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RESUMO

Com o crescente aumento da prevaléncia mundial de diabetes mellitus, tem-se buscado modelos
experimentais para melhor compreensao de sua fisiopatologia e tratamento que atendam de maneira
mais adequada a preservacao de células beta, protecdo de 6rgaos-alvo e atenuacéo da aterosclerose.
Objetivos: Desenvolver modelo experimental de diabetes mellitus tipo 2 induzido por meio de dieta, e
utiliza-lo para examinar os efeitos de um inibidor da enzima conversora de angiotensina (IECA) e de um
bloqueador do receptor de angiotensina (BRA) na protecédo de érgaos-alvo. Métodos: Coelhos machos
Nova Zelandia (n=49) receberam dieta acrescida de banha (10%), sacarose (40%) durante todo o
protocolo do estudo além de colesterol (0,5% nos trés primeiros meses e 0,1% nos meses
subsequentes). Os animais receberam aleatoriamente: apenas a dieta sem farmacos (G1), olmesartana
5 mg (G2), quinapril 30 mg (G3), ou a combinagao de ambos (G4), acrescidos & mesma dieta por seis
meses. Foram analisados lipides, frutosamina, glicose e insulina em jejum com calculo dos indices para
resisténcia a insulina e funcdo de células beta pancreaticas. Foram ainda examinadas as areas sob as
curvas de insulina e glicose, apoés infusao de glicose intraperitoneal. Angiofluoresceinografias e analises
histopatolégicas avaliaram lesdes em 6érgados-alvo. Resultados: Os coelhos ganharam peso, e houve
aumento dos niveis de glicose, colesterol total, LDL-C e triglicérides e redugado do HDL-C (p <0,05 vs.
basal). A frutosamina e o0 HOMA-IR se elevaram, enquanto houve redugdo do HOMA- (p <0,05 vs.
basal). Sinais precoces de retinopatia diabética foram observados a partir do terceiro més, progredindo
até o final do experimento (p<0,0005). Lesdes ateroscleréticas em aorta, esteatofibrose hepatica e
infiltrado glomerular de macréfagos constituiram os principais achados histomorfologicos. O bloqueio do
sistema renina-angiotensina modificou favoravelmente a glicemia e o HOMA-B (p<0,05) e houve
atenuagdo do numero e grau dos microaneurismas pelo tratamento com BRA isoladamente ou
combinado com IECA (p<0,05 vs. G1). Conclusdes: Nosso modelo reproduziu varias caracteristicas
glucometabdlicas do diabetes mellitus tipo 2 humandide, incluindo déficit de secrecdo e resisténcia a
insulina. O bloqueio do sistema renina-angiotensina atenuou algumas alteragdes bioquimicas e as lesées

microvasculares em retina.

Palavras-chaves: Coelhos, diabetes mellitus tipo 2, érgaos-alvo; Inibidor da ECA; bloqueador

do receptor AT1 da angiotensina Il

ABSTRACT

With the increasing prevalence of diabetes mellitus worldwide, new experimental models are required to
better understand the pathophysiology of this disease and to offer therapeutic options that can preserve
pancreatic beta-cells, protect target organs and attenuate atherosclerosis. Objective: The aims of this
study were to develop an experimental model of type 2 diabetes mellitus induced by diet and assess on
this model the effects of an angiotensin-converting enzyme inhibitor (ACEI) and an antagonist of the

angiotensin Il type1 receptor (AT1R) on target organ protection. Methods: New Zealand male white
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rabbits (n=49) were fed high-fat/high-sucrose (10/40%) during the study protocol and cholesterol-enriched
diet (0.5% in the first three months followed by 0.1% until the end of the study). These animals were
randomized to receive: diet alone (G1), olmesartan 5 mg (G2), quinapril 30mg (G3), or combination of
both drugs (G4), added to the same diet for six months. Fasting lipids, fructosamine, glucose and insulin,
with calculation of insulin resistance and beta-cell function indexes were evaluated. The areas under the
curves for glucose and insulin were obtained after intraperitoneal glucose bolus injection. Fluorescein
angiography and histopathological analyses were performed to assess target-organs lesions. Results:
The animals gained weight, and there were increases in blood glucose, total cholesterol, LDL-C and
triglycerides, and decrease in HDL-C (p<0.05 vs. baseline). Fructosamine levels and the homeostasis
model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) were increased, while there was a reduction in the
HOMA-B (p<0.05 vs. baseline). Early clinical features of diabetic retinopathy were seen since the third
month, progressing up to the end of the experiment (p<0.0005). Aortic atherosclerosis, hepatic
steatofibrosis and glomerular macrophage infiltration were the main histomorphologic findings of this
study. The renin-angiotensin system (RAS) blockade favorably modified blood glucose and the HOMA- 3
(p<0.05) and promoted attenuation of the number and grade of microaneurysms in retina in the group of
animals receiving AT1R antagonist or combined therapy with the ACEI (p<0.05 vs. G1). Conclusion: Our
model reproduced several glucometabolic characteristics of humanoid type 2 diabetes, including
decreased insulin secretion and insulin resistance. The RAS blockade attenuated some biochemical

abnormalities and the diabetic retinopathy.

Keywords: Rabbits, type 2 diabetes mellitus, target-organs, ACE inhibitor, angiotensin |l
receptor blocker
1. INTRODUGAO

1.1 Diabetes mellitus tipo 2

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) vem alertando sobre uma eminente
epidemia mundial de diabetes. Em 1985 estimava-se que 30 milhdes de pessoas
possuiam diabetes mellitus (DM), atualmente s&o aproximadamente 171 milhdes e em
2030 este numero devera duplicar se nenhuma agao mais efetiva for tomada. De
acordo com a OMS, o DM ja constitui a quinta causa de morte em todo o mundo (seis
mortes por minuto!’) e devera crescer ainda mais, face aos mdiltiplos mecanismos
associados & doenca aterotrombética’®. Estima-se que o Brasil esteja em sexto lugar
na lista de paises com maior nimero de pessoas com diabetes!".

Além da mortalidade cardiovascular, o diabetes constitui a principal causa de

doenca renal em estagio final® e a primeira causa de cegueira na vida adulta. Muitos
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dos medicamentos empregados hoje no controle glicémico n&o parecem evitar a
progressiva faléncia das células beta-pancreaticas. O estudo UKPDS (1998)® mostrou
de forma nitida a necessidade progressiva de mais medicamentos e controle pouco
satisfatorio da glicemia e complicagbes macro e microvasculares. De fato, mais
recentemente se tém buscado novos farmacos que atendam de maneira mais
adequada a preservacédo das células beta e combinem protegdo de 6rgéos-alvo e
atenuacgao da aterosclerose. Neste cenario, 0 uso de inibidores da enzima conversora
da angiotensina e de bloqueadores do receptor AT1 associou-se com nefro-protecao e
reducdo de desfechos cardiovasculares com beneficios além da reducéo pressorica.
Nos ultimos anos, se tornou evidente que estes medicamentos também reduzem o
aparecimento de novos casos de DM, sendo propostos alguns mecanismos de redugao
da resisténcia periférica a insulina e, mais recentemente, de protecao das células beta-
pancreaticas®.
A diretriz de 2007 da Sociedade Brasileira de Diabetes® define como
glicemia de jejum alterada em humanos valores acima de 100 e abaixo de 126 mg/dL e
tolerancia diminuida a glicose, niveis de glicemia apds sobrecarga de 75 g de glicose
entre 140 e 199 mg/dL, ambas condi¢gbes consideradas como pré-diabetes, embora os
valores para a glicemia de jejum alterada ainda ndo tenham sido oficializados pela
omMs®,
A incidéncia de DM tipo 2, com deficiéncia na producdo de insulina e/ou
resisténcia periférica a insulina, aumenta com a idade, sendo que quase 1/3 dos
individuos com idade superior a 60 anos, tém diabetes ou apresentam glicemia de

8, 9)

jejum alterada ® 9 Também com o envelhecimento, a prevaléncia de hipertenséo

arterial aumenta, especialmente entre os pacientes diabéticos'® 7.

Uma das condi¢gdes mais importantes relacionadas as doengas metabdlicas é a
obesidade. O tecido adiposo modula o metabolismo liberando acidos graxos n&o
esterificados e glicerol, além de hormoénios (leptina e adiponectina), e citocinas pro-
inflamatorias!'?4).

De fato, a maior mobilizacédo de acidos graxos, a hiperglicemia e o estimulo a
hiperinsulinemia parecem contribuir para uma maior ativagdo do sistema nervoso
simpatico, disfuncdo endotelial e reabsor¢do tubular de sdédio, explicando a alta
prevaléncia de hipertensao arterial entre os diabéticos. De forma interessante, alguns

dos medicamentos mais comumente utilizados no controle pressérico parecem agravar
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alguns dos disturbios metabdlicos dos pacientes diabéticos, como os betabloqueadores
e diuréticos.

Além da obesidade, existem outras co-morbidades importantes comuns ao
diabetes mellitus tipo 2 como a retinopatia, nefropatia diabéticas e doengas
cardiovasculares!”.

A importancia do DM como preditor de eventos coronarianos tem sido
fortemente estabelecida a partir de estudos observacionais, na Europa ou na América,
envolvendo populacdes de baixo ou alto risco, para ambos os sexos!™.

A partir destes dados, diretrizes internacionais, como a proposta nos EUA pelo
Adult Treatment Panel'®, pela forca-tarefa européia!'” e brasileira’® passaram a
considerar todos os pacientes portadores de DM como de alto risco para a ocorréncia
de eventos coronarianos, como o infarto do miocardio e a morte cardiovascular.

Segundo a Associagdo Americana de Diabetes, a nefropatia ocorre em 40% dos
individuos com DM, quando a excrecdo de albumina excede 300 mg em 24 horas,
entretanto a microalbuminuria (30-299 mg/24 horas ou 30-299 mg/g creatinina em
amostra isolada) deve ser levada em consideragcdo como o primeiro sinal de lesao
renal®®.

As principais lesdes oftalmologicas encontradas no DM s&o o edema de macula,
a formacao de novos vasos e microaneurismas em retina. No estado do Rio de Janeiro,
Oliveira e cols. estimaram a prevaléncia de 19,5% de retinopatia diabética em
pacientes ambulatoriais'®", nos Estados Unidos da América, estas lesdes resultam em

22 um fato interessante, é

cegueira de aproximadamente dez mil individuos por ano
que estas alteragdes podem ter inicio sete anos antes do diagndstico clinico,
dificultando o tratamento e prevencao.

As alteragbes em 6rgaos-alvo, como pancreas, retina, figado e rins, decorrentes
do DM, estao relacionadas com as lesdes microvasculares, que sofrem acao direta do

sistema renina-angiotensina.
1.2. Mecanismos de Sinalizagao da Insulina

Em condigdes normais quando a insulina se liga a seu receptor ocorrem
mudancas conformacionais e reacdes de fosforilagdo no dominio tirosino-quinase com
substrato do receptor de insulina que ativam a fosfoinositol-3-quinase gerando

fosfatidilinositol trifosfato que se liga a um dominio da Akt, ocorrendo nova fosforilacdo
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e subsequente translocagdo do transportador tipo 4 de glicose (GLUT-4) para

membrana celular® (figura 1).

insuling (T
Glicose H

HZIH PDK1 <—— "PiTs'

Figura 1. Modelo simplificado da sinalizagdo por insulina. IRS (substrato de
receptor de insulina) Y-P (fosforilagdo da tirosina); PI3-K (fosfatidilinositol 3-quinase);
PIP-3 (fosfoinositol 3-quinase); PDK1 (quinase 1 fosfoinositide dependente); PKC
(proteina quinase C); Akt (proteina-serina/treonina quinase); GLUT 4 (transportador tipo
4 de glicose)®.

1.3. Mecanismos de Sinalizagao da Angiotensina ll

A transducdo do sinal celular ocorre por mecanismos complexos e apesar de
muito estudados, nao estdo completamente esclarecidos. As tirosino-quinases
catalizam a transferéncia de fosfato do ATP para um residuo de tirosina de uma
proteina celular alvo especifica. A ativacdo das tirosino-quinases pela ativagao do
receptor AT1 pode ocorrer por tipos nao-receptores e receptores. Todos os receptores
tirosino-quinases possuem estrutura semelhante: uma regido correspondente ao sitio
de ligagdo extracelular, um dominio hidrofébico transmembrana e uma porgéo
intracelular (citoplasmatica). Ja as tirosino-quinases nao receptores sao condutores
intermediarios de diversas vias de sinalizagdo intracelulares, sendo que muitos estao
associados a receptores transmembrana, como os receptores de hormdnios, citocinas,
receptores de fatores de crescimento; sdo ativados pela ligagdo entre receptores e

ligantes extracelulares ou componentes de adesao celulares®.
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A angiotensina Il (Ang Il) se liga ao receptor AT-1, que & acoplado a uma
proteina G, estimula fosfolipase C induzindo a formacdo de inositol trifosfato e
diacilglicerol, levando a ativagao da proteina-quinase C (PKC). A interacdo de Ang Il
com receptor AT1 também determina ativagdo da via das tirosino-quinases com os
substratos dos receptores de insulina (IRS-1 e 2), havendo ligagdo com a
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3-K). Entretanto, ao contrario da insulina, a Ang Il
promove inibicdo da atividade da enzima PI3-K®®, e também pode aumentar a
fosforilagdo da serina com IRS-1, que também diminui a acdo da PI3-K®". A
fosforilagado das tirosino-quinases pela ativacdo do receptor AT1 pode ocorrer por tipos
nao-receptores da familia Src [Fyn, Yes, de ampla expressdo; Pyk2, FAK, e Janus
kinase 2 (JAK2)] e tipo receptores (receptores de EGF e PDGF)®). Essas tirosino-
quinases regulam vias efetoras intracelulares, incluindo a Ras-Raf-MAPK quinase
(MEK)-ERK, e a JAK/STAT (signal transducers and activator of transcription)®® 29,
muitas destas enzimas relacionadas a sinalizagao de fatores de crescimento e citocinas

(figura 2).

Ang Il

] n n n Receptor ATI

angll @ Receptar ATI UUU ’Gprot
A

JAK } \ JAK ‘ » Ras
‘ STAT

Raf
W . |

STAT '
s0cs Mitagenese e Fatores de MEK
¥ Crescimento '
Lm L0004 ERK

Figura 2. Modelos de sinalizacdo da Angiotensina 2 pelo receptor AT1¢?
1.4. Mecanismos de resisténcia a insulina

Estudos recentes tém mostrado que a resisténcia a insulina parece decorrente
de uma interferéncia na sequéncia de reacdes de fosforilagdo da insulina e que culmina

com a translocacao do transportador de glicose®? (figura 3).
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Figura 3. Vias de sinalizagdo do receptor de insulina em situacao fisiolégica e nos
estados de resisténcia a insulina.

A obesidade visceral é altamente prevalente entre os pacientes diabéticos tipo 2
e estd associada com varias e importantes alteragdes metabdlicas. Hoje esta
amplamente reconhecido o papel modulador da inflamacdo, de alteragbes na
hemostasia, de dislipidemia e ndo apenas de resisténcia a insulina® 3.

Esta condicdo clinica implica em reducédo da sinalizagdo pela PI3K em varios
tecidos e aumento de gliconeogénese hepatica®. O aumento de &cidos graxos nao
esterificados ou a diminuicdo do seu metabolismo intracelular resultam em aumento de
diacilglicerois e outros metabodlitos que ativam a cadeia da serina/treonina quinase
levando a sua fosforilagdo com substratos dos receptores de insulina reduzindo a
capacidade de ativar P13-K®", diminuindo a acdo da Akt, que em células endoteliais,
reduz a producdo de oxido nitrico endotelial (e-NO)®). Concomitantemente, existe
aumento de expressao de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6),
que estimulam as vias da JNK e IKKB/NF-kKB resultando em regulagdo positiva de
mediadores inflamatoérios, aumento da liberagdo de proteina quimiotaxica de mondcitos
(MCP-1), acarretando em maior recrutamento de macréfagos para tecido adiposo e

endotelial (figura 4)®% 3",
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Figura 4. Interacdo das vias de sinalizagdo do receptor de insulina em situagéo
fisiolégica e nos estados de resisténcia a insulina no endotélio, adipécito e célula
muscular esquelética®®.

Em pacientes diabéticos tem sido descrita a ativacdo do sistema renina-
angiotensina (SRA) que parece estar associada a maior expressdo de citocinas
inflamatdrias, o que determina uma mudanga na sequéncia de sinalizacdo celular a
partir da interacdo da insulina com seu receptor, promovendo ndo apenas maior
resisténcia a insulina, mas também favorecendo a ativagado de outra via metabdlica,
relacionada & maior atividade proliferativa e a hipertensdo arterial®. Alguns estudos
mostram que em estado de hiperinsulinemia existe aumento de receptores tipo 1 de
angiotensina Il (AT-1R)®%*2). Neste cenario, a disfungdo endotelial também ocorre por
uma menor fosforilagdo da enzima éxido nitrico sintase endotelial (eNOS), diminuindo a

captacao de glicose e contribuindo para a elevagao da pressao arterial.

1.5. Ativagdo do sistema renina angiotensina e fungcao das células beta

pancreaticas

Em estudo experimental, ratos ZDF (Zucker Diabetic Fatty) receberam um
inibidor da enzima conversora da angiotensina (IECA) perindopril, um bloqueador do
receptor tipo | da angiotensina Il (BRA) irbesartana ou placebo por dez semanas. Os
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animais nao tratados exibiram, nas ilhotas de Langerhans, aumento da expressao do
receptor AT1 e das enzimas conversoras de angiotensina (ECA 1 e ECA 2), além de
maior fibrose, apoptose e estresse oxidativo efeitos dependentes da angiotensina II,
entretanto ambos os grupos tratados tanto com o IECA como com o BRA tiveram
diminuicdo de apoptose, preservagao das ceélulas beta e melhor resposta aos estimulos
para secrecdo de insulina®®.

Mais recentemente, Chu et al**) confirmaram a maior ativacdo do sistema renina
angiotensina em camundongos db/db e sua relacdo com a secrecao de insulina. De
maneira interessante os autores mostraram que o aumento da angiotensina Il ocorria
em paralelo @ menor secregao de insulina e gradualmente, neste modelo experimental,
havia maior expressdo do SRA e menor expressao de insulina em estudos
imunohistoquimicos nas ilhotas pancreaticas. Neste modelo, o pré-tratamento com
losartana foi associado com melhor resposta funcional destas células pancreaticas aos
estimulos da hiperglicemia.

Vistos em conjunto, estes estudos sugerem que o bloqueio do SRA pode
propiciar redugdo de novos casos de diabetes tanto por diminuigdo da resisténcia
periférica a insulina como pela maior preservagao anatdbmica e funcional das ilhotas de

Langerhans.
1.6. Nefroprotegao pelo bloqueio ao sistema renina angiotensina

Recentemente, nosso grupo mostrou em coelhos tornados hiperlipidémicos pela
dieta rica em colesterol e diabéticos pela lesdo de células beta provocada pela aloxana,

que estes animais precocemente desenvolvem alteragbes tubulares (vacuolizagao e

calcificagado) e glomerulares (infiltrado de macréfagos) (figuras 5 e 6).
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Figura 5. Imunohistoquimica de macréfagos em glomérulos (x400). Grupo | e
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Figura 6. Fotomicrografia do rim de coelhos dlabeticos e hipercolesterolémicos. Corado
por HE. A) Vacuolizagdo tubular (flechas) — original x400 B) Calcificagao tubular
(flechas) — original x200

Nestes animais, verificamos que estas alteracbes morfolégicas também se
acompanharam de alteragbes funcionais, com significante aumento na relagdo de
albumina/creatinina urinaria. Neste estudo, os animais tratados com o quinapril (IECA),
nao apenas tiveram melhor relagdo albumina/creatinina como também significante
reducao na infiltragdo de macréfagos nos glomérulos.

Embora a utilizagdo de combinagdo de IECA e BRA nao tenha sido inicialmente
empregada no tratamento da hipertensédo arterial, face ao pouco valor aditivo na
redugdo da pressdo arterial, mais recentemente esta associagao tem sido sugerida
pelo sinergismo na reduc&o da proteintria, especialmente em diabéticos®?.

Todavia, menos informagédo se tem a respeito do possivel sinergismo desta
associacdo em parametros como a aterosclerose ou a prépria preservacido das células
beta-pancreaticas.
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1.7. A Nova Visao do Sistema Renina Angiotensina

A angiotensina Il € o principal peptideo efetor do SRA, ligando-se aos receptores
AT1 e AT2®) sendo que a ativacdo do receptor AT2 exerce um papel anti-aterogénico,
contrapondo-se a acéo do receptor AT1. A angiotensina Il, atuando no receptor AT1,
exerce varios efeitos que podem se associar ao desenvolvimento de aterosclerose e
suas complicagdes: estimula a modificagao de LDL, ativa a fosforilagdo do fator nuclear
kB, o qual promove a expressdao de moléculas de adesdo e fatores quimiotaticos
(VCAM-1, MCP-1, MCSF), facilitando a adesédo e penetragdo de células no espago sub-
intimal e estimula proliferagdo e migracdo de células musculares lisas da camada
média para a intima“”. Estes resultados d&o suporte para a utilizagao de drogas que
bloqueiam o sistema renina-angiotensina (IECA ou antagonista AT1) para melhorar as
alterac¢des na funcgéo e estrutura vascular associadas com hipertenséo e aterosclerose.

Outro peptideo, a angiotensina 1-7 (Ang 1-7), pode ser formado a partir da
degradagao da angiotensina | pela agdo das endopeptidases, como também a partir da

acdo da ECA2 sobre a angiotensina 1%

. A Ang 1-7 tem papel ateroprotetor,
contrabalancando as acdes vasculares e proliferativas da angiotensina [1“®. A maioria
dos inibidores da ECA aumenta os niveis teciduais e plasmaticos de Ang 1-7, pois
estes desviam a formagao de angiotensina Il por essa enzima a partir da angiotensina
1“9) O uso de antagonistas do receptor AT1 resulta no actimulo de angiotensina Il e,
consequentemente, na formagdo de Ang 1-7. Estudos sugerem que o acumulo de Ang
1-7 nessas condicdes esta intimamente relacionado com os efeitos cardiovasculares
produzidos pela terapia combinada de inibidores da ECA e bloqueadores do receptor

AT1@®)_A figura 7 mostra a nova visdo do SRA.
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Figura 7. A nova visdo do sistema renina-angiotensina®. ACE = enzima
conversora da angiotensina; NEP = neuroendopeptidases; ACE2 = enzima conversora
da angiotensina tipo 2; mas-R = receptor da angiotensina 1-7; AT1 e AT-2 = receptores
da angiotensina Il tipos 1 e 2.

De maneira interessante, o bloqueio do SRA (inibicdo da ECA) também
determina menor degradagao de bradicinina, substancia P e outros peptidios todos
capazes de promover maior estimulo a produg¢ao de 6xido nitrico e, portanto, acbes
anti-aterotrombaticas. Da mesma forma, o bloqueio do receptor AT1 da angiotensina |l
pode levar a maior expresséo do receptor AT2, com beneficios na aterosclerose. Mais
recentemente, com o bloqueio mais intenso do SRA pode-se esperar novas e benéficas
acgdes quer pelos mecanismos ja citados, ou por maior atividade da Ang 1-7.

Varios estudos envolvendo IECA ou BRA em populagbes de hipertensos,
diabéticos ou de coronarianos sugeriram beneficios adicionais a redug&o pressorica, na

protecdo renal, coronariana e na reducdo de novos casos de diabetes®'®

. Porém,
menor informacdo se tem sobre os beneficios da combinacdo destes farmacos,
especialmente em modelo experimental de aterosclerose e diabetes.

Em nosso laboratorio, temos utilizado o modelo de aterosclerose induzido em
coelhos Nova Zelandia, por meio da dieta hipercolesterolémica e, mais recentemente,
desenvolvido dois modelos de diabetes, pela destruicdo de células beta por aloxana

(modelo de diabetes tipo 1) e pela dieta rica em sacarose e gorduras (modelo de
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diabetes tipo 2). Estes animais desenvolvem aterosclerose marcante com a dieta,
sendo adequados ao estudo de intervencdes medicamentosas, permitindo quantificar
neste modelo o grau de atividade plasmatica da ECA e as respostas na aterosclerose e

na nefropatia induzidas pela medicacgao.
1.8. Efeitos do bloqueio ao SRA na aterosclerose experimental

O uso da IECA em modelos experimentais tem mostrado efeito benéfico no
desenvolvimento de aterosclerose®®® °). Em coelhos, com diferentes doses, verificou-
se um efeito protetor, reduzindo a gravidade da aterosclerose em animais com dieta
aterogénica, de maneira independente da pressao arterial ou nivel de colesterol,
sugerindo um efeito direto nas células da parede do vaso, aumentando a sintese de
colageno pelas células musculares lisas e diminuindo a captagado de lipoproteinas

(58, 59

aterogénicas ). Protecdo também foi observada na reatividade vascular dependente

do endotélio e lesdo vascular em artérias aorta, carétidas e femorais e também em
érgéos como coracéo e rim© &Y,

Em relacdo a utilizagdo de BRA, o uso de valsartana em coelhos com dieta
hipercolesterolémica também foi associado a menor desenvolvimento de
aterosclerose® e melhora da fungdo endotelial®®. Utilizando-se um modelo de ruptura
de placa com formacdo de trombos, em coelhos, verificou-se com o bloqueio do
receptor de angiotensina com candersartana, atenuagdo do grau de aterosclerose e
reducdo da ruptura da placa, menor acumulo de macréfagos e aumento de deposi¢cao
de colageno na aorta nestes animais®®.

Os efeitos da combinacdo dos farmacos sao muito menos descritos na
aterosclerose, mas na nefroprotecao, foi mostrado que a utilizagado de valsartana com
perindopril em ratos diabéticos diminuiu a glomerulosclerose em comparagdo ao uso
isolado de cada agente®”).

A expressado da ECA e receptor AT1 tem sido descrita ndo apenas em tecido
aterosclerdtico de coelhos®®, mas também em humanos. Utilizando-se do modelo de
aterosclerose induzida pela dieta em coelhos Nova Zelandia, foi demonstrada a maior
expressédo de ECA2 e receptor AT2, embora o significado da maior expressao destes
componentes do SRA nas placas destes animais n&o esteja elucidado™?.

Com o crescente interesse em modelo experimental de diabetes tipo 2, testamos

um modelo de indugdo desta condicdo em coelhos pela dieta rica em gorduras e
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sacarose, conforme relatado por Yin (2002)®. Em estudo piloto desenvolvido em
nosso laboratério conseguimos reproduzir os achados deste autor, observando-se
hiperglicemia, baixos niveis de HDL-c e hipertrigliceridemia, apds seis meses de dieta,
nestes animais. Com a utilizagdo concomitante de colesterol a dieta proposta é
possivel combinar as alteragdes lipidicas as modificagcbes no metabolismo dos
carboidratos. Acreditamos que este modelo possa contribuir para o estudo da
aterosclerose, nefropatia e preservagao de células beta, além de estudos da retinopatia
diabética, permitindo, ainda, o exame de intervengdes terapéuticas que possam
atenuar a morbidade do diabetes e suas repercussdes em orgaos-alvo.

Todos estes dados indicam a relevancia do diabetes na morbi-mortalidade por
doenga cardiovascular e demandam a criagao de um modelo experimental para melhor
entender a fisiopatologia desta doenga e buscar formas de prevencao de lesbes macro

e microvasculares.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos desse estudo foram:

1 - Induzir o desenvolvimento de DM tipo 2 em modelo experimental de coelhos, por
meio de uma dieta rica em banha de porco, sacarose e colesterol, para avaliar

alteragdes glucometabolicas e lesdes em 6rgéos-alvo;
2 — Avaliar os efeitos de um inibidor da enzima conversora da angiotensina, de um

bloqueador do receptor AT1 da angiotensina IlI, ou de sua combinagdo na atenuagéao

das alteragdes observadas neste modelo experimental.
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3. METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP sob o
n°1937/06, estando de acordo com todas as normas de regulamentagdo para uso de

animais de laboratério do Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal.

3.1. Desenvolvimento do estudo

3.1.2. Animais

Todos os animais deste estudo foram coelhos machos da raca Nova Zelandia,
brancos, procedentes e alocados no CEDEME, UNIFESP-EPM.

Os animais ficaram em gaiolas individuais de polietileno de alta densidade
(PEAD), receberam agua ad libitum e suas camas, agua e ragao foram trocadas
diariamente, permanecendo em sala climatizada, com ciclo de luz claro/escuro
12/12hroras. Para evitar estresse de cativeiro nenhum procedimento foi realizado na
sala de manutencao.

Ap6s um periodo de aclimatacdo de 15 dias os animais iniciaram os
procedimentos do estudo. Nos tempos 0 e 3 meses foram realizadas apenas coleta de
sangue da artéria central da orelha, com escalpe 21, para analises laboratoriais. Por
ocasido do sacrificio foram feitas também coletas por puncao intra-cardiaca, sob
anestesia. Os animais foram sacrificados logo apds os procedimentos no tempo 6
meses, por excesso de anestésico.

O estudo teve inicio com 49 coelhos aleatorizados em quatro grupos, com peso
entre 2000 g e 2500 g, mas apos fase de aclimatagao trés animais foram excluidos por
questdes clinicas, desta forma o protocolo com a dieta banha/sacarose/colesterol
(B/S/IC), seguiu da seguinte maneira:

e Grupo 1 - controle sé com dieta, sem tratamento (n=13)

e Grupo 2 - coelhos tratados com bloqueador do receptor AT1 (n=11)

e Grupo 3 — coelhos tratados com inibidor da ECA (n=11)

e Grupo 4 — coelhos tratados com bloqueador do receptor AT1 e inibidor da
ECA (n=11)
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Também utilizamos dois animais controle, normais e dois hipercolesterolémicos

sem adi¢ao de banha e agucar na dieta para analises de dados oftalmologicos.

3.2. Desenho do estudo

G1
B/S/C
G2
B/S/C+ BRA
G3
B/S/C+ IECA
G4
B/S/C+ BRA + IECA
Tempo 0 3 meses 6 meses
3.2.1.Dieta

A racdo padrao de coelhos foi acrescida de banha/sacarose (10% de banha e
40% de sacarose) e colesterol 0,5% nos trés primeiros meses e 0,1% nos meses
subsequentes. Para obter a mistura final (1 kg) foram acrescentados a ragédo comercial
triturada (Purina, Canoas, RS, Brasil), 100 g de banha de porco (Sadia, Concdrdia, SC,
Brasil), 400 g de sacarose (agucar comercial, Unido, Piedade, RJ, Brasil) e 5,0 g (até o
3° mes) ou 1,0 g (do 3° ao 6° més) de colesterol em po6 (Sigma-Aldrich, Palo Alto, CA,
EUA). A mistura foi hidratada para obtengdo de consisténcia adequada para ser
repeletizada em moedor de carne, e seca em estufa a 60°C por 24 h. Esta dieta foi
oferecida para ser consumida por seis meses. Os medicamentos foram acrescidos a
racao durante o seu preparo a partir do momento basal, considerando-se 0 consumo
de 110 g de ragdo por dia/coelho, nas seguintes doses: olmesartana (5 mg/dia,
(Olmetec®, Pfizer, Cali, Colombia), quinapril (30 mg/dia, (Accupril®, Pfizer, Cali,
Colombia), ou a associagao de ambos, oferecidos aos animais dos grupos 2, 3 e 4,

respectivamente. O tratamento foi mantido durante todo o protocolo do estudo.
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3.3. Analises laboratoriais
3.3.1. Dosagens Bioquimicas

Foi colhido sangue da artéria central da orelha nos periodos 0, 3 e 6 meses para
dosagens laboratoriais bioquimicas de colesterol total, triglicérides, glicose, insulina,
frutosamina, aspartato amino transferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
gama-glutamil transferase (GGT), albumina e creatinina. No sacrificio foram feitas
dosagens de glicose e insulina nos tempos 0, 2, 5, 10 e 15 minutos apds infuséo
intraperitoneal de glicose (1g/kg de peso), e posteriormente calculados os indices de
HOMA-IR®® [insulina basal x (glicemia/18)] / 22,5 para avaliar a resisténcia a insulina e
HOMA-B®® [(20xinsulina basal)/(glicemia/18)-3,5], para avaliar a fungdo das células
beta.

Também foram realizadas no dia do sacrificio, dosagens urinarias de nitritos,
albumina e creatinina via cistocentese, com calculo da relagdo albumina/creatinina em
amostra isolada de urina.

As dosagens bioquimicas foram realizadas no Laboratério Central da
Universidade Federal de Sdo Paulo - UNIFESP. O soro e o plasma foram separados,
mantidos a temperatura ultrabaixa (-80° C) e descongelados em temperatura ambiente
por ocasiao das analises.

As analises bioquimicas foram feitas em aparelho automatizado da marca
Olympus AU 640 (Olympus, Nagano, Nagano, Japédo). O colesterol total e os
triglicérides foram mensurados por método enzimatico colorimétrico, o HDL-C foi
dosado apos precipitacdo das lipoproteinas contendo Apo B, no sobrenadante,
utilizando-se reagentes especificos para aparelho Olympus AU 640 (Nagano, Nagano,
Jap3o). O LDL-C foi estimado pela formula de Friedewald®”. A albumina foi mensurada
por método colorimétrico, a gama-glutamil transferase e creatinina por método cinético
colorimétrico. AST, ALT foram mensuradas por método cinético. Frutosamina foi
dosada por método cinético de tempo fixo.

As glicemias foram mensuradas com glucosimetro (OneTouch® Ultra®, LifeScan
Inc., Johnson & Johnson, S&do José dos Campos, SP, Brasil), utilizando-se tiras

reagentes de mesma marca. A insulina foi mensurada por quimiluminescéncia em
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aparelho Immulite, utilizando-se os reagentes L2KIN2 (Diagnostic Products
Corporation, Siemens, Los Angeles, CA, EUA). Albumina e creatinina foram dosadas
na urina. Os nitritos urinarios foram dosados por método de quimica seca utilizando-se
tiras reagentes Multistix (Siemens Healthcare Diagnostics, West Sacramento, CA,

USA), que fornecem resultados semi-quantitativos.
3.3.2. Avaliacdo da fungdo das células beta pancreaticas

Para estudar a primeira fase de secre¢cdo de insulina os animais foram
anestesiados no momento do sacrificio com xilazina (5 mg/kg, Rompun®, BayerAG,
Sao Paulo, SP, Brasil) e ketamina (35 mg/kg, Vetaset®, Fordodge, Sao Paulo, SP,
Brasil) e um bolus de glicose 50% (1g/kg de peso) foi administrado por via
intraperitoneal. Foram colhidas amostras de sangue para dosagens de glicose e
insulina nos tempos 0, 2, 5, 10 e 15 minutos por puncéo intra-cardiaca. A primeira fase
de secrecdo de insulina foi estimada pela area incremental sob a curva de insulina
entre 0 e 15 minutos ap6s a infusdo de glicose!"®. Foi também avaliada a area sob a

curva da glicose nas mesmas condigoes.
3.3.3. Retinografia e angiofluoresceinografia

Retinografia e angiofluoresceinografia (AFG) foram realizadas no periodo basal,
3 e 6 meses pelo Departamento de Oftalmologia, Disciplina de Retina, coordenadas
pelo Prof. Michel Farah, e com a participacédo da aluna de pds-graduacgao, Juliana
Bottés. Em todos os exames utilizou-se a anestesia intramuscular de 35 mg/kg de peso
de hidrocloreto de ketamina e 5 mg/kg de peso de hidrocloreto de xilazina. As pupilas
foram dilatadas anteriormente aos procedimentos, com instilagdo no saco conjuntival
de uma gota de tropicamida a 1% (Bausch & Lomb Pharmaceuticals Inc., Rochester,
NY, EUA) e hidrocloreto de fenilefrina 5% (Bausch & Lomb Pharmaceuticals Inc.,
Rochester, NY, EUA).

A técnica angiografica para o exame contrastado consistiu de injeg&o
endovenosa de 0,1 ml de fluoresceina sédica (10%, 0.1 mL; Ophthalmos, S&o Paulo,
SP, Brasil), vagarosamente na veia auricular marginal dos animais. Fotografias do
fundo de olho foram obtidas com a camera TRC (50X; Topcon Inc., Téquio, Japao).

Apos a injecéo, o animal foi posicionado e a unidade de camera alinhada com o olho.
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Foram realizadas fotografias a intervalos de dez a quinze segundos e,
sequencialmente, a cada dez segundos até que transcorresse um minuto. Outras
fotografias também foram realizadas cinco minutos apds a inje¢do para analisar a fase
de realce tardio. Foram considerados como portadores de microaneurismas os olhos
com evidéncia de hiperfluorescéncia puntiforme adjacentes aos vasos retinianos.

Pelas caracteristicas anatébmicas da retina de coelhos (as artérias néao
apresentam disposi¢do em arcada, como no ser humano, mas sim linear), foi feita uma
adaptagcdo na padronizacdo da contagem dos microaneurismas. A prevaléncia de
microaneurismas foi determinada com base em fotografias padrdo, com um raio
equivalente ao diametro aproximado do disco 6ptico (1.500 micra), considerando a area
a 1.500 micra do bordo do disco 6ptico. O numero de microaneurismas foi graduado
em quatro niveis: | < 10; Il 11-30; lll 31-50; IV > 50 microaneurismas. Todas as

avaliagdes foram realizadas de maneira cega.

3.3.4. Imunohistoquimica e Histomorfometria

Os animais foram sacrificados logo apds os procedimentos por excesso de
anestésico. Apos o sacrificio, aorta, pancreas, rim e olho foram retirados para estudo
histopatoldgico. Histologia, histomorfometria e imunohistoquimica foram realizadas no
Departamento de Patologia, Disciplina de Patologia Aplicada, sob supervisdo da Prof®.
Silvia Saiuli Miki Ihara.

As aortas foram retiradas desde o arco aodrtico até a bifurcacao da iliaca, abertas
longitudinalmente, fixadas em suporte rigido e imersas em formol 10% tamponado
(pH= 7,4) por 24 horas. Apés a fixagao, a aorta foi corada com Sudam Il (Science Lab,
Houston, TX, EUA) para anélise macroscépica da presenca de placas ateroscleréticas.
A extensdo de aorta coberta por placa aterosclerotica foi estimada por planimetria
computadorizada, utilizando-se o Image Tool® software versdo 3,0 (Image Tool for
Windows, University of Texas Health Science Center in San Antonio, UTHSCSA, San
Antonio, TX, EUA).

Um fragmento do arco aortico, um da aorta toracica e outro da aorta abdominal
foram retirados para analises histologicas. Seccbes dessas amostras (cerca de 4 mm)
foram coradas por hematoxilina e eosina (HE, Nuclear, Alkimia, Maringa, PR, Brasil)

para observacao geral e por Verhoef (Nuclear, Alkimia, Maringa, PR, Brasil) para fibras
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elasticas, permitindo a determinagdo da area da intima ocupada por placa (l), da area
da média (M) e da relacao intima/média (I/M), utilizando-se do programa Image Tool.

Macrofagos e células musculares lisas foram identificados por reagdo imuno-
histoquimica, utilizando-se os seguintes anticorpos monoclonais: anti-macréfagos de
coelhos na diluigdo de 1:400, em BSA 1% (RAM-11- M 0633- DAKO Corp, Carpinteria,
EUA), e anti-alfa actina para musculo liso humano, na diluicdo 1:200 em BSA 1% (1A 4
—M0851, DAKO Corp, Carpinteria, EUA). O ensaio imunohistoquimico baseou-se no
método imunoenzimatico indireto em trés etapas, utilizando-se o0 complexo
estreptoavidina-biotina-peroxidase (C-004, DAKO Corp, Carpinteria, CA, EUA). Cortes
histolégicos com 3 um de espessura foram colhidos em laminas silanizadas (Sigma, ST
Louis, MO, EUA) e apds desparafinizagao, foi realizado o bloqueio da peroxidase
enddégena, com uma solugdo de H202, seguido de lavagem em PBS (fosfato salino
tamponado; pH=7,4). Os anticorpos primarios foram incubados a 4°C overnight. Apos
lavagens em solug&o de PBS, as sec¢des foram incubadas com o anticorpo secundario
IgG de coelho anti-camundongo biotinilado na diluigdo de 1: 400 (E-0354 — DAKO
Corp, Carpinteria, CA, EUA) por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
os cortes foram incubados com a solugdo do complexo streptoavidina-peroxidase na
concentragao de 1:200 (C-004, DAKO Corp, Carpinteria, CA, EUA) durante 30 minutos,
seguida de lavagens em PBS. A revelacéao foi realizada com substrato cromoégeno 3,3
diamino-benzidina-peréxido de hidrogénio (DAB liquido K-3468, DAKO Corp,
Carpinteria, CA, EUA). Os cortes foram lavados em agua corrente, contracorados com
Hematoxilina de Harris (Nuclear, Alkimia, Maringa, PR, Brasil) e montados em Entellan
(Merck Chemicals, Darmstadt, Germany).

Para quantificar os macrofagos e células musculares lisas na camada intima,
imagens de duas secgdes histologicas da placa aterosclerética (400x) foram
capturadas e digitalizadas. As imagens digitalizadas foram inicialmente tratadas no
programa Corel Photo-paint (Mountainview, CA, EUA), a fim de isolarem-se as areas
positivamente coradas pela reagdo imunohistoquimica. A maior lesdo observada na
seccdo foi analisada, incluindo-se as areas com maior marcagao e enquadrando a
imagem a partir do endotélio junto a luz do vaso. As areas marcadas positivamente
foram determinadas pelo programa morfométrico Image Tool 3.0. Determinou-se a area
marcada positivamente pela reacdo imunohistoquimica e a area da intima na mesma

imagem, calculando-se a porcentagem de area da intima ocupada por macrofagos ou
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células musculares lisas. Os resultados foram expressos como areas marcadas e areas
fraccionais da camada intima.

Fragmentos de pancreas, e rim foram processados para analise histopatoldgica,
realizando coloragbes por HE e Picrosirius (para colageno, Nuclear, Alkimia, Maringa,
PR, Brasil). O acido periodico de Schiff (PAS, Nuclear, Alkimia, Maringa, PR, Brazil) foi
utilizado para marcar a membrana basal nos rins.

Estudo imunohistoquimico foi realizado nos tecidos, com anticorpos anti-
macrofagos (RAM-11, DAKO), anti-insulina e anti-AT1R (ambos da Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, EUA). O numero de macrofagos nos rins foi
contado em 50 glomérulos.

Para a avaliagdo da area total de ilhotas foi utilizado anticorpo anti-insulina.
Foram realizados trés cortes transversais do pancreas de cada animal, e examinadas
25 ilhotas, escolhidas aleatoriamente. Foi determinada a area da ilhota e o numero de
células por ilhota. A area de ilhotas pancreaticas marcadas para insulina bem como a
densidade de marcagdo para a insulina foram analisadas usando um sistema
automatico de andlises*®. A area total de células beta foi estimada nas seccgdes
coradas para insulina e AT1R utilizando-se a férmula: Area total de células beta (um?) =
Y das areas de todas as ilhotas contadas (um?). Foram determinados a area das ilhotas
€ 0 numero de células por ilhota. A area da ilhota marcada para insulina e AT1R, assim
como a densidade da marcagao foram analisadas automaticamente utilizando-se o
ImageJ software (Image Processing and Analysis in Java, acessado em:

http://rsbweb.nih.gov/ij/features.html). Por este programa, a soma dos valores de pixels

na selecao € calibrada para ser equivalente aos plots das areas dos valores médios de
cinzas. O grau de esteatose e balonizagdo do figado foram distribuidos
semiquantitativamente em 4 categorias (ausente, leve, moderada e grave). A fibrose
hepatica nas secgbes foi categorizada em grau 0, correspondendo ao parénquima
normal; 1, presenca de septos incompletos, espessamento de fibras colagenas proximo
a veia centrolobular, com proje¢cdes para dentro do parénquima; 2, presenca de septos
completos ou incompletos entre a veia centrolobular e 0 especo portal; e 3, presenca
de septos completos ou incompletos, e nddulos anormais com subversdo do
parénquima.

Os olhos foram removidos, fixados em formol tamponado (pH = 7,4) para

analises histopatologicas (HE e PAS) para avaliar sinais precoces de retinopatia.
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3.3.5. Angiotensinas

A quantificagdo de angiotensinas foi determinada no Laboratério de Rim e
Hormonios da Disciplina de Nefrologia da UNIFESP sob orientagdo da Prof. Dra. Dulce
Elena Casarini. Foram colhidas amostras no momento basal, 3 e 6 meses. A extracao
das angiotensinas plasmaticas foi realizada em colunas Oasis Cs (Gen-Pak FAX
Columns, Waters Corp, Milford, MA, EUA) previamente ativadas com metanol (5 mL),
tetrahidrofurano (5 mL), hexano (5 mL) e agua (10 mL), todos da Merck (Merck
Chemicals, Darmstadt, Germany). Apos a ativagao, as amostras foram aplicadas nas
colunas, lavadas com agua e eluidas na mistura etanol/acido acético/agua na
proporcao 90%/4%/6%. Os eluatos foram entdo liofilizados, redissolvidos em 500 uL de
fase movel A (5% de acetonitrila em 0,1% de acido ortofosférico; Merck Chemicals,
Darmstadt, Germany) e filtrados com membrana 0,22 ym para serem analisados por
HPLC.

Os peptideos foram separados em uma coluna de fase reversa Aquapore ODS
300 (250 x 4,6 mm), 7 um (Brownlee NewGuard Cartridge Column RP-18, Perkin
Elmer, Waltham, MA, EUA), utilizando 5 min de gradiente isocratico seguido por 20
minutos de gradiente linear de 5% a 35% de fase mével B (95% Acetonitrila em acido
trifluoroacético 0,1%; Merck Chemicals, Darmstadt, Germany), sob um fluxo de 1,5
mL/min por 40 minutos por HPLC.

As angiotensinas de cada amostra foram identificadas, comparando-as com o

tempo de retencdo das angiotensinas padréo no HPLC.
3.3.6. Atividade da Enzima Conversora da Angiotensina

A atividade da ECA foi mensurada no Laboratério de Rim e Hormonios da
Disciplina de Nefrologia da UNIFESP. Foram colhidas amostras de soro nos momentos
basal, 3 e 6 meses.

Determinada fluorimetricamente, em solucdo contendo hipuril-histidil-leucina
(HHL, Sigma-Aldrich, Palo Alto, CA, EUA)®® e Carbobenzoxy-fenilalanina-histidina-
leucina (Z-Phe-His-Leu, Sigma-Aldrich, Palo Alto, CA, EUA)® %) como substratos

sintéticos para a ECA. O tampé&o padrao utilizado para os ensaios foi o borohidrato de
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sédio 100 mM pH 8,3, contendo NaCl 300 mM e ZnSO4 0,1 mM (Merck Chemicals,
Darmstadt, Germany).

Aliquotas dos soros (10 L) dos coelhos foram incubadas a 37° C, com 200 pL do
substrato ZPhe-HL, durante um periodo de 10 minutos, sendo que as reagdes
enzimaticas foram interrompidas com 1,5 mL de NaOH 0,28 N. O dipeptideo His-Leu
liberado foi acoplado ao marcador fluorescente ortoftaldialdeido (20 mg/mL, em
metanol), sendo a reacgdo fluorimétrica interrompida ap6s 10 minutos pela adicédo de
200 pL HCI 3 N (Merck Chemicals, Darmstadt, Germany). A seguir, a leitura da
fluorescéncia (excitagdo: 360 nm; emissdo: 500 nm) foi feita no espectrofluorimetro
(Hitachi Spectrofluorometer F-2000, Hitachi, Téquio, Japao).

3.4. Analise estatistica

As variaveis categoricas foram comparadas entre os grupos pelo teste do Qui-
quadrado ou teste exato de Fisher, com particao; para as variaveis numéricas foram
apresentadas as medidas descritivas e os boxplots ou barras. Os grupos foram
comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo método de comparagdes
multiplas de Tukey, ou por analise de varidncia com medidas repetidas (GLM repeated
mesures) com pos-teste de Bonferroni através do software SPSS 11.5. Para as
variaveis que nao apresentaram distribuigdo normal pelo teste Kolmogorov-Smirnov,
estas foram transformadas em logaritmo de base natural sendo posteriormente
aplicados os testes mais adequados. Foram considerados significantes valores de p

<0,05, com intervalo de confianga de 95%.
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4. RESULTADOS

4.1. Animais

Para o modelo de indugado de DM tipo 2, foram incluidos 13 coelhos, entretanto
um animal teve reacdo idiossincrasica ao anestésico e foi a 6bito no terceiro més
durante procedimento para realizacdo de AGF. Também utilizamos dois animais
controle, normais e dois hipercolesreolémicos para algumas analises oftalmologicas.

Para avaliar os efeitos dos medicamentos que bloqueiam o sistema renina
angiotensina, foram incluidos 49 animais alocados aleatoriamente em 4 grupos, destes,
36 animais concluiram o protocolo. O grupo 1 foi composto dos mesmos animais
utilizados para o desenvolvimento do modelo.

G1-12 coelhos

G2-10 coelhos

G3-11 coelhos

G4-03 coelhos

Em virtude da alta mortalidade ocorrida no grupo 4 (72%) antes de completarem
os 3 meses de estudo e, por diferentes causas de 6bito, os dados destes animais néo
foram utilizados para as analises estatisticas, mas estdo descritos em carater

ilustrativo.

4.2. Peso

Os coelhos comegaram a dieta (momento basal), apds periodo de aclimatagao
(15 dias), sem diferenga de peso, e consumiram, em média, 100 g de ragao por dia.

Avaliando apenas os animais utilizados para o desenvolvimento do modelo de
DM tipo 2 (Grupo 1), com relagdo ao peso, houve ganho ponderal no terceiro més,

sendo mantido até o final do estudo (Figura 8).
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GLM: tempos p<0,001: basal vs. 3 e 6 meses (p<0,001)
Figura 8. Boxplots da evolugdo do peso (g) no grupo 1

Comparando os animais em seus respectivos grupos, os que concluiram o
protocolo ganharam peso significativo no primeiro trimestre, permanecendo estavel até

o final do protocolo. Nao houve diferenga entre os grupos (tabela 1), e o consumo de
racao foi semelhante entre os animais.

Tabela 1. DISTRIBUIGAO DOS ANIMAIS DE ACORDO COM O PESO (G) EM
RELACAO AO TEMPO

Grupos
G1 G2 G3 G4
N 12 10 11 3
Peso (g) Basal 2565 (51) 2740 (49) 2816 (94)
(EPM) 2617 (47)
Peso (g) 3 meses
3487 (96) 3525 (141) 3793 (1008) 3233 (192)
(EPM)
Peso (g) 6 meses
(EPM) 3651 (121) 3600 (132) 3858 (126) 3760 (241)

GLM: tempos p<0,001: peso basal < 3 meses (p<0,001) e 6 meses (p<0,001).
Grupos: G1=G2=G3 (p=0,066).

4.3. Perfil Lipidico

Neste modelo (Grupo 1) houve aumento dos niveis plasmaticos de colesterol

total (figura 9) e LDL-C (figura 10) ja no terceiro més de dieta, com uma redugéo no 6°
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més, relacionada a reducado do teor de colesterol adicionado a racdo de 0,5% para
0,1% no 3° més. O mesmo comportamento ocorreu quanto ao nivel de colesterol total e
LDL-C comparado entre os trés grupos (tabela 2). Entretanto, os niveis séricos de HDL-
C foram menores no sexto més comparados ao momento basal e 3 meses, tanto
isoladamente no grupo 1 (figura 11) como na comparagéo entre os trés grupos (tabela
2).

2.000

1.500-

1.000

Colesterol Total (mg/dL)

5007

el |
o

T T T
Basal Imeses G meses

GLM: tempos p=0,02: Basal < 3 meses (p=0,001) e 6 meses (p=0,005); 3 meses > 6
meses (p=0,014).
Figura 9. Boxplots da evolugao dos niveis de Colesterol Total (mg/dL) no grupo 1

1.500

1.0007)

LDL (mg/dL)

500

T T T
Basal 3 meses B meses

GLM: tempos p=0,001: Basal < 3 meses (p=0,001) e 6 meses (p=0,004); 3 meses > 6
meses (p=0,017).
Figura 10. Boxplots da evolugao dos niveis de LDL-C (mg/dL) no grupo 1
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Figura 11. Boxplots da evolucao dos niveis de HDL-C (mg/dL) no grupo 1

Os niveis de triglicérides aumentaram no 3° més sendo mantidos até o final do
estudo, isoladamente no grupo 1 (figura 12) e na comparagao entre os trés grupos
(tabela 2).

150

100

T T T
Basal 3 meses 6 meses

GLM: tempos p=0,015: Basal < 3meses (p=0,004) e 6 meses (p=0,050)
Figura 12. Boxplots da evolugéo dos niveis de Triglicérides (mg/dL) no grupo 1

Triglicérides (mg/dL)
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Tabela 2. DISTRIBUIGAO DOS COELHOS DE ACORDO COM OS VALORES DE
COLESTEROL TOTAL, FRACOES E TRIGLICERIDES (mg/dL) EM RELACAO AO
TEMPO

Grupos
G1 G2 G3 G4
N 12 10 11 3
Colesterol total
44 (3) 53 (4) 48 (4) 40 (7)
Basal (EPM)
Colesterol total
847 (116) 762 (127) 777 (142) 405 (231)
3meses (EPM)
Colesterol total
442 (96) 445 (105) 444 (117) 748 (192)
6meses (EPM)
LoL-e 3(2) 6 (2) 1(2) 3(3)
Basal (EPM)
LDL-C
788 (112) 714 (123) 727 (137) 347 (224)
3meses (EPM)
LDL-C
409 (94) 407 (103) 412 (115) 700 (188)
6meses (EPM)
ADL-C 32 (3) 38 (3) 36 (3) 23 (5)
Basal (EPM)
AbL-C 39 (4) 29 (4) 29 (5) 19 (8)
3meses (EPM)
AbL-C 16 (2) 17 (2) 20 (2) 13 (4)
6meses (EPM)
Triglicérides
48 (4) 44 (5) 50 (5) 67 (9)
Basal (EPM)
Triglicérides
92 (21) 98 (23) 104 (26) 191 (43)
3meses (EPM)
Triglicérides
83 (16) 99 (18) 58 (20) 175 (33)
6meses (EPM)

GLM: Colesterol total — tempos p<0,001: basal < 3 meses (p<0,001) e 6 meses
(p<0,001); 3 meses > 6 meses (p=0,002). Grupos: G1=G2=G3 (p=0,952).

LDL-C— tempos p<0,001: basal < 3 meses (p<0,001) e 6 meses (p<0,001).

Grupos: G1=G2=G3 (p=0,163).

HDL-C- tempos p<0,001: 6 meses < basal (p<0,001) e 3 meses (p<0,001)

Grupos: G1=G2=G3 (p=0,925).

Triglicérides— tempos p=0,001: basal< 3 meses (p=0,004) e 6 meses (p=0,003)
Grupos: G1=G2=G3 (p=0,794).
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4.4 Parametros glucometabdlicos

4.4.1. Glicemia

Neste modelo experimental (G1) os niveis de glicemia aumentaram a cada
trimestre (figura 13), mas considerando os valores da OMS'”) os animais puderam ser

considerados diabéticos apenas no sexto més (média 289 mg/dL EPM 39).

600

500+

4007

"= 300

Glicemia (mg/dL)

200+

0

T T T
Basal 3 meses G meses

GLM: tempos p=0,001: Basal < 3meses (p=0,050) e 6 meses (p=0,002); 3meses <
6meses (p=0,004).
Figura 13. Boxplots da evolugao dos niveis de Glicemia (mg/dL) no grupo 1
Realizando a andlise entre os trés grupos, também foi verificado que houve
aumento a cada trés meses nos niveis glicémicos em jejum de 12 horas, mas também,
apenas no sexto més os grupos apresentavam valores compativeis com diabetes. De
fato, o grupo 1 apresentou niveis mais elevados de glicemia no sexto més em relagéo
aos grupos 2 e 3 (tabela 3).
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Tabela 3. DISTRIBUIGAO DOS COELHOS DE ACORDO COM OS VALORES DE
GLICEMIA (mg/dL) EM RELACAO AO TEMPO

Grupos
G1 G2 G3 G4
N 12 10 11 3
Glicemia (mg/dL)
104 (6) 111 (9) 91 (8) 106 (13)
Basal (EPM)
Glicemia (mg/dL)
118 (5) 122 (7) 124 (6) 148 (10)
3meses (EPM)
Glicemia (mg/dL)
289 (31) 161 (44) 182 (39) 228 (63)
6meses (EPM)

GLM: tempos p<0,001: Basal < 3 meses (p=0,001) e 6 meses (p<0,001); 3 meses< 6
meses (p=0,002). Grupos p=0,048: G1>G2 (p=0,046) e G3 (p=0,035); G2 = G3
(p=0,961).

No momento do sacrificio foi realizada curva glicémica nos tempos 0, 2, 5, 10 e
15 minutos para avaliar a resposta de liberacédo rapida de insulina pelo pancreas. Na
figura 14 podemos verificar o rapido aumento dos valores de glicemia no grupo 1 (AUC
105931 EPM 54160). Nas figuras 15, 16 e 17 verificamos o mesmo comportamento nos
grupos 2 (AUC 83175 EPM 16140), 3 (AUC 81416 EPM 43718) e 4 (AUC 93639 EPM
41029) respectivamente (ANOVA: G1=G2=G3 p=0,879). As areas sob as curvas foram

calculadas pela soma das areas dos trapézios.
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Figura 14. Area sob a curva dos valores de Glicemia (mg/dL) no grupo 1
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Figura 15. Area sob a curva dos valores de Glicemia (mg/dL) no grupo 2
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Figura 16. Area sob a curva dos valores de Glicemia (mg/dL) no grupo 3
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Figura 17. Area sob a curva dos valores de Glicemia (mg/dL) no grupo 4

49



4.4.2. Frutosamina

O grupo que recebeu apenas dieta rica em gordura, colesterol e agucar (G1)
apresentou niveis de frutosamina maiores a cada periodo (figura 14). O mesmo
comportamento foi apresentado com relagdo aos niveis de frutosamina entre os trés
grupos, e apesar dos niveis de glicemia terem sido maiores no grupo 1, estas
diferengas nao foram significantes (figura 15). O grupo 4 apresentou valor basal igual a

120 (31), aumentando com 3 meses 353 (6) sendo mantido até o sexto més 366 (2).

600
500+

T
400 IR

300+

Frutosamina (pmaoliL)

2007

1007

T T T
Basal Imeses 6 meses

GLM: tempos p=0,001: Basal < 3meses (p=0,004) e 6 meses (p=0,001);
3meses < 6meses (p=0,005).
Figura 18. Boxplots da evolugéo dos niveis de Frutosamina (umol/L) no grupo 1
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GLM: tempos p<0,001: Basal < 3meses (p<0,001) e 6 meses (p<0,001); 3meses <
6meses (p<0,001). Grupos: G1=G2=G3 (p=0,797)
Figura 19. Boxplots da evolugéo dos niveis de Frutosamina (umol/L) entre os trés
grupos

4.4.3. Insulina
Nao houve diferenga entre os valores de insulina no grupo de indugédo de DM
tipo 2 (G1) no decorrer do estudo (GLM: p=0,187). Os niveis de insulina também n&o

diferiram na analise realizada entre os trés grupos, nem em relagdo ao tempo de

indugao ou tratamento (tabela 4).
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Tabela 4. DISTRIBUICAO DOS COELHOS DE ACORDO COM OS VALORES DE
INSULINA (pUl/mL) EM RELACAO AO TEMPO

Grupos
G1 G2 G3 G4
N 12 10 11 3

Insulina (pUI/mL)

2,9 (0,5) 2,3 (0,6) 2,8 (0,6) 7,2(1,7)

Basal (EPM)

Insulina (pUI/mL)

1,8 (0,4) 4,0 (0,4) 2,3(0,4) 9,6 (2,0)
3meses (EPM)
Insulina (pUI/mL)

1,9 (0,2) 2,1(0,2) 2,0 (0,2) 4,9 (1,0)
6meses (EPM)

GLM: tempos p=0,142.Grupos: G1=G2=G3 (p=0,130).

No momento do sacrificio foi realizada curva de insulina nos tempos 0, 2, 5, 10 e
15 minutos. Na figura 20 podemos verificar o rapido aumento dos valores de glicemia
no grupo 1 (AUC 3,10 EPM 0,38). Nas figuras 21, 22 e 23 verificamos 0 mesmo
comportamento nos grupos 2 (AUC 2,20 EPM 0,67), 3 (AUC 9,60 EPM 11,52) e 4 (AUC
15,90 EPM 12,03) respectivamente (ANOVA: G1=G2=G3 p=0,136). As areas sob as

curvas foram calculadas pela soma das areas dos trapézios.
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Figura 20. Area sob a curva dos valores de Insulina (uUI/mL) no grupo 1
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Figura 23. Area sob a curva dos valores de Insulina (uUI/mL) no grupo 4
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4.4.4. Calculo de indices de resisténcia a insulina e de fun¢ao de células beta

O indice de HOMA-IR no Grupo 1 foi maior aos 6 meses comparados ao terceiro

més (figura 17), e o HOMA-B quando analisado somente no grupo de indugéo do

modelo (G1), foi diminuindo a cada periodo (figura 18).
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GLM: tempos p=0,010: 3 meses< 6 meses (p<0,001)
Figura 24. Boxplots da evolugéo dos valores de HOMA IR no grupo 1
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Figura 25. Boxplots da evolugéo dos valores de HOMA 3 no grupo 1

54



Analisando conjuntamente os trés grupos, ndo houve diferenga no modelo de
HOMA-IR entre os grupos no decorrer do protocolo (tabela 5), indice que avalia

resisténcia a insulina.

Entretanto o HOMA-B, que avalia a fungdo das células beta pancreaticas,
apresentou niveis maiores no momento basal e estes valores foram caindo
significativamente a cada trimestre. Houve ainda diferenga entre o grupo de indug¢ao do
modelo e o grupo de animais que fazia uso de inibidor da ECA, o G1 apresentou niveis

de HOMA-B menores comparados ao G3 (tabela 5).

Tabela 5. DISTRIBUIGAO DOS COELHOS DE ACORDO COM OsS iNDICES DE
HOMA-IR E HOMA-B EM RELACAO AO TEMPO

Grupos
G1 G2 G3 G4
N 12 10 11 3
HOMA-IR (mg/dL)
0,74 (0,19) 0,57 (0,09) 0,62 (0,12) 1,29 (0,47)
Basal (EPM
HOMA-IR (mg/dL)
0,50 (0,02) 1,46 (0,30) 0,74 (0,13) 3,44 (2,65)
3meses (EPM)
HOMA-IR (mg/dL)
1,39 (0,20) 0,78 (0,09) 0,86 (0,16) 1,79 (0,87)
6meses (EPM)
HOMA-B (mg/dL)
28,26 (5,65) 29,23 (6,32) 46,62 (12,77) 30,52 (11,62)
Basal (EPM)
HOMA-@ (mg/dL)
12,24 (1,27) 30,80 (5,25) 15,97 (3,60) 42,14 (33,60)
3meses (EPM)
HOMA-@ (mg/dL)
4,03 (0,63) 13,58 (6,12) 9,64 (2,31) 29,61 (27,30)
6meses (EPM)

GLM: HOMA-IR - tempos p=0,168. Grupos: G1=G2=G3 (p=0,285).
GLM: HOMA-B - tempos p=0,004: basal > 3 meses (p=0,05) e 6 meses (p=0,002);
3 meses > 6 meses (p=0,020). Grupos p=0,029: G1<G3 (p=0,038).
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4.5. Funcao Hepatica

4.5.1. ALT, AST e GGT

Em relagdo as enzimas hepaticas, os niveis de AST nao se modificaram durante
o estudo no grupo 1 (GLM p=0,524), bem como os niveis de GGT (GLM p=0,478).
Entretanto, no G1 os niveis de ALT foram menores aos seis meses comparados aos
trés meses e ao momento basal (figura 26). Quando realizada a comparagéo entre os
trés grupos, foi observado o mesmo comportamento em relagédo as enzimas AST, GGT
(tabela 6) e ALT, além do grupo 1 apresentar niveis mais altos de ALT comparados ao
G2 (figura 27) .

Tabela 6. DISTRIByIQAO DOS COELHOS DE ACORDO COM OS iNDICES de AST
e GGT EM RELACAO AO TEMPO

Grupos
G1 G2 G3 G4
N 12 10 11 3
AST(UIL) Basal 34 (4) 31 (5) 37 (5) 25 (8)
(EPM)
AST (U/L) 3meses 38 (3) 29 (4) 30 (6) 28 (7)
(EPM)
AST (UlL)bmeses 41 (3) 43 (3) 45 (3) 44 (5)
(EPM)
GGT (U/L) Basal 6 (1) 5 (1) 6 (1) 6 (1)
(EPM)
GGT (U/L) (mg/dL)
3meses (EPM) > > > 4
GGT (U/L) (mg/dL)
6meses (EPM) > > 52 5@

GLM: AST - tempos p=0,166. Grupos: G1=G2=G3 p=0,274
GGT - tempos p=0,450. Grupos: G1=G2=G3 p=0,901
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Figura 26. Boxplots da evolugao dos valores de ALT no grupo 1
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Figura 27. Evolugéo dos valores de ALT entre os trés grupos
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4.5.2. Albumina Sérica

Os niveis de albumina sérica foram menores no sexto més de indugao de dieta

no grupo 1 (figura 28) em relagdo ao momento basal e 3 meses; 0 mesmo

comportamento ocorreu com relacdo ao tempo quando a analise foi realizada entre os

trés grupos, e ndo houve diferenca entre os tratamentos (tabela 5).
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Figura 28. Boxplots da evolugéo dos valores de Albumina no grupo 1

Tabela 7. DISTRIBUIGAO DOS COELHOS DE ACORDO COM OS NiVEIS DE
ALBUMINA (g/dL) E TEMPO

Grupos
G1 G2 G3 G4
N 12 10 11 3
Albumina Basal
4,5 (0,8) 4,6 (0,1) 4,3 (0,1) 4,3 (0,2)
(EPM)
Albumina 3meses
4,6 (0,1) 4,4 (0,1) 4,4 (0,1) 4.4 (0,2)
(EPM)
Albumina 6meses
3,8 (0,1) 3,7 (0,1) 3,6 (0,1) 3,9(0,2)
(EPM)

GLM: tempos p<0,001: 6 meses < basal (p<0,001) e 3 meses (p<0,001).

Grupos: G1=G2=G3 p=0,279.
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4.6. Funcao Renal

4.6.1. Creatinina Sérica

No grupo de animais com diabetes (G1), os niveis de creatinina sérica foram
mais elevados aos trés meses (2,85 EPM 0,44) em relagdo ao momento basal (1,46
EPM 0,70) e aos seis meses (1,56 EPM 0,81) (figura 29).

Creatinina (mg/dL)
=
1

:

T T T
Basal 3meses 6 meses

GLM: tempos p=0,011: basal < 3 meses (p=0,025) meses; 3 meses > 6 meses
(p=0,041)
Figura 29. Boxplots da evolugéo dos valores de Creatinina (mg/dL) no grupo 1

Entretanto, na analise realizada entre os trés grupos, os niveis de creatinina
foram menores no basal em relagdo a 3 meses e a 6 meses, aléem do grupo 4

apresentar niveis mais elevados em relagdo aos demais grupos (figura 30).
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Figura 30. Boxplots da evolugéo dos valores de Creatinina Sérica (mg/dL) entre
os trés grupos

4.6.2. Albumina, Creatinina e Nitrito Urinario

Os nitritos urinarios nédo foram detectados nos animais dos grupos estudados no

momento do sacrificio. Os valores de albumina e creatinina urinarias (tabela 8),

dosados uma unica vez no momento do sacrificio, ndo diferiram entre os grupos 1, 2 e

3.

Tabela 8. VALORES DE ALBUMINA (mg/L) E CREATININA (mg/L) URINARIAS

NOS QUATRO GRUPOS
Grupos
G1 G2 G3 G4
N 12 10 11 3
Albumina (EPM) 27 (7) 31 (9) 15 (4) 19 (6)
Creatinina (EPM) 2104 (289) 2462 (332) 1929 (299) 1527 (384)

ANOVA: Albumina Urinaria - Grupos: G1=G2=G3 p=0,250.
ANOVA: Creatinina Urinaria- Grupos: G1=G2=G3 p=0,482.
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4.6.3. Microalbuminuria

29 5s niveis de microalbumindria

Segundo a Associagdo Americana de Diabetes
podem ser analisados em amostra isolada de urina, na equagao de niveis de albumina
(mg) por creatinina (g). Considerando esta formula, neste estudo nenhum grupo
apresentou microalbuminuria, além de n&o haver diferenca entre eles (tabela 9). De
fato, apenas 4 animais apresentaram taxa maior que 30mg/g, dois coelhos do G1, um

do G2 e outro do G4.

Tabela 9. Distribuicdo dos Coelhos de Acordo com os Valores da Taxa de
Albumina sobre Creatinina (mg/g) Urinaria

Grupos
G1 G2 G3 G4
N 12 10 1 3
Albumina / Creatinina
13,8 (3,9) 12,7 (3,1) 7,7(2,1) 16,8 (8,6)
(EPM)

ANOVA: Grupos: G1=G2=G3 p=0,367.

4.7. Sistema Renina Angiotensina

4.7.1. Enzima Conversora de Angiotensina (ECA)

No modelo de desenvolvimento de DM tipo 2 (G1), os niveis de atividade
da ECA nao se alteraram ao longo do estudo, permanecendo constantes (GLM
p=0,818). Quando a analise foi realizada entre os trés grupos, nao foi observado
alteragcdo dos niveis desta enzima ao longo do periodo, mas os Grupos 1 e 2
apresentaram valores mais elevados comparados ao grupo que fez uso de inibidor da
ECA (figura 31). O grupo 4 apresentou valores médios iguais a 166 mU/mL (21) no

momento basal, 95 mU/mL (27) aos trés meses e 76 mU/mL (18) aos seis meses.
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GLM: tempos p=0,295. Grupos p=0,048: G1 e G2 >G3 (p=0,023)
Figura 31. Boxplots da evolugéo dos valores de ECA (mU/mL) nos trés grupos

4.7.2. Angiotensinas

No grupo de animais com DM tipo 2 (G1), as concentracbes de Ang |
(p=0,701), Ang Il (p=0,229) e Ang 1-7 (p=0,290) n&o se alteraram ao longo do protocolo
(tabela 10).

Tabela 10. Distribuicao dos Coelhos de Acordo com os Valores de Ang |,
Ang Il e Ang 1-7 (pmol/mL) em Relagdo ao Tempo

Grupos
G1 G2 G3 G4
n 12 10 11 3

Ang | Basal (EPM) 55 (34) 27 (27) 72 (27) 23 (23)
Ang | 3 meses (EPM) 49 (17) 28 (14) 50 (14) 34 (13)
Ang | 6 meses (EPM) 31 (6) 22 (54) 24 (5) 46 (9)
Ang Il Basal (EPM) 22 (9) 42 (8) 28 (7) 37 (8)

Ang Il 3 meses (EPM) 2 (3) 7 (3) 7 (3) 8(2)
Ang Il 6 meses (EPM) 30 (5) 23 (4) 32 (4) 66 (10)

Ang 1-7 Basal (EPM) 6 (11) 14 (9) 17 (9) 3(7)

Ang 1-7 3 meses (EPM) 2(1) 3(1) 3(1) 7 (3)
Ang 1-7 6 meses (EPM) 38 (12) 34 (10) 31(9) 37 (9)

GLM: Ang I: tempos p= 0,263. Grupos: G1=G2=G3 p=0,472

Ang Il tempos p=0,005: 3 meses < 6 meses p=0,003. Grupos: G1=G2=G3 p=0,656
Ang 1-7: tempos p=0,009: Basal < 6 meses p=0,027; 3 meses< 6 meses p=0,010.
Grupos: G1=G2=G3 p=0,987
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Quando a analise foi realizada entre os trés grupos, n&o foi observada alteracao
nos niveis de Ang | com relagdo ao tempo e entre os grupos (figura 35). Os niveis de
Ang Il (figura 36) e Ang 1-7 (figura 37) n&o diferiram entre os trés grupos, entretanto
foram maiores no 6° més em relagdo ao 3°. Além disso, os valores de Ang 1-7 também

foram maiores no 6° més em relacdo ao momento basal.

60
501
404

304

] B =
|:|Ang Il Basal
104
|:|Ang 113 meses

0 . |:|Ang 116 meses

Grupos

GLM: tempos p=0,005: 3 meses < 6 meses (p=0,003). Grupos: G1=G2=G3
p=0,656
Figura 32. Boxplots da evolugéo dos valores de Angiotensina Il (pmol/mL) nos
trés grupos
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204

|:|Ang 1-7 basal
104

— |:|Ang 1-7 3 meses

|:|Ang 1-7 6 meses

Grupos

GLM: tempos p=0,009: Basal < 6 meses (p=0,027); 3 meses< 6 meses
(p=0,010). Grupos: G1=G2=G3 p=0,987
Figura 33. Boxplots da evolugéo dos valores de Angiotensina 1-7 (pmol/mL) nos
trés grupos
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4.8. Anadlise Patologica

4.8.1. Placa, Proliferagdo de Células Musculares Lisas, Infiltrado de Macréfagos e

Presenga de Colageno em Aorta

Nao houve diferenga ente os grupos em relagdo a porcentagem de placa na

aorta (figura 34), porcentagem de células musculares lisas e presenca de infiltrado de

macrofagos na intima, e relagéo intima/média (I/M) (figura 35 e tabela 11).

Tabela 11. Distribuicao dos Coelhos de Acordo com os Valores de Analise

Patolégica da Aorta

Grupos
G1 G2 G3 G4
N 12 10 11 3

% Placa (EPM) 32,97 (7,71) | 33,10(8,64) | 38,64 (7,48) | 5,98 (1,70)

% intima / Média (EPM) 71,49 (14,08) | 59,34 (14,18) | 69,75 (10,60) | 6,66 (1,29)
% Células musculares 10,40 (1,99) 9,71 (2,53) 10,32 (2,12) | 10,92 (1,73)

lisas na intima (EPM)

% Macréfagos naintima | 41,28 (6,81) | 25,94 (7,17) | 38,11 (5,77) | 45,94 (11,07)

(EPM)

Kruskal Wallis: % Placa G1=G2=G3 p=0,783
% Intima / Média G1=G2=G3 p=0,798
% célula muscular lisa na intima G1=G2=G3 p=0,919
% macroéfago na intima G1=G2=G3 p=0,432

Figura 34. Espécimes de aortas de coelho abertas longitudinalmente e coradas com
Sudan Il evidenciando placas ateroscleréticas em vermelho.
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"D f = A
Figura 35. Fotomicrografia dé'éo‘a de oelho:hA, B e C — coloragédo HE - 100x;

D, E e F - coloragdo com Verhoeff para fibras elasticas — 100x. Fragmento da regido do
arco aértico (A e D); aorta toracica (B e E) e abdominal (C e F).

Com relagao a quantidade de colageno em intima de aorta, o G2 apresentou

maior concentragédo, comparado ao G1(ANOVA — Tukey p=0,049) (figura 36).

TOSE AT i

Figura 36. Fotomicrografia da intima de arco aortico (400x) corado com
picrosirios nos quatro grupos. O colageno se visualiza em cor amarelada em luz
polarizada.
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4.8.2. Rins

A analise patologica dos rins no modelo de indugdo ndo mostrou alteragdes
significativas da arquitetura do parénquima renal, o qual estava preservado,
observando-se em apenas dois animais, a presenga de pequeno infiltrado inflamatério,
e fibrose focal intersticial, sem espessamento da membrana basal (figura 37 A-C). A
analise imunohistoquimica para a presenga de macrofagos (quando analisados 50
glomérulos e contados os macrofagos presentes em cada estrutura) evidenciou no

modelo de indug¢ao de DM (G1) 13 macréfagos (EPM 3) por glomérulo (figura 37 D).

Figura 37. Fotomicrografia de rim de coelho: coloragdo HE (A), coloragéo picrosirius
(B), PAS (C) e RAM-11 (D). Aumento: 400x.

Houve diferengas qualitativas no grau de fibrose renal entre os grupos de
tratamento. No grupo 2, os glomérulos estavam preservados, mas verificou-se em dois
animais a presenga de alguns glomérulos com fibrose. Observou-se em 6 animais,
presencga de fibrose intersticial focal, presencga de infiltrado inflamatério mononuclear e
células tubulares vacuolizadas. No grupo 3, os glomérulos estavam preservados,
verificando-se em 2 animais presenga de alguns glomérulos fibrosados, presenga de
pequenos focos inflamatorios e fibrose intersticial focal. No grupo 4, que recebeu a

associagdo de olmesartana e quinapril os glomérulos estavam preservados,
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verificando-se em um dos animais presenga de alguns glomérulos com fibrose,
espessamento de membrana basal (PAS positivo), presenga de tubulos vacuolizados
com fibrose intersticial focal nos 3 animais. A presenca de fibrose foi mais acentuada
nos animais que receberam o antagonista do receptor AT1 (G2) e ocorreu em todos os
animais que receberam a associagdo de um IECA e um antagonista AT1R (G4). Os

achados renais de fibrose sédo apresentados na figura 38.

Figura 38. Fotomicrografias de rins de coelhos. Glomérulo normal (A) corado com HE
(400x); glomérulo com espessamento de membrana basal (B) corado com PAS (400x);
glomérulo fibrosado (C e D) corados com picrosirius (400x), sob luz polarizada (D);
fibrose intersticial (E e F) corados com picrosirius (100x), sob luz polarizada (F).
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Com relagao a inflamagao, houve diferenga entre os trés grupos (ANOVA
p=0,047). No grupo que fez uso do duplo bloqueio (G4) havia menor quantidade de
macrofagos (2 EPM 1) comparados aos grupos que faziam uso de IECA (53 EPM 19) e
BRA (35 EPM 11) (figura 39).

Figura 39. Fotomicrografias de rins de coelhos mostrando glomérulos renais corados
com RAM-11 nos 4 grupos. Aumento: 400x.

4.8.3. Figado

Pela microscopia o6tica foi possivel observar esteatose, balonizagao, inflamacéao
e fibrose, todas estas alteragoes foram qualificadas em graus de leséo de zero a trés.

Com relagao a esteatose, ndo houve diferenca entre G1, G2 e G3 (tabela 12).
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Tabela 12. DISTRIBUI(}Z\O DOS COELHOS DE ACORDO COM O GRAU DE
ESTEATOSE HEPATICA
Grupos
G1 G2 G3 G4
Grau de Esteatose 11 9 11 3

0 (%) 3(27,3) 3(33,3) 3(27,3) 0 (0)

1 (%) 7 (63,6) 5 (55,5) 6 (54,5) 0 (0)

2 (%) 1(9,1) 0 (0) 2(18,2) 0 (0)

3 (%) 0 (0) 1(11,2) 0 (0) 3 (100)

Teste exato de Fisher. p=0,634
O grupo 3 apresentou maior quantidade de balonizagdo grau 2 em relagéo aos

grupo 1 e 2 (tabela 13).

Tabela 13. I?ISTRIBUI(}AO DOS COELHOS DE ACORDO COM O GRAU DE
BALONIZACAO

Grupos
G1 G2 G3 G4
Grau de Balonizagao 11 9 11 3
0 (%) 1(9,0) 1(11,1) 0 (0) 3 (100)
1 (%) 3(27,2) 1(11,1) 2(18,2) 0 (0)
2 (%) 4 (36,6) 3(33,3) 7 (63,6) 0 (0)
3 (%) 3(27,2) 4 (44,5) 2(18,2) 0 (0)

Teste exato de Fisher. p=0,200.
Os grupos 2 e 3 apresentaram maior quantidade de inflamag&o graus 1 e 2 em

relacdo ao grupo 1 (Tabela 14).

Tabela 14.~DISTRIBUI(}/:\O DOS COELHOS DE ACORDO COM O GRAU DE
INFLAMACAO

Grupos
G1 G2 G3 G4
Grau de Inflamagao 11 9 11 3
0 (%) 9(81,8) 2(22,2) 1(9,1) 2 (66,7)
1 (%) 2(18,2) 6 (66,7) 8 (72,7) 1(33,3)
2 (%) 0 (0) 1(11,1) 2(18,2) 0 (0)

Teste exato de Fisher. p=0,007.
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Na analise patologica para verificar quantidade de fibrose, ndo houve diferenca
entre os grupos, tanto pelo grau de leséo (tabela 15) quanto pela area marcada com
picrosirius (figura 40).

Tabela 15. DISTRIBUIGAO DOS COELHOS DE ACORDO COM O GRAU DE
FIBROSE

Grupos
G1 G2 G3 G4
Grau de Fibrose 11 9 11 3
0 (%) 3(27,2) 0 (0) 2(18,1) 2 (66,7)
1 (%) 4 (36,6) 5 (55,6) 3(27,2) 1(33,3)
2 (%) 2(18,1) 4 (44,4) 2(18,1) 0 (0)
3 (%) 2(18,1) 0 (0) 4 (36,6) 0 (0)

Teste exato de Fisher. p=0,205.

Figura 40. Fotomicrografia de figado de coelhos corado com picrosirius (400x)
nos quatro grupos. O colageno se visualiza em cor amarelada sob luz polarizada.
ANOVA: G1=G2=G3 (p= 0,093)

O figado dos coelhos do modelo de indugéo de diabetes tipo 2 mostrou areas de
parénquima normal, entremeadas por areas com balonizagdo, esteatose
microvesicular, infiltrado mononuclear, e areas de substituicdo por colageno e fibrose.

A figura 41 mostra as anormalidades observadas no figado dos coelhos diabéticos.
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Figura 41. Fotomicrografia de figado de coelhos: A, B, C e D — coloragéo HE; E e F —
coloragédo com Picrosirius; F sob luz polarizada (400x). Observa-se parénquima normal
(A), com balonizacao (B), esteatose microvesicular (C), foco inflamatério mononuclear
(D) e proliferagao de colageno e fibrose (D e E).

4.8.4. Pancreas

Na analise patologica para verificar a area das ilhotas e numero de células
pancreaticas (figura 42), a marcacao para insulina (figura 43) e receptor AT1 (figura

44), nao mostrou diferengas entre os grupos (tabela 16).

Tabela 16. DISTR[BUI(}AO DOS COELHOS DE ACORDO COM ANALISE
PATOLOGICA DO PANCREAS

Grupos
G1 G2 G3 G4
Variavel 11 9 11 3

Intensidade Integrada 47805490 44004222 55993092 52157973
Insulina (EPM) (1419001) (4866343) (63509120) (12456613)
Intensidade Integrada 30030396 19950416 28906360 20784759

AT1R (EPM) (3269382) (3886015) (3984885) (5721253)
Area de lihotas (EPM) 9001 (730) 8219 (970) 8798 (784) 8145 (112)
N° de Células B (EPM) 88 (3) 90,900 (12) 93 (9) 86,300 (4,90)

Intensidade integrada Insulina: ANOVA p=0,606
Intensidade Integrada AT1R: ANOVA p=0,196
Area de llhotas: ANOVA p=0,906

Numero de Células : ANOVA p=0,972
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Figura 43. Fotomicrografia, imunohistoquimica de pancreas para insulina (400x) nos
quatro grupos.
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Figura 44. Fotomicrografia, imunohistoquimica de pancreas para AT1R (400x) nos
quatro grupos.

4.8.5. Retinas

Histopatologia das retinas corada por HE e PAS nao evidenciou alteragdes

substanciais.

4.9. Retinopatia diabética

O estudo dos animais diabéticos revelou manifestagées clinicas precoces de
retinopatia incluindo pontos hiperfluorescentes consistentes com microaneurismas.

Os microaneurismas foram notados a partir do 3° més da indugao pela dieta, e
observados antes da elevagdo da glicemia, que sd ocorreu no 6° més. Houve
progressao no numero e grau dos microaneurismas no sexto més.

Sao também apresentados dados de coelhos normais, para comparacao.
Nestes, observou-se no periodo basal a presenga de pequeno numero de micro-
aneurismas classificados em grau |, sem progressdo ao longo do tempo, enquanto
naqueles com diabetes (G1) os microaneurismas foram classificados em grau Il na
semana 12 e progrediram para grau IV na semana 24.

No modelo de indugao de diabetes observa-se fotografia de fundo de olho (figura

45 A) e angiofluoresceinografia (figura 45 B-C) mostrando microaneurismas (flechas).
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O numero de microaneurismas (EPM) no periodo basal foi 10,0 (1,0), grau 1,0 (0,2).
Apos 3 meses da indugao do diabetes por dieta observou-se aumento do numero de
microaneurismas [32,0 (1,8), (p<0,0001) e do grau de microaneurismas [2,0 (0,2), p
=0,012]. No 6° més houve progressdo do numero de microaneurismas [51,0 (1,4), (p
<0,0001), e tendéncia a maior grau [3,0 (0,2), p=0,093] (figura 46 A-B).

Figura 45. Retinografia (A) e angiofluoresceinografia (B) mostrando a presenca de
pontos hiperfluorescentes compativeis com microaneurismas. Em (C) detalhe de
microaneurismas (setas).

A Numero de microaneurismas B Grau de microaneurismas
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Figura 46. Numero (A) e grau (B) de microaneurismas no modelo de diabetes (G1) no
periodo basal, com 3 e 6 meses. p <0.05, ANOVA-Tukey. *3 e 6 meses > basal; 16
meses > 3 meses.
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Observamos ainda atenuagdo dessas lesbes quando simultaneamente a
inducéo do diabetes, os animais foram tratados com farmacos que bloqueiam o sistema
renina angiotensina (Grupos 2 e 3, sendo de maior magnitude quando se utilizou a
terapia combinada com IECA e antagonista do receptor AT1 da angiotensina IlI, Grupo
4) (Tabela 17, Figuras 47, detalhe em 48, Figura 49, detalhe em Figura 50 e Figura 51
A-B). Os animais tratados apresentaram retinopatia em grau |l no 3° més e progrediram
para grau lll no 6° més. O G4 apresentou menor numero e grau de microaneurismas
quando comparado aos demais grupos.

Fotografias de fundo de olho e angiofluoresceinografias representativas dos
animais do estudo sdo apresentadas para todos os grupos de animais e para animais

normais.

Tabela 17. DISTRIBUIGAO DOS COELHOS DE ACORDO COM O NUMERO E O
GRAU DE MICROANEURISMAS NO SEXTO MES

Grupos
Normais G1 G2 G3 G4
Variavel 5 5 3 3 3
Numero de 9,8 (1,0) 51,0 (1,4) 31,0 (4,0) 39,3 (1,5) | 23,7 (3,0)
microaneurismas
(EPM)
Grau de 1,4 (0,2) 3,4(0,2) 2,6 (0,3) 3,0 (0,1) 2,0 (0,1)
microaneurismas
(EPM)

ANOVA-Tukey.

Numero de microaneurismas: p<0,0001: G1> Normal, G2 e G4 (p=0,009); G1>G3
(p<0,0001); Normal<G1, G2 e G3 (p=0,002); Normal<G4(p=0,002); G3>G4 (p=0,002).
Grau de microaneurismas: p<0,0001: Normal < G1 (p=0,017); Normal <G2 e G3
(p=0,003); G1> G4 (p=0,008)
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Figura 47. Fotografias de fundo de olho representativas dos animais do estudo
mostrando o disco 6ptico. Animais normais; G1, coelhos com diabetes tipo 2 induzido
por dieta; G2, coelhos diabéticos tratados com olmesartana; G3, coelhos diabéticos
tratados com quinapril e G4, coelhos diabéticos tratados com a associacdo de
olmesartana e quinapril, no 6° més.
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Figura 48. Detalhe de fotografias de fundo de olho mostrando micro-aneurismas.
Animais normais; G1, coelhos com diabetes tipo 2 induzido por dieta; G2, coelhos
diabéticos tratados com olmesartana; G3, coelhos diabéticos tratados com quinapril e
G4, coelhos tratados com a associagao de olmesartana e quinapril, no 6° més.
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Figura 49. Angiofluoresceinografias representativas dos animais do estudo. Animais
normais; G1, coelhos com diabetes tipo 2 induzido por dieta; G2, coelhos diabéticos
tratados com olmesartana; G3, coelhos diabéticos tratados com quinapril e G4, coelhos
tratados com a associacédo de olmesartana e quinapril, no 6° més.
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Figura 50. Detalhe de angiofluoresceinografias representativas dos animais do estudo.
Animais normais; G1, coelhos com diabetes tipo 2 induzido por dieta; G2, coelhos
diabéticos tratados com olmesartana; G3, coelhos diabéticos tratados com quinapril e
G4, coelhos tratados com a associagao de olmesartana e quinapril, no 6° més.
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Figura 51. Numero (A) e grau (B) de micro-aneurismas de retina nos animais do
estudo. Animais normais; G1, coelhos com diabetes tipo 2 induzido por dieta; G2,
coelhos diabéticos tratados com olmesartana; G3, coelhos diabéticos tratados com
quinapril, no 3° e 6° meses.
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Figura 52. Numero (A) e grau (B) de micro-aneurismas de retina nos animais do
estudo. Animais normais; G1, coelhos com diabetes tipo 2 induzido por dieta; G2,
coelhos diabéticos tratados com olmesartana; G3, coelhos diabéticos tratados com
quinapril; G4, coelhos diabéticos tratados com olmesartana e quinapril no 6° més
p<0.05; ANOVA-Tukey. Numero de microaneurismas: p<0,0001, G1> Normal, G2 e G4;
p=0,009, G1>G3; p<0,0001, Normal<G1, G2 e G3, p=0,002, Normal<G4; p=0,002,
G3>G4. Grau de microaneurismas: p<0,0001, Normal < G1, p=0,017, Normal <G2,
p=0,003, Normal< G3; p=0,008,G1> G4.
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5. DISCUSSAO

5.1. O modelo de diabetes tipo 2 e hipercolesterolemia induzidos por dieta

Na literatura existem muitos trabalhos que estudam diabetes mellitus e

45,70-72) Dg fato, dados encontrados na

hipercolesterolemia em modelos experimentais(
literatura descrevendo modelos de diabetes restringem-se ao diabetes tipo 1 induzido
por aloxana, uma vez que o coelho ndo o desenvolve apds administracido de
estreptozotocina. Dessa forma, modelos animais em coelhos sdo escassos e pouco
explorados, especialmente no que tange as lesées em 6rgaos-alvo.

O coelho foi escolhido para este trabalho por ser um animal de pequeno porte,
de facil manipulacédo, que desenvolve placas ateroscleréticas através da alimentacgao.
Segundo Yin e cols.®® é possivel desenvolver diabetes mellitus tipo 2 apenas com
dieta, sem intervencdo quimica ou invasiva, sendo este o unico relato encontrado na
literatura descrevendo modelo de diabetes tipo 2 induzido desta forma. Esses autores
relataram alteragdes na glicemia, no estresse oxidativo e mostraram o desenvolvimento
de placas ateroscleroticas apdés um periodo semelhante de seguimento.

Em nosso estudo, analisou-se nos coelhos Nova Zelandia, a indugdo de
diabetes mellitus tipo 2 humandide por meio de uma dieta gordurosa e rica em agucar,
assim como no trabalho realizado por Yin e cols.®®, entretanto, além de banha e
sacarose, foi adicionado o colesterol a dieta para acelerar a formagao de placas
aterosclerdticas e promover uma condigdo pré-inflamatoria’®),

Neste nosso modelo experimental foi possivel avaliar que, apds trés meses de
indugdo, os animais ganharam peso, desenvolveram dislipidemia e no sexto més
apresentaram elevagao subsequente da glicemia compativel com modelo de diabetes
tipo 2. De forma interessante, ao lado das alteragdes da glicemia observamos elevagao
de triglicérides e redugcado do HDL-C, consistentes com uma dislipidemia aterogénica.
Os niveis de colesterol total e LDL-C mantiveram-se elevados pela dieta e promoveram
o desenvolvimento de placas ateroscleroticas em aortas, as quais foram mais
pronunciadas na regiao do arco aoértico.

O estudo, entretanto, enfocou a importancia dos parametros glucometabdlicos e

em possiveis alteragdes histomorfoldgicas em érgaos-alvo.
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Os valores de glicemia apresentaram incremento gradual, atingindo valores
compativeis com diabetes mellitus por volta do sexto més. Critérios mais rigorosos de
valores glicémicos tém sido sugeridos neste modelo experimental, acima dos valores
hoje sugeridos pela OMS em humanos ). De forma a inferirmos a média de glicemia
das ultimas semanas em nosso modelo, utilizamos a frutosamina glicada, sendo
observado incremento a partir do terceiro més. Em outro modelo experimental de
inducdo de diabetes em coelhos, os valores de frutosamina aumentaram ja no quarto
dia ap6s administragao de aloxana’. A hemoglobina glicada nao foi determinada, pois
utiliza apenas padrées humanos.

Além da glicemia em jejum, os valores de frutosamina foram escolhidos para
avaliar as condi¢des glicémicas deste modelo experimental por estarem relacionados
ao controle glicémico de duas a trés semanas, periodo menor que a hemoglobina
glicada que é de aproximadamente dois a quatro meses'’®. A dosagem de frutosamina
€ um método confiavel e seus niveis séricos sofrem pouca influéncia metabdlica,
excetuando-se casos de alteracdes protéicas séricas!’®.

Para estudar as alteracbes em células beta pancreaticas, um dos parametros
utilizados foi a insulina, entretanto seus niveis nao se alteraram durante o estudo, o que
contradiz o estudo de Yin®, que verificou aumento expressivo dos niveis de insulina ja
no terceiro més de dieta rica em gordura e agucar, atingindo um plateau.

Apesar dos niveis de insulina ndo terem se alterado, o indice de HOMA-IR
mostrou aumento deste marcador de resisténcia a insulina no sexto més de indugao, e
o HOMA [ progressiva deficiéncia de secrecdo de insulina. Estes dados reforgam
positivamente o desenvolvimento de um modelo experimental que alia resisténcia a
insulina ao déficit de secregao, evoluindo para o diabetes mellitus tipo 2. De fato, varios
autores consideram que mesmo no diabetes tipo 2, coexistem resisténcia e déficit de
secrecao!’” ™ Quando a hiperglicemia de jejum é manifesta, mesmo com discreto
grau de intolerancia a glicose ja existe disfungao de células-B. Por outro lado, quando a
glicose em jejum é normal, a intolerdancia a glicose associa-se a sindrome de
resisténcia a insulina.

As enzimas hepaticas AST e GGT nao se alteraram durante o estudo, indicando
que nao houve lesdo hepatocelular importante por estes parametros bioquimicos, a
despeito das alteracdes histolégicas hepaticas. Os niveis de ALT decairam durante o
protocolo, possivelmente associados a queda dos niveis de albumina, podendo indicar

inicio de incapacidade funcional hepatica com redugao de sintese protéica™®.
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Com relagdo a fungao renal, foi observado aumento de creatinina no terceiro
més, que coincide com a elevacao lipidica pela dieta, os valores de albumina e
creatinina urinaria estavam normais e nao foi evidenciada microalbuminuria, indicando
preservacao da filtracao glomerular, embora alteragdes inflamatérias fossem notadas.

Atividade da ECA e niveis de angiotensinas em coelhos ainda s&o experimentais
e nao existem valores de referéncia instituidos. Neste modelo de DM tipo 2 foram
observadas consideraveis variagoes nestes parametros sem um claro efeito do modelo
experimental.

Em nosso modelo de indu¢cdo de DM por dieta, os rins se apresentaram
preservados, com pequeno inflitrado inflamatério, em menor grau do que foi encontrado

em prévios trabalhos realizados em coelhos com diabetes tipo | induzido por aloxana
(45, 80)

Segundo Birkner et al®) a administragdo prolongada de dieta
hipercolesterolémica é capaz de alterar estruturas de hepatdcitos e levar a formacgao de

esteatose, 0 que ocorreu em nosso modelo de DM tipo 2. Hudacko e cols®?

, em
estudo de necrépsias, recentemente identificaram a esteatofibrose, como uma das
manifestagbes de microangiopatia diabética em humanos. Em nosso modelo
observamos diversos graus de comprometimento hepatico, desde balonizag&o
esteatose microvesicular, focos inflamatodrios e fibrose, assemelhando-se ao que foi
descrito para o diabetes humano.

Evidenciou-se que apds essa dieta houve o desenvolvimento de retinopatia
diabética pré-proliferativa, precocemente induzida por dieta, o que n&do havia sido
relatado em literatura em lagomorfos. Em outra publicacgo® foram testados os efeitos
dos polissacarides da Siraitia grosvenorii nos niveis glicémicos, de lipides e na presséo
arterial, mas sem meng¢ao a uma investigagao mais aprofundada de lesdes em érgaos-
alvo e/ou dados laboratoriais mais abrangentes.

Observou-se que alteragcdes iniciais na retina ocorreram antes mesmo da
elevacdo da glicemia, havendo progressao da retinopatia com 6 meses, quando os
animais apresentaram franca hiperglicemia. Como nao havia descricdo de dados de
animais normais e mesmo de animais com hipercolesterolemia, nosso grupo realizou
retinografia e angiofluoresceinografia em alguns animais normais no periodo basal do
protocolo, mas também durante o seguimento de 6 meses, para verificar se esses
também apresentariam algum grau de comprometimento microvascular. Foram

testados, portanto, animais com dieta normal, dieta hipercolesterolémica a 0,5% e a
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0,1%. De fato, nesses animais havia pequeno numero de microaneurismas,
classificados como grau | (<10). Na evolugdo houve manutencdo desses achados,
enquanto nos animais com indugao de diabetes houve progresséao atingindo grau 1V no
6° més. A figura 53 (A e B) mostra que a presenga de microaneurismas é semelhante a

encontrada nos animais normais, sem dieta hiperglicemiante e hipercolesterolémica.

~

Figura 53. Angiofluoresceinografias de coelhos normais (A) e hipercolesterolémicos (B),
mostrando microaneurismas em pequeno numero.

5.2. Efeitos do bloqueio do sistema renina-angiotensina

Varios ensaios clinicos, como o HOPE®?, LIFE®", EUROPA®Y, PROGRESS®?),
RENAAL®® MARVAL®", IDNT®® mostraram evidéncias sobre o uso de inibidores da
ECA e de BRA na protegédo de 6rgaos-alvo em pacientes de alto risco cardiovascular.
De fato, estes estudos demonstram que estas drogas reduzem complicagbes micro e
macrovasculares associadas ao diabetes®®°".

Em razao destes efeitos que vao além da diminuicédo pressoérica, foram utilizados
o quinapril 30mg/kg (IECA) e/ou a olmesartana 5mg/kg (BRA) para avaliar seus efeitos
em 6rgaos-alvo, sendo administrados durante todo o protocolo do estudo, associados a
dieta, mas antes dos animais apresentarem a condicdo de hiperglicemia e
hipercolesterolemia.

Nos animais tratados, assim como no modelo, apds trés meses de inducéo,
houve ganho de peso, dislipidemia e no sexto més os animais apresentaram elevagao
subsequlente da glicemia compativel com modelo de diabetes tipo 2. Entretanto, os
animais recebendo apenas a dieta apresentaram niveis de glicémicos mais elevados

que os grupos em tratamento, sugerindo protecao pelo bloqueio do SRA. Ja os valores
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de frutosamina elevaram-se progressivamente nos quatro grupos, sem diferencas,
mostrando que nao houve melhor controle glicémico dos grupos em tratamento
comparados ao modelo.

Em todos os grupos houve elevagéo de triglicérides e redugao do HDL-C. Os
niveis de colesterol total e LDL-C mantiveram-se elevados pela dieta e promoveram o
desenvolvimento de placas ateroscleréticas em aortas, as quais foram mais
pronunciadas na regido do arco adrtico. O tratamento pelo bloqueio do SRA nao
modificou esses parametros.

Os niveis de insulina e o HOMA-IR ndo foram diferentes entre os grupos
tratados, bem como durante o estudo. Entretanto, o HOMA-B mostrou progressiva
reducao, sugerindo deficiéncia de fungdo de células beta pancreaticas. Este € um dos
achados de maior interesse, uma vez que foi obtido apenas pela dieta, e ndo por
farmacos toxicos as células beta pancreaticas.

Em modelos de base genética, onde ocorre uma rapida e progressiva
substituicdo das ilhotas pancreaticas por tecido fibroso, foi mostrada atenuagao das
alteragdes morfo-funcionais pelo bloqueio com IECA e BRA. E possivel que a ativacéo
do SRA seja menos evidente em nosso modelo, ndo permitindo uma resposta téo
exuberante como em modelos genéticos*?).

Assim como no modelo, em todos os grupos as enzimas hepaticas AST e GGT
nao se alteraram durante o estudo, enquanto os niveis de albumina e ALT declinaram
durante o protocolo, mas estavam dentro dos parametros normais.

Com relagéao a fungao renal, os trés grupos também apresentaram a creatinina
sérica elevada no terceiro més; os valores de albumina e creatinina urinaria estavam
normais, nao evidenciando microalbuminuria em nenhum grupo, indicando que a
filtracdo glomerular se apresentava preservada.

Os niveis de atividade da ECA nao se alteraram durante o estudo, mas de
acordo com o esperado o G3 que fazia uso de IECA apresentou niveis de atividade
enzimatica menores a partir do terceiro més. Os valores de angiotensina |, Il e 1-7 n&o
foram diferentes entre os grupos. Os niveis de Ang | permaneceram estaveis durante o
estudo, mas os niveis de Angiotensina Il e 1-7 foram mais elevados no més 6.

Strawn e cols analisaram aortas de macacos com dieta aterogénica e
demonstraram que apdés 6 semanas, 0os animais que usavam losartana (BRA) embora
tivessem niveis lipidicos comparaveis ao grupo placebo, apresentavam redugao de

atividade e adesdo de mondcitos, além de menor area de placa aterosclerdtica em
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artérias coronarias®, outro estudo também verificou que o tratamento com

candesartan foi associado com reducdo do conteudo de colesterol em aorta toracica
quando comparado ao placebo ou atenolol®). Em ensaio com coelhos Watanabe que
foram tratados por 12 meses com trandolapril (IECA) foi demonstrado redugdo no
desenvolvimento de placa aterosclerética em aorta®). Em nosso modelo, houve
formagdo de placa aterosclerdtica localizada principalmente em arco adrtico, e de
forma diferente dos estudos citados, o IECA e o BRA nao foram capazes de atenuar a
formacgao de placa, nem alterar sua composigdo bem como o infiltrado de macré6fagos.
Yin e cols® mostraram uma correlagdo positiva entre os valores de colesterol total
(r=0,866, p=0,003) , glicemia (r=0,900, p=0,001), e a area total de placa em aortas, ja
no modelo aqui apresentado, houve apenas correlagdo positiva com os niveis de
colesterol total (r=0,681, p=0,015).

Em nosso modelo houve o desenvolvimento de esteato-hepatite, fibrose com
desarranjo da arquitetura hepatica. Os efeitos do duplo bloqueio do SRA modificaram a
evolugdo da esteatose sem modificar a fibrose hepatica. Os achados histopatoldgicos
preliminares dos rins também sugerem processo inflamatério no modelo de diabetes, o
que foi atenuado com o duplo bloqueio. O pancreas foi preservado em sua capacidade
de secreg¢ao de insulina, com base nos dados de imunohistoquimica, mas também
apresentou expressao do receptor AT1 nas ilhotas, sugerindo que apesar da agressao
pela ativacdo desse sistema, as alteracbes morfofuncionais das ilhotas possam ser
mais tardias.

A inibicdo da atividade da ECA e o bloqueio do receptor AT1 atenuaram o
numero e o grau de microaneurismas presentes na retina desses animais. Tais
aspectos revestem-se de grande importadncia para o estudo de mecanismos da
retinopatia, e abrem novas possibilidades terapéuticas, uma vez que a cegueira em
adultos é principalmente determinada por retinopatia diabética. Outro trabalho®®
mostrou que a dieta hipercolesterolémica em coelhos induz rapidamente aumento da
espessura da corbide e esclera, principalmente a custa de histiocitos e fibras
colagenas.

A descricdo de diabetes mellitus com alteragcbes metabodlicas e lesbes em
érgdos-alvo em coelhos é pouco descrita. Mir e cols.®® apresentaram, no modelo de
inducdo por aloxana, alteracbes inflamatdérias e do estresse oxidativo como
responsaveis pelos achados histopatolégicos. Nosso modelo examina as alteragées em

orgaos-alvo no diabetes tipo 2, e vai além, descrevendo pela primeira vez, as
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alteracdes retinianas nesse modelo experimental. Considerando que a principal causa
de cegueira em adultos é decorrente de microangiopatia diabética, o modelo pode
propiciar investigacées de base fisiopatolégica e terapéuticas que visem um melhor
conhecimento e controle desta grave condigao na populagdao humana.

Os resultados parciais do bloqueio do sistema renina-angiotensina revelam a
complexidade das alteracdes associadas ao diabetes, mostrando que o bloqueio de um
unico sistema, embora traga beneficios incontestes, sua magnitude pode variar de
tecido a tecido, sugerindo uma abordagem mais ampla para melhor controle destas
alteragdes. Observamos ainda que graus distintos de comprometimento de érgaos-alvo
podem ocorrer, sugerindo que o tempo de exposigado aos disturbios glucometabdlicos
possa ser um fator relevante no aparecimento das lesbes para certos 6rgaos. A
retinopatia, caracterizada de maneira precoce, de certa forma se contrapde ao antigo
conceito da doenga micro-vascular ser uma manifestacdo tardia do diabetes. Na
realidade, nesse modelo, em todos os tecidos analisados, houve algum grau de
comprometimento da membrana basal, infiltrado inflamatério, precedendo algumas
alteragdes funcionais. Tais achados foram obtidos apenas por indugao dietética e de
maneira uniforme em todos os animais, o que refor¢ca o conceito de que fatores ligados

ao meio ambiente tenham uma grande participacéo na fisiopatologia do diabetes.
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6. CONCLUSOES

O modelo experimental de diabetes mellitus induzido por meio da dieta
reproduziu alteragbes bioquimicas e histomorfologicas semelhantes as alteragbes
observadas no diabetes mellitus tipo 2 em humanos. Desta forma, coelhos Nova
Zelandia constituem um modelo conveniente para o estudo desta doencga e de lesdes
macro e microvasculares, especialmente da retinopatia diabética e aterosclerose.

Foram evidenciadas algumas caracteristicas de diabetes tipo 2, de base
fisiopatolégica mista, por déficit de secrecado e resisténcia a insulina, associadas a
dislipidemia aterogénica, com lesbes micro e macrovasculares, como retinopatia,
aterosclerose, alteragbes glomerulares, além de esteatose e fibrose hepatica.

Este modelo torna-se ainda mais adequado, por ser de baixo custo, de curto
prazo de inducao e de facil manuseio.

O bloqueio do sistema renina angiotensina, quer com inibidor da ECA ou
antagonista do receptor AT1 atenuou o desenvolvimento da retinopatia diabética e
mostrou discretas, porém significantes alteragdes em perfil glucometabdlico.
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