° C. As amostras foram
homogenizadas em tampé&o de lise contendo, em concentragdes finais: 10 mM
HEPES (pH 7,4), 125 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM NaF, 10 pug/ml leupeptina,
10 p g/ml pepstatina A e 1 mM PMSF. O homogenato foi contrifugado a 2000
seguido de 100 000 g por 1 hora a 4 ° C. A concentracdo de proteina foi
determinada pelo método de Bradford (BioRad Kit — Bio-Rad) nas fracdes de
membrana (pellet) e citosélica (sobrenadante). As amostras foram separadas
em gel de eletroforese e posteriormente eluidas do gel para membranas de
PVDF (Bio-Rad) por 1 h a 100V. Para bloqueio das ligacdes inespecificas, a
membrana foi incubada com leite em p6 sem gordura 5% e Tween 20 0,1%
durante 1 hora a temperatura ambiente. As membranas foram incubadas com
policlonal anti-AT; (1. 250; Alomone Labs, Israel), policlonal anti-mas (1: 200;
Alomone Labs, Israel), monoclonal antieNOS (1: 500; BD Transduction
Laboratories, Lexington, Ky., USA), monoclonal anti-Nox 2 (1: 1.000; BD
Transduction Laboratories), anti-renina (doacé&o do Laboratorio de Dr. Inagami,

Vanderbilt University, Nashville), anti-angiotensinogénio (contra os residuos
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25-34 (sequéncia da Ang I) overnight a 4 °C. Em seguida, os blots foram
incubados com o especifico anticorpo secundario, anti-coelho (1: 5.000;
Amersham Biosciences, Piscataway, N.J., USA) ou anti-camundongo (1: 3.000;
Amersham Biosciences). Foi utilizado o substrato Pierce Super Signal West
Pico Chemiluminescent sobre as membranas que foram sequencialmente
expostas a filmes sensiveis a quimioluminescéncia (Amersham Hyperfilm -
Amersham Biosciences). A quantificacdo do sinal foi realizada com o uso do
programa de analise de imagem (MCID) e as densidades Opticas foram
expressas como a razao entre a densidade Optica da proteina de interesse e do
normalizador EF1-a (Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1), para as
fracbes de membrana e citosdlica. Os dados foram expressos como

porcentagem dos controles.

3.3.5. Determinacéo dos niveis de Oxido Nitrico (NO) no VE

Os niveis de nitrito presentes nas fracdes citosolicas do VE foram medidos
através de um analisador de gquimioluminescéncia baseado nos niveis de NO
(Sievers, Inc; GE Analytical Instruments, Boulder, CO). Brevemente, o nitrito
presente na amostra € reduzido em NO em uma camara, o qual, em seguida
reage com ozoénio formando um composto quimioluminescente mais estavel. O
nitrito € reduzido na cdmara na presenca de iodeto de sodio em &cido glacial
acético. A quantidade de luz detectada em um fotodiodo é equivalente a

guantidade de NO liberado na camara, sendo, portanto, correspondente a
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quantidade de nitrito presente na amostra. A voltagem registrada é proporcional

a quantidade de luz detectada no fotodiodo (Bryan et al., 2005).

3.3.6. Atividade Enzimatica

As atividades da ECA2 e o metabolismo da Ang Il foram determinados nas
fraces solubilizadas de membrana cardiaca baseados no metabolismo da **°
I-Ang Il como substrato. O tecido cardiaco foi pesado e homogeinizado em
solucdo HEPES 10 mmol/L (pH 7,4), NaCl 120 mmol/L e ZnCl, 10 pmol/L,
seguido de centrifugacao a 30000g por 20 minutos. O sobrenadante foi
removido, as membranas foram resuspensas em tampdo contendo Triton X-
100 0,5% e incubadas overnight em gelo a 4°C. Apds centrifugacéo, a porgcao
soltvel foi incubada com ?°I-Ang Il em tamp&o HEPES sem inibidores para a
analise do metabolismo da Ang Il e na presenca dos inibidores, na
concentracdo de 10 umol/L: amastatina, bestatina, SCH39370 (inibidor da
NEP), quimostatina, lisinopril, benzil succinato e Z-prolil-prolinal, com excec¢éo
do C16 (inibidor especifico da ECA2) para a analise da atividade da ECA2. As
amostras foram incubadas a 37°C de 10 a 120 minutos e a reacao foi
bloqueada com a adicdo de acido fosférico 1%. O produto da reacéo foi
centrifugado e o sobrenadante foi filtrado em membranas de 0.22-um antes da
analise em high-performance liquid chromatography (HPLC). Os picos de
radiotividade das fragBes eluidas foram identificados em um detector gama
(BioScan) e os dados foram analisados com um software de aquisicdo
Shimadzu (versado 7.2.1). A atividade enzimatica da ECA2 foi expressa como a

guantidade de Ang-(1-7) gerada por minuto por miligrama de proteina, que foi
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inibida pela adicdo de 10 pmol/L do inibidor enzimatico especifico. O
metabolismo da Ang Il foi representado como a % de Ang |l remanescente, que
corresponde a diferenca entre quantidade total de Ang Il marcada com a
quantidade de metabdlitos formados a partir da Ang Il marcada. A marcacgéo da
Ang Il com iodo foi realizada pelo método de cloramina T e purificada por HPLC

(Ferrario et al., 2005).

3.4. Anaélise Estatistica
Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média. Para a
analise estatistica da evolucédo do ganho de peso foi utilizado o teste Two - way
ANOVA seguido do pos-teste de Bonferroni. Para as analises dos demais
resultados foi utilizado One — Way ANOVA seguido de Newman-Keuls. O valor
de p<0,05 foi previamente fixado para identificar diferenca estatistica. Esses

testes foram realizados com o auxilio do programa GraphPad Prism (verséo 4).
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4. Discussao

Diversos estudos mostram o efeito benéfico do estrégeno sobre o
sistema cardiovascular. No entanto, poucos estudos na literatura investigam se
0 estrogeno possui um efeito cardioprotetor no diabetes. Nesse estudo,
avaliamos se a deplecao do estrogeno interfere no desenvolvimento dos efeitos
adversos cardiacos induzido pelo diabetes e se a ativacdo do novo receptor de
estrogeno GPR30 esta envolvida nesse processo. A comparacao entre ratas
diabéticas que sofreram a remocao dos ovarios com ratas intactas nos permitiu
identificar a participacdo do estrogeno sobre a disfuncdo cardiovascular
induzida pelo diabetes.

Nas fémeas SD, a injecao de estreptozotocina promoveu um aumento
do didmetro da camara ventricular ao final da sistole e didstole e uma reducéo
da espessura relativa da parede do VE, indicando que as fémeas diabéticas
apresentam uma dilatacdo ventricular. Além disso, a inducdo de diabetes
produziu uma reducédo importante no peso do VE/ corrigido pela tibia nas ratas
SD intactas. Esses resultados estdo de acordo com estudos anteriores que
mostram o efeito do diabetes induzido pela injecdo de estreptozotocina sobre o
tamanho das camaras cardiacas (Akula et al., 2003; Neomoto et al., 2006).
Essas alteracdes anatdbmicas podem comprometer o desempenho cardiaco
(Tei et al., 1995; Neomoto et al., 2006), o que esta de acordo com a reducéo da
fracdo de ejecdo e encurtamento observada nas fémeas diabéticas, que foi
associada com um maior tempo de ejecdo. Embora alguns estudos mostram
que a disfuncéo diastdlica no diabetes normalmente se desenvolve antes de
alteracdes na funcgéo sistolica (Fiordaliso et al., 2000; Frustaci et al., 2000;

Kajstura et al., 2000), o prejuizo da performance do miocéardio é um fenbmeno
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frequentemente observado no diabetes induzido pela estreptozotocina
(Neomoto et al., 2006). Por outro lado, embora ndo tenha sido observada
diferenca estatistica, as ratas diabéticas apresentaram um aumento de ~15%
no tempo de relaxamento isovolumétrico, o que indica um prejuizo do
enchimento ventricular. Alguns estudos mostram a relagdo entre o prejuizo na
complacéncia cardiaca e o aumento da deposi¢cdo de colageno no miocérdio
(Weber et al., 1993; Weber et al., 1994). A injecédo de estreptozotocina induziu
um aumento nos niveis de colageno no VE das ratas STZ, o que por sua vez
pode promover um aumento da rigidez ventricular e desencadear um prejuizo
da funcédo diastdlica. Dessa forma, os resultados do presente estudo obtidos
com as ratas SD corroboram com os dados ja existentes na literatura que
mostram que a inducdo de diabetes através da injecao de estreptozotocina
promove um efeito deletério sobre a funcdo e estrutura cardiaca (Akula et al.,
2003; Nemoto et al., 2006; Malfitano et al., 2012).

Nosso estudo estéd de acordo com trabalhos anteriores que sugerem um
papel protetor do estrégeno sobre o miocardio em mulheres na pés-menopausa
com ou sem terapia de reposicdo hormonal ou em ratas hipertensas (Pines,
Fisman et al. 1993; Shenoy et al., 2009; Schierbeck et al., 2012). As ratas OVX
apresentaram um aumento do peso do VE/ corrigido pela tibia e da cavidade
do VE ao final da diastole, o que esta de acordo com a menor ERP, indicando
uma hipertrofia excéntrica do VE e dilatagdo ventricular. Assim, uma vez que a
injecdo de estreptozotocina e a ovariectomia exerceram efeitos diretos sobre o
miocardio, nés esperavamos que a deplecao de estrogeno nas ratas diabéticas
poderia exarcebar os efeitos deletérios do diabetes sobre o coracdo. Contudo,

a realizacdo da ovariectomia nas ratas diabéticas ndo alterou o efeito do
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diabetes sobre esses parametros, o que sugere que o efeito cardioprotetor do
estrogeno é abolido na condicao de diabetes nas fémeas SD. De fato, nossos
dados mostram que as ratas OVX-STZ ndo apresentaram um efeito somatério
das duas intervencgdes, diabetes e ovariectomia. A reversao das alteragbes
cardiacas observadas nas ratas OVX-STZ que receberam o tratamento com
insulina é mais um indicativo da auséncia de um efeito aditivo dos dois
fendmenos. Esses resultados sugerem ainda um efeito mais pronunciado do
diabetes sobre o miocardio em relacdo a ovariectomia, indicando que as
alteracbes cardiacas observadas nas ratas OVX-STZ parecem ser uma
resposta unicamente relacionada a condigdo hiperglicemia/ hipoinsulinemia
induzida pela injecéo da estreptozotocina.

Embora a deplegcdo do estrogeno ndo tenha modificado os efeitos
deletérios cardiacos induzidos pelo diabetes, é interessante observar que
alguns estudos mostram que mulheres com diabetes tipo | frequentemente
apresentam um prejuizo da funcdo ovariana, disfuncdo sexual e ciclos
menstruais irregulares (Dorman et al., 2001; Salonia et al.,, 2006; Maric &
Sullivan, 2008; Maric, 2009). No presente estudo, a reducdo no peso do Utero
das ratas diabéticas intactas e sua restauracao apos o tratamento com insulina
indicam um efeito da reducdo de insulina sobre o sistema reprodutor. Além
disso, as ratas STZ apresentaram alteracéo importante no ciclo estral, uma vez
que a maior parte delas permaneceram em diestro durante os 14 dias
avaliados. Embora os dados da literatura ainda sejam inconclusivos e alguns
trabalhos mostram que os niveis de estrogeno podem reduzir ou ndo se
modificar no diabetes, o hiperandrogenismo parece ser a alteracdo mais

consistente observada no diabetes tipo | (Wells et al., 2005; Maric, 2009).
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Dessa forma, a redugcdo do peso do Utero e o ciclo irregular observado nas
ratas STZ podem ser consequéncia de uma alteracdo nos niveis dos
hormdnios sexuais. Os niveis hormonais alterados podem estar relacionados
com a reducgdo do tecido adiposo, comumente observada nesse modelo de
diabetes experimental, e também com a auséncia de desenvolvimento dos
foliculos. De fato, a literatura mostra que o desequilibrio entre os horménios
sexuais é um forte fator envolvido com a perda da protecdo do sexo feminino
na condicéo de diabetes (Wells et al., 2005; Maric & Sullivan, 2008).

Nos animais mRen2.Lewis, a deplecdo de estrdgeno nos animais
diabéticos exerceu efeitos importantes sobre o sistema cardiovascular. As
fémeas mRen OVX-STZ apresentaram um aumento significativo nos niveis de
pressdo arterial em relagdo as mRen STZ e OVX, enquanto a ovariectomia e a
injecdo de estreptozotocina isoladas néo exerceram efeitos diretos sobre o
grau de hipertensao arterial. Estudos anteriores ja mostraram que a remocao
dos ovarios realizada em fémeas mRen2.Lewis com 4 semanas de idade
produziu um aumento significativo da presséo arterial (Chappell et al., 2003;
Chappell et al., 2008; Lindsey et al.,, 2009), o que indica a participacdo do
estrogeno sobre o desenvolvimento da hipertensao arterial nessa linhagem de
ratos. No presente estudo, a ovariectomia ndo produziu efeitos diretos sobre a
pressao arterial, no entanto, a remoc¢ao cirargica dos ovarios foi realizada em
uma fase mais tardia (entre 10- 11 semanas de idade). Esses resultados
sugerem que a sensibilidade ao estrogeno neste modelo parece depender da
fase de vida em que a ovariectomia € realizada. De fato, estudos ontogenéticos

sugerem que o desenvolvimento de hipertenséo arterial em ratos depende de
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um periodo critico do desenvolvimento o qual o animal passa por uma
determinada intervencao (Zicha & Kunes, 1999; Chappell et al., 2008).

Estudos anteriores mostram que o efeito da injecdo de estreptozotocina
sobre os niveis de pressdo arterial depende de diferentes aspectos, como
modelo animal, dose utilizada e duracdo do diabetes (Akula et al., 2003;
Landau et al., 2008). No presente estudo, ndo observamos o efeito direto do
diabetes sobre a presséo arterial nas ratas mRen2.Lewis, em contrapartida, o
exarcebamento no grau de hipertensdo arterial foi observado quando o
diabetes foi desenvolvido nas ratas ovariectomizadas, OVX-STZ. O fato do
aumento nos niveis de presséo arterial ter sido atenuado nas fémeas OVX-STZ
tratadas com G-1 sugere que o efeito hipotensor do estrégeno esta, pelo
menos em parte, relacionado a ativacdo do novo receptor de estrogeno,
GPR30. De fato, Lindsey et al. (2009) mostraram que a ativacdo in vivo do
GPR30 foi capaz de reduzir os niveis aumentados de pressao arterial nas ratas
mRen2.Lewis ovariectomizadas. Nesse estudo, o efeito do G-1 sobre a presséo
arterial foi associado a uma menor resposta vasoconstritora a Ang Il e
alteracdes na expressdo dos componentes do SRA vascular. J&4 estd bem
definido na literatura que a disfuncdo endotelial € uma das alteracdes
frequentemente observadas na condicdo de diabetes (Clarkson et al., 1995;
Pieper et al., 1998; Schaan et al., 2010). Assim, embora ndo tenha sido
explorado no presente estudo 0os mecanismos envolvidos com o0 aumento da
pressao arterial nas ratas OVX-STZ, a auséncia do estrogeno e insulina podem
ter exercido um efeito deletério somatorio sobre a funcdo vascular e ter

contribuido com o aumento dos niveis de pressao arterial nesses animais.
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Ja estd bem estabelecido na literatura que o aumento nos niveis de
pressao arterial pode exercer efeitos importantes sobre a hemodinamica
cardiaca e aumentar a susceptibilidade a ocorréncia de um dano cardiaco
(Folkow et al., 1982; Kannel et al., 1987). O remodelamento cardiaco € um
importante mecanismo envolvido com a disfungéo cardiaca no diabetes (Akula
et al., 2003; Neomoto et al., 2006). Alguns estudos mostram que 0 estrdgeno
pode modular o processo de remodelamento cardiaco reduzindo o aumento da
deposicao de colageno no miocardio em modelos animais de envelhecimento,
hipertenséo e infusdo crénica de Ang Il (Shenoy et al., 2009; Piro et al., 2010).
A participacdo dos horménios sexuais sobre a fibrose cardiaca induzida pelo
diabetes é pouco explorada na literatura. No estudo de Bupha-Inter et al
(2011), ratas diabéticas com 0s ovarios intactos apresentaram um aumento na
deposicdo de colageno no coragdo quando comparadas com as ratas
diabéticas ovariectomizadas. No entanto, esse aumento na fibrose cardiaca
parece ter sido uma resposta adaptativa para compensar a dilatacdo cardiaca
induzida pelo diabetes. O presente estudo mostrou que a inducdo de diabetes
nas ratas mRen2.Lewis promoveu respostas distintas sobre o remodelamento
cardiaco de acordo com a presenca ou ndo dos horménios sexuais. As ratas
diabéticas que sofreram a remoc¢ao dos ovarios apresentaram um aumento nos
niveis de coldgeno no miocardio em relacdo aquelas que possuiam 0S OVArios
integros. Além disso, a ativacdo seletiva do receptor GPR30 preveniu o
aumento da producdo de colageno nas ratas ovariectomizadas diabéticas, o
que sugere a participacdo desse receptor sobre o remodelamento cardiaco

induzido pelo diabetes nas ratas mRen2.Lewis.
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Existem evidéncias de que a atividade cardioprotetora do estrogeno
parece estar relacionada com sua modulacdo sobre o SRA (Chappell et al.,
2003). Vérios estudos mostram que a ativacdo do SRA cardiaco esta
diretamente envolvida com as complica¢des cardiacas observadas na condicdo
de diabetes (Fiordaliso et al., 2000; Singh et al., 2008). De fato, os animais
mRen2.Lewis diabéticos do presente estudo apresentaram um aumento
importante da expressao do receptor AT, no coracao, corroborando com dados
ja existentes na literatura que mostram o efeito do aumento da atividade do
eixo Ang I/ ECA/ AT, sobre a producdo de coldgeno no coracdo diabético
(Fiordaliso et al., 2000; Frustaci et al., 2000; Singh et al., 2008). No entanto,
ndo observamos diferencas entre o0s animais diabéticos intactos e
ovariectomizados, sugerindo que a ovariectomia ndo modificou o efeito do
diabetes sobre a expressdo do receptor AT, no VE. A expressédo cardiaca do
receptor Mas nédo alterou entre 0s grupos experimentais apds a inducdo do
diabetes e/ ou deplecdo de estr6geno, no entanto, a razdo AT;. Mas foi
significativamente maior nas fémeas OVX-STZ em relacdo as STZ e OVX.
Interessantemente, a ovariectomia induziu um aumento da atividade da ECA2
cardiaca, o que corrobora com os trabalhos que mostraram que o estrégeno
exerce um papel modulador sobre a regulacdo dessa enzima (Brosnihan et al.,
2008; Neves et al., 2008). A inducédo do diabetes modificou esse efeito, como
observado nas fémeas OVX-STZ que apresentaram uma menor atividade da
ECA2. Poucos estudos na literatura investigam o papel da ECA2 no coracgao
em modelos experimentais de diabetes. Alguns estudos mostram uma reducao
da expressdao da ECA2 em resposta ao diabetes, enquanto em outros o

diabetes ndo modifica sua expressao (Ye et al., 2004; Landau et al., 2008). No
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presente estudo, a reducdo da atividade da ECA2 é confirmada pela maior
porcentagem de Ang Il remanescente nas fémeas OVX-STZ em relacdo as
OVX, indicando que menos Ang Il estd sendo degradada nesses animais. A
menor taxa de formacdo de *I-Ang-(1-7) a partir da *?°I-Ang Il nas fémeas
OVX-STZ também corrobora esse achado. O aumento nos niveis cardiacos de
Ang |l pode estar envolvido com as alterag6es cardiacas observadas nas ratas
mRen OVX-STZ. Malfitano et al (2012) mostraram que a atenuacdo da
disfuncéo cardiaca induzida pelo diabetes, através do tratamento com captopril,
foi associada a menores niveis de Ang Il no coracao e aumento da atividade da
ECAZ2. Dessa forma, em conjunto com os dados da expressao do receptor AT,
nossos resultados sugerem que o diabetes modifica o balanco do SRA
cardiaco e a deplecao do estrégeno parece modular esse efeito. No entanto, a
auséncia de diferenca estatisitica entre os animais diabéticos intactos e
ovariectomizados sugere que o diabetes exerce um efeito mais pronunciado
sobre o SRA. Os resultados obtidos com o G-1 confirmam a hipétese de
existéncia de modulacdo do SRA induzida pelo diabetes, uma vez que o
tratamento com o agonista do receptor GPR30 ndo modificou a expressao do

receptor AT, nas fémeas mRen2.Lewis ovariectomizadas diabéticas.

Além das alteracfes no SRA, nossos resultados mostram uma reducéo
da expressdo da eNOS no coracdo das ratas mRen2.Lewis diabéticas. A
deplecdo de estrégeno nos animais diabéticos ndo modificou esse efeito. No
entanto, o diabetes e a ovariectomia produziram um efeito direto sobre a
concentracdo cardiaca de nitrito, usada como um indicador da
biodisponibilidade de NO. A reducdo dos niveis de nitrito nos animais

diabéticos esta de acordo com o0s niveis reduzidos da expressdo da eNOS
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(Ren et al., 2008), o que nao foi observado nas fémeas OVX. Jessup et al
(2011) mostraram que a expressdo cardiaca da eNOS nédo alterou apds a
deplecdo de estrégeno nas ratas mRen2.Lewis, enquanto a expressdo da
NNOS aumentou significativamente e estava relacionada com 0s menores
niveis de NO. Esses achados indicam um outro mecanismo que pode estar
envolvido com a reducdo dos niveis de NO nas ratas ovariectomizadas.
Interessantemente, o tratamento com G-1 foi capaz de aumentar a expressao
cardiaca de eNOS nas ratas diabéticas ovariectomizadas, indicando um
possivel mecanismo envolvido com o efeito da ativacdo do receptor GPR30
sobre a injuria cardiaca induzida pelo diabetes.

O estresse oxidativo € um mecanismo importante envolvido com as
complicagBes cardiacas relacionadas com o diabetes e apresenta um papel
chave no remodelamento cardiaco (Fiordaliso et al., 2000; Singh et al., 2008).
No presente estudo, as fémeas mRen2.Lewis diabéticas ovariectomizadas
apresentaram um aumento na expressao cardiaca de Nox2, que é uma
importante subunidade da NADPH e fonte de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (Inoguchi et al., 2000). Esse resultado indica uma maior producdo de
ERO nesses animais, podendo ser uma possivel explicacdo para a fibrose
cardiaca observada nos animais OVX-STZ. Como as ERO podem atuar como
transdutoras de sinais para a Ang Il em cardiomiécitos (Bendall et al., 2002;
Modesti et al.,, 2005), nés acreditamos que a ativacdo do SRA pode estar
relacionada com um aumento da producdo de estresse oxidativo nas fémeas
OVX-STZ, o que induziu um prejuizo no remodelamento cardiaco. As ratas
diabéticas intactas ndo apresentaram essa alteragdo no remodelamento

cardiaco, apesar da ativacdo do SRA cardiaco. Como o estrégeno pode regular
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a producao de estresse oxidativo no coracdo (Wang et al., 2010; Barp et al.,
2012), a presenca do estrégeno nas fémeas intactas pode ter previnido o
surgimento dos danos cardiacos induzidos pelo diabetes através do efeito

modulador do estroégeno sobre a producédo de ERO.

5. Concluséao

Os dados do presente estudo mostram que o estrogeno pode exercer
um papel cardioprotetor sobre o desenvolvimento das injurias cardiacas
induzidas pelo modelo experimental de diabetes tipo | na presenca de
hipertenséo arterial. A deplecédo de estrogeno via ovariectomia ndo modificou o
efeito do diabetes sobre a funcdo e remodelamento cardiaco nos animais
normotensos. Por outro lado, as ratas diabéticas hipertensas mRen2.Lewis
apresentaram maior incidéncia de microinfartos e fibrose cardiaca quando
sofreram a remocao dos ovarios, sugerindo que nessa condicdo o estrégeno
exerca um papel modulador importante sobre o remodelamento cardiaco
induzido pelo diabetes. O tratamento das ratas mRen OVX-STZ com o agonista
do receptor GPR30 (G1) preveniu o efeito somatério das duas intervencoes,
diabetes e ovariectomia, sobre a producdo de coldgeno e reduziu o grau de
hipertenséo arterial, mostrando o papel cardioprotetor desse novo receptor na
condicdo de diabetes. Além disso, a ativacdo do receptor GPR30 foi capaz de
reverter a reducdo da expressdo cardiaca da eNOS, sem alterar o efeito do
diabetes sobre a ativacdo do SRA cardiaco. Em conjunto, nossos resultados

mostram que a ativacdo seletiva do novo receptor de estrogeno GPR30 nas
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ratas mRen2.Lewis previne os efeitos deletérios cardiacos observados com a
concomitante auséncia de estrogeno e insulina através da reducéo da pressao
arterial e preservacdo da via da eNOS. Além disso, esses dados reforcam o
beneficio do uso do agonista especifico do GPR30 como uma nova estratégia
farmacoldgica capaz de minimizar os efeitos adversos comumente observados
com a terapia de reposicdo hormonal tradicional que possui todos o0s

receptores de estrogeno como alvo.
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