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RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM) est& entre as doencas crénicas ndo transmissiveis (DCNT)
mais prevalentes no Brasil e no mundo, ndo somente por causa dos agravos a saude
da populagéo, mas também devido a sua alta taxa de mortalidade. Quando acontece
no estado gravidico, pode comprometer a vida da mée e o desenvolvimento fetal, bem
como predispor a mae ao desenvolvimento do DM2. Alteragbes macro e
microvasculares presentes nessa patologia, além de ativacdo de vias inflamatérias
que culminam no quadro de disfuncdo vascular, vém sendo relacionadas a niveis
alterados de metabdlitos oriundos da via da quinureninas. Esta via, resulta do
metabolismo do triptofano por enzimas como a indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO),
cuja expressao encontra-se aumentada em condicfes inflamatorias. Nesse sentido, 0
presente estudo teve como finalidade investigar a relagdo da via das quinureninas
com as adaptacdes vasculares associadas a gravidez e sua relacdo com os disturbios
vasculares induzidos pela hiperglicemia em artérias de camundongos prenhe e nédo
prenhe. Para a realizacdo dos protocolos experimentais, foram utilizados
camundongos fémeas para compor quatro grupos experimentais: normoglicémicas,
hiperglicémicas, prenhe normoglicémicas e prenhe hiperglicémicas (n=10/grupo). Os
animais do grupo hiperglicémico foram submetidos a uma dieta hipercal6rica durante
3 meses. Nesse periodo receberam duas doses de estreptozotocina (100mg/kg) com
intervalo de uma semana entre as aplicagcbes. Os animais do grupo prenhe
hiperglicémico foram submetidos a uma dieta hipercalérica durante 0 més que
antecedeu o acasalamento e durante os 21 dias da prenhez. A hiperglicemia foi
confirmada com as dosagens glicémicas de animais em jejum de 6h. Em todos os
grupos foi realizado os ensaios de reatividade vascular, no qual foram avaliadas a
resposta vasoconstritora induzida por fenilefrina e vasodilatadora induzida por
acetilcolina em anéis de aorta de camundongos previamente incubadas com
inibidores da indoleamina2,3-dioxigenase (IDO) e quinurenina mono-oxigenase
(KMO) ou com metabdlitos oriundos da via: L-quinurenina (KYN), &cido quinurénico
(Ac. KYN) e 3-hidroxiquinurenina (3HKYN). Nossos resultados evidenciaram que a via
das quinureninas desempenham importante acéo na regulacao do ténus vascular dos
qguatro grupos experimentais. Essa regulacdo foi direcionada a uma diminuicdo da
resposta vascular ao vasoconstritor fenilefrina. Além disso, evidenciamos também que
perfil de ativacdo da via difere nos grupos avaliados. A acdo do acido quinurénico foi
mais expressiva na prenhez e a quinurenina na prenhez hiperglicémica. Enquanto que
na condicdo ndo prenhe, sugerimos que outros metabdlitos, ndo avaliado neste
estudo, podem desencadear essa acdo reguladora da vasculatura, uma vez que a
incubacéo com os inibidores promoveu alteragdes vasculares, e 0 mesmo nao foi visto
com os metabdlitos analisados.

Palavras-chaves: Inflamacéao; Disfuncdo Endotelial; Quinurenina, Diabetes,
indoleamina 2,3-dioxigenase.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is among the most prevalent chronic non-communicable
diseases (NCDs) in Brazil and around the world, not only because of the damage to
the population's health, but also because of its high mortality rate. When it happens in
the pregnant state, it can compromise the mother's life and fetal development, as well
as predispose the mother to the development of DM2. Macro and microvascular
alterations present in this pathology, in addition to activation of inflammatory pathways
that culminate in vascular dysfunction, have been related to altered levels of
metabolites from the kynurenine pathway. This pathway results from tryptophan
metabolism by enzymes such as indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), whose
expression is increased in inflammatory conditions. Thus, the present study aimed to
investigate the relationship of the kynurenine pathway with vascular adaptations
associated with pregnancy and its relationship with vascular disorders induced by
hyperglycemia in mouse arteries. To carry out the experimental protocols, female mice
were used to compose four experimental groups: normoglycemic, hyperglycemic,
normoglycemic pregnant and hyperglycemic pregnant (n=10/group). The animals in
the hyperglycemic group were submitted to a hypercaloric diet for 3 months. During
this period, they received two doses of streptozotocin (100mg/kg) with an interval of
one week between applications. The animals in the hyperglycemic pregnant group
were submitted to a hypercaloric diet during the month before mating and during the
21 days of pregnancy. Hyperglycemia was confirmed with the glycemic dosages of
animals fasting for 6h. All groups went through essays of vascular reactivity, in which
the vasoconstrictor response induced by phenylephrine and vasodilator induced by
acetylcholine in aortic rings of mice, which were previously incubated with inhibitors of
indoleamine2,3-dioxygenase (IDO) and kynurenine mono-oxygenase (KMO) or with
metabolites from the pathway: L-kynurenine (KYN), kynurenic acid (Ac. KYN) and 3-
hydroxykynurenine (3HKYN). Our results showed that the kynurenine pathway plays
an important role in regulating vascular tone in the four experimental groups. This
regulation was directed to a decrease in the vascular response to the vasoconstrictor
phenylephrine. In addition, we also evidenced that the pathway activation profile differs
in the evaluated groups. The action of kynurenic acid was more expressive in
pregnancy and kynurenine in hyperglycemic pregnancy. While in the non-pregnant
condition, we suggest that other metabolites, not evaluated in this study, may trigger
this vasculature regulating action, since incubation with the inhibitors promoted
vascular changes, and the same was not seen with the analyzed metabolites.

Keywords: Inflammation; Endothelial Dysfunction; Kynurenine, Diabetes, indoleamine
2,3-dioxygenase.
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1. INTRODUCAO

O triptofano (TRP), aminoacido essencial para o organismo, é utilizado para a
sintese de proteinas e a biossintese de diversos compostos biologicos (YUASA et al.,
2012). Possui dois destinos metabdlicos importantes, a biossintese da serotonina e
melatonina, pela cascata enzimética que se inicia com a agédo da enzima triptofano
hidroxilase, ou pode ser catalisado pela Indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), através
da via das quinureninas, sendo esta Ultima a responsavel por cerca de 95% do

catabolismo periférico do triptofano livre (PETERS, 1991).

O gene da IDO é expresso com mais frequéncia em tecidos que possuem grande
porcado de mucosa, como o trato gastrointestinal e pulmé&o, mas também aparece em
diferentes tipos celulares, entre eles no corddo umbilical, células de linhagem
mieldide, fibroblastos, células estromais, hematopoiéticas, tumorais, linfoides e
células dendriticas, endotélio e placenta (KING & THOMAS, 2007; HUANG et al.,
2013).

A enzima IDO, fator iniciante da rota metabdlica das quinureninas, produz uma
série de metabdlitos ativos, chamados de quinureninas (KYN). Polyzos e Ketelhuth
(2015) demonstraram o envolvimento da IDO na imunotolerancia, atuando como um
mecanismo homeostatico em processos inflamatérios excessivos. O aumento da
expressao de IDO nesta condigdo, se deve ao aumento de Interferon-gama (IFNy),
potente indutor da expressao desta enzima (SCHROCKSNADEL et al., 2006).

Durante a gravidez, a demanda por triptofano em corpos maternos e
embrionarios aumenta e seu metabolismo varia ao longo do tempo na méae e no feto
(KEATON et al., 2019). Badawy, Namboodiri e Moffett (2016) demonstraram que a
deplecao de triptofano que ocorre durante a gravidez normal € uma consequéncia
do consumo de triptofano pela enzima IDO. A atividade da IDO na placenta humana
tecido fetal pelo sistema imunolégico materno (TATSUMI et al., 2000;
SCHROCKSNADEL et al., 2003).

Nos ultimos anos, varios estudos vém relatando uma forte associacdo da

reducdo da atividade da via das quinureninas com quadros de restricdo de
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crescimento fetal (ZARDOYA et al., 2018), pré-eclampsia (KEATON et al., 2019) e
aborto espontaneo recorrente (ZONG et al., 2016) devido a significativa reducdo nos
niveis plasmaticos e placentarios de IDO, bem como de importantes metabdlitos da
via, como a quinurenina e o acido quinurénico (GROZDICS et al., 2014; KEATON et
al., 2019). Pouco se conhece sobre o comportamento da via das quinureninas no

diabetes gestacional. Dados da literatura neste sentido ainda sdo escassos.

Condicdes hiperglicémicas durante a gravidez constituem hoje um relevante
problema de saude por riscos relacionados tanto ao feto, quanto a mée, e para o
desenvolvimento de doencas futuras como a obesidade (ADA, 2014). O Diabetes
Mellitus Gestacional (DMG) é definido pela American Diabetes Association (ADA)

como qualquer grau de intolerancia a glicose durante a gravidez.

Para mulheres, o antecedente obstétrico de DMG é o principal fator de risco para
o desenvolvimento de Diabetes Mellitus do tipo 2 (DM2) e da sindrome metabdlica
apos a gravidez (Organizacdo Pan-Americana de Saude, 2016). Nessa condicéo,
caracterizada principalmente pela desregulacdo no metabolismo da glicose, a
disfuncédo endotelial se apresenta como um complexo quadro que pode agravar o
estado inflamatoério e contribuir para o desenvolvimento de outras patologias como a
dislipidemia e a hipertenséo arterial (LAHOZA e MOSTAZAA, 2007).

A perda das propriedades do endotélio vascular causa migracao e proliferacao
de células musculares lisas, agregacao de plaquetas, adesao de mondcitos e sintese
de citocinas inflamatorias, com o aumento nos niveis de Fator de necrose tumoral-alfa
TNF-a (interleucina pro-inflamatoérias) e IFN-y, o mais potente indutor da IDO,
resultando numa acéo vasodilatadora/constritora comprometida (BERTOLUCI, 2008).
Dessa forma, essas evidéncias sugerem que o aumento na expressdo de IDO,
induzido por IFN-y, e 0 consequente aumento da raz&o quinurenina/triptofano, podem
ser indicativos de disfuncédo endotelial em pacientes diabéticos, uma vez que ha uma

maior producéo de IFN-y nessas condigdes.

Ante o exposto, onde as evidéncias indicam o envolvimento da via das
quinureninas na promoc¢ao da imunotolerancia durante uma gestacao saudavel, assim
como sua agado no mecanismo homeostatico contra reagdes imunes excessivas de

quadros inflamatérios cronicos, como o diabetes. E de grande importancia o
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entendimento do comportamento desta via no diabetes gestacional, onde o organismo

vai requerer a ativacao da via para diferentes regulacdes.

Assim, com o objetivo de entender os efeitos da via das quinuréninas na resposta
vascular no quadro diabético, na gravidez normal e diabética, realizamos uma busca
sistematica da literatura, classificada atualmente como topo da piramide da evidéncia
cientifica, e dividimos o referencial teérico da presente tese em quatro revisdes

sistematicas e/ou metandlises que abrangem o tema proposto.

A revisdo sobre a via das quinureninas e gestacao teve como objetivo determinar
o perfil de ativacdo da via das quinureninas, pela IDO, no desenvolvimento normal da
gestacao e sua relacdo com as complicacfes relacionadas a gravidez (pagina 20). Ja
a revisao, cujo foco foi a relacéo da via com o diabetes, teve como objetivo determinar
o perfil de ativacdo da via das quinureninas e sua relacdo com o desenvolvimento e
complicacBes associadas ao DM2 (pagina 44). E, finalmente, fundamentado nos
resultados encontrados com as duas revisfes, foi realizado um artigo de hipétese,
cujo objetivo foi associar o perfil de ativagéo da via com as duas condi¢cdes avaliadas
neste estudo: gestacao diabética (pagina 67).

No intuito de definir o melhor protocolo de inducdo de diabetes experimental, foi
realizada uma revisao sistematica envolvendo modelos de animais diabéticos que
refletissem disfuncdes vasculares semelhantes as que acontecem em seres humano
(pagina 77). Além disso, realizamos ensaios experimentais de reatividade vascular
utilizando inibidores e metabdlitos da via das quinureninas em animais saudaveis,
hiperglicémicos, prenhe saudaveis e prenhe hiperglicémicos para avaliar papel da via

das quinureninas sobre a funcdo vascular nestas condi¢des experimentais.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1Artigo 1 — Desenvolvimento Saudavel e Complicacdes Gestacionais
decorrentes da ativagdo da via das Quinureninas: Uma revisao

Sistematica

2.1.1 RESUMO

O organismo feminino passa por varias adaptacdes fisiologicas para ocorrer o
desenvolvimento saudavel do feto. Um quadro inflamatério leve no inicio, seguido de uma
tolerancia imunoldgica durante toda a gestacdo sdo essenciais para que essas adaptagdes
acontecam. Resposta excessiva ou diminuida da inflamacgéo e supressao da resposta imune,
pode gerar graves complicagBes para o feto e para a mae. A indoleamina 2,3-dioxigenase
(IDO), enzima que cataboliza o Triptofano (TRP) em quinureninas, esta associada a regulacéo
de processos inflamatdérios, infecciosos e imunossupressores. Assim, 0 objetivo deste estudo
foi avaliar resultados j& publicados na literatura para determinar o perfil de ativagéo da via das
quinureninas e atividade da IDO no desenvolvimento normal da gestagéo e sua relagdo com
as complicacdes mais recorrentes durante a gravidez. Para isso, foi realizado um protocolo
de elaboracdo de revisbes sisteméticas e metanalises. Dois pesquisadores calibrados
realizaram uma busca sisteméatica da literatura de artigos publicados e enquadrados em
critérios pré-definidos. Apés a triagem, 11 estudos se adequaram a proposta e compuseram
a presente revisdo. Os estudos selecionados focaram principalmente em IDO e sua regulacdo
no quadro gravidico. Niveis de IDO, TRP e metabdlitos da via das quinureninas foram
extraidos dos estudos para as devidas andlises. Os dados ndo foram suficientes para a
realizacdo de matandlise, no entanto, apos a compilacdo dos dados, foi evidenciado que a
expressdo e atividade da IDO desempenha importante papel na manutengdo da gravidez
saudavel. Niveis reduzidos de IDO foram associados a complicagfes gestacionais como
aborto espontaneo recorrente (AER), restricdo de crescimento fetal (RCF) e pré-eclampsia
(PE) pela quebra da tolerancia materno fetal. Em relagdo ao TRP, foi evidenciado que este
aminoacido desempenha acdo vasodilatadora na microcirculacdo da placenta dependente
dos niveis de IDO. Desse modo, alteracdes no catabolismo do TPR também foram associadas
a comorbidades pela diminuicdo da demanda de substancias essenciais ao feto. Entre os
metabdlitos analisados, foi sugerido aumento do catabolismo da quinurenina direcionado a
maior sintese de &cido quinurénico em comorbidades associadas a gravidez. Isto pode ser
observado na resposta compensatoria do organismo em atenuar os efeitos das comorbidades
AER, RCF e PE, ja que varios relatos apontam que esse metabdlito apresenta atividade
protetora ao organismo. Dessa maneira, 0s resultados encontrados nessa revisao sistematica
fornecem dados que demonstram que a desregulacéo na via das quinureninas pode predispor
a gravida a um maior risco de aborto espontaneo recorrente, restricdo de crescimento fetal
el/ou pré-eclampsia. Futuros estudos sao requeridos para validacdo destes achados.
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2.1.2 INTRODUCAO/REVISAO

Durante o periodo gestacional, o organismo feminino passa por uma seérie de
adaptacdes fisiologicas que comecam apds a concepcdo e afetam varios sistemas
organicos do corpo (SOMA et al., 2016). Os sistemas cardiovascular, respiratorio,
hematoldgico, renal, gastrointestinal e endocrino passam por importantes alteracbes
fisiologicas e adaptacbes que garantem um ambiente Otimo para o crescimento e
desenvolvimento fetal (KAZMA et al., 2020), além de permitir que a mée e o feto
sobrevivam as exigéncias do parto (LONGO, 2018).

O sistema imunolégico também desempenha um papel fundamental na relacéo
materno-fetal (LI et al., 2020). A formacao da decidua, que comeca apds a ovulagédo
do ciclo menstrual e avanca até o primeiro trimestre de gravidez, seguida da invaséo
trofoblastica (Figura 1) e implantacdo uterina evoluem de uma reacédo inflamatoria
leve, mas significativa, que permiti o estabelecimento e manuten¢ao de uma gravidez
viavel (YANG, ZHENG & JIN, 2019; XU et al., 2021). Esses eventos regulam o epitélio

do endométrio, os vasos sanguineos e o estroma (PALM et al., 2013).

O desenvolvimento da decidua estimula a producéo de fatores como a Ativina-
A, Procinectina-1, Interleucina-11 (IL-11) e a Prolactina, mediadores que atuam desde
o primeiro trimestre da gestacdo até a formacdo completa da placenta (ALI et al.,
2021). O processo de decidualizacdo é importante para regular a invasdo do
trofoblasto e estabelecer um ambiente adequado de citocinas e imunomoduladores
no estroma, promovendo a remodelacdo das artérias espiraladas para permitir maior

fornecimento de sangue para o feto (LIU et al., 2017).

A invasao trofoblastica, neste processo, esta intimamente associada a presenca
de células Natural Killer (NK) para que o trofoblasto possa invadir a decidua. As
interacdes entre células fetais e células NK na decidua resultam em um mecanismo
pré-inflamatério que leva a uma resposta pro-angiogénica para promover as
adaptacdes vasculares no inicio da gravidez. O desenvolvimento da circulacdo
placentaria é assegurado entdo pelas modificagbes estruturais das artérias
espiraladas, devido a dilatacdo e aumento do fluxo sanguineo materno e,

consequente, diminuigéo da presséo (XU et al., 2021).
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Figura 1 - Representacdo esquematica do Utero humano em duas situacbes distintas: Utero nao
gravidico, onde é possivel identificar as artérias totalmente espiraladas, e ap0ds a invasao trofoblastica
no Utero gravidico, onde a presenca das células NK promove um processo inflamat6rio com posterior
angiogénese, que resulta no remodelamento das artérias espiraladas.

Nio Gravida Cel Trofoblastica Fetal Gravida
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(Adaptado de Bel, 2004).

O catabolismo do Triptofano (TRP), aminoacido utilizado para a sintese de
diversos compostos essenciais, também esta envolvido na manutencdo da gravidez
(IWAHASHI et al. 2017). A demanda por TRP em corpos maternos e embrionarios
aumenta para promover a regulacdo da tolerancia materno-fetal (KEATON et al.,
2019). Na gestacdo saudavel, o TRP € distribuido em trofoblastos placentarios e

catabolizados pela enzima Indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) (BAN et al., 2013).

Este aminoacido possui destinos metabdlicos importantes no organismo
humano, tais como a biossintese da serotonina e melatonina, pela cascata enzimatica
gue se inicia com a acdo da enzima triptofano hidroxilase, ou pode ser catalisado pelas
enzimas IDO (1 e 2) e Triptofano 2,3-dioxigenase (TDO), dando origem a via das
quinureninas (Figura 2). A TDO encontra-se em tecidos hepatico e IDO em tecidos
extra-hepaticos, ambas séo responsaveis pelo catabolismo periférico de cerca de 95%
do triptofano livre (GROZDICS et al., 2014).

O gene da IDO é expresso com maior frequéncia em tecidos que possuem
grande por¢do de mucosa, como o trato gastrointestinal e pulmdo, mas também
aparece em diferentes tipos celulares, entre eles no corddo umbilical, células de
linhagem mieloide, fibroblastos, células estromais, endoteliais, hematopoiéticas,
tumorais, linfoides e células dendriticas (KING & THOMAS, 2007; HUANG et al., 2013;
PORTUGUEZ & SUTPHIN, 2020).
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A reacdo enzimatica mediada pela IDO/TDO ocorre pela reducéo eletrénica do
atomo de ferro presente no grupo heme que sai do seu estado férrico (Fe®*) para o
estado ferroso (Fe?*), facilitando a ligacédo do triptofano e do ion superéxido ao sitio
enzimatico, com sua posterior oxidagcdo (NELP et al.,, 2018). Metabdlitos ativos
originados a partir do catabolismo do triptofano pela acédo das enzimas IDO/TDO sé&o
denominados de quinureninas. Essa cascata de ativacdo gera, primeiramente, a
quinurenina (KYN) e uma gama de produtos secundarios, 0s quais apresentam
diferentes atividades bioldgicas (POLYZOS & KETELHUTH, 2015).

Figura 2 - Principais metabdlitos e enzimas chave envolvidas no metabolismo do triptofano.
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(Adaptado de Polyzos & Ketelhuth, 2015).

O segundo e terceiro trimestres da gestacdo sdo caracterizados por uma
mudanca do equilibrio inflamatério em direcdo ao perfil anti-inflamatério (ALI et al.,
2021). Uma disfuncéo imunoldgica local induzida pela reducdo da atividade da IDO
pode resultar em um desequilibrio das vias angiogénicas ou inflamacdo excessiva
(IWAHASHI et al., 2017). Ban e colaboradores (2013) demonstraram que essa
desregulacdo pode contribuir para o desenvolvimento da pré-eclampsia, com

hipertenséo e proteinuria, e aborto espontaneo recorrente.
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Ante 0 exposto, a presente revisdo tem como objetivo caracterizar o
comportamento da via das quinureninas durante o desenvolvimento de uma gestacao
saudavel, bem como relacionar alteracdes na via com as doencas mais recorrentes
no quadro gravidico. Tais achados podem contribuir para a elucidagdo do mecanismo
pelo qual ocorre o processo tolerogénico, ainda nao tdo claro, desenvolvido pelos

complexos metabdlitos oriundos dessa via.

2.1.3 METODOLOGIA

Para a realizacdo deste estudo, seguiu-se o protocolo PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-analysis), o qual delineia as etapas
para o desenvolvimento de uma reviséo sistematica e meta-analise (MOHER et al.,
2009).

Critérios de inclusao

Os estudos foram selecionados de acordo com os seguintes critérios: (1) Estudos
clinicos (I) Um grupo que apresentasse um quadro de gravidez normal (Il
Determinacgédo, por meio de parametros laboratoriais, dos niveis de quinurenina (IV)
Comparacéo dos niveis de quinurenina de gravidas com ndo gravidas ou gravidas

com comorbidades associadas.

Busca Sistematica

A busca sistemaética foi realizada por dois pesquisadores calibrados nas bases
de dados MEDLINE (National Library of Medicine), SCIENCE DIRECT e GOOGLE
SCHOLAR, utilizando a combinacdo das seguintes palavras-chave: “Pregnancy”,
“Kynurenine pathway” e “Ilmmunotolerance”. A busca utilizou artigos publicados antes
de 05 de janeiro de 2021. Nao houve restricdo de idioma na busca sistematica e as
referéncias dos estudos foram analisadas para identificar possiveis estudos

adicionais.
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Extracdo de dados

Artigos cujos desfechos primarios avaliaram o0s niveis de quinureninas no
periodo gestacional foram considerados para fornecer as informagdes necessarias
para as andlises propostas neste estudo. Como desfechos secundérios, estudos que
abordassem a relacdo da gravidez com o perfil inflamatério e a presenca das
comorbidades mais comuns na gravidez foram considerados para caracterizar e
associar a influéncia da via das quinureninas com o desenvolvimento da gravidez
saudavel. Em seguida, foi realizada a extracdo dos dados por dois pesquisadores
independentes, conforme formulario padronizado, para compor as tabelas das

principais caracteristicas dos estudos incluidos.

Estudos que apresentaram resultados em valores de mediana e intervalo
interquartil foram transformados em média e desvio padrdo da meédia conforme
descrito por Hozo, Djulbegovic e Hozo (2005). Nao foi aplicado nenhum método
estatistico neste estudo. Os valores de comparacdo para o0s resultados
estatisticamente significativos foram extraidos e discutidos conforme analise realizada

pelos autores dos estudos incluidos.

2.1.4 REULTADOS

A estratégia de busca realizada no dia 05 de janeiro de 2021, sem restricdo de
data de publicacdo ou idioma, resultou em 153 artigos que, apés a aplicacao dos
critérios de inclusdo/exclusdo previamente estabelecidos, resultou num total de 11

artigos selecionados para compor esta revisao (Figura 3).
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Figura 3 - Diagrama PRISMA mostrando o método de selecdo de elegibilidade dos artigos incluidos no
estudo.

(]
. Numero de artigos identificados nas Numero de artigos identificados em
3 bases de dados outras fontes
= (n=153) (n=8)
(]
: l l
§3 Numero de artigos excluidos apés analise das duplicatas
3 (n=26)
._
l Numero de artigos excluidos (n = 124)
3 Estudos pré-clinicos (n=16)
3 Numero_de artigos Revisbes (n=17)
5 analisados - Dados Insuficientes (n=68)
b (n=135) Estudos sem grupo controle (n=8)
w Estudos que nao dosaram quinureninas (n=15)
8
kS Total de estudos incluidos na anélise qualitativa (reviséo sistematica)
- (n=11)
o

Os 11 estudos que obedeceram aos critérios de inclusdo estabelecidos nesta
reviséo foram publicados entre os anos de 2003 e 2019 e classificados como ensaios
clinicos observacionais. O conjunto de dados analisados envolveu 3041gravidas, das
quais 195 desenvolveram Pré-eclampsia (PE) e em 32 gravidas ocorreu Restricdo de
Crescimento Fetal (RCF). Um grupo de 70 mulheres interromperam a gestacao no
primeiro trimestre e serviram de controle para as 46 gravidas que sofreram Aborto
Espontdneo Recorrente (AER) também no primeiro trimestre. Estas foram as
principais alteracdes de comprometimento do desenvolvimento normal da gravidez

relatadas nos artigos.

Os estudos selecionados abrangeram 6 paises, distribuidos principalmente
pelos Continentes Asiatico, Europeu e Oceania. A descricdo e desenho dos estudos
estdo apresentados nos quadros 1 e 2. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) foi a metodologia mais utilizada para a dosagem das quinurenina (9 estudos)
e a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), a mais utilizada para avaliar
a expressao da IDO (4 estudos). Cromatografia gasosa e imunohistoquimica também
foram utilizadas. A placenta foi o principal meio utilizado para analise dos parametros

bioquimicos.
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Durante a pesquisa sistematica, foi observado um grande nimero de estudos
gue buscaram esclarecer o papel da via das quinureninas com o desenvolvimento da
gravidez e as mais diversas alteracdes que ocorrem durante o ciclo gravidico, porém,
nem todos forneceram dados suficientes para serem incluidos nesta revisdo. O foco
principal dos estudos incluidos voltou-se para a acdo da IDO, cujos dados foram

extraidos e tabelados (Tabela 1).

N&o houve uma preocupacao entre a maioria dos autores em avaliar os demais
metabalitos ativos derivados do catabolismo do TRP a partir da IDO. Por isso, néo foi
possivel realizar a metanalise, uma vez que os estudos ndo apresentaram a robustez
necessaria pra tal. Porém, os dados referentes a TRP, quinurenina e demais
metabdlitos foram extraidos, tabelados e analisados conforme discutidos nos artigos
(Tabelas 2 e 3).

Todos os autores foram conclusivos em seus principais achados, evidenciando
a importancia da atividade da IDO no desenvolvimento da tolerancia materno-fetal. Os
resultados tabelados indicam uma associacdo negativa da atividade da IDO com o
desenvolvimento de PE, AER e RCF. Quanto ao unico estudo que dosou o0s niveis de
Acido Quinurénico (Ac. KYN) na PE, foi demonstrado que neste quadro, as
concentragdes plasmaticas de Ac. KYN sdo mais altas na 182 semana gestacional do

gue em maes que nao desenvolveram PE (NILSEN et al., 2012).

As demais analises realizadas com os metabolitos como Acido Xanturénico (AX),
Acido Antranilico (AA), Acido 3-hidroxiantranilico (3HAA), 3-hidroxiquinurenina
(3HKYN) (NILSEN et al., 2012) e Acido Quinilinico (AQ) (KEATON et al., 2019) néo
apresentaram diferencas significativas entre os grupos analisados. Os dados
extraidos do estudo realizado por Murthi, Wallace & Walker (2017), apesar de
apresentarem diferenca estatistica significativa, ndo foram considerados neste estudo

pois avaliaram os niveis dos metabdlitos em meios diferentes.



Quadro 1 - Descricdo sumaria dos estudos incluidos para compor a reviséo sistematica, evidenciando as principais comorbidades associadas a gestacéo.

Autor,
ano

Ban,
2013

Blaschitz,
2011

Grozdics,
2014

Keaton,
2019

Kudo,
2003

Liu,
2010

Murthi,
2017

Nilsen,
2012

Nishizawa,
2011

Zardoya,
2018

Zong,
2016

Nao
Gravida

(n)

14

Gravida

(n)

40

10 (2° tri)
10 (termo)

20
18

12

18

25

2820
23

Termo: 9
Pré-Termo:11

20

Gravida +
alteracao

(n)

AER - 26

PE - 18

PE - 14

PE - 16

RCF - 25

PE - 116

PE -18

RCF:7
PE: 13

AER - 20

Descricao dos grupos

As andlises foram realizadas na placenta de mulheres que interromperam legalmente a
gravidez no primeiro trimestre e de mulheres que sofreram aborto espontaneo (AER) no 1°
trimestre da gravidez.

As andlises foram realizadas na placenta de mulheres que interromperam legalmente a
gravidez no primeiro trimestre e de gravidez a termo.

As andlises foram realizadas no plasma de mulheres gravidas no 3° trimestre e de nao
gravidas na fase lutea.

As andlises foram realizadas na placenta apos o parto de mulheres gravidas saudaveis e
gravidas que desenvolveram pré-eclampsia (PE).

As andlises foram realizadas no plasma de mulheres ndo gravidas, gravidas e G+PE no 1°
primeiro trimestre da gestacao e na placenta de mulheres gravidas e G+PE apés o parto.

As andlises foram realizadas na placenta apds o parto de mulheres gravidas saudaveis e
de mulheres gravidas que desenvolveram PE.

As analises foram realizadas no plasma de mulheres gravidas saudaveis e com Restricdo
de Crescimento Fetal (RCF) no 1° trimestre da gestacéo e na placenta apds o parto.

As andlises foram realizadas no plasma de mulheres gravidas e G+PE no 2° trimestre da
gestacao.

As andlises foram realizadas na placenta ap6s o parto de mulheres gravidas saudaveis e
gravidas que desenvolveram PE.

As andlises foram realizadas na placenta de mulheres com gravidez pré-termo e a termo; e
de mulheres que desenvolveram PE e com RCF.

As analises foram realizadas na placenta de mulheres que interromperam a gravidez
legalmente e de mulheres que sofreram aborto espontaneo recorrente no 1° trimestre da
gravidez.

AER: Aborto espontaneo recorrente; PE: Pré-eclampsia; RCF: Restricdo de crescimento fetal.
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Quadro 2 - Desenho dos artigos evidenciando os protocolos utilizados e marcadores investigados.

Autor, Tipo do estudo Pais Metodologias Meio Marcadores
Ano
Ban, Ensaio clinico, China HPLC e PCR Placenta Expresséo da IDO
2013 Observacional, Prospectivo.
Blaschitz, Ensaio clinico, Austria HPLC Placenta e KYN e TRP
2011 Observacional, Prospectivo. plasma
Grozdics, Ensaio clinico, Austria HPLC Plasma KYN, TRP e Ac. KYN
2014 Observacional, Prospectivo.
Keaton, Ensaio clinico, Japéao HPLC e PCR Placenta Expresséo da IDO, TRP, KYN e
2019 Observacional, Prospectivo. AQ
Kudo, Ensaio clinico, Suécia HPLC Placenta e Atividade da IDO, KYN e TRP
2003 Observacional, Prospectivo. plasma
Liu, Ensaio clinico, China PCR Placenta Expressédo da IDO
2010 Observacional, Prospectivo.
Murthi, Ensaio clinico, Australia HPLC e PCR Placenta e Expressao de IDO, KYN, TRP,
2017 Observacional, Prospectivo. plasma AX, 3-HAA e AP
Nilsen, Ensaio clinico, Noruega CG Plasma KYN, TRP, AA, AX, 3HKYN, Ac.
2012 Observacional, Prospectivo. KYN e 3-HAA.
Nishizawa, Ensaio clinico, Japao HPLC Placenta Atividade da IDO
2011 Observacional, Prospectivo.
Zardoya, Ensaio clinico, Austria HPLC Placenta Atividade da IDO
2018 Observacional, Prospectivo.
Zong, Ensaio clinico, China HPLC, Placenta Expressao e atividade da IDO
2016 Observacional, Prospectivo. Imunohistoquimica
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HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiéncia; PCR: Reagdo em cadeia da polimerase; CG: Cromatografia gasosa; IDO: Indoleamina 2,3-dioxigenase; TRP: Triptofano;
KYN: Quinurenina; Ac. KYN: Acido quinurénico; AQ: Acido quinolinico; AA: Acido antranilico; AX: Acido xanturénico; 3HKYN: 3-hidroxiquinurenina; 3-HAA: Acido
hidroxiantranilico; AP: Acido picolinico.



Tabela 1 - ExEresséo e atividade da IDO no Elasma e Elacenta em diferentes estégios da gravidez normal ou com comorbidades associadas.

EXPRESSAO DA IDO

Autor, Tamanho Gravida AER Gravidez normal PE RCF
ano amostral (1°Tri) (1°Tri) (Pés-parto)
Ban, 40/26 0,78+0,9 0,33+0,40* - - -
2013 (Placenta) (Placenta)
Zong, 20/20 1,004 +0,03 0,49 1£0,04* - - -
2016 (Placenta) (Placenta)
Keaton, 18/18 - - 0,34+0,07 0,21+0,06* -
2019 (Placenta) (Placenta)
Liu, 18/16 - - 0,503 +0,3 0,16+ 0,03* -
2010 (Placenta) (Placenta)
Murthi, 25/25 1,08 £ 0,08 - - - 0,65 +
2017 (Plasma) 0,13*
(Plasma)
ATIVIDADE IDO
Autor, Tamanho Nao Gravida Gravida AER Gravida Gravidez normal PE CRF
ano amostral (2°Tri) (2°Tri) (3°1tri) (Pds-parto)
Blaschitz, 10/10 - 0,09 +0,08 - - 0,189 +0,09* - -
2011 (Placenta) (Placenta)
Zong, 20/20 - 1,01 +0,1 0,63 +0,06* - - - -
2016 (Placenta) (Placenta)
Grozdics, 14/20 0,033+0,02 - - 0,04+0,008* - - -
2014 (Plasma) (Plasma)
Kudo,
2003 9/12/14/14  0,022+0,004 0,034+0,004* - - - 0,024 + 0,005* -
(Plasma) (Plasma) (Plasma)
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18/18
Keaton, - - - 1,86+0,8 0,45+ 0,1* -
2019 (Placenta) (Placenta)
Nilsen, 1220/116 - 19,1 + 0,08 - 19,1+ 0,30 -
2012 (Plasma) (Plasma)
Nishizawa, 23/18 - - - 6,05 +2,01 3,18 £1,87* -
2011 (Placenta) (Placenta)
Zardoya, 9/7/13 - - - 0,081+0,02 0,029+0,01* 0,016+0,004*
2018 (Placenta) (Placenta) (Placenta)

A atividade da IDO foi obtida a partir da raz&o Quinurenina/Triptofano. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo da média. *, P<0,05 caso vs controle.

AER: Aborto espontaneo recorrente; PE: pré-eclampsia; RCF: restricdo de crescimento fetal.

Tabela 2 - Dosagem dos niveis de TriEtofano e Quinurenina no Elasma e Elacenta de mulheres gravidas normais ou com comorbidades associadas.

NIVEIS DE TRIPTOFANO (UM)

Autor, Tamanho Nao Gravida Gravida Gravida Gravidez normal PE CRF
ano amostral (1°Tri) (3°tri) (Pés-parto)
Blaschitz, 10/10 - 57,47+£31,13 - 7,2+8,14* - -
2011 (Placenta) (Placenta)
Grozdics, 20/20 54,1+3,12 - 38,6 +2,7* - - -
2014 (Plasma) (Plasma)
Keaton, 18/18 - - - 4,86+1,30 3,85+0,88*
2019 (Placenta) (Placenta)
Kudo, 9/12/12/14 53,0+9,8 32,7 £ 4,8* - 32,7+4,8 42,8 + 6,9* -
2003 (Plasma) (Plasma) (Plasma) (Plasma)




33

Murthi, 25/25 - 28,17+7,3 - - - - 37,77 £18,9
2017 (Plasma) (Plasma)
Nilsen, 2820/116 - 59,0 + 0,17 - - - 59,7 £ 0,88
2012 (Plasma) (Plasma)
NIVEIS DE QUINURENINA (uM)
Autor, Tamanho Néo Gravida Gravida AER Gravida Gravidez normal PE CRF
ano amostral (2°Tri) (2°Tri) (3°tri) (Pés-parto)
Blaschitz, 10/10 - 5318,4 - - 38 +11,7 - -
2011 (Placenta) (Placenta)
Grozdics, 20/20 1,84+0,38 - - 1,56+0,52* - - -
2014 (Plasma) (Plasma)
Keaton, 18/18 - - - - 2,21 (0,74) 2,06 (0,84 -
2019 (Placenta) (Placenta)
Kudo, 9/12/12/14 1,17 + 0,28 1,12+ 0,17 - - - 1,02+ 0,22 -
2003 (Plasma) (Plasma) (Plasma)
Murthi, 25/25 - 0,61+ 0,12 - - - - 2,75+ 0,25*
2017 (Plasma) (Plasma)
Nilsen, 2820/116 - 1,11 + 0,004 - - - 1,13 £ 0,02 -
2012 (Plasma) (Plasma)

Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo da média. *, P<0,05 caso vs controle.

AER: Aborto espontaneo recorrente; PE: pré-eclampsia; RCF: restricdo de crescimento fetal.
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Tabela 3 - Niveis dos metabdlitos da via das quinureninas a partir do catabolismo do Triptofano no plasma e placenta de mulheres gravidas normais ou com

comorbidades associadas.

METABOLITOS DA VIA DAS QUINNURENINAS

Ac. KYN 3HKYN AA AX 3HAA AQ AP
Autor, Tamanho (nM) (nM) (nM) (nM) (nM) (nM) (nM)
ano amostral Cont Caso Cont Caso Cont Caso Cont Caso Cont Caso Cont Caso Cont Caso
Grozdics, 14/14 0,036 + 0,0341+ - - - - - - - - - - - -
2014 NG/G 0,008 0,007
Keaton, 18/18 - - - - - - - - - - 0,530+ 0,482+ - -
2019 G/PE 0,31 0,23
25/15
Murthi, G(10 tri)/ 0,1+ 0,09 + - - - - 0,06+ 057+ 0,27+ 0,4+ - - 1,21+ 0,78+
2017 G-RCF 0,05 0,01 0,02 0,01 0,1 0,2 0,4 0,7
Nilsen, 2820/116 20,7 £ 23,3+ 256+ 243+ 9,55 + 964+ 178+ 195+ 41,7+ 434+ - - - -
2012 G/PE 0,13 0,77* 0,22 0,93 0,08 0,39 0,18 0,96 0,29 1,51

Os dados estdo expressos em média + desvio padrao da média. *, P<0,05 caso vs controle.
NG: Né&o gravida; G: Gravida; PE: pré-eclampsia; RCF: restricdo de crescimento fetal; Ac. KYN: Acido quinurénico; 3HKYN: 3-hidroxiquinurenina; AA: Acido antranilico;
AX: Acido xanturénico; HAA: Acido hidroxiantranilico; AQ: Acido quinolinico; AP: Acido picolinico.
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Foi realizada a aplicacdo do formulario do National Heart, Lung, and Blood
Institute (NHLBI) como controle de qualidade para avaliar a qualidade dos 11 estudos
incluidos nesta revisdo (Quadro 3). Com a analise da tabela, € possivel verificar que
os estudos selecionados apresentam confiabilidade, uma vez que atenderam a varias

especificacdes determinadas pelo NHLBI.

As questdes apontadas no formuléario sédo referentes a Questao de pesquisa (1);
Populacdo do estudo (2,3); Grupos recrutados na mesma populagéo e critérios de
elegibilidade uniformes (4); Justificativa do tamanho da amostra (5); Exposicéo
avaliada antes da medicdo do resultado (6); Prazo suficiente para ver um efeito (7);
Diferentes niveis de exposi¢do de interesse (8); Medidas de exposi¢cdo e avaliacdo
(9); Avaliacao de exposicao repetida (10); Medidas de resultado (11); Cegamento dos
avaliadores de resultados (12); Taxa de acompanhamento (13); Analises estatisticas
(14).
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Quadro 3 - Avaliacdo da qualidade dos estudos incluidos na reviséo.

Estudo Tamanho amostral Ol Q2 03 04 05 Q6 Q7 08 Q9 Q10 Q11 Q12 Q13 Q14
Autor,
Ano NG G G+alt.

Ban 2013 - 40 AER- 26 Sim Sim Sim Sim Nao Sim Sim NA Sim NR Sim NA NR Sim
Blaschits, 2011 = 20 NP Sim Sim Sim Sim Nao Sim Sim NA Sim NR Sim NA NR Sim
Grozdics, 2014 14 20 NP Sim Sim Sim Sim N Sim Sim NA Sim NR Sim NA NR Sim

Keaton 2019 = 18 PE - 18 Sim Sim Sim Sim Ndo Sim Sim NA Sim NR Sim NA Sim Sim
Kudo, 2003 9 12 PE - 14 Sim Sim Sim Sim Nido Sim Sim NA Sim NR Sim NA NR Sim
Liu, 2010 = 18 PE - 16 Sim Sim Sim Sim N Sim Sim NA Sim NR Sim NA NR Sim
Murthi, 2017 - 25 RCF - 25 Sim Sim Sim Sim Nao Sim Sim NA Sim NR Sim NA NR Sim
Nilsen, 2012 = 2820 PE - 116 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim NA Sim NR Sim NA NR Sim
Nishizawa 2011 - 23 PE - 18 Sim Sim Sim Sim Nao Sim Sim NA Sim NR Sim NA NR Sim

RCF -7

Zardoya, 2018 - 20 PE-13 Sim Sim Sim Sim Nio Sim Sim NA Sim NR Sim NA NR  Sim
Zong, 2016 - 20 RSA - 20 Sim Sim Sim Sim Nido Sim Sim NA Sim NR Sim NA NR  Sim

NG: ndo gravida; G: Gravida; G+alt: Gravida com alteragdes patoldgicas; AER: Aborto espontaneo recorrente; PE: pré-eclampsia; RCF: restricdo de crescimento fetal. NA: ndo se
aplica; NR: nao relatado. Retirado de: The National Heart, Lung and Blood Institute. Ferramentas de avaliacdo da qualidade do estudo. Acessivel em:
www.nhlbi.nih.gov/health-topics/study-quality-assessment-tools.



http://www.nhlbi.nih.gov/health-topics/study-quality-assessment-tools
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2.1.5 DICUSSAO

Os primeiros estagios da gravidez sdo caracterizados pelo correto equilibrio
entre inflamacéo e tolerancia imunoldgica. A reposta inflamatéria ocorre devido a
presenca de aloantigenos de origem paterna expressos pelo embrido, evento que
permite as adaptacdes uterinas (ALBONICI et al., 2020). Em seguida, para garantir
uma gravidez saudavel, o organismo feminino passa por um estado ativo de tolerancia

imunologica durante todo o periodo da gestacdo (SAMSTEIN et al., 2012).

Essa adaptacdo imunoldgica atenua o risco de rejeicao fetal, além de promover
a remodelacdo de artérias espiraladas e o processo de placentacdo (ROBERTSON et
al., 2018). Uma falha nesse complexo sistema, seja pelo aumento anormal da
tolerancia imunoldgica ou inflamacéo excessiva, pode implicar em infertilidade
idiopética e aborto espontaneo recorrente, bem como complicagdes na gravidez de
inicio tardio, decorrentes de insuficiéncia placentéria, incluindo pré-eclampsia e
restricdo de crescimento fetal (GREEN & ARCK, 2020; ZARDOYA et al., 2018; KUDO
et al., 2003).

Ha décadas, estudos vém sendo realizados para um melhor entendimento dos
fatores envolvidos no desenvolvimento da tolerancia imunolégica materno-fetal. Esta
bem documentado uma série de mecanismos imunossupressores placentarios que
atuam na protecdo do feto, tais como aumento de células T regulatérias (DU et al.,
2014); diminuicdo da expressdo do Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC)
polimorfico (APPS et al., 2009); aumento de quimiocinas imunossupressoras
(KSHIRSAGAR et al., 2012), entre outros.

A IDO, enzima com atividade imunossupressora e chave no catabolismo do
triptofano e producdo de quinureninas (VACCA et al., 2010), apresenta uma
importante distribuicdo em trofoblastos placentarios de gestacées normais. Iwahashi
e colaboradores (2017), demonstraram que a desregulacéo desta enzima pode levar
a disfuncéo imunoldgica pela producéo de fatores placentarios sollveis que resultam
em vias angiogénicas desequilibradas ou inflamacgéo excessiva. Tais fatores podem
contribuir com a etiologia de eventos sistémicos maternos como a hipertensao arterial
e a proteindria (BAN et al., 2013).



38

Acredita-se que alteracdes na expressao placentaria de IDO néo seja 0 Unico
fator responsavel pela quebra da tolerancia imunolégica materno-fetal. Varios estudos
relatam uma associacdo da regulacdo negativa dessa enzima com importantes
complica¢bes no ciclo gravidico (MURTHI, WALLACE & WALKER, 2017). Dessa
forma, o presente estudo buscou esclarecer qual a contribuicdo da via das
quinureninas no desenvolvimento dessa tolerdncia e se a atividade ou niveis
diminuidos de IDO e quinureninas estdo relacionados com disturbios na gravidez tais

como o aborto espontaneo recorrente, restricdo de crescimento fetal e pré-eclampsia.

Dois estudos incluidos nesta revisdo avaliaram a ativacdo da via das
quinureninas no plasma de mulheres gravidas e ndo gravidas em diferentes periodos
da gestacdo (primeiro e terceiro trimestre). Kudo e colaboradores (2003)
demonstraram um aumento significativo na deplecdo de TRP em quinureninas, pelo
aumento da atividade da IDO (Tabelas 1, 2 e 3) em mulheres gravidas. O mesmo
resultado foi encontrado por Grozdics e colaboradores (2014), que ainda
demonstraram uma maior prevaléncia de células T e mondcitos que expressam IDO

em mulheres gravidas quando comparadas a mulheres ndo gravidas.

Esses dados suportam a hipotese de um ambiente imunossupressor sistémico
tanto no primeiro quanto no terceiro trimestre da gestacdo, caracteristico de uma
gestacdo saudavel. De acordo com Trowsdale & Betz (2006), a deplecéo de TRP pela
IDO e aumento de metabdlitos da via das quinureninas fornece uma supressao da
resposta imune mediada por células T, promovendo inibicdo da proliferacédo e inducao
de apoptose de células T ativadas, além de promover o desenvolvimento de células T

regulatérias e células dendriticas tolerogénicas (VACCA et al., 2010).

Nesta revisao, seis estudos avaliaram o envolvimento da via das quinureninas
em mulheres gravidas que desenvolveram pré-eclampsia. Os achados foram
semelhantes em todos os estudos e evidenciaram expressao e atividade da IDO
placentaria reduzida nas mulheres com pré-eclampsia em relagdo as gravidas
normotensas (Tabela 1). A pré-eclampsia € um disturbio hipertensivo grave, que afeta
cerca de 10% de todas as mulheres gravidas e uma das principais causas de morte

materna e morbidade neonatal em todo o mundo (SOSA et al., 2017).

Kudo e colaboradores (2003), Nishizawa e colaboradores (2011) e Keaton e
colaboradores (2019) evidenciaram uma correlagdo inversa entre reducdo de
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expressdo e atividade da IDO placentaria com a gravidade dos sintomas de pré-
eclampsia. Esses achados fornecem evidéncias de que a reducdo do mecanismo
supressor da inflamagcdo, mediado pela IDO placentaria, compromete acdes
sistémicas materna e pode contribuir com a patogénese da PE, além de um disturbio
placentario no inicio da gravidez seguido de inflamacdo generalizada e leséo
progressiva do endotélio (STEEGERS et al., 2010).

No estudo realizado por Liu e colaboradores (2010), foi avaliado o perfil
inflamatorio em gravidas. Além da diminuicdo da expressdo da IDO, os autores
identificaram uma reducdo da expressao de IL-18 e FoxP3 na placenta pré-
eclamptica. O FoxP3 é um fator de transcricdo responsavel por suprimir processos
inflamatorios e estimular atividade das Tregs (SAMSTEIN et al., 2012). Ja a IL-18 é
uma interleucina pré-inflamatéria indutora interferon-y (CEMGIL et al., 2012), que por
sua vez € um potente indutor de IDO (POLYZOS & KETELHUTH, 2015). A reducéo
desses fatores esta diretamente associada a uma desregulacdo da resposta
inflamatoria intrinseca a gravidez saudavel (KUDO et al., 2003), que pode resultar em
ma adaptacdo da tolerancia materna e no desenvolvimento da PE por reducédo da
acdo da IDO e das células Tregs (VACCA et al., 2010).

Entre os estudos que buscaram avaliar a acdo da IDO no quadro de PE, Nilsen
e colaboradores (2012) foram 0s Unicos que se preocuparam em dosar os metabdlitos
ativos produzidos pelo catabolismo do TRP via IDO. No entanto, tal dosagem foi
realizada no plasma e ndo na placenta. O estudo envolveu 2936 mulheres gravidas,
das quais 116 desenvolveram PE. Neste estudo, os autores encontraram diferenca
estatistica somente para os niveis de Ac. KYN. O aumento nas concentracfes deste
metabdlito no inicio da gestacdo teve associacdo positiva com maior risco de PE,

principalmente em mulheres com IMC pré-gestacional aumentado.

Em condi¢cbes ndo gravidicas, Ac. KYN esta fortemente associado a uma
atividade neuroprotetora justificada por sua acao antagonista sobre receptores
glutamatérgicos de N-metil D-Aspartato (NMDA) (MYINT & KIM, 2014). Estudos pré-
clinicos demonstraram que o bloqueio desses receptores inibe a liberacdo de insulina
das células pancreéaticas, reduz a atividade simpatica e, consequentemente, reduz a
pressédo arterial (PA) (STONE & DARLINGTON, 2002; BARDGETT, MCCARTHY &
STOCKER 2010).
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Ac. KYN também atua como agonista endégeno do receptor 35 acoplado a
proteina G (GPR35) (WANG et al., 2015). No quadro inflamatério, essa ativacao inibe
a liberacdo de TNF-a por macrofagos, o que leva a diminuicdo da inflamacgéao.
Considerando os fatores benéficos mediados pelo Ac. KYN, os autores sugerem que
0 aumento desse metabdlito na gravida com PE pode ser um mecanismo
compensatério com a finalidade de neutralizar as principais caracteristicas

patogénicas da PE.

Zardoya e colaboradores (2018) avaliaram o papel biolégico da expresséo
endotelial constitutiva de IDO1 na vasculatura de gravidas saudaveis, com PE e com
RCF. Os autores demonstraram que o TRP promove importante agdo vasodilatadora
independente do endotélio da microcirculagcéo placentaria e que essa acao é regulada
pelos niveis de IDO. Neste estudo, assim como nos demais ja discutidos, os niveis de

IDO encontram-se reduzidos na PE e, mais expressivamente, na RCF.

A restricdo de crescimento fetal € uma disfuncéo placentaria que impede o feto
de alcangar seu potencial de crescimento intra-uterino. Essa disfungéo gera um maior
risco de mortalidade perinatal e morbidades com comprometimento do
desenvolvimento neurolégico e cognitivo (MCCOWAN; FIGUERAS & ANDERSON,
2018). Dessa forma, os resultados do estudo de Zardoya e colaboradores (2018)
apontam que os niveis alterados de IDO e TRP podem estar relacionados a
patogénese da PE e RCF pelo comprometimento da vasculatura, elevando a PA na
mae e reduzindo a oferta nutricional ao feto, ja que a vascularizacdo esta
potencialmente ligada ao crescimento da placenta e do feto (MURTHI, WALLACE &
WALKER, 2017).

O aborto espontaneo recorrente € outra complicacdo bastante comum da
gravidez. E classificado assim quando a mulher sofre trés ou mais gestacdes clinicas
interrompidas espontaneamente antes de completar 22 semanas de gestacao (NO-
RCOG, 2011). Nesta revisédo, 2 estudos avaliaram a relacdo da IDO e via das
guinureninas com RCF. Ban e colaboradores (2013) demostraram que tanto a
expressdo como a atividade da IDO na placenta e decidua foram significativamente
menores em gravidas que sofreram AER. Zong e colaboradores (2016) encontraram
resultados semelhantes e, além disso, demonstraram que a fosforilagdo de STAT3 em

pacientes com AER foi menor em comparacdo com mulheres gravidas normais. Sabe-
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se que a via de sinalizacdo STAT3 desempenha um importante papel na regulacao
do crescimento, proliferacéo, migracéo e invasao das células trofoblasticas (BORG et
al., 2015). Dessa forma, os autores sugeriram que a diminui¢do da a¢ao da IDO pode
estar associada a complicacdes relacionadas ao AER por afetar a proliferacdo do

trofoblasto e a migracéo através dessa via.

Outros fatores associados a alteragao na via das quinureninas, e principalmente
a IDO, podem estar envolvidos com o AER. J& foi evidenciado que a IDO1 endotelial
expressa na placenta saudavel e TRP, atuam para manter a vasodilatacéo. Tal efeito
€ vital para a vascularizacdo do feto e a falha nesse sistema pode comprometer a sua
sobrevivéncia (ZARDOYA et al., 2018).

Outra hipdtese que poderia explicar essa relacdo, seria a passagem de células
T imunocompetentes ou células inflamatérias do feto para o organismo materno por
meio da perda da supressdo imunolégica pela diminuicdo da expresséo e atividade
da IDO. A regulacdo negativa de IDO e, consequente, quebra da tolerancia
imunolégica materno-fetal, pode resultar na expulséo do feto pelo organismo materno
(NISHIZAWA et al., 2011).

Embora os dados apresentados nédo tenham sido suficientes para a realizacéo
de uma metanalise, foi possivel identificar nos estudos que os niveis reduzidos de
expressdo e atividade da IDO estdo diretamente relacionados a complicacdes que
podem afetar tanto o desenvolvimento normal do feto, quanto comprometer a saude
da mae, podendo levar ambos ao 6bito. Os mecanismos pelos quais isso acontece
ainda ndo estdo muito claros. Estudos adicionais que investiguem de maneira
detalhada o envolvimento da via das quinureninas e ndo apenas da enzima IDO
poderdo contribuir para a identificacdo de estratégias farmacolbgicas aplicaveis a

doencas associadas a gravidez.
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Demonstramos nesta revisdo sistematica da literatura que o catabolismo do

triptofano pela enzima IDO desempenha importante papel imunossupressor na

interface materno-fetal. Os resultados dos 11 artigos selecionados no presente estudo

fornecem dados que suportam a hipotese de uma forte associagdo da regulagédo

negativa dessa enzima com alteracdes deletérias ao ciclo gravidico, predispondo a

maior risco de aborto espontaneo recorrente, restricdo de crescimento fetal e/ou pré-

eclampsia.
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2.2 Artigo 2 — Efeitos da Ativacéo da Via das Quinureninas no Desenvolvimento

do Diabetes mellitus: Dados de uma Metanalise

2.2.1 RESUMO

A via das quinureninas € uma complexa via metabélica envolvida na fisiopatologia de varios
sistemas. E originada a partir do catabolismo do Triptofano (TRP) pelas enzimas Triptofano
2,3-dioxigenase (TDO) e, em condi¢Bes inflamatérias, pela Indoleamina 2,3-dioxigenase
(IDO). O aumento da atividade da IDO é um fator preditor de doencas inflamatérias como
obesidade e diabetes. O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é uma condi¢cdo que necessita de
tratamento constante e seu portador apresenta risco de desenvolver complicagdes que podem
levar a 6bito. Dessa forma, quanto maior a elucidagéo dos fatores envolvidos no DM2, maior
sera a garantia de prover terapias mais direcionadas a doencga. Assim, o objetivo deste estudo
foi avaliar resultados ja publicados na literatura para determinar o perfil de ativagéo da via das
quinureninas e sua relacdo com o desenvolvimento e complicagdes associadas ao DM2. Para
isso, foi realizado um protocolo de elaboracdo de revisdes sistematicas e metanalises. Dois
pesquisadores calibrados realizaram uma busca sistematica da literatura de artigos
publicados e enquadrados em critérios pré-definidos. ApGs a triagem, 12 estudos se
adequaram a proposta e compuseram a presente revisdo. Nos estudos selecionados, foram
dosados varios metabdlitos ativos oriundos do catabolismo do TRP pela IDO em pacientes
diabéticos e voluntarios saudaveis. Os dados metanaliticos foram obtidos pela aplicacdo da
diferenca de média padronizada, utilizando o programa estatistico Manager 5. Os resultados
obtidos indicaram maior deplecdo do TRP no quadro diabético -2,38 (IC 95%: -3,55; -1,21), o
gue culminou no aumento nos niveis de quinurenina 0,50 (IC 95%: 0,27; 0,72). O quadro
diabético deslocou o catabolismo da quinurenina para uma maior sintese de dois novos
metabdlitos, o acido quinurénico 0,37 (IC 95%: 0,16; 0,59) e o 3-hidroxiquinurenina 0,04 (IC
95%: 0,03, 0,06), mas pareceu nao alterar os niveis de acido antranilico e do acido 3-
hidroxiantranilico. Nem todos os metabdlitos da via foram dosados nos estudos, 0 que gerou
um viés na andlise completa da via. No entanto, evidenciamos aumento significativo de
importantes metabolitos que apresentam diferentes agdes fisioldgicas e que estdo mais ativos
no diabetes. Futuros estudos séo requeridos para validagdo dos nossos achados.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus Tipo 2; Triptofano; Indoleamina 2,3-dioxigenase.

2.2.2 INTRODUCAO/REVISAO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca metabdlica caracterizada por um quadro
hiperglicémico, resultante da ndo secrecdo ou reducdo da secrecdo do hormdnio
insulina pelo pancreas (Figura 4). Em ambos os casos, a glicose € impedida de ser
captada pelas células, ocorrendo um acumulo de glicose no sangue
(PAPATHEODOROU et al., 2018). A hiperglicemia cronica do diabetes esta associada
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a danos que acarretam disfuncao e insuficiéncia de diferentes 6rgaos, especialmente

olhos, rins, nervos, coracéo e vasos sanguineos (ADA, 2018).

De acordo com a Associacdo Americana de Diabetes (ADA), o DM é classificado
em quatro categorias: 1) Diabetes tipo 1, caracterizado pela destruicdo das células
beta-pancreaticas (auto-imune e idiopatico); 2) Diabetes tipo 2, caracterizado por
diminuicao de secrecao e resisténcia a insulina; 3) Outros tipos especificos, categoria
que abrange as mais variadas etiologias como defeitos genéticos, endocrinopatias,
drogas ou produtos quimicos, infeccbes e formas incomuns de diabetes
imunomediado; e 4) Diabetes Gestacional, com hiperglicemia diagnosticada pela

primeira vez no segundo ou terceiro trimestre da gravidez (ADA, 2014).

Figura 4 - Figura esquemética dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento do Diabetes tipo 1 e
Diabetes tipo 2.
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(Adaptado de https://br.pinterest.com/clenlab).

O DM1 pode acometer individuos em qualquer faixa etaria, porém geralmente &
comum iniciar antes dos 30 anos de idade (GROSS et al., 2002). Esse tipo de DM é
subdividido em DM1-Imunomediado e DM1-ldiopatico e seu tratamento exige 0 uso
de insulina por toda a vida. No DM-Imunomediado, ocorrem varios estagios que
culminam na morte das células beta-pancreaticas, as quais sao reconhecidas pelo
sistema imune como antigenos, e por consequéncia disso, sofrem apoptose. No DM-
Idiopatico, a destruicdo das células beta-pancreaticas ndo tem causa conhecida (ADA,
2002).

O DM2 é caracterizado pela resisténcia insulinica no figado e tecidos periféricos
que, em conjunto, promovem a hiperinsulinemia, disfungcdo das células beta
pancreaticas, intolerancia a glicose e finalmente o estado diabético hiperglicémico
(WANG, 2014). A resisténcia insulinica hepatica provoca aumento da sintese de
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triglicerideos, diminuicdo do glicogénio e aumento da gliconeogénese no figado
(ORMAZABAL et al., 2018)

Entre os fatores envolvidos no desenvolvimento do DM2 destacam-se 0s
antecedentes familiares, consumo de dietas hipercaléricas, sobrepeso, sedentarismo
e faixa etaria da populacdo (HOSSAIN, KAWAR & NAHAS, 2007; MEDEIROS et al,
2012). O quadro cronico de DM2 e um fator de risco para o desenvolvimento da
hipertensao arterial sistémica, dislipidemia e disfuncao endotelial (CHIA, EGAN &
FERRUCCI, 2018), tornando o portador de DM2 mais propenso a mortalidade por
doenca cardiaca, doenca vascular periférica e acidente vascular cerebral (HAFFNER,
2000; MEDEIROS et al., 2012).

O DM2 é uma condicao que necessita ser tratada para o resto da vida e sua
frequéncia estda aumentando em todo o mundo. A projegao da “Internacional Diabetes
Federation” (IDF, 2012) para 2030 é de 552 milhdes de individuos com DM, o que
correspondera a 9,9% da populacdo mundial adulta. A estimativa para o Brasil, no
mesmo periodo, é de 11,3 milh6es de pessoas com diabetes, colocando o pais em
oitavo lugar no mundo com o maior nimero de pessoas com a doenca (WHO, 2016;
OLIVEIRA et al., 2018).

Em estudo realizado pelo Comité de Especialistas em Diagnéstico e
Classificacdo de Diabetes Mellitus, os critérios diagndsticos para determinar o DM2
estdo relacionados a associagdo entre os niveis de glicemia de jejum 2126 mg/dL,
intolerancia a glicose e a presenca de retinopatia como o principal fator para identificar
o nivel de glicose limiar. Individuos com glicemia de jejum alterada e/ou intolerancia
sdo referidos como pré-diabeticos, o que indica risco relativamente alto para o
desenvolvimento futuro de diabetes (GENUTH et al., 2003, ADA 2018).

O DMG é caracterizado por hiperglicemia que ocorre durante a gravidez e atinge
valores que, apesar de maiores que o normal, sao inferiores aos estabelecidos para o
diagnostico de diabetes tipo 2. Apesar dos diversos avangos ja alcancados e
relacionados ao diagnostico e tratamento das doencas tipicas da gestacdo, o DMG
ainda é responsavel por grande numero de mortes maternas e fetais, bem como de
diversas outras consequéncias nao letais (ADA, 2014). O quadro de hiperglicemia

pode ser transitério ou persistir apos o parto, caracterizando-se como importante fator
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de risco independente para desenvolvimento futuro de DM2. A prevaléncia varia de 1
a 14% a depender da populacdo estudada e do critério diagnostico adotado (OMS,
2013; ADA, 2014). Os fatores de risco associados ao diabetes gestacional sao
semelhantes aos descritos para o diabetes tipo 2, incluindo, ainda, idade superior a
25 anos, ganho excessivo de peso na gravidez atual, deposicao central excessiva de
gordura corporal, baixa estatura, crescimento fetal excessivo, hipertensdo ou pré-
eclampsia na gravidez atual, além de antecedentes obstétricos de morte fetal ou
neonatal, entre outros (Organizagcdo Pan-Americana de Saude, 2016).

Estudos tém sugerido o envolvimento da via da quinurenina na disfuncéo
endotelial, caracteristica em DM, como uma resposta antagbnica a cascata
inflamatéria (BERTOLUCI, 2008). Estudo realizado por Polyzos e colaboradores
(2015), revelaram em ensaios pré-clinicos que a inibicdo da IDO por 1-MT (1-metil-
triptofano) desencadeou aumento da inflamacéo arterial e aterosclerose. Entretanto,
foi possivel verificar que o Acido Antranilico (AA), metabdlito produzido na via das
quinureninas, conseguiu reverter os efeitos deletérios da inibicdo da IDO sobre a
expressao de Molécula de Adeséo Celular-Vascular (VCAM).

Mangge e colaboradores (2014) demonstraram que pacientes com obesidade,
um dos fatores de risco para o desenvolvimento de DM2 e DMG, apresentam maior
expressdo da IDO e consequente degradacao do triptofano por essa enzima. Tais
dados sugerem que IDO poderia atuar como fator supressor da inflamacéo local a fim

de restabelecer a homeostasia desregulada pelo quadro hiperglicémico.

Embora relatos da literatura demonstrem o envolvimento dos metabdlitos da via
das quinureninas em quadros de DM, ndo h& estudos que reinam dados com uma
avaliacdo agrupada desses achados. Dessa forma, este estudo objetivou avaliar o
perfil de ativagdo da via das quinureninas no DM2 como resposta compensatoria
voltada para a diminuicdo das acoes deletérias causadas pela hiperglicemia. Portanto,
realizamos uma metanalise a partir de uma avaliacdo quantitativa dos metabdlitos

resultantes da via e exploramos sua ligacdo com essas ac¢des regulatorias.
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2.2.3 METODOLOGIA

Para a realizacdo deste estudo, os autores seguiram o protocolo PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-analysis), o qual delineia
as etapas para o desenvolvimento de uma revisdo sistematica e meta-analise
(MOHER et al., 2009).

Critérios de inclusao

Os estudos foram selecionados conforme enquadramento nos seguintes
critérios: (1) Estudos clinicos (Il) Diagnostico de Diabetes tipo 2 (lll) Diagndstico de
disfuncédo vascular (IV) Determinacdo, por meio de parametros laboratoriais, dos
niveis de quinureninas (V) Comparacdo dos niveis de quinureninas de pacientes

diabéticos com voluntarios saudaveis.

Busca sistematica

A busca sistematica foi realizada por dois investigadores calibrados nas bases
de dados MEDLINE (National Library of Medicine), SCIENCE DIRECT e GOOGLE
SCHOLAR, usando a combinagdo dos seguintes descritores: “Type 2 Diabetes
mellitus”, “Endothelial dysfunction” e “Kynurenine pathway”. A busca ocorreu para
artigos publicados anteriormente a 20 de junho de 2019. Nao houve restricdo de
linguagem na busca sistematica e as referéncias dos estudos foram analisadas para

identificacdo de possiveis estudos adicionais.

Extracao dos dados

Foram considerados os artigos cujos desfechos primarios avaliassem os niveis
de quinureninas em pacientes diabéticos para fornecer as informac¢des necessarias
para a andlise propostas neste estudo. Como desfechos secundarios, foram
consideradas metodologias que dosaram 0s niveis de citocinas pro-inflamatérias e
presenca de outras comorbidades relacionadas ao avanco do quadro diabético para

caracterizar e fundamentar a relacdo dos metabdlitos oriundos da via das
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quinureninas com o quadro diabético. Para isso, dois investigadores independentes
realizaram a extracao dos dados, seguindo formulario padronizado, para compor as

tabelas das principais caracteristicas dos estudos incluidos.

Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio do software Review
Manager versdo 5.3.5 (RevMan, Nordic Cochrane Center, The Cochrane
Collaboration, 2014).

O teste estatistico qui-quadrado baseado em Q (I1?) foi usado para avaliar a
presenca de heterogeneidade com avaliacdo do funnel plot para heterogeneidade.
Quando o valor de I2 ndo foi estatisticamente significativo (12 <50%, P> 0,05), o modelo
de efeito fixo foi usado para estimar a diferenca da Média Combinada (MC). Por outro
lado, quando a heterogeneidade foi significativa (12> 50%, P <0,05), o modelo de

efeitos aleatdrios foi usado para o calculo de MC.

Em ambos os métodos, o valor de P<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Todos os dados extraidos dos estudos foram expressos em média e erro
padrdo da média (EPM) para comparar oS niveis de quinureninas nos grupos
avaliados. Quando o estudo trouxe resultados em valores de mediana e intervalo
interquartil, a média e EPM desses dados foram estimados conforme descrito por

Hozo, Djulbegovic e Hozo (2005).

2.2.4 REULTADOS

A estratégia de busca foi realizada em 19 de junho de 2020, sem restricdo de
data de publicacédo ou idioma e resultou em 262 artigos que, apos a aplicacao dos
critérios de inclusdo/exclusao previamente estabelecidos, foram selecionados um total

de 12 artigos para compor esta revisado (Figura 5).
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Figura 5 - Diagrama PRISMA mostrando o método de selecédo de elegibilidade dos artigos incluidos no
estudo.

o
'S, Numero de artigos identificados nas Numero de artigos identificados em
3 bases de dados outras fontes
= (n=262) (n=12)
)
] l l
EJ) Numero de artigos excluidos apds analise das duplicatas
8 (n=26)
|_
l Numero de artigos excluidos (n = 209)
& : Estudos pré-clinicos (n=56)
< NUmero.de artigos Revisdes (n=38)
5 analisados > Dados Insuficientes (n=102)
s (n=2438) Estudos com DM1 (n=18)
w Estudos que nao dosaram quinureninas (n=22)
8
k) Total de estudos incluidos na analise qualitativa (reviséo sistematica)
3 (n=12)
[

Os 12 estudos incluidos que obedeceram aos critérios de inclusdo estabelecidos
e foram publicados entre os anos de 2015 e 2019. Todos os estudos foram do tipo
observacionais. O conjunto de dados analisados envolveram 2208 pacientes
provenientes de 9 paises e as informacdes sociodemograficas, bem como o perfil de

cada estudo estao apresentados nas tabelas 4 e quadro 4.

As principais comorbidades associadas ao quando diabético relatadas nos
estudos foram hipertensdo com 3 estudos e angina pectoris com 2 estudos. Outras
doencas relatadas foram infarto agudo do miocardio, insuficiéncia cardiaca
congestiva, retinopatia diabética, doencas coronarianas e nefropatia diabética. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi a metodologia mais utilizada (8 estudos)
para dosar no plasma ou soro 0s metabdlitos da via das quinureninas, cromatografia

gasosa e ELISA também foram utilizadas (Quadro 4).

Apés a compilagdo dos dados, observou-se que nos ultimos 5 anos houve um
grande interesse voltado para a possivel relacdo existente entre o quadro diabético e

a ativacdo da via das quinureninas, assim como as possiveis implicacdes decorrentes
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dessa relacdo. A partir da literatura selecionada, os dados referentes a dosagem de

metabalitos da via das quinureninas foram extraidos e tabelados (Tabela 5).

Todos os autores foram conclusivos em seus principais achados, indicando uma
associacdo positiva do quadro diabético com o aumento na ativacdo da via das
quinureninas (Quadro 5). Estudos realizados por Munipally e colaboradores (2011),
Pedersen e colaboradores (2015), e Zhang e colaboradores (2016), que avaliaram as
quinureninas em um grupo separado de diabéticos com retinopatia diabética, risco de
infarto agudo do miocéardio e nefropatia diabética, respectivamente, demonstraram
gue quanto mais grave o quadro diabético, maiores sdo o0s niveis de quinureninas

observados.



Tabela 4 - Dados sociodemogréficos extraidos dos artigos incluidos na metanalise.

Publicacéo Tamanho amostral Idade N° Glicemia de jejum Comorbidades
(n) (média) Homem/Mulher (mg/dL)
Autor, Controle Diabético Controle Diabético Controle Diabético Controle Diabético
ano
Ahmadou, 63 63 c/DCV 63 46,24+8,7 5256+6,24 33/30 33/30 DCV 82,54 + 210,14 + 68,4 DCV:
2015 s/DCV 57,3+7,99 37/26 s/IDCV 9,65 210,1 £ 57,17 Infarto do Miocardio,
Angina, Insuficiéncia
Cardiaca, Isquemia
Hussain, 28 6 ¢/DCV 55 33 58 14/14 25/36 DCV: Hipertenséo,
2017 s/DCV - - Complica¢des Cardiacas
Mallmann, 106 55 29+8,7 36+6,1 47/59 28/27 85+9,1 114 +8,7 N&o reportado
2018
Matsuoka, 20 20 61+8,8 6516,10 - - 92,5+16,4 - N&o reportado
2017
Mudry, 12 12 59+2 5812 12 12/0 - - N&o reportado
2016
Munipally, 35 24 c/RD - - - - - - *RD: retinopatia diabética
2011 22 s/IRD
Oxenkrug, 24 30 43,3+ 10,9 53,8+8,3 12/12 12/18 157+22,4 Nao reportado
2015
Pedersen, 1408 1603 61 62 - - 97,3 111 Hipertensdo; Angina
2015
Rebnord, 2346 173 61,4 62,3 1714 127/46 97,5 113,6 Hipertensédo; doenca
2017 1632 coronariana
Takada, 83 30 64,9 + 8,5 67 +9,6 44/39 30/0 97,1+10,3 - N&o foi repostado
2019
Takada, 20 20 61,5+9,6 65,7+ 10,4 20/0 20/0 - - N&o foi reportado
2018
Zhang, 24 32 c/ND 39 48 8/16 10/22 - - ND: Nefropatia Diabética
2016

Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo da média.
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Quadro 4 - Desenho dos artigos evidenciando os protocolos utilizados e marcadores investigados.

Autor,
ano
Ahmadou,
2015
Hussain,
2017
Mallmann,
2018
Matsuoka,
2017

Mudry,
2016
Munipally,
2011
Oxenkrug,
2015
Pedersen,
2015
Rebnord,
2017
Takada,
2019
Takada,
2018
Zhang,
2016

Tipo do estudo

Observacional, longitudinal,
prospectivo, coorte
Observacional, longitudinal,
prospectivo, coorte
Observacional, transversal,
prospectivo
Observacional, longitudinal,
prospectivo

Observacional, longitudinal,
prospectivo
Observacional, longitudinal,
prospectivo
Observacional, longitudinal,

Observacional, longitudinal,
Observacional, longitudinal,
prospectivo
Observacional, longitudinal

Observacional, longitudinal

Observacional, longitudinal,
prospectivo

Pais
Siria
Pakistéo
Brasil

Japéo

Suécia
india
EUA

Noruega
Noruega
Japdo
Japdo

China

Metodologias

ELISA
Ensaio
colorimétrico
HPLC
ELISA
HPLC
HPLC
HPLC
CG/MS
HPLC/MS
CG/MS
HPLC

HPLC

HPLC

Meio

Soro

Soro

Soro

Plasma

Plasma

Plasma

Soro

Plasma

Soro

Soro

Plasma

Plasma

Soro

Investigacdo dos Marcadores

Proteinas séricas
Quinurenina e Triptofano (atividade IDO)

Quinurenina e Triptofano (atividade 1DO)
Proteina C-reat., Linfdcitos, leucécitos
Triptofano, L-5-hidroxitriptofano, acido 5-Hidroxindoleacetico,
acido quinurénico, 3-Hydroxyquinurenina, acido 3-
Hidroxiantranilico
Triptofano, quinurenina e Acido quinurénico

Triptofano, quinurenina e Acido quinurénico,
3hidroxyquinurenina
Triptofano, quinurenina, Acido quinurénico, Acido xanturénico
e Acido 3-Hidroxiantranilico
Triptofano, quinurenina, Acido quinurénico, Acido xanturénico,
Acido antranilico e Acido 3-Hidroxiantranilico
Quinurenina e Triptofano (atividade IDO)

Triptofano, quinurenina, Acido quinurénico, Acido xanturénico,
Acido antranilico e Acido 3-Hidroxiantranilico
Triptofano, quinurenina, Acido quinurénico, Acido xanturénico,
Acido antranilico e Acido 3-Hidroxiantranilico
Quinurenina e Triptofano (atividade 1DO)

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay. HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiéncia; CG: Cromatografia gasosa; MS: Espectro de massa; IDO: Indoleamina 2,3-

dioxigenase.



Tabela 5 - Niveis de Trietofano e matabdlitos da via das guinureninas em Eacientes diabéticos do tiEO 2.

TRP Ac. KYN 3HKYN 3HAA
Autor, (UM) (nM) (nM) (nM) (nM)
Ano Controle Diabético Controle Diabético Controle Diabético Controle Diabético Controle Diabético Controle Diabético
Ahmadou, - - - - - - - - - - - -
2015
Hussain, - - - - - - - - - - - -
2017
Mallmann, 74,45+ 78,26 + 2,98 + 3,61+ - - - - - - - -
2018 13,58 14,13 0,69 0,86
Matsuoka, 59 + 53,4+ - - 64,03 £ 94,80 + 2,60 £ 4,679 + 8,66 + 20,24 + - -
2017 9,2 13,1 21,65 34,86 2,246 2,35 9,73 13,99
Mudry, 79,86 + 72,91 + 2,31+ 2,29+ 49,79 + 49,79 + - - - - - -
2016 2,89 2,94 0,12 0,06 4,09 4,09
Munipally, 38,45+ 37,19+ 2,10 + 3,41+ 0,12 + 0,27 + 0,105 + 0,139 + - - - -
2011 0,95 0,51 0,07 0,16 0,003 0,18 0,002 0,003
Oxenkrug, 68,9 + 80,37 + 1,76 £ 2,32+ 36,41+ 46,09 £ 23,72+ 16,59 11,46 + 15,25+
2015 12,21 22,5 0,48 0,84 14,37 13,31 8,82 4,34 5,40 5,07
Pedersen, 47,38 46,7 £ 1,12+ 1,14 £ 32,45+ 335+ 19,83 ¢ 21,93+ 23,46 23,36 9,65+ 10,1+
2015 5,16 5,88 0,17 0,19 7,14 7,75 4,16 5,2 5,43 6,02 2,81 2,89
Rebnord, 46,78 + 48,3 + 1,11 + 1,18 + - - - - - - - -
2017 5,16 5,88 0,17 0,17
Takada, 68,89 + 64,79 + 1,7 + 1,62 + 64,03 + 94,8 + 26 + 4,68 + 10,34 + 20,24 + 12,37 + 14.87 +
2019 13,22 15,49 1,1 0,52 21,65 31,86 2,24 2,35 8,23 13,99 5,29 5,22
Takada, 140,7 + 132,3 + 0,35+ 0,33+ 1,21+ 1,79 + 0,058 + 0,105 + 0,133 + 0,310 + 0,254 + 0,305 +
2018 2,72 3,16 0,22 0,11 0,41 0,66 0,050 0,053 0,149 0,214 0,109 0,107
Zhang, 47,21+ 42,79 + 1,39+ 2,28 + - - - - - - - -
2016 10,41 4,5 0,55 0,81

Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo da média. *, P<0,05 diabético vs controle.



Quadros - Principais resultados encontrados nos artigos, demonstrando o envolvimento da via das quinureninas no quadro diabético.
Tamanho amostral

Autor, ano

Ahmadou,
2015

Hussain,
2017
Mallmann,
2018
Matsuoka,
2017
Mudry,
2016

Munipally,
2011

Oxenkrug,
2015

Pedersen,
2015
Rebnord,
2017
Takada,
2019

Takada,
2018
Zhang,
2016

Controle

63

28

106

20

12

35

24

1408

2346

83

20

24

Paciente

63 c/DCV
63 s/DCV

6 ¢/DCV
55 s/DCV
55
20
12
24 ¢/RD 22
s/RD

30

1603
173

30

20

32

PRINCIPAIS ACHADOS

O nivel de KMSP é mais alto em pacientes diabéticos e principalmente na presenca de DCV. A presenca de KMSP foi
significativamente maior no grupo diabético DCV do que nos grupos controle e diabético. A presenca de KMSP foi
significativamente maior no grupo diabético que no grupo controle.

O artigo apresenta dados referentes a razdo KYN/TRP (Atividade IDO). A atividade da IDO foi significativamente maior
em pacientes diabéticos.

O catabolismo do TRP encontra-se alterado em pacientes diabéticos tipo 2. Evidenciado por uma maior atividade da IDO
nestes pacientes.

O triptofano foi metabolizado mais em pacientes com DM2 do que em individuos ndo diabéticos evidenciado pela
diminuicdo de TRP e aumento dos metabdlitos.

A concentracdo de triptofano e quinurenina foi correlacionada positivamente com o IMC, sugerindo uma relacédo entre
esses compostos e obesidade. Porém ndo houve diferenca estatistica nas concentracdes dos metaboélitos em voluntéarios e
pacientes.

Houve um amumto significativo na expressdo da IDO e aumento nos metabdlitos da via das quinureninas nas amostras de
soro de pacientes diabéticos e ainda maior em pacientes com retinopatia diabética.

Os achados sustentam a hip6tese do trabalho: relagdo da quinurenina e resisténcia a insulina e sua progressao para 0 DM2.
Dessa forma, os metbdlitos dessa via podem ser os proximos novos biomarcadores de DM2 e novos alvos de prevengéo e
tratamento do DM2.

Os niveis elevados de quinureninas plasmaticas se correlacionaram com o aumento do risco de infarto agudo do
miocardio. Com maior riscom em pacientes apresentavam desregulacdo no metabolismo da glicose.

A atividade da IDO, quando medida no soro ndo teve correlagdo com pacientes diabético, no entanto, quando medido na
urina é um forte preditor de diabetes tipo 2. Dados de urina ndo plotados.

Os resultados sustentam a ideia de que hd um aumento das atividades imunolégicas e de estresse no diabetes, que leva ao
desequilibrio de metabolitos que apresentam acdo antagbnicas (Ac. Quinalinico x Quinurénico). Os os niveis plasmaticos
de Ac. Quinurénico foram aumentados em pacientes com DM2. Portanto, é possivel que o equilibrio de agonista e
antagonista esteja desregulado no diabetes.

Os niveis plasmaticos de metabdlitos do triptofano nas vias das quinurenina aumentaram em pacientes com DM2 e pode
ser um preditor do DM2.

Dados de pacientes diabéticos com retinopatia diabética.

A atividade do IDO aumentou com a gravidade da doenca renal cronica, principalmente em pacientes diabético. Pode se
correlacionar estreitamente com a patogénese do DN tipo 2.
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A metandlise realizada pela aplicacdo do método estatistico que avalia a
diferenca das médias padronizadas, evidenciou de forma significativa uma reducéo
dos niveis de Triptofano -2,38 (IC 95%: -3,55; -1,21) e aumento de Quinurenina 0,50
(IC 95%: 0,27; 0,72) no soro de pacientes diabéticos (Figura 6). Quanto aos
metabdlitos oriundos da via analisados, as diferencas estatisticas encontradas
evidenciaram aumento nos niveis de Acido quinurénico 0,37 (IC 95%: 0,16; 0,59) e
nos niveis de 3-hidroxiquinurenina 0,04 (IC 95%: 0,03, 0,06) no soro de pacientes
diabéticos. N&o houve diferenca estatistica nos niveis de Acido antranilico e Acido 3-

hidroxiantranilico, outros metabdlitos analisados (Figura 7).

Figuras - Meta-analise da diferenca de média padronizada dos de TRP (A) e Quinurenina (B).

A Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Mallmann 2018 78.26 1413 55 7445 1358 106 47% 381073, 835 =
Matsouka 2017 534 131 20 59 92 20 24% -560[1262,142] -

Wudry 2016 7281 294 12 7986 289 12 98% -6.95[9.28,-462] -

Munipally 2011 3719 0.9 22 3845 095 35 159% -1.26[1.64,-0.88] b
Munipally 2011 (2) 36.4  0.43 24 3845 0895 35 159% -205[2.41,-1.69] -
Oxenkrug 2015 8037 225 30 689 1221 24 1.4% 11.47([2.05 20.89] -
Pederson 2015 457 588 1603 4738 516 1408 159% -1.68[2.07,-1.29] "

Rebnord 2017 48.3 588 173 4678 516 2346 147% 152062, 2.47] r

Takada 2018 13203 3186 20 1407 272 20 11.6% -8.67 [-10.50,-6.84]

Takada 2019 64.79 15.49 30 68.89 1322 83 29% -410[10.33,213] -

Zhang 2016 4279 45 32 4721 1041 24 48% -442[8.87,0.03] -

Total (95% CI) 2021 4113 100.0% -2.38[-3.55,-1.21] |
Heterogeneity: Tau®= 2.21, Chi*=149.24, df=10 (P = 0.00001); F= 93% L {

-100 -40 0 50 100

Testfor overall effect, Z=3.89 (P < 0.0001) Favours [experimental] Favours [control]

B Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl IV, Random, 95% CI
Mallmann 2018 361 086 55 298 069 106 9.5% 0.63[0.37, 0.89]

Mudry 2016 229 006 12 231 012 12 108% -0.02[-0.10,0.086]

Munipally 2011 341 016 22 21 007 35 108% 1.31[1.24,1.38) r
Munipally 2011 (2) 39 08 24 21 007 35 89% 1.80([1.48,212 r
Oxenkrug 2015 232 084 30 176 048 24 85% 0.56 (0.20,0.92)

Pederson 2015 114 019 1603 112 017 1408 1048% 0.02[0.01,0.03]

Rebnord 2017 118 047 173 111 017 2346 109% 0.07 [0.04,0.10]

Takada 2018 033 oM 20 035 022 20 10.7% -0.02 [-0.13, 0.09]

Takada 2019 162 052 30 1.7 11 83 91% -0.08[0.38, 022

Zhang 2016 228 04 32 139 055 24 98% 0.89 [0.67,1.11]

Total (95% Cl) 2001 4093 100.0% 0.50 [0.27, 0.72]

Heterogeneity, Tau®=0.12; Chi*= 1434 45, df= 9 (P = 0.00001); P= 98% {

100 -50 0 50 100

Testfor overall effect Z=4.39 (P =< 0.0001) Favours [experimental] Favours [control]

Os dados estdo expressos em média + desvio padrao da média. *, P<0,05 caso vs controle.



Figura 7 - Meta-andlise da diferenca de média padronizada dos de Acido quinurénico
Acidoantranilico (B), 3-hidroxiquinurenina (C), Acido 3-hidroxiantranilico (D).

Experimental Control Mean Difference Mean Difference
A Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight I, 95% Cl IV, Random, 95% C1
Watsuoka 2017 948 3486 20 6403 1165 20 00% 3077 [1279,48.75]
Mudry 2016 4679 409 12 4979 409 12 04%  000[3.27,3.27 T
Munipalky 2011 027 018 22 012 0003 35 339% 015007, 0.23] [ ]
Munipally 2011 (2) 032 0007 24 012 0003 35 363% 0.20(0.20, 0.20] [ ]
Cankrug 2015 4600 133 a0 41 1437 24 01% 968[2.21,17.158] —
Federson 2015 335 775 1603 3245 714 1408 113% 1050452, 1.58)
Takada 2018 1.79 066 20 121 o4 20 18.9% 0508 [0.24, 092
Takada 2019 G48 186 30 B403 MBS B3I 00% 30771845 43.09) —
Total (95% CI) 1761 1637 100.0% 0.37 [0.16, 0.59]
Heterogeneity. Tau*= 0,03, Chi*= §7.26, df= 7 (P < 0,00001), F= 88% 5_1 0 -EEG SID 1DG=
Testfor overall effect: 2= 3 36 (P = 00008) Favours [experimental] Favours [contiol)
B Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl IV, Random, 95% CI
Pederson 2015 1016 214 1603 955 199 1408 484% 061 [0.46, 0.76]
Takada 2018 028 0N 20 022 016 20 495% 0.07 [-0.02,0.16]
Takada 2019 217 ] 30 16.04 1205 83 21% 5.66[1.80,9.52 ~
Total {95% CI) 1653 1511 100.0% 0.45[-0.12, 1.01]
Heterogeneity: Tau?= 0.17; Ch*= 46.26, df= 2 (P =< 0.00001); F= 96% ' 3 1 } |
-100 -50 0 50 100
Testfor overall effect Z=1.55 (P =0.12) Fawours [experimental] Favours [conirol]
C Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Rand 5% Cl IV, Random, 95% CI
Watsuoka 2017 467 235 20 26 22 20 0.0% 207 066, 3.48]
Munipalky 2011 0.14 0003 Z2 0105 0002 35 435% 0.04 003, 0.04]
Wunipally 2011 {2 0145 0.003 24 0105 0.002 35 433% 004 [0.04, 0.04]
Pederson 20145 21.93 A4 1803 1983 416 1408 0.2% ZA01.7F, 2.43)]
Takada 2018 0105 0.053 20 0058 005 20 13.3% 0,05 [0.02, 0.08]
Takada 2014 468 235 30 26 2 83 00% 208111, 3.09)
Total (95% CI) 1719 1601 100.0% 0.04 [0.03, 0.06]
Heterogeneity, Tau®= 0.00; Chi"= 234.08, df= 5 (P < 0.00001); F= 98% !_1 P -5’0 1 sln 100’
Testfor overall efiect 2= 623 (P = 000001) Favours [control] Favours [experimental]
D Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Stucly or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl IV, Rand, a5% C1
hatsuoka 2017 2024 1399 20 866 973 20 23%  11.58(4.11,19.05) -
Cwenkrug 2015 1658 4.34 30 2372 582 24 7.3% -FA3[10.89,-3.27] -
Federson 2015 2336 6.02 1603 2340 543 1408 4Z20% -0.10 [-0.51, 0.31]
Takada 2018 03t 0. 200 012 014 200 442% 018007, 029
Takada 2019 20,24 13499 30 1034 8.23 a3 4.2% 9.90[4.59,15.21] -
Total (95% CI) 1703 1555 100.0% 0.19 [.0.95, 1.33]
TarE e AR _ a_ | . . ;
Heterogeneity: Taw*= 076, Chi*=37.32, df=4 (P = 0.00001), *=89% oo A 4 o 100

Testfor overall effect; Z= 032 (P=0.75)

Favours [experimental] Favours [control]

Os dados estéo expressos em média + desvio padrao da média. *, P<0,05 caso vs controle.
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(A),

Como a maioria dos artigos incluidos neste estudo dosaram os niveis de TRP e

KYN, foi possivel analisar a atividade da IDO, enzima que da inicio a ativacdo da via

das quinureninas, através da razdo KYN/TRP. Como é possivel observar na Figura 8,

houve um aumento significativo da atividade da atividade da IDO em pacientes

diabéticos, indicando uma maior ativagdo dessa via nesta condi¢ao.
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Figura 8 - Atividade da Ido obtida a partir da razdo Quinurenina/Triptofano.

0.06- .

0.04 1

KYN/TRP

0.02+

0.00 :
Nao diabético Diabético

Os dados estao expressos em média + desvio padrdo da média. *, P<0,05 Diabético vs Nao Diabético.
Abreviag@es: KYN (quinurenina); TRP (triptofano)

Foi realizada a aplicacdo do NHLBI como controle de qualidade para avaliar a
qualidade dos 12 estudos incluidos nesta revisdo (Quadro 6). Com a analise da tabela,
€ possivel verificar que os estudos selecionados apresentam confiabilidade, uma vez

que atenderam a varias especificacdes determinadas pelo NHLBI.



Quadro 6 - Avaliacdo da qualidade dos estudos incluidos na reviséo.

Publicacéo
Author,
Year
Ahmadou,
2015
Hussain,
2017
Mallmann,
2018
Matsuoka,
2017
Mudry, 2016
Munipally,
2011
Oxenkrug,
2015
Pedersen,
2015
Rebnord,
2017
Takada
2019
Takada
2018
Zhang, 2016

DM2: Diabetes tipo 2; DCV: Doengas cardiovasculares; RD: Retinopatia diabética; ND: Nefropatia diabética; NA: Nao se aplica; NR: Nao repostado.
Retirado de: The National Heart, Lung and Blood Institute. Ferramentas de avaliagcdo da qualidade do estudo. Acessivel
em: www.nhlbi.nih.gov/health-topics/study-guality-assessment-tools.

Sample size (n)

Control
63

28

106

20

12
35

24

1408

2346

83

20

24

Diabetic
63 (DC)
63
6 (DC)
55
55

20
12
25 (RD)
63
30
1603
173
30

20

32 (ND)

Q1

Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Q2

Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Q3

Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Q4

Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Nao

Q6

Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Q7

Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Q8

NA
NA
NA
NA

NA
NA

NA
NA
NA
NA
NA

NA

Q9

Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Q10

NR
NR
Sim
NR

NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR

NR

Q11

Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Q12 Q13
NA NR
NA NR
NA NR
NA NR
NA NR
NA NR
NA NR
NA NR
NA NR
NA NR
NA NR
NA NR

Q14

Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim


http://www.nhlbi.nih.gov/health-topics/study-quality-assessment-tools
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2.2.5 DICUSSAO

Até o presente momento, este € o primeiro estudo de metandlise que buscou
relacionar o perfil de ativacdo da via das quimureninas com o desenvolvimento e

agravamento do quadro diabético em pacientes com DM2.

Mecanismos relacionados ao desenvolvimento e complicagbes do diabetes sao
multiplos e ndo completamente compreendidos (DONATH, 2014). O envolvimento
cardiovascular apresenta-se como a complicacdo mais perigosa em pacientes
diabéticos e seu controle continua a ser um desafio aos pesquisadores da area. Nos
altimos anos, varios estudos buscam evidéncias que estabelecam uma relacao entre
as alteracdes metabdlicas causada pelo quadro diabético com o processo de ativagédo
da via das quinureninas (MANDI & VECSEI, 2012).

Acredita-se que a via das quinureninas, ao produzir seus metabdlitos
biologicamente ativos, promova acao de autorregulagdo em resposta a um quadro
inflamatorio e esteja envolvida no desenvolvimento de doencas cardiovasculares,
autoimunes e infeciosas, distirbios neurolégicos e afetivos, e na malignidade do
cancer, porém pouco se conhece sobre o real papel desenvolvido por essa via (CHEN
& GUILLEMIN, 2009; CERNARO, 2020). Dessa forma, este estudo visou coletar
dados confiaveis que apoiem essa teoria, focando no estado diabético e suas

complicacoes.

Os dados deste estudo foram extraidos de um diverso grupo composto por
homens e mulheres, adultos e idosos que apresentavam ou ndo comorbidades
associadas ao diabetes. Ainda que os estudos tenham sido realizados em paises com
etnia, cultura e costumes diferentes, como foi descrito na tabela 1 e quadro 1, o
presente estudo evidenciou correlacdes existentes entre a ativagcdo da via das
quinureninas e o quadro diabético. Mostrou ainda que quanto mais grave o quadro

diabético, devido a alguma comorbidade, mais expressiva é a ativacao dessa via.

Foi evidenciado neste estudo um aumento significativo na deplecao de triptofano
e, consequentemente, maior sintese de quinurenina em pacientes diabéticos (Figura
6 e 8). De acordo com Matsuoka e colaboradores (2017), esse metabolismo acelerado
€ indicativo de maior producdo de varios metabdlitos ativos. Em condi¢cdes

patolégicas, o metabolismo TRP costuma ser mais direcionado para a producéo de
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acido quinolinico, o qual apresenta acao neurotoxica por ativar receptores de NMDA
(CHEN & GUILLEMIN, 2009). Em condic¢@es fisioldgicas, esse metabolito é pouco
produzido e sua concentracdo central e sistémica € benéfica ao organismo
(DEHHAGHI, KAZEMI & GUILLEMIN, 2019).

A quinurenina, primeiro metabdlito produzido a partir do catabolismo do TRP pela
IDO, promove a ativacio de receptores para aril hidrocarboneto (AhR) (SALLEE et al.,
2014). De acordo com DiNatale e colaboradores (2010), esses receptores medeiam
cardiotoxicidade, inflamacéao vascular e um fendtipo pro-coagulante, pré-oxidante e
pré-apoptéticos de células vasculares. JA& Wang e colaboradores (2010),
demonstraram em ensaios pré-clinicos que a quinurenina € um metabdlito vasoativo
do TRP que apresenta uma potente acdo vasodilatadora independente de NO e,

sendo assim, contribui para a diminui¢do da pressao arterial.

A dosagem dos niveis de TRP e KYN permite estimar a atividade da IDO por
meio da razdo KYN/TRP. A partir desta estratégia, observou-se que a atividade da
IDO encontra-se aumentada em pacientes diabéticos (Figura 8). Cernaro e
colaboradores (2020) evidenciaram que a via das quinureninas esta envolvida na
fisiopatologia do diabetes mellitus por meio da inducédo da expresséao da IDO por
inflamacéo, havendo maior atividade da IDO em pacientes diabéticos com historico

de doenca cardiovascular em comparacédo a pacientes sem comorbidade associada.

De acordo com os resultados obtidos pela avaliacdo dos metabdlitos da via das
quinurenina (Figura 7 - A e C), foi possivel observar que o quadro diabético deslocou
o metabolismo do TRP para maior sintese de Ac. KYN e 3HKYN. Bardgett, Mccarthy
& Stocker (2010) haviam reportado que Ac. KYN desencadeia efeitos protetores
vasculares em humanos, porém, dados de DiNatale e colaboradores (2010) apontam
gque esse metabdlito, via ativacdo de receptores AhR, induz grandes danos

vasculares.

Ac. KYN e 3HKYN apresentam a KYN como mesmo precursor, porém Sao
ativados em condicdes e formas diferentes. A via KYN- Ac. KYN, mediada pela enzima
qguinurenina-amino-transferase (KAT), é processo pelo qual a KYN é catabolizada pela
KAT para a formacdo do Ac. KYN (GUIDETTI et al.,, 2007). A via KYN-3HKYN,

mediada pela enzima quinurenina-3-monooxigenase (KMO), € o processo pelo qual a
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KYN é catabolizada pela KMO para a formacdo de 3HKYN (CHEN & GUILLEMIN,
2009).

No sistema nervoso central, Ac. KYN apresenta grande efeito neuroprotetor por
antagonizar receptores glutamatérgicos NMDA e receptores a-7 nicotinicos (HILMAS
et al.,, 2001; STONE & ADDAE, 2002). Em condicdes inflamatorias, a producédo do
metabdlito neurotéxico 3HKYN aumenta e torna-se maior do que Ac. KYN. Esse
desequilibrio entre 3HKYN e Ac. KYN ocorre principalmente pela maior ativacdo de

monacitos ativados no estado inflamatoério (CHIARUGI et al., 2001).

A neurotoxicidade desencadeada pelo metabdlito 3HKYN, é mediada por
radicais livres produzidos por sua auto-oxidacao (VASQUEZ et al., 2000). Além disso,
o aumento em 3HKYN leva a aumento na producéo do proximo metabdlito ativo da
via, 0 acido quinolinico. Dessa forma, o quadro inflamatério resulta em um estado de
desequilibrio, onde os efeitos neurodegenerativos de 3HKYN e &cido quinolinico se
sobrepdem ao efeito neuroprotetor de Ac. KYN (MYINT & KIM, 2014).

Outros dois metabdlitos analisados foram o Acido antranilico (AA) e o Acido 3-
hidroxiantranilico (3HAA). Zhang e colaboradores (2011) demonstraram que o
tratamento subcrénico com 3-HAA, em modelo de camundongos com tendéncia a
aterosclerose (LdIr"), reduziu significativamente o tamanho das leses adrticas, além
de modular respostas inflamatorias locais e sistémicas. Enquanto que o AA apresenta

significativo efeito anti-inflamatério central e periférico (MAES et al., 2007).

Os dados metanaliticos obtidos a partir dos estudos incluidos que dosaram Ac.
KYN e 3HAA ndo demonstraram diferenca significativa nos niveis destes metabdlitos
no quadro diabético. Esses dados sugerem que o efeito benéfico obtido em ensaios
pré-clinicos ndo se mantém na patologia clinica do diabetes, pois nestas condicdes

nao aparentam modular respostas associadas ao diabetes.

Embora esta metandlise tenha evidenciado que a ativacdo da via das
quinureninas pode ser um fator preditor para o desenvolvimento e complicagbes
associadas ao diabetes, algumas limitagbes devem ser apontadas e discutidas: a
ativacao via das quinureninas da origem a varios metabdlitos biologicamente ativos.
O acido picolinico e quinolinico, dois importantes matabdlitos da via, com acbes
benéficas e prejudiciais em determinados sistemas, respectivamente, ndo foram

dosados nos estudos, limitando uma melhor compreensao da relagéo da via com o
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quadro diabético. De acordo com resultados encontrados por Kanchanatawan e
colaboradores (2018), quanto maior o valor da razdo obtida a partir dos niveis de acido
quinolinico e quinurénico (QUIN/ Ac. KYN), maior € a atividade neuroproterora
associada a via. A andlise do acido picolinico forneceria mais informacdes
relacionadas aos efeitos diversos e complexos da via em respostas neurologicas,

metabolicas, inflamatoérias e vasculares.

Outro ponto relevante é referente aos estudos incluidos néo fornecerem dados
suficientes para fazer uma correlacdo entre os niveis de quinureninas com fatores
associado ao quadro inflamatério ou disfungdes caracteristicas do diabetes, como a
dosagem de espécies reativas de oxigénio, citocinas pré e anti-inflamatérias e
biodisponibilidade de 6xido nitrico, uma vez que varios artigos reportam a influéncia

das quinureninas sobre esses fatores.

Por conta disso, ndo foi possivel avaliar o impacto desses mediadores na
ativacao dessa via responsavel por modular varias respostas em diferentes sistemas.
Por isso, mesmo com todos estes estudos voltados para elucidar as funcbes
desencadeadas por essa via, ainda sSdo necessarias mais pesquisas para
compreender claramente a complexa interagcéo entre triptofano, IDO e quinureninas
entre si e com os sistemas. Tanto em condig¢8es fisiolégicas, mas principalmente em

condicBes patologicas.

2.2.6 CONCLUSOES

Embora os dados deste estudo ndo sejam suficientes para identificar os
mecanismos envolvidos na ativacdo da via das quinureninas no quadro diabético, a
presente metanalise, composta por 12 estudos clinicos, evidenciou nestes pacientes
ocorrer aumento significativo da deplecao do triptofano pela enzima IDO. A ativagéo
da via resulta em niveis aumentados dos metabdlitos ativos quinurenina, &cido
quinurénico e acido 3-hidroxiquinurenina, indicando uma forte associacao da ativacao
da via com o quadro diabético. Nao foram encontradas alteragéo nos niveis de acido
antranilico e 3-hidroxiantranilico nos pacientes. Futuros estudos avaliando esta via
com base nas limitacbes apontadas s&o requeridos para validacdo dos nossos

achados.
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2.3 Artigo 3 — Desregulacéo na via das quinureninas como potencial marcador

de desordens vasculares na gestacao hiperglicémica: artigo de hipotese

2.3.1 RESUMO

O Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) é caracterizado por um quadro hiperglicémico
identificado pela primeira vez durante a gestacdo € responsavel por aumentar o risco de
prematuridade, parto cesariano e de evolucdo para diabetes tipo 2, além predispor o feto a
um maior risco de macrossomia, hiperinsulinemia e obesidade ao longo da vida. Apesar dos
diversos avancos ja alcancados em relacdo ao diagndstico e ao tratamento das doencas
tipicas da gestacdo, o DMG ainda é responsavel por grande nimero de mortes maternas e
fetais, bem como de diversas outras consequéncias nao letais como complica¢des vasculares
no organismo materno. Os mecanismos envolvidos no quadro ainda precisam ser
esclarecidos, porém fortes evidencias indicam uma associacao positiva do desenvolvimento
do DMG com um perfil de ativacdo desregulado da via das quinureninas. Ante 0 exposto,
nossa hipétese € que a ativacdo da via no quando de diabetes gestacional é direcionada para
a sintese de quinureninas no intuito de controlar os danos da resposta inflamatéria causada
pelo quadro hiperglicémico em detrimento do desenvolvimento normal da gestacao.
Entretanto, com o perfil de ativacdo desregulado, resulta na sintese de metabdlitos com
funcdes voltadas para melhorar ou piorar dos danos causados pelo quadro hiperglicémico.

Palavras-chave: Diabetes Gestacional; Disfungéo vascular; Triptofano; Quinurenina.

2.3.2 INTRODUCAO/REVISAO

No desenvolvimento da gravidez saudavel, ocorrem varias alteragbes
hemodinamicas para evitar uma sobrecarga no sistema cardiovascular materno, o que
permite o desenvolvimento adequado do feto e a gestagdo (TROIANO, 2018). A
circulacdo uteroplacentaria € uma das mais afetadas, pois aumenta em 25% o fluxo
cardiaco total (SANGHAVI & RUTHERFORD, 2004). Estas alteragbes decorrem de
uma série de mecanismos endocrinos e vasculares que resultam em maior dilatacao

e, consequente, diminuicdo da resisténcia vascular (MYATT & WEBSTER, 2009).

Nos primeiros seis meses de gestacdo ocorre diminuicdo da pressao arterial
meédia, resultante da diminui¢do da resisténcia periférica. Essas alteracfes acontecem

de forma progressiva atingindo um platd por volta do oitavo més de gestacéo (JAMES,
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CHAMLEY & CLARK, 2017). Adicionalmente, ocorre também uma diminuicdo da
resposta pressora a agentes constritores, como angiotensina I, catecolaminas e
outras substancias vasopressoras (SANGHAVI & RUTHERFORD, 2004).

Entre os fatores responsaveis por essas alteracbes hemodinamicas que levam
a hiporresponsividade caracteristica da gravidez estéo a acdo do endotélio no controle
do tbénus vascular via producdo de oOxido nitrico (NO), importante fator relaxante
derivado do endotélio, e a produ¢cdo aumentada de autacoides como as prostaciclinas
(PGI2), importantes para a manutencdo da placenta (XIAO, PEARCE & ZHANG,
2001). Estes fatores mantém a baixa resisténcia vascular, além de atenuar a acao de
substancias vasoconstritoras (TROIANO, 2018).

Desregulacdo dos mecanismos homeostéaticos envolvidos na gestagdo normal
estdo associados ao desenvolvimento de pré-eclampsia e diabetes
(THILAGANATHAN & KALAFAT, 2019; FATIHOGLU et al, 2021). Os fatores de risco
associados ao diabetes gestacional sdo semelhantes aos descritos para o diabetes
tipo 2, incluindo, ainda, idade superior a 25 anos, ganho excessivo de peso na
gravidez atual, deposicdo central excessiva de gordura corporal, baixa estatura,
crescimento fetal excessivo, hipertenséo ou pré-eclampsia na gravidez atual, além de

antecedentes obstétricos de morte fetal ou neonatal, entre outros (OPAS, 2016).

Como ndo h&d um consenso sobre a melhor estratégia de rastreamento e
diagnostico do DMG, sao aceitas diretrizes propostas por varias sociedades
cientificas. A Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) preconiza uma investigacdo dos
niveis glicémicos no primeiro trimestre da gestacdo, de preferéncia na primeira
consulta pré-natal e entre a 242 e 282 semana da gravidez (Figura 2). Se o
rastreamento for positivo na primeira consulta, a gestante € diagnosticada com DM
pré-existente. Alteracdes glicémicas durante a gestacdo séo confirmadas por meio da
realizacdo do Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) para o diagnéstico de DMG
(SBD, 2017).
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Figura 9 - Procedimento para o rastreamento do Diabetes gestacional. Mulheres gravidas com indice
glicémico inferior a 85 mg/dL apresentam rastreamento negativo, porém a dosagem da glicemia ainda
€ necessaria na 24° e 28° semana. Em mulheres gravidas com indice glicémico superior a 92 mg/dL,
que apresentam rastreamento positivo, devem imediatamente ser realizado o Teste Oral de Tolerancia

a Glicose (TOTG).
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(SBD, 2017).

No Brasil, existem poucos dados estatisticos direcionados a prevaléncia de DMG
na populagdo. Estudo realizado pelo Instituto Brasileiro de Diabetes Gestacional
avaliou a prevaléncia de DMG em cerca de 5.000 gestantes atendidas no sistema
publico de cinco capitais. Nestes, os valores de referéncia propostos pela OMS a
época (jejum =126 mg/dL e/ou 2 h = 140 mg/dL) foram utilizandos para avaliacdo. Os
dados revelaram prevaléncia de 7,6% de DMG na populacdo. Entretanto, com a
adocao dos novos critérios para diagnésticos de DMG respaldados pela OMS e SBD,
estima-se que essa porcentagem seja aumentada para aproximadamente 18%
(OPAS, 2016).

A resisténcia a insulina apresenta-se como um fator-chave para complicacdes
vasculares obervadas no DMG, com disfuncdo endotelial e relaxamento vascular
prejudicado. A lesdo endotelial € o ponto central na fisiopatologia de doencas
associadas a gestacao nesta condi¢cao, caracterizada por menor producao e acao de
substancias vasodilatadoras do endotélio vascular (IDF, 2015).

O endotélio vascular da paciente com DMG passa por modificagdes morfologicas

e funcionais devido a exposi¢cao continua a altos niveis de glicose, caracteristico da
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doenca, tornando-se um fator de risco para o desenvolvimento de doencgas micro e
macrovasculares devido a ativacado de vias inflamatorias, com expressdo aumentada
de moléculas de adesdo, aumento de estresse oxidativo e inducdo de apoptose
(HARREITER, DOVJAK & KAUTZKY, 2014).

Em estudo realizado por Meraji e colaboradores (1987), foi comprovada a
ocorréncia de alteracdes morfoldgicas e funcionais das células endoteliais de animais
diabéticos, resultado de um processo acelerado de perda do endotélio vascular. Esses
dados corroboraram os estudos de Ho e colaboradores (2000), onde verificou-se em
modelo in vitro, que altas concentracdes de glicose afetam as células endoteliais em
nivel celular, produzindo retardo em sua replicagdo. Este fenébmeno é explicado pela
ativacdo de vias inflamatérias que desencadeiam o0 aumento na expressdo de

moléculas de adesdo e cicloxigenase 2 (WANG et al., 2014).

Um quadro persistente de inflamacdo gera respostas fisioldgicas
compensatorias importantes contra os danos causados pelo processo inflamatorio. O
aumento de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e, principalmente, interferon-y
sdo potentes indutores da enzima Indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), a qual
cataboliza 95% do triptofano livre para a ativagdo da via das quinureninas, num
processo que envolve a acdo de enzimas e sintese de varios metabdlitos ativos
(CHEN & GUILLEMIN, 2009).

Devido a sua estreita relagcdo com o sistema imunolégico, a via da quinurenina
tem sido implicada em uma variedade de doencas e distlrbios, incluindo a gravidez
pré-eclamptica, diabética edoencas cardiovasculares (PEDERSEN et al., 2013),
Alzheimer, doenca de Huntington, esclerose lateral amiotréfica e neoplasias (VECSEI
et al., 2013). Ha relatos que a sintese dos metabdlitos da via esteja envolvida tanto na
melhora (TISZLAVICZ et al., 2011) quanto na piora dessas condi¢cbes (ZUO et al.,
2016).

2.3.3 HIPOTESE

Gestacgéo e diabetes sédo duas condi¢bes que requerem maior catabolismo do

TRP para sintese de quinureninas e seus metabdlitos ativos. Na gestacao, a via atua
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como importante fator regulador da imunotolerancia materno-fetal desde o inicio até o
final da gestacdo (IWAHASHI et al., 2017). Além disso, esses metabdlitos, quando
presentes nos vasos placentarios e maternos, também contribuem para manter a
vascularizacgéo ideal para suprir mae e feto (BLASCHITZ et al., 2011). J& no diabetes,
a via apresenta um papel de auto-regulacdo compensatéria, cuja acdo € tentar
minimizar os danos inflamatorios causados pelo quadro hiperglicémico (AHMADOU &
JOHA, 2015)

Vérias hipéteses tém sido propostas para elucidar os mecanismos envolvidos na
ativacao da via das quinureninas, principalmente em quadros patolégicos. No entanto,
cada vez mais vém sendo publicados trabalhos que demonstram uma agéo dicotémica
da via, onde séo possiveis encontrar metabdlitos com efeito protetor sobre vérios
sistemas (ZHANG et al., 2012), e a0 mesmo tempo, metabdlitos que apresentam
grande potencial danoso aos mesmos sistemas. Além disso, parte desses mesmos
metabdlitos variam suas respostas de acordo com as patologias avaliadas (ZUO et
al., 2016).

Dessa forma, é importater esclarecer o comportamento da via das quinureninas
no diabetes gestacional, uma condicdo onde a via é requerida tanto para o
desenvolvimento da gestacao, quanto para regular os danos inflamatérios causados
pela hiperglicemia. Considerando esse papel dicotébmico da via e todos os avancos
sobre o papel das quinureninas em diferentes situacdes fisioldgicas e patoldgicas,
nossa hip6tese admite que na diabetes gestacional, uma desregulacdo na via
direciona a sintese de quinureninas para controlar os danos da resposta inflamatoria
causada pelo quadro hiperglicEémico em detrimento do desenvolvimento normal da

gestacao (Figura 10).

Ainda nesse sentido, hipotetizamos também que no DMG, onde o quadro
inflamat6rio e suas repercussfes estdo instaladas no organismo, a via das
qguinureninas passa a sintetizar grupos de metabdlitos distintos que contribuem tanto
para a melhora, quanto para a piora dos danos causados pelo quadro hiperglicémico,
gerando um perfil de metabdlitos que podem atuar como importantes marcadores de

alteracdes metabdlicas envolvidas no quadro de Diabetes gestacional.
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Figura 10: Esquema representativo da acdo da via das quinureninas na gestacéo e que fundamentam
a hipétese do perfil de ativacéo da via das quinureninas direcionado a compensar os danos causados
pelo diabetes gestacional.
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2.3.4 FUNDAMENTACAO DA HIPOTESE

O triptofano é um aminoacido essencial precursor de varios compostos
biologicamente ativos (POLYZOS & KETELHUTH 2015). Pode ser catabolizado por
duas principais vias, a via da serotonina, a qual cataboliza cerca de 2% deste
aminoacido, e a via das quinurenianas, responsavel pelo catabolismo de 95% do
triptofano livre (JONES et al.,, 2015). Ao longo dos anos, tem sido relatado o
envolvimento de diferentes metabdlitos da via das quinureninas na manutencao de

processos fisioldgicos e patoldgicos.

Uma série de mecanismos imunossupressores placentarios atuam na protecdo
do feto durante a gravidez normal (SAMSTEIN et al., 2012). A remodelacao de artérias
espiraladas e o processo de placentacdo atenuam o risco de rejeicdo fetal
(ROBERTSON et al., 2018). lwahashi e colaboradores (2017), demonstraram que
uma desregulacao da IDO nos trofoblastos placentarios pode levar a uma disfungéo
imunologica que resulta em vias angiogénicas desequilibradas ou inflamacgéo

excessiva.

Zardoya e colaboradores (2018) demonstraram que o TRP, regulado pela IDO,
promove importante acdo vasodilatadora independente do endotélio na

microcirculacdo placentaria e essa acdo € perdida em quadros de pré-eclampsia e
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restricdo de crescimento fetal por reducéo significativa da expresséao e atividade da
IDO.

Kudo e colaboradores (2003) e Grozdics e colaboradores (2014) demonstraram
um aumento da atividade sistémica da IDO em mulheres gravidas, enquanto que em
mulheres com gravidez pré-eclamptica, a expresséao e atividade da IDO placentaria
encontra-se reduzida. Keaton e colaboradores (2019) demonstraram ainda que a
gravidade dos sintomas de pré-eclampsia esta associada a reducédo de expressao e

a atividade IDO placentaria.

Ban e colaboradores (2013) demostraram que tanto a expressdo como a
atividade da IDO na placenta e decidua foram significativamente menores em gravidas
que sofreram aborto espontaneo recorrente. Zong e colaboradores (2016)
demonstraram que a diminuicdo da acéo da IDO pode estar associada a complicacdes
relacionadas ao aborto espontaneo recorrente por afetar a proliferacéo do trofoblasto

e a migracao através dessa via.

No Diabetes ocorre aumento significativo na deplecéo de triptofano pela IDO e,
consequentemente, maior sintese de quinureninas. Nessa condicdo patoldgica, o
metabolismo TRP costuma ser mais direcionado para a producao de acido quinolinico,
o qual apresenta acao neurotéxica (CHEN & GUILLEMIN, 2009).

Wang e colaboradores (2010) demonstraram que em condicdes inflamatorias, a
quinurenina atua como vasoativo com potente acéo vasodilatadora independente de
NO. Em pacientes diabéticos, a atividade da IDO aumenta de forma significativa,
principalmente em pacientes com histéria de doenca cardiovascular (Cernaro et al.,
2020).

De acordo com Bardgett, Mccarthy & Stocker (2010), o quadro diabético desloca
o0 metabolismo do TRP para maior sintese de acido quinurénico, metabdlito que
apresenta efeitos protetores vasculares em humanos, porém em outro estudo
realizado por DiNatale e colaboradores (2010), esse mesmo metabdlito foi

responsavel por causar grandes danos vasculares.

Zhang e colaboradores (2012) demonstraram que o tratamento subcronico do
metabdlito acido 3-hidroxiquinurenia reduziu significativamente o tamanho das lesdes

aorticas de camundongos, além de modular respostas inflamatérias locais e
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sistémicas. Na mesma linha, o acido antranilico apresentou significativo efeito anti-

inflamatorio central e periférico (MAES et al., 2007).

O quadro de resisténcia insulinica no diabetes gestacional pode causar
disfuncdo endotelial e ativacdo inflamatéria crénica, com aumento do risco
cardiovascular e de evolucdo para o diabetes tipo 2, além aumentar o risco de
prematuridade, parto cesariana, aborto e de evolugao para diabetes tipo 2 (VILLAR et
al., 2006). Os mecanismos envolvidos ainda precisam ser esclarecidos, porém fortes
evidencias indicam que a desregulacdo da via das quinureninas esta diretamente

associada ao quadro caracteristico do DMG.

2.3.5 CONCLUSOES

Os dados publicados ao longo dos anos vém evidenciando uma associag¢ao do
surgimento de patologias relacionadas a gestacdo com uma desregulacao da ativacéo
da via das quinureninas. No diabetes gestacional, o organismo feminino apresenta
duas condicbes em que sao requeridas a ativacdo das quinureninas: o
desenvolvimento da imunotolerancia materno-fetal e resposta compensatoria ao dano
causado pela hiperglicemia. Nesse sentido, uma maior ativagao da via na tentativa de
evitar os danos causados pela hiperglicemia pode ser suficiente para desregular o
desenvolvimento da imuntolerancia necessaria para o desenvolvimento fetal, bem

como as adaptacdes hemodinamicas relacionadas ao organismo materno.
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2.4 Artigo 4 - Disfuncdo Vascular em Modelos Experimentais de Diabetes

Mellitus Tipo 2 em Ratos: Uma Revisao Sistematica

2.4.1 RESUMO

No Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2), a ativacado de vias inflamatorias culmina numa disfuncéo
endotelial que resulta em distarbios vasculares, neurolégicos, visuais, auditivos e renais. O
estudo da disfuncao vascular em ratos DM 2 tem sido realizado em diferentes modelos, seja
por inducdo ou em animais geneticamente modificados classificados como espontaneamente
diabéticos, porém o comprometimento vascular nem sempre é frequente, ou quando €, vém
associados a varias outras patologias. Para garantir uma melhor elucidacéo dos resultados
ja publicados na literatura, esta revisao sistematica teve como objetivo identificar protocolos
que apresentem um padrdo de iniciacdo e desenvolvimento de diabetes e,
consequentemente, resultados confiaveis e homogéneos sobre disfungéo vascular. Para isso,
foi realizado um protocolo para a elaboracao de revisfes sistematicas e metanalises, no qual
dois pesquisadores calibrados realizaram uma busca sistematica da literatura de artigos
publicados e enquadrados em critérios pré-definidos. Apds a triagem, 30 estudos se
adequaram a proposta do presente estudo. Em protocolos de reatividade vascular, a fungéo
endotelial foi analisada em ratos induzidos ou naturalmente diabéticos (modelo genético).
Com a compilacdo dos dados extraidos dos artigos, foi observado que os modelos mais
utilizados sao os modelos genéticos, porém diferentes métodos de inducéo que utilizam dose
Unica de estreptozotocina (STZ) também sao bastante utilizados. A inducdo com baixas doses
de estreptozotocina em combinac¢do com frutose oral ou dieta hiperlipidica (DH) apresentou
maior e menos variavel comprometimento da resposta vasodilatadora em ratos diabéticos em
comparagao a ratos controle, 47,57 + 3,8% e 44,40 + 13,8. As evidéncias demonstraram que
os modelos genéticos ou induzidos com alta dose de estreptozotocina apresentam disfuncéo
endotelial menos significativa e mais variavel, 24,4 + 3,89% e 23,37 + 17,15%,
respectivamente. Na avaliacdo da viabilidade do endotélio vascular por meio dos niveis de
NO e seus derivados, houve uma expressiva redugédo dos niveis de NO no grupo STZ+DH
(71,24% + 10,64). No modelo de DM2 induzido por alta dose de STZ, a redugao foi de 51,65%
+ 11,31 e nos modelos genéticos de 35,65% * 6,34. Dessa maneira, 0s resultados
encontrados nessa revisao sistematica sugerem que os modelos de diabetes tipo 2 induzidos
com baixas doses de estreptozotocina em combinagdo com uma dieta rica em gordura ou
administracdo oral de frutose fornecem uma maneira mais confiavel de conduzir estudos de
disfungéo vascular em ratos.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus Tipo 2; Vasodilatacédo; Aorta; Modelos animais.

2.4.2 INTRODUCAO/REVISAO

As doencgas cardiovasculares sdo causa de mortalidade consideravel em todo
0 mundo, responsaveis por aproximadamente 31% das mortes globais. De acordo

com a Organizagdo Mundial da Saude, 17,7 milhdes de pessoas morreram por
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complicacBes cardiovasculares no ano de 2016 (WHO, 2016). Um dos fatores que
contribuem para essa condicdo € a Sindrome Metabdlica (SM), caracterizada por um
conjunto de fatores de risco derivados de alteracbes cardiometabdlicas como
hipertensdo, obesidade, dislipidemia e diabetes, os quais acentuam o risco de
acidente vascular cerebral, aterosclerose e doenca cardiaca isquémica (HUANG,
2009; LIRA NETO, 2017).

O aumento na incidéncia e prevaléncia do Diabetes mellitus tipo 2, caracteristico
da SM, além de ser um dos principais problemas de saude no Brasil, eleva o custo
meédico-social. Muito disto pode ser justificado por complicacdes recorrentes como as
doencas cerebrovasculares, arterial coronariana, vascular de extremidades,

insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia renal cronica (MARCHINI et al., 2015).

A ordem de progressado dos eventos bioquimicos presentes no DM2 humano
inicia-se com resisténcia insulinica, que leva a hiperinsulinemia compensatoria,
disfuncdo da célula beta pancreética, intolerancia a glicose e finalmente ao quadro
hiperglicémico do DM2, com complicaces macro e microvascular que perfazem a

maioria das morbi-mortalidades associadas a doenca (WANG, 2014).

As complicagBes vasculares sdo derivadas da ruptura metabdlica presente
nessa condi¢do, que induz eventos na parede vascular como a disfuncao endotelial,
estresse oxidativo, inflamacdo, agregacdo plaquetaria, vasoconstricdo e,
consequentemente, formacéao de placas ateroscleréticas (RUDDY et al., 2009). Essas
complicacBes estdo comumente associadas a diminuicdo dos niveis de fatores
relaxantes e aumento de fatores contrateis derivados do endotélio por aumento da
atividade de espécies reativas de oxigénio (SENA, PEREIRA & SEICA, 2013).

O endotélio vascular € uma camada Unica de epitélio pavimentoso que reveste
o interior dos vasos sanguineos e faz interconexdo entre o sangue e o musculo liso
vascular. Ele é responsavel pela modulacéo do ténus vascular e exerce o controle das
respostas vasodilatadoras ou vasoconstritoras locais em resposta a alteracdes que
ocorrem no fluxo sanguineo, bem como na exposicdo a agentes vasoativos
(CERAVOLO et al., 2012).

No paciente com DM2, o endotélio vascular passa por modificacbes morfoldgicas
e funcionais devido a exposi¢céo continua a altos niveis de glicose, caracteristico da

doenca. Ha aumento da expressdo de moléculas de adeséo, aumento de estresse



80

oxidativo e inducéo de apoptose, culminando na ativacdo de vias inflamatorias (DASU
e JIALAL, 2010; GALVAO, 2014).

Meraji e colaboradores (1987) relataram a ocorréncia de alteragdes morfolégicas
e funcionais de células endoteliais em animais diabéticos, resultado de um processo
acelerado de perda do endotélio vascular. Esses dados corroboraram os estudos de
Ho e colaboradores (2000), que observarm retardo na replicacdo de células
endoteliais em cultura com altas concentracdes de glicose (WANG et al., 2014).

O prejuizo da vasodilatacédo endotélio-dependente é a principal caracteristica da
disfuncdo endotelial na patogénese da doenca vascular diabética. Foi demonstrado
que a vasodilatagdo mediada por Oxido nitrico (NO), prostaciclina ou fator de
hiperpolarizacédo derivado do endotélio (EDHF) esta prejudicada em diferentes leitos
vasculares, tanto em modelos animais quanto em pacientes diabéticos (DE VRIESE
et al., 2000).

O oxido nitrico € um radical livre de suma importancia na mediac&o de processos
biologicos essenciais (BECKMAN & KOPPENOL, 1996). Dependendo do micro-
ambiente, pode desenvolver acbes benéficas ou prejudiciais ao organismo. Em
condic@es fisioldgicas, tem grande importancia na protecdo do vaso sanguineo, no
processo de relaxamento vascular, além de atuar como mediador citotoxico de células
imunes efetoras ativadas, sendo capaz de destruir patdgenos e células tumorais
(KATSUKI, et al. 1977; VAN DEN OEVER et al., 2010). No entanto, em situacdes de
estresse oxidativo, o metabolismo do NO é potencialmente tdxico, gerando
intermediarios reativos de oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante (MOILANEN
& VAPPATALO, 1995).

O NO ¢ sintetizado a partir da oxidacdo da L-arginina, reacdo mediada pela
enzima NO-sintase constitutiva (NOS endotelial e NOS neuronal) ou induzivel (i-NOS),
(FORSTERMANN, 2010). Welch e Loscalzo (1994) demonstraram que o NO derivado
do endotélio difunde-se livremente através das membranas biologicas, sendo
responsavel pela ativacdo da enzima Guanilato Ciclase (GC) do musculo liso vascular
(Figura 11) e seu consequente estimulo a formacéo de Guanosina Monofosfata ciclica
(GMPc) a partir da Guanosina Trifosfato (GTP) (IGNARRO, 1992; FRANCIS et al,
2010). O GMPc, ativa quinases intracelulares como a proteina quinase G, as quais

ativam processos de reducdo do influxo, inibicdo da liberacdo e aumento do sequestro
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de Ca?" para o reticulo sarcoplasmatico, respostas estas responsaveis pelo
relaxamento da musculatura lisa vascular (GEWALTIG & KOJDA, 2002).

A NO-sintase endotelial (eNOS) pode ser ativada por varios estimulos, seja de
forma dependente ou independente de calcio. Em sua forma inativa, encontra-se
associada a proteina Caveolina-1 (Cav-1). O aumento da concentracdo de calcio
intracelular gerado por agonistas como Adenosina Difosfato (ADP), bradicinina,
substancia P, entre outros, promove a dissociacdo da ligacdo eNOS+Cav-1 e a
formacdo do complexo calcio/calmodulina resulta na ativacdo da eNOS pela via
dependente de calcio (GRATTON, BERNATCHEZ & SESSA, 2004).

Figura 11 — Estrutura da parede arterial, composta de trés camadas: camada de células endoteliais,
células musculares lisas vasculares e de células do tecido adiposo perivascular, fibroblastos, fibras
coldgenas e terminagdes nervosas. Esquema da regulagéo do tonus vascular pelo éxido nitrico através
de diferentes vias de sinalizacdo que resultam no relaxamento da musculatura lisa vascular
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(Adaptado de Zhao, Vanhoutte & Leung, 2015).

Outro mecanismo de ativacédo da eNOS (independente de calcio) ocorre por meio
da ativacdo de mecanossensores (proteinas de membrana como 0s canais ibnicos,
proteina Gs, entre outros) sensiveis ao aumento do fluxo sanguineo pulsatil e a
pressdo que o0 sangue exerce sobre a parede vascular, evento denominado de
estresse de cisalhamento ou shear stress (Figura 3). O shear stress € um potente
estimulador da producéo do NO atuando por ativacao da PI3K/Akt, da Ras/MEK/ERK,
da c-Src e da PKC, vias que fosforilam e ativam a eNOS (MORAES et al., 2008).

Em conjunto, a liberacéo e producéo desses fatores contrateis e relaxantes sdo

equilibradas para promover a manutencdo do tdnus vascular. Entretanto, em
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condicBes patolégicas como obesidade, hiperglicemia e nos disturbios causados pelo
DM, ocorre um desequilibrio entre estes fatores e uma consequente diminuicdo da
vasodilatacdo endotélio-dependente que pode resultar no processo de disfuncéo
endotelial (CARVALHO et al., 2001; MA et al., 2010; SZASZ & WEBB, 2012).

Os mecanismos pelos quais o DM contribui para a disfuncédo endotelial ainda
ndo estdo bem elucidados, entretanto, ja foi comprovado que a hiperglicemia leva a
maior producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em células endoteliais
aorticas humanas (COSSENTINO et al., 1997) e niveis circulantes elevados de
endotelina-1 e moléculas de adeséao celular 1 (ICAM-1). O aumento de EROs altera a
funcdo da eNOS, comprometendo a acdo vasodilatadora do endotélio
(FORSTERMANN & MUNZEL, 2006).

Estudos como o de Barma e colaboradores (2009), utilizando modelo animal,
demonstraram que os altos niveis de TNFa ativam o fator de transcricao nuclear kappa
B (NF-kB), levando a uma série de alteragdes inflamatorias no tecido vascular como,
por exemplo, o aumento na expressdao de moléculas de adesdao na superficie das
células endoteliais e do musculo liso vascular, possibilitando um aumento do infiltrado
de células inflamatérias, mantendo, assim, o estado inflamatério. Essas alteracdes
resultam em ativacédo endotelial que contribui para o desenvolvimento de disfungéo

endotelial.

O processo inflamatério € uma reacao de defesa do organismo muito complexa,
no qual diferentes marcadores parecem desempenhar varios papéis e seguir multiplos
caminhos metabdlicos. Entre os diversos marcadores associados com a inflamacao
estdo as citocinas pro-inflamatérias; citocinas anti-inflamatérias; quimiocinas;

marcadores de consequéncia da inflamacao, entre outros (WU & WU, 2006).

O TNF-q, citocina pro-inflamatoria, apresenta papel importante na fisiopatologia
da resisténcia a insulina e, consequentemente, com a etiologia do DM, uma vez que
promove uma diminuicdo da expressao dos transportadores de glicose (GLUT-4) na
superficie celular, fosforilacdo do substrato 1 dos receptores de insulina (IRS-1) e

fosforilagcdo especifica da insulina (ARSLAN et al., 2010).

Estudo realizado por Bradley e colaboradores (2008) demonstrou que animais
submetidos a tratamento continuo com dieta hiperlipidica possuem aumento da

expressdo de TNF-a no tecido adiposo, além de outros fatores que caracterizam o
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processo inflamatorio. A inducéo do processo inflamatoério esta associada a aumentos
concomitantes nos niveis de insulina, leptina e glicose, reforcando a relacdo do

processo inflamatério crénico com a resisténcia insulinica.

Além do TNFaq, os Lipossacarideos (LPS), interferon gama e interleucina tipo 1
(IL-1), entre outros, apresentam acdo pro-inflamatoria e sdo ativados através do
processo inflamatério (MANTOVANI et al., 2009). Essa resposta esta relacionada a
cascata inflamatodria Thl e as principais substancias produzidas sdo as interleucina
do tipo 1 beta (IL-1pB), interleucina 6 (IL-6) e TNF-a (ITALIANI & BORASCHI, 2015).

A padronizagdo de modelos de diabetes em animais é possivel devido as
semelhancas gendmicas e bioquimicas entre humanos e ratos. Essas semelhancgas,
decorrentes do processo evolutivo, fornecem uma forma de propor intervencdes e
testes de tratamento a partir do pressuposto de que as manifestacbes clinicas
observadas no animal sdo também as observadas no ser humano (DHURIA et al.,
2015; SINGH & PATHAK, 2015).

Nos modelos animais disponiveis para DM2, nem todos refletem um modelo de
inducéo confidvel para a pesquisa de repercussdes vasculares, especialmente devido
as caracteristicas multifatoriais do DM2. Esse fator torna a avaliacdo da progressao
cronoldgica de mudancas bioquimicas e funcionais semelhantes muito desafiadora,
notadamente quando comparada com a que ocorre em humanos (DHURIA et al.,
2015).

A elucidacdo de novas terapias ou mecanismos farmacoldgicos relacionados a
doenca pode contribuir para a reducdo de eventos cardiovasculares. Os dados de
DM2 em modelos animais sdo relevantes e sdo uma fonte de compreensédo da
patogénese e progressdo da doenca, sendo amplamente utilizados na busca de
solugdes relacionadas a prevencdo, diagnéstico e elucidagdo de novos tratamentos
(KATSUDA et al., 2013).

Nesse contexto, 0 DM2 com seus elevados indices de morbimortalidade mundial
leva a necessidade de evidéncias de alta qualidade sobre os processos oxidativos e
inflamatorios relacionados as manifestacdes vasculares. Assim, este estudo tem como
objetivo realizar uma revisdo sistematica baseada em dados de fontes primarias
cuidadosamente selecionadas na literatura para determinar os modelos animais mais

adequados para DM2.
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2.4.3 METODOLOGIA

Os autores seguiram o protocolo PRISMA (Preferred Reporting Intems for
Systematic Reviews and Meta-analyses) para a realizacdo deste estudo, conforme
descrito por Moher e colaboradores (2009).

Critério de selecao

Foram selecionados estudos que atendessem aos seguintes critérios: (I)
avaliacdo da disfungéo vascular (Il) estudo experimental em ratos (lll) modelo de
inducdo de DM2 (IV) parametros laboratoriais utilizados para diagnosticar DM2 em

modelo animal e (V) aspectos éticos respeitados em estudos com animais.

Estratégias de Pesquisa

Dois pesquisadores calibrados realizaram uma busca sistematica em diversas
bases de dados médicas e cientificas (GOOGLE SCHOLAR, MEDLINE - National
Library of Medicine, SCIENCE DIRECT e WEB OF SCIENCE) usando a combinacéo
dos seguintes descritores: "Modelo animal”, "Diabetes Tipo 2 ", "Disfuncéo endotelial”
e "Artéria aorta". A busca foi realizada para artigos publicados antes de 20 de junho
de 2020. N&o houve restricdo de idioma na busca sistematica e as referéncias dos

estudos foram analisadas para identificar possiveis estudos adicionais.

Extracdo de dados

Os dados foram extraidos de artigos cujo desfecho primario foi o
comprometimento da func¢édo endotelial em animais com DM2 e cujas caracteristicas
se assemelhassem a disfuncdo endotelial em pacientes diabéticos. Como desfecho
secundario, metodologias com foco na funcdo vasodilatadora do endotélio foram
analisadas para caracterizar o quadro de disfuncdo endotelial. Dois pesquisadores

independentes realizaram a extracado de dados em um formulario padronizado.
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2.4.4 REULTADOS

Ao final da estratégia de busca, 30 artigos foram incluidos na anélise e
compuseram a presente revisdo (Figura 12). Os estudos selecionados foram
publicados entre 2005 e 2020 e abrangeram diversos paises dos Continentes
Europeu, Americano e Asiatico. Foi observado diferentes metodologias entre os
estudos sobre como avaliar a funcdo vascular, entretanto, todos apresentavam
protocolos de reatividade vascular para avaliagdo da fungcao endotelial (Quadro 7). Os

dados numéricos foram extraidos e analisados.

Figura 12 - Diagrama PRISMA mostrando o método de selecédo de elegibilidade dos artigos incluidos
no estudo.
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Quadro 7 - Descricdo sumaria dos estudos incluidos na reviséo sistematica

Autor,
Ano
Ahn,
2005

Anbar,
2016

Bitar,
2005

Caiyan Liu,
2015

Cano,
2019

Elgioglu,
2010

Halvorson,
2019

Kunasegara
n, 2017

Kazuyama,
2009

Liu,
2015

Malakul,
2011

Mohebbati,
2018

Olukman,
2010

Paavonen,
2010

Pereira,
2017

Rahma,
2018
Roman,
2020
Sena,
2009

Animal,
Género
Sprague—
Dawley, &

Sprague—
Dawley, &

Goto-
Kakizaki /
wistar, &
Sprague—
Dawley, &

Zucker
fatty, &

Wistar, &

Goto-
Kakizaki/
wistar, &
Sprague—

Dawley, &

Goto-
Kakizaki /
wistar, &
Sprague—
Dawley, &

Sprague-
Dawley, &

Wistar, &

Wistar, &

Sprague-
Dawley, &

Goto-
Kakizaki /
wistar, &

-3

Sprague—
Dawley, &
Goto-
Kakizaki /
Wistar, &

Modelo de
inducao
STZ (55 mg/kg
—ip)

STZ (50 mg/kg
—ip)

Modelo
genético

STZ (30 mg/kg
- ip) + DH por
8 semanas
Modelo
genético

STZ (60 mg/kg
- ip) + frutose
por 8 semanas
Modelo
genético

STZ (30 mg/kg
- i.p) + frutose
por 3 semanas

Modelo
genético

STZ (35 mg/kg
- i.p) + DH por
4 semanas
STZ (55 mg/kg
-1.p)

STZ (60 mg/kg
-ip)

STZ (55 mg/kg
- i.p)

STZ (50 mg/kg
-i.p)

Modelo
genético

STZ (60 mg/kg
-i.p)

STZ (65 mg/kg
- i.p)

genético + DH

Modelo de avaliacéo
vascular
Reatividade vascular

Reatividade vascular

Reatividade vascular
dosagem de eNOS e
nitrito
Reatividade vascular,
dosagem NO, eNOS e
citocinas
Reatividade vascular,
dosagem de proteinas
e citocinas

Reatividade vascular

Reatividade vascular

Reatividade vascular e
dosagem de
superoxido, nitrato,
nitrito e NO
Reatividade vascular e
dosagem de eNOS,
iINOS, NO2 e NO3
Reatividade vascular

Reatividade vascular e
dosagem de NO2 e
superoxido
Reatividade vascular

Reatividade vascular

Reatividade vascular,
dosagem de
superoxido, NO e
NOS
Reatividade vascular e
estresse oxidative na
parede vascular
Reatividade vascular

Reatividade vascular
Reatividade vascular,

estresse oxidative e
metabodlico

Foco do estudo

Avaliar a funcdo endotelial pela resposta
vasodilatadora na aorta toracica de
ratos DM2
Investigar disfung&o vascular usando
STZ em modelo de DM2 em ratos

Avaliar disfuncdo vascular em modelos
geneticamente diabéticos

Avaliar disfuncdo endotelial em modelos
de ratos DM2 induzido por DH + STZ

Relacéo da disfuncéo endotelial com
obesidade, resisténcia insulinica e
hiperglicemia
Comparar a influéncia da hiperglicemia
na contratilidade da aorta de ratos DM1
e DM2
Avaliar disfuncdo endotelial e tonos
vascular em ratos GK

Avaliar os efeitos e mecanismos da
reatividade vascular de aortas de ratos
induzidos com Frutose + STZ

Avaliar disfuncdo endotelial em modelos
de DM2

Avaliar a disfuncdo endotelial em ratos
DM2

Investigar a fungédo endotelial e estresse
oxidativo vascular na aorta de ratos
DM2
Investigar reatividade aortica para
agentes vasodilatadores e
vasodilatadores em ratos diabéticos-
STZ
Avaliar disfuncdo endotelial e expressao
de isoformas de NOS na aorta ratos
DM2
Investigar os mecanismos de disfuncéo
vascular mediados por AGE, pela
reducdo da viabilidade e resisténcia de
NO
Avaliar disfun¢éo endotelial em ratos
DM2

Avaliar disfuncdo endotelial em ratos
DM2
Determinar a Reatividade vascular em
ratos diabéticos induzidos por STZ
Avaliar disfuncdo endotelial e estresse
oxidativo em ratos Goto-Kakizaki
alimentados com uma dieta hiperlipidica



Sena,
2011

Sena,
2012

Sleem,
2014

Schafer,
2007

Sturza,
2019

Vella,
2017

Wang,
2009

Woodman,
2009

Yi,
2012
Zakaria,
2016

Zhong,
2011

Zhu,
2014

Goto-
Kakizaki /
Wistar, &

Goto-
Kakizaki /
Wistar, &

Wistar, &

Wistar, &

Wistar, &

Wistar, &

Wistar, &

Sprague -
Dawley, &

Wistar, &

Sprague-
Dawley, &

Goto-
Kakizaki /
Wistar, &
Wistar, &

Modelo
genético + DH

Modelo
genético

STZ (60 mg/kg
-i.p)

STZ (50mg/kg
- ip)

STZ (50mg/kg
-ip)

STZ (65mg/kg
- ip)

STZ (30 mg/kg
- i.p) + DH por
4 semanas
STZ (55 mg/kg
-i.p)

STZ (30mg/kg
-1.p)

STZ (35mg/kg

- i.p) + Frutose
+ DH

Modelo
genético

STZ (30mg/kg
-i.p) + DH

Reatividade vascular,
estresse oxidative e
metabolico, dosagem
de nitrito
Reatividade vascular,
estresse oxidative e
metabdlico, dosagem
de NO e histologia
Reatividade vascular,
dosagem de NO e
eNOS, e Histologia
Reatividade vascular e
dosagem de
superoxidos
Reatividade vascular,
dosagem de EROS e
expressédo de MAO
Reatividade vascular,
funcéo ventricular e
eletrofisiologia
Reatividade vascular e
dosagem de NO e
proteinas
Reatividade vascular e
dosagem de O2 na
aorta
Reatividade vascular

Reatividade vascular e
histologia

Reatividade vascular,
dosagem de NO e
EROs
Reatividade vascular,
dosagem de eNOS e
NO, e histopatologia

87

Avaliar disfuncéo endotelial, estresse
oxidativo e inflamacé&o primaria em ratos
Goto-Kakizaki alimentados com uma
dieta hiperlipidica
Avaliar disfuncdo endotelial, estresse
oxidativo e inflamag&o em ratos Goto-
Kakizaki

Avaliar disfuncdo endotelial em ratos
DM2 e os possiveis mecanismos
envolvidos
Avaliar funcédo endotelial e ativacéo
plaguetaria em ratos DM2

Avaliar a funcao endotelial em ratos
com DM2

Avaliar disfungéo cardiovascular em
diabetes induzidos por STZ

Avaliar a disfun¢do endotelial e
biodisponibilidade de NO em ratos com
DM2
Avaliar func¢éo endotelial e estresse
oxidativo em aortas de ratos DM2

Avaliar fun¢do endotelial em aortas de
ratos DM2
Avaliar a disfuncéo cardiaca, isquemia
miocardica, pressao arterial, fibrose
cardiovascular, inflamacéo sistémica e
estresse oxidativo em ratos DM2
Comparar a funcdo vascular em ratos
diabéticos magros (GK) e obesos
(OLETF) em diferentes estagios
Avaliar a resposta vasodilatadora na
aorta de ratos DM2 induzidos por STZ
+DH

Extracdo de dados referentes aos modelos diabéticos, animais utilizados, disfungdo vascular em ratos diabéticos
avaliados por diferentes protocolos experimentais e o foco de cada estudo. Abreviacdes: DM1 (Diabetes tipo 1), DM2
(Diabetes tipo 2), STZ (estreptozotocina), i.p. (intraperitoneal), DH (Dieta hiperlipidica), NO (Oxido nitrico), eNOS (Oxido
nitrico sintase endotelial), INOS (Oxido nitrico sintase induzida), NO2 (nitrito), NOs (nitrato), AGE (Produtos avangados de
glicacdo), GK (ratos Goto-Kakizaki)

A partir da compilacdo dos dados, observou-se que O interesse na area

experimental relacionado ao desenvolvimento do DM2 vem aumentando, bem como

a investigacao do comprometimento da fungéo vascular em tais modelos. A figura 13

mostra a distribuicdo do niamero de artigos com os diversos modelos experimentais

encontrados na literatura que avaliaram a disfuncéo endotelial em modelos de DM2

por meio de técnicas de reatividade vascular. O modelo mais utilizado de inducéo de

DMZ2 é por estreptozotocina, seguido pelos modelos genéticos.
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Figura 13 - Frequéncia de artigos (2005-2020) avaliando métodos de inducdo de DM2 e
comprometimento vascular em modelos animais.

Numero de Artigos para as diferentes

metodologias
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STZ+HFD
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e - 1 = S a Y . 1 =
Ly L = L iy 1 1% 1

Uma tendéncia ascendente de publicagdes envolvendo diabetes experimental foi observada ao longo dos anos de
observacédo (dados ndo mostrados). Modelos Experimentais de Diabetes: STZ+FR (Indugcdo de DM2 por baixa
dose de estreptozotocina associada a administracdo oral de frutose); STZ+DH+FR (Inducéo de DM2 por baixa
dose de estreptozotocina associada a dieta hiperlipidica e administragédo oral de frutose); STZ+DH (inducéo de
DM2 por baixa dose de estreptozotocina associada a dieta hiperlipidica); e STZ (inducdo de DM2 por alta dose de
estreptozotocina).

Os dados de reatividade vascular avaliando a resposta vasodilatadora para a
acetilcolina (Ach) e vasoconstritora para fenilefrina (Phe) em aorta de ratos diabéticos
foram extraidos dos artigos e tabulados (Tabelas 6, 7 e 8). Apés a analise dos dados,
além dos animais naturalmente diabéticos (grupo do modelo genético), um total de
quatro protocolos experimentais sugerem o desenvolvimento do DM2 com
comprometimento vascular. Entre eles a inducao por baixa dose de STZ associada a
administracdo oral de frutose, baixa dose de STZ associada a DH, baixa dose de STZ

associada a administracao oral de frutose e DH e por alta dose de STZ (Tabela 8).
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Tabela 6: Funcédo vascular em DM2 induzido por baixa dose de STZ associado a administracdo oral
de frutose, dieta hiperlipidica (DH) ou ambos

DM2 INDUZIDO POR BAIXA DOSE DE STZ (30 mg/kg) ASSOCIADO A ADMINISTRAGCAO ORAL DE
FRUTOSE

Influéncia do
Nimero Vasodilatac&o - Ach Vasoconstrigdo - Phe modelo de DM2
Autor, amostral Emax (%) Emax (%) na resposta para
Ano Normo Hiper Normo Hiper Normo Hiper Ach e Phe

Reducéo de
50,25% na reposta
Kunasegaran, 6 6 92,8+1,3 46,17+1,37 174,7+2,6 198,8+1,2 vasodilatadora e
2017 aumento de 13,8%
na resposta
vasoconstritora
Reducéo de 44,9%
na reposta
Elcioglu, 6 6 87,9+2,3 48,42+1,8  138,77+3 89,84+3,7 vasodilatadora e
2010 Reducéo de 35,2%
na resposta
vasoconstritora

DM2 INDUZIDO POR BAIXA DOSE DE STZ (30-35 mg/kg) ASSOCIADO A DH

Influéncia do
Numero Vasodilatagdo - Ach  Vasoconstricdo - Phe modelo de DM2 na
Autor, amostral Emax (%) Emax (%) resposta para Ach
Ano Normo Hiper  Normo Hiper Normo Hiper e Phe
Reducéo de 52,2%
Caiyan, 6 8 90,2+0,9 43,1+2.3 NR NR na resposta
2015 vasodilatadora
Reducéo de 39,3%
Liu, 7 7 98,5+1 59,5+3,2 NR NR na resposta
2015 vasodilatadora
Reducéo de 27,3%
Wang, 8 8 83,312 60,59+3,8 NR NR na resposta
2009 vasodilatadora
Reducéo de 58,5%
Zhu, 10 10 85,812 35,617 NR NR na resposta
2014 vasodilatadora

DM2 INDUZIDO POR BAIXA DOSE DE STZ (30-35 mg/kg) ASSOCIADO A FRUTOSE E DH

Influéncia do
NUumero Vasodilatag&o - Ach Vasoconstricdo - Phe modelo de DM2 na
Autor, amostral Emax (%) Emax (%) resposta para Ach
Ano Normo  Hiper Normo Hiper Normo Hiper e Phe
Aumento de 45,4%
Zakaria, 10 10 NR NR 259,5+2 377,417 na resposta
2016 vasoconstritora

Extracdo de dados da resposta vasodilatadora e vasoconstritora maxima (Emax) no Diabetes Mellitus Tipo 2
(DM2) induzido por baixa dose de estreptozotocina mais administracdo oral de frutose, DH ou ambos. As
respostas vasodilatadora e vasoconstritora estdo representadas como média + EPM. Abreviacdes: Ach
(acetilcolina), Phe (fenilefrina), Normo (normoglicémico), Hiper (hiperglicémico), NR = n&o realizado.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El%C3%A7io%C4%9Flu%20KH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20553910

Tabela 7: Funcao vascular em DM2 de animais geneticamente modificados
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Numero Vasodilatagdo - Ach  Vasoconstri¢cdo - Phe  Influéncia do modelo
Autor, amostral Emax (%) Emax (%) de DM2 na resposta
Ano Normo Hiper Normo Hiper Normo Hiper para Ach e Phe
Reducéo de 26,3% na
Bitar, 8 8 9317 68,516 NR NR resposta vasodilatadora
2005
6 6 52,417 53,818 88,213 88,213 N&o houve diferenca
Cano, estatistica
2019
6 6 NR NR 41.2+0.3 43.5+0.3 N&o houve diferenca
Halvorson estatistica
2019
Reducéo de 21,5% na
Kazuyam 6 8 50,3£2,3 39,74+4,5 NR NR resposta vasodilatadora
a, 2009
Reduc¢éo de 27,17% na
Pereira, 8 8 86,5+3,8 50,7+3,7 NR NR resposta vasodilatadora
2017
Reducéo de 26,4% na
Sena, 12 16 99,1+1,3 72,9+1,3 NR NR resposta vasodilatadora
2009
Reducéo de 27,2% na
Sena, 16 16 98,914,8 72+2,1 NR NR resposta vasodilatadora
2011
Reducéo de 27,2% na
Sena, 16 16 98,914,8 72+2,1 NR NR resposta vasodilatadora
2012
Zhong, 8 8 82,6+4,2 92,31£3,2 NR NR Aumento de 11,78% na
2011 resposta vasodilatadora

Extracdo de dados da resposta vasodilatadora e vasoconstritora maxima (Emax) no Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) em
animais geneticamente modificados. As respostas vasodilatadora e vasoconstritora estdo representadas como média +
EPM. Abreviacdes: Ach (acetilcolina), Phe (fenilefrina), Normo (normoglicémico), Hiper (hiperglicémico), NR = néo

realizado.

Tabela 8 - Funcéo vascular em DM2 induzido por alta dose of STZ (50-65 mg/kg)

Autor, NUumero Vasodilatacdo - Ach  Vasoconstricdo - Phe  Influéncia do modelo
Ano amostral Emax (%) Emax (%) de DM2 na resposta
para Ach e Phe
Normo  Hiper Normo Hiper Normo Hiper
Ahn, Reducéo de 5,9% na
2005 15 15 74,5+2,6 70,1+3,1 NR NR resposta vasodilatadora
Anbar, Aumento de 37,8% na
2016 6 5 NR NR 453,9+0,1 625,6+32 resposta
vasoconstritora
Malakul, Reducéo de 29,9% na
2011 8 8 8717 61+8 NR NR resposta vasodilatadora

Reducéo de 12,85% na
resposta vasodilatadora
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Mohebbati 10 10 7014 40+6 80+7 11845 e aumento de 32,2% na
2018 resposta
vasoconstritora
Reducéo de 8,89% na
resposta vasodilatadora
Olukman, 12 12 93,6+1,6 85,4+24 1065+3,2 1273+1,3 e aumento de 19,53%
2010 na resposta
vasoconstritora
Paavone Aumento de 4,5% na
m, 2010 5 5 75,6+2,7 79+1,6 NR NR resposta vasodilatadora
Aumento de 31,5% na
Rahma, 8 8 9513 65+2 NR NR resposta vasodilatadora
2018
Reducéo de 20,69% na
Roman, 20 20 80,7+4,3 64+3 68,2110 78,57 resposta vasodilatadora
2020
Aumento de 17,6% na
Schafer, 10 10 8517 100+3 NR NR resposta vasodilatadora
2007
Reduc¢éo de 52,16% na
Sleem, 5 5 89,16+3 42,65+2,5 NR NR resposta vasodilatadora
2014
Reduc¢éo de 19,19% na
resposta vasodilatadora
Sturza, 10 10 99+2 80+3 65+7 92+6 e aumento de 41,53%
2019 na resposta
vasoconstritora
Reducéo de 13,5% na
Vella, 20 20 9612 8314 NR NR resposta vasodilatadora
2017
Reducéo de 15,4% na
Woodman 15 14 7812 663 NR NR resposta vasodilatadora
2009
Yi, Reducéo de 28,01% na
2012 8 8 93,9+2 67.617 NR NR resposta vasodilatadora

Extracdo de dados da resposta vasodilatadora e vasoconstritora maxima (Emax) no Diabetes Mellitus Tipo 2
(DM2) induzido por alta dose de estreptozotocina (50-65 mg/kg). As respostas vasodilatadora e
vasoconstritora estdo representadas como média + EPM. Abreviacdes: Ach (acetilcolina), Phe (fenilefrina),

Normo (normoglicémico), Hiper (hiperglicémico), NR = néo realizado.

Entre os estudos analisados, os modelos de inducéo por baixa dose de STZ

mais administracdo oral de frutose ou DH apresentaram a maior e mais uniforme

porcentagem de reducéo na resposta de vasodilatagéo: 47,57% = 3,8 (n=33) e 44,4%

+ 13,8 (n=12), respectivamente, quando comparados aos animais ndo diabéticos.

O modelo geneticamente modificado (Tabela 6) apresentou reducdo meédia de

24,4% + 3,89 (n=92) na vasodilatacdo, enquanto o modelo de indugao induzida por

alta dose de STZ (Tabela 7) apresentou reducédo meédia de 23,37% * 17,15 (n=150).
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Além de exibirem um menor percentual de reducéo, apresentaram dados discrepantes

com percentuais de reducéo diferentes e conflitantes.

Autores como Paavonem e colaboradores (2010), Schafer e colaboradores
(2007) e Zhong e colaboradores (2011) demonstraram que animais diabéticos
apresentaram maior resposta vasodilatadora que animais controles. Ja estudos
realizados por Cano e colaboradores (2019) e Halvorson e colaboradores (2019) nao
observaram diferengcas significativas na resposta vasodilatadora em animais
diabéticos e ndo diabéticos, o que se contrapde a maioria dos achados descritos na

literatura.

Devido ao limitado numero de artigos que analisaram o comprometimento da
resposta vasoconstritora a fenilefrina, nao foi possivel considerar tal parametro como

indicativo do modelo de DM e relaciona-lo ao observado em pacientes com DM2.

Uma outra metodologia realizada nos estudos incluidos nesta revisdo foi a
avaliacdo da viabilidade do endotélio vascular por meio da biodisponibilidade de NO
e seus derivados. Os dados extraidos indicam diminuicdo dos niveis de NO em todos
os protocolos de inducéo de diabetes. Porém, essa diminuig&o foi mais expressiva no
modelo que utilizou dose baixa de STZ associada a DH (Tabela 9), com reducao
média de 71,24% * 10,64. No modelo de DM2 induzido por alta dose de STZ, a
reducado dos niveis de NO foi de 51,65% 11,31 e nos modelos genéticos de 35,65%
* 6,34.
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Tabela 9 - Funcéo vascular de animais diabéticos avaliados pela mudanca nas concentracées de 6xido

nitrico adértico

NUmero amostral

Biodisponibilidade de

Perfil da biodisponibilidade

Autor, NO de NO em animais diabéticos
Ano Normo Hiper Normo Hiper comparado ao controle
Bitar, 8 8 8,5+£0.4 4,9+0,2 Reducéo de 42,35% na
2005 biodisponibilidade de NO
(nmol/mg)
8 Halvorson 6 6 132+18 96+14 Reducéo de 27,27% na
§ 2019 biodisponibilidade de NO (nmol/g)
[<5]
O
o Pereira, 8 8 0,96+0,6 0,56+0,4 Reducédo de 41,66% na
§ 2017 biodisponibilidade de NO
s (PVASP/VASP)
o
= Sena, 16 16 1,0+0,1 0,67+0,05 Reducéo de 33% na
Q 2011 biodisponibilidade de NO
(pVASP/VASP)
Sena, 16 16 1,0+0,07 0,66+0,03 Reducgédo de 34% na
2012 biodisponibilidade de NO
(pPVASP/VASP)
@ Malakul, 8 8 100+0,3 60+0,1 Reducéo de 40% na
S 2011 biodisponibilidade de NO (nmol/g)
c N
= =
< ﬁ Sleem, 5 5 80,2+0,1 30+0,1 Redugéo de 62,6% na
g T 2014 biodisponibilidade de NO (umol/g)
a
Vella, 20 20 6,1+0,5 2,9+0,2 Reducéo de 52,45% na
2017 biodisponibilidade de NO (umol/g)
© Caiyan 6 8 210+40 4515 Reducéo de 63,16% na
é Liu, 2015 biodisponibilidade de NO (umol/g)
< N
‘c§ & Wang, 8 8 272 11+3 Reducéo de 78,57% na
ﬁ 3 2009 biodisponibilidade de NO (umol/g)
=
] Zhu, 10 10 3,815 1,443 Reducédo de 58,14% na
2014 biodisponibilidade de NO (umol/g)

Extracao dos dados de biodisponibilidade do NO nos diferentes modelos de Diabetes Type 2. Os niveis de Oxido
Nitrico estdo representados como media + EPM. AbreviagGes: STZ (estreptozotocina), DH (Dieta hiperlipidica),
VASP (Vasodilatacdo estimulada por fosfoproteina), Normo (Normoglicemico), Hiper (Hiperglicemico).
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2.4.5 DICUSSAO

Até onde sabemos, esta é a primeira revisdo sistematica que enfoca na
investigacdo de protocolos experimentais que apresentem padrdes de
comprometimento da vasodilatacgdo e aumento da vasoconstricAo associados
alteracdes de vias que se assemelham aos pacientes diabéticos. A maior parte dos

estudos incluidos foi publicada em 2009 (n=6) conforme mostra a tabela 1.

O DM experimental tem sido amplamente investigado nos ultimos anos, porém
a variabilidade dos protocolos de inducédo e a complexidade dos fatores envolvidos
nas condi¢cdes diabéticas dificultam a determinacdo de um modelo diabético
experimental com as caracteristicas metabdlicas de pacientes com DM2 (JELINIC et
al., 2020). Em humanos, o DM2 é caracterizado por varias alteracbes metabdlicas,
como resisténcia a insulina, hiperglicemia, obesidade visceral e dislipidemia. Esses
fatores podem interromper a homeostase vascular, afetando assim o endotélio e

promovendo a disfuncdo vascular (RAJENDRAN et al., 2013).

Ja estd bem estabelecido na literatura que o DM € uma doenca progressiva
complexa, caracterizada por hiperglicemia crénica e dislipidemia associada a
disfuncdo endotelial (SHAMSALDEEN et al., 2018). Entre os varios fatores envolvidos
nesta disfuncdo estd o desequilibrio entre os mediadores vasoconstritores e
vasodilatadores do endotélio (CASSUTO et al., 2014). No entanto, em relacdo ao DM2
experimental, varios estudos mostraram resultados contraditérios relacionados a
resposta vascular (AHN et al., 2005; CANO et al., 2019; HALVORSON et al., 2019),
gue podem levar a dados diversos que nao avaliam, de fato, o quadro disfuncional

observado no DM2.

De acordo com os resultados, os modelos que utilizam baixas doses de STZ
mais se assemelham ao descrito nos dados de disfungdo vascular em pacientes
diabéticos, uma vez que foi demonstrado que a resposta vasodilatadora diminuiu
significativamente nesses modelos. Esse resultado é corroborado por diferentes
estudos que utilizaram uma dose baixa de STZ para inducédo do DM2 (Tabelas 6 e 7).
Além disso, o comprometimento da resposta vasodilatadora foi maior no modelo
diabético induzido por STZ em dose baixa mais tratamento oral com frutose ou DH
(CAIYAN etal., 2015; KUNASEGARAN et al., 2017) quando comparado com o modelo
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diabético induzido por dose alta STZ ou geneticamente modificado (SENA et al., 2012;
MALAKUL et al., 2011).

STZ é uma substéncia derivada da espécie Streptomycetes achromogenes,
desenvolvida para acdo antibidtica. No entanto, devido a sua semelhanca com a
glicose, é capturada pela célula B-pancreética por meio do transportador de glicose
(ELSNER; GULDBAKKE; TIEDGE, 2000). Apds entrar nessas células, promove
citotoxicidade pela estimulagdo da producdo de espécies reativas de oxigénio,
destruicdo e deplecdo do estoque de energia celular, resultando em necrose das
células B-pancreéticas, modelo que pretende mimetizar o que acontece no DM1
(MACHADO, ORTOLAN & SPADELLA, 2009; LENZEN, 2008).

Acredita-se que concentracdes reduzidas de STZ promovam menores danos
as células B-pancreéticas, com ligeira variacao nos niveis de insulina. Em resposta, 0
organismo comeca a expressar condicdo semelhante a resisténcia e diminuicdo da
sensibilidade a insulina observada no DM2. Por conta disso, existe a preocupacao
com estratégias de associacdo com frutose e DH para promover o desenvolvimento
de uma resisténcia significativa (SRINIVASAN et al., 2005).

Além disso, o uso de altas doses de STZ para inducdo de DM2 pode ser
extremamente téxico para o modelo animal, desencadeando condicGes diabéticas
graves. Demonstramos que um modelo que usa alta dose de STZ produz disfuncao
endotelial erratica e ndo homogénea, portanto, ndo configuram um método robusto
para concluir sobre o efeito de substancias nessa condi¢ao (Tabela 7).

Por esse motivo, modelos experimentais que usam doses menores de STZ
suplementados com frutose ou DH séo cada vez mais utilizados. O NO e outros
mediadores, como a prostaciclina, encontram-se alterados em vasos sob influéncia
do DM2 (SENA, PEREIRA & SEICA, 2013; WANG, CHARUKESHI & JOHN 2014),
levando a uma diminui¢cédo da vasodilatagéo por conta do aumento da expresséao de
fatores contrateis derivados do endotélio associados a acdo de mediadores como a
proteina quinase C, ndo-glicacdo enzimatica e estresse oxidativo que promovem a
fisiopatologia do dano vascular no DM (DE VRIESE et al., 2000).

Em estudo realizado por Panchal e Brown (2011), os autores demonstraram
gue os modelos diabéticos por DH sdo mais representativos clinicamente, sendo que
esses animais apresentam aumento da taxa de tecido adiposo branco. Por outro lado,

o tratamento com frutose oral pode estar relacionado a desregulagcéo na producao de
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insulina, leptina e grelina, o que leva ao aumento da ingestao calorica e contribui para
ganho de peso e obesidade (TEFF et al., 2004). Em ambas as situa¢cfes, pode ocorrer

aumento na ativagao de vias pro-inflamatorias, resultando em disfuncéo endotelial.

Ratos Goto-Kakizaki (GK), um modelo genético para DM2 obtido do
cruzamento de ratos Wistar com altos niveis glicémicos, sdo animais ndo obesos com
hiperglicemia de jejum, hiperinsulinemia e intolerdncia a glicose, com varias
complicacBes diabéticas (PORTHA et al.,, 2001). De acordo com Srinivasan e
Ramarao (2007), esses animais sdo considerados um dos melhores modelos para o
estudo do DM2, o que contrasta com 0s resultados que encontramos nesta revisao

sistematica.

Foi demonstrado nesta revisdo (Quadro 6) que diferentes autores relataram
aumento e diminuicdo da resposta vascular nas mesmas condicdes, 0 que explica o
elevado desvio padrdo encontrado na analise dos dados de resposta vasodilatadora
e vasoconstritora no modelo diabético geneticamente modificado. Além desses
resultados conflitantes, observamos que a reducao da resposta vasodilatadora nao foi

significativa no modelo genético.

O desenvolvimento de disfuncdo endotelial no tecido adrtico pode estar
associado a fatores como aumento de superéxidos e desregulacédo da acdo e sintese
de Oxido nitrico (BITAR et al., 2005). O numero de artigos selecionados neste estudo
que mediram NO foi reduzido. Porém, assim como os resultados encontrados pela
avaliagéo da reatividade vascular, o modelo que utilizou baixa dose de STZ associada

a DH apresentou reducédo mais expressiva nas quantidades de NO (Tabela 9).

O NO é um potente vasodilatador derivado do endotélio vascular e, segundo
Malakul e colaboradores (2011), a reducdo do NO em condi¢des patolégicas como o
DM2 é um indicador de disfuncéo endotelial. Portanto, a degradacéo oxidativa do NO
pode ser um indicativo de comprometimento da resposta vasodilatadora a acetilcolina
na aorta de ratos diabéticos (BITAR et al., 2005). Esses resultados corroboram os
dados apresentados nas tabelas 6, 7 e 8 e demonstram que os dois parametros de
disfungéo vascular analisados neste estudo, apontaram que o DM2 induzido por baixa

dose de STZ + DH causa maior disfungao vascular.

Embora esta revisdo sistematica traga dados relevantes sobre o

comprometimento da resposta vascular nos modelos atuais de DM2 em ratos e mostre
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informacgbes contraditorias nos estudos incluidos, algumas limitacbes devem ser

apontadas e discutidas:

Houve um aumento de aspectos de heterogeneidade nos resultados extraidos
dos estudos incluidos, cujos estudos utilizando os mesmos métodos de inducéo do
DM2 trouxeram achados altamente contraditérios. A possivel explicacdo para esses
resultados séo a linhagem distinta dos ratos utilizados nos estudos (Wistar, Sprague-
Dawley) e o aumento da variacdo nas concentracdes de STZ utilizadas para indugéao.
Para os modelos genéticos, a relacdo estendida entre os genes silenciados mais do
gue outros também é uma fonte de viés que ndo pdde ser avaliada em nossos

estudos.

Outro ponto é referente aos nossos resultados incluirem dados apenas para
avaliacao da disfuncdo vascular na aorta. Os estudos disponiveis na literatura focam
na avaliacdo de artérias de conduténcia e vasos de resisténcia da circulagédo
mesentérica, que limitam nossos dados sobre aorta, por exemplo. A falta de uma
medida completa para as citocinas pro-inflamatérias que influenciam a disfuncéo

vascular ndo permitiu uma avaliacdo do impacto desses mediadores nos resultados.

Por conta disso, a grande variacdo dos resultados inviabilizou a realizacdo de
uma metanalise para quantificar o impacto dos modelos de inducdo do DM2 e da
disfuncéo vascular, o que possivelmente traria um maior nivel de evidéncia cientifica

para os resultados apresentados.

2.4.6 CONCLUSOES

Ao revisar estudos experimentais abrangendo os diferentes modelos de
protocolos de inducdo de DM2, foi possivel observar que o uso de estreptozotocina
em baixa dose associada a DH ou administracdo de frutose oral sdo modelos com
maior concordancia nos resultados e maior reducdo da resposta vasodilatadora,
enquanto a resposta vascular a heterogeneidade de resultados encontrados nos
modelos genéticos ou com uma alta dose de STZ ndo permitiu a anélise estatisticas

destes dados



98

Em concluséo, este estudo sugere que os modelos de DM2 induzidos por

baixas doses de STZ em combinacdo com frutose oral ou DH sédo mais adequados

para produzir mudangas uniformes e significativas na fungéo endotelial. Assim, sua

utilizacdo em protocolos de investigacao de doencas vasculares relacionadas ao DM2

pode ser capaz de produzir resultados de melhor qualidade e mais facilmente

comparaveis a estudos de disfuncao vascular em humanos.
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3. JUSTIFICATIVA

O Diabetes mellitus esta entre as desordens cardiometabdlicas de maior
interesse em pesquisas cientificas que visam esclarecer os eventos patologicos e
elucidacdo novas estratégias terapéuticas. E caracterizado como uma doenca cronica
degenerativa, causada por varios fatores predisponentes que produzem em longo
prazo alteragcbes macro e micro vasculares. Esses fatores estdao associados,
principalmente, a obesidade, excesso de peso e efeitos ambientais ou genéticos tanto
no DM2, quanto no DMG.

A presenca de quadro inflamatorio de baixo grau presente no diabetes resulta na
ativacdo do endotélio, levando a desregulacdo da funcdo vascular e a disfuncdo
endotelial. Nestas mesmas condi¢des, observa-se desregulacdo da secrecdo das
substancias vasoativas derivadas do PVAT, as quais tem diminuida sua acao

protetora na regulacéo do vaso, acentuando a disfuncéo vascular.

Vérias vias metabdlicas sdo ativadas no processo inflamatério, seja para
estimular ou inibir as a¢des pro e anti-inflamatérias. O papel da via das quinureninas
sobre a regulacdo da funcdo vascular em situacGes patoldgicas ainda precisa ser
melhor investigado. Nao esta claro como esta via interfere no processo de disfuncéo
vascular associado a hiperglicemia observada no diabetes, muito menos os
mecanismos desencadeados por seus metabdlitos nesse contexto, mas sabe-se que

nesta condicdo a via esta mais ativada

Por outro lado, no desenvolvimento da gravidez saudavel a via apresenta grande
importancia no desenvolvimento da imunotolerancia materno-fetal, associada ao
processo de espiralizacdo das artérias, formacdo da decidua e supressao das
respostas mediadas por células T ativadas. E como ja relatado, uma diminuicdo da
atividade da via esta estreitamente relacionada ao aborto espontaneo e

desenvolvimento da pré-eclampsia.

Considerando a situacdo apresentada no DM2 e DMG, em que se observa o
aumento da atividade inflamatoéria, producédo de espécies reativas de oxigénio e

aumento da expressdo de marcadores inflamatérios no endotélio vascular e, sabendo
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gue a via da quinurenina parece modular o processo inflamatério em diversos tecidos,
torna-se viavel um estudo que busque a elucidacéo das a¢fes da via da quinurenina,
mais precisamente a IDO, nos quadros patologicos associados a gestacdo e ao
diabetes.

Nesse sentido, a presente tese buscou trazer respostas que poderdo contribuir
com o entendimento dos mecanismos envolvidos nessa doenca, bem como servir de
base de dados para o desenvolvimento de novos tratamentos farmacoldgicos que
poderdo impactar diretamente na melhora da funcédo vascular e, portanto, da
morbidade e mortalidade associada ao diabetes mellitus e, mais especificamente, ao

diabetes gestacional.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar os mecanismos relacionados a disfuncdo vascular associada a
hiperglicemia em preparagdes vasculares de camundongos prenhe e ndo prenhe e a

influéncia da via das quinureninas nestas condicdes.

4.2 Objetivos especificos

» Avaliar os efeitos dos metabdlitos da via das quinureninas na resposta
vasoconstritora para fenilefrina em preparacdes de aorta de camundongos prenhe e

nao prenhe hiperglicémicos;

* Demonstrar a influéncia de metabdlitos da via das quinureninas na resposta
vasodilatadora para acetilcolina em preparacdes de aorta de camundongos prenhe e

nao prenhe hiperglicémicos;

* Investigar o impacto da inibicdo da Indoleamina 2,3-dioxigenase na disfungéo
vascular associado ao quadro hiperglicémico;

* Determinar o impacto da inibicdo da Quinurenina-3-monooxigenase no

processo de disfun¢éo vascular associado ao quadro hiperglicémico.
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5. MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade de Sdo Paulo — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (CEUA
167/2019 FMRP-USP) e os protocolos para uso de animais em experimentacéo foram
realizados de acordo com os Principios Eticos de Experimentacio Animal adotado
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) no Laboratério de
Farmacologia da USP de Ribeir&o Preto, sob coordenacédo da Profa Doutora Rita de

Cassia Aleixo Tostes Passaglia.

5.1 Animais

Para a realizacdo dos ensaios experimentais, foram utilizados camundongos
fémeas (30-35 g, n=120) e machos (30-35 g, n=20) adultos da linhagem C57-BL06,
com idade de 6-8 semanas, provenientes do Biotério da Central da Faculdade de
Medicina da Universidade de Séo Paula — Ribeirdo Preto (FMRP/USP). Os animais
foram mantidos agrupados em gaiolas de polietileno (n=4 por gaiola) com agua e
racdo ad libitum, a temperatura de 22 °C, obedecendo ao foto periodo artificial de
12/12 horas claro-escuro. Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de
Farmacologia — FMRP/USP.

5.2 Grupos Experimentais

Para a realizacdo dos ensaios experimentais, os animais foram divididos,

aleatoriamente, em 4 grupos, conforme intervencao empregada:

Grupo | (n=20): Camundongos Nao Prenhe Normoglicémicas;
Grupo Il (n=40): Camundongos N&ao Prenhe HiperglicEmicas;
Grupo Il (n=20): Camundongos Prenhe NormoglicEémicas;

Grupo IV (n=40): Camundongos Prenhe Hiperglicémicas.

Os machos foram utilizados apenas para o periodo de acasalamento com as

fémeas (29:14). Para cada grupo, foram realizados 10 protocolos experimentais em
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aneéis aodrticos para a avaliacdo da funcdo vascular na presenca de inibidores ou
metabdlitos da via das quinureninas. Além da reatividade vascular realizada, foram
coletadas amostras de soro para a dosagem de quinureninas e citocinas pré e anti-

inflamatorias de todos o0s grupos experimentais.

5.3 Acompanhamento do ciclo estral

Para a realizacdo dos protocolos experimentais, foram utilizados camundongos
fémeas na fase de estro, fase em que o metabolismo do organismo feminino sofre
menos influéncias hormonais. Para a identificacdo do estagio do ciclo estral foi
realizado o exame de lavados vaginais. O lavado vaginal foi realizado diariamente
entre 7 e 9 h da manha, conforme protocolo padronizado por Montes e Luque, 1988.

A predominancia de células cornificadas anucleadas caracterizou a fase de estro.

5.4 Acasalamento e Prenhez

Para a realizacdo dos protocolos experimentais, foram utilizados camundongos
prenhe no vigésimo dia de prenhez, fase em que o organismo do camundongo passa
por adaptacdes hemodinamicas semelhantes ao organismo feminino humano. Para
a determinacdo da prenhez, foi realizado o exame de lavados vaginais. O lavado
vaginal foi realizado diariamente entre 7 e 9 h da manha em fémeas em periodo de
acasalamento, conforme protocolo padronizado por Montes e Luque, 1988. A

presenca de espermatozoides nas laminas caracterizou o dia 0 da gestacéao.

5.5 Inducéo da Hiperglicemia

Para avaliar o comprometimento da resposta vascular da aorta de camundongos
prenhe e nao prenhe hiperglicémicas, foram selecionados, randomicamente, 80
animais para compor os grupos Il e IV (Ndo Prenhe HiperglicEmica e Prenhe
Hiperglicémica). Os animais destes grupos foram, primeiramente, submetidos a uma

dieta rica em lipideos DH, durante o periodo de 10 semanas.

Ao final da décima semana, o grupo Nao Prenhe Hiperglicémica recebeu duas

doses (com intervalo de uma semana), por via intraperitonial (i.p) de estreptozotocina
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(100 mg/kg de massa corporea — diluida em tampéo citrato de sédio 0,01 M com o pH
ajustado em 4,5) para a inducédo da hiperglicemia. Apos 7 dias da administracao da
segunda dose de estreptozotocina, foi determinada a glicemia dos animais sob jejum
de 8 horas.

ApoOs as 10 semanas de dieta hiperlipidica, os animais do grupo prenhe
hiperglicémicas foram colocados para acasalar com machos (29:13). Posteriormente
a confirmacdo da prenhez pelo lavado vaginal, as fémeas foram separadas dos
machos e continuaram recebendo a dieta durante todo o periodo da prenhez. Foram
consideradas hiperglicémicas, em ambos 0s grupos, aquelas que apresentarem
glicemia superior a 150mg/dL, conforme protocolo descrito por Correia e
colaboradores (2012).

5.6 Teste de Tolerancia a Insulina

No teste de tolerancia a insulina os animais foram pesados e submetidos a um
jejum de 6 horas. Apds o periodo de jejum, foi administrado 10 Ul/Kg de insulina
regular (NOVOLIN®), por via intraperitoneal. A glicemia capilar caudal foi mensurada
com glicosimetro de Beckmann (BAYER CONTOUR™ TS MS:80384380012) antes
(tempo zero — glicemia basal) e apés a administracdo da insulina nos tempos de 3, 5,
10 e 15 minutos. As médias glicémicas foram plotadas e analisadas para a defini¢cao

do perfil glicémico dos animais.

5.7 Peso dos animais

O peso das fémeas, bem como o peso dos fetos no vigésimo dia da prenhez foi
medido em balanca analitica para avaliar se a dieta hiperlipidica promoveu alteracao
significativa na condi¢gdo n&o prenhe, prenhe e no desenvolvimento estrutural dos

fetos.

5.8 Reatividade vascular

Para estudar a reatividade vascular em artérias aortas de camundongos, foi

utiizado o método descrito por Mulvany e Halpern (1977). Ap6s anestesia e
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exsanguinacdo, por coleta do sangue, foi realizada laparotomia mediana com
exposicao da cavidade toracica. A aorta toracica foi removida, isolada e dissecada de
tecidos conectivos para a obtencdo de anéis aérticos de 2,0 mm de comprimento com
o auxilio de um microscopio de dissecagdo. O procedimento foi realizado em placa de
petri contendo solucdo de Krebs-Henseleit a 4° C (composicdo em mM: 118-NacCl; 4,7-
KCI; 25-NaHCOs; 2,5-CaClz; 1,2-KH2PO4; 1,2-MgSO04; 0,01-EDTA e 11-glicose).

Dois ganchos de metal foram inseridos no lumen de cada anel vascular e
montados em um miografo para estudos de tensdo isométrica (transdutor isométrico
Panlab,). Um dos ganchos foi acoplado a um transdutor de tensdo e o outro a um
micrébmetro que permite o estiramento das artérias. O miografo foi conectado a um
sistema para aquisicdo de dados (Powerlab/800 ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill,

Australia) e este a um computador (Figura 14).

Figura 14: Esquema representativo da preparacdo experimental dos anéis de artéria aorta para a
realizacéo dos estudos de reatividade vascular in vitro.
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Apos protocolo de montagem, as artérias foram estabilizadas por 30 minutos em
solucéo de Krebs-Henseleit, gaseificada com mistura carbogénica (95% de CO2 e 5%
de O2, pH 7,4) e mantida a temperatura de 37 °C. Transcorrido o periodo de
estabilizacdo, as artérias foram estiradas em intervalos de 15 minutos, iniciando em
1mN até alcancar uma tensao de repouso de 5mN, considerada 6tima em relacéo ao

seu diametro interno.

Apéds o periodo de estabilizacdo adrtica na tensdo de estiramento ideal, foi
adicionado a cuba solucdo de Krebs-KCl 120mM para verificar a atividade contrétil do
musculo liso vascular induzida por despolarizacdo. Ao atingir o platd de contracao
maxima registrada, os anéis foram lavados trés vezes com solugéo de Krebs Henseleit
para seu retorno a tensao basal.

Apds 30 minutos de estabilizagcdo, foi avaliada a integridade do endotélio por
meio da presenca de respostas vasodilatadoras para acetilcolina (10°M) em
preparacdes pré-contraidas com a ECso da fenilefrina (10’M), com tensédo passiva
estabelecida de 5mN. Os anéis aolrticos dos grupos controle (ndo prenhe
normoglicémicas e prenhe normoglicémicas) que ndo alcancaram 80% de
relaxamento foram descartados. Os anéis foram novamente lavados 3 vezes
obedecendo o intervalo de 15 minutos para cada lavagem. Transcorrido esse periodo,

0S anéis estavam aptos para a realizacdo dos protocolos experimentais.

5.9 Protocolos experimentais

Apés a avaliagdo da integridade do musculo liso e do endotélio vascular, foram
analisados os efeitos dos inibidores da Indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO - 1mM) e
da quinurenina-3-monooxigenase (KMO - 0,1mM) e os efeitos dos metabdlitos
quinurenina (KYN - 0,1mM), acido quinurénico (Ac. KYN - 0,ImM) e 3-

hidroxiquinurenina (3HKYN - 0,1mM) sobre a fung&o vasoconstritora e vasodilatadora.

Curvas de concentracao-efeito para fenilefrina (Phe), um agonista alfa-
adrenérgico, e acetilcolina (Ach), vasodilatador dependente do endotélio, foram
realizadas em anéis pré-incubados por 30 minutos com inibidores ou metabdlitos da

via das quinureninas.
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Decorrido o periodo de incubacéo, concentracbes crescentes de Phe ou Ach (10
1 a 10*M) foram adicionadas a cuba para verificar se a via das quinureninas afeta a
responsividade vascular constritora e/ou dilatadora. O efeito contratil das
concentragdes crescentes de Phe foi normalizado em funcéo da resposta contratil
maxima induzida pelo KCI (120 mM) (%). A resposta vasodilatadora induzida por Ach
foi avaliada em anéis previamente pré-contraidos com Phe (10-’M) apds o alcance do

platd (Figura 15).

Figura 15 - Esquema representativo das curvas que avaliam a viabilidade do musculo liso vascular,
integridade funcional do endotélio e curvas de concentracdo-efeito para avaliar a vasoconstri¢cdo frente
a fenilefrina (A) e vasodilatacé@o frente a acetilcolina (B) em anéis pré-incubados com inibidores ou
metabdlitos da via das quinureninas
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5.10 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média £ EPM, onde “n” correspondeu
ao numero de observacdes. Os dados foram analisados utilizando Teste T-student ou
ANOVA seguida de poOs-teste de Tukey quando apropriados. Um valor de P<0,05 foi
utilizado para demonstrar diferencas entre os grupos de dados. Para todas as analises
foi utilizado o programa estatistico GraphPadPrism 6.0 (GraphPad Software, CA,
USA).



111

6. RESULTADOS

6.1 Efeitos da hiperglicemia em camundongos nao prenhe e no
desenvolvimento da prenhez
O tratamento com a DH ou com DH+STZ pelo periodo de 3 meses aumentou de
forma significativa a glicemia de animais prenhe e ndo prenhe, respectivamente
(P<0,5). A média glicémica dos animais nao prenhe que receberam a dieta padréo foi
de 97,25 + 2,17 mg/dL, enquanto que a média glicémica dos animais que receberam
a DH+STZ foi de 210 + 3,25 mg/dL. A média glicémica dos animais prenhe que
receberam a dieta padrao foi de 118,25 + 2,75 mg/dL, enquanto que a média glicémica

dos animais que receberam a DH foi de 151 + 2,45 mg/dL (Figura 16).

Figura 16 - Niveis glicémicos de animais ndo prenhe submetidas ao tratamento com Dieta hiperlipidica
em associacdo com dose Unica de estretaptozotocina e animais prenhe submetidas ao tratamento com
dieta hiperlipidica antes e apds a copula.
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Os resultados estdo expressos como média * erro padrdo da média. Teste T, *P<0,05 na comparagdo dos grupos:
Hiperglicémica vs Normoglicémica (n=8).

Para verificar se a hiperglicemia promoveria alteracées no desenvolvimento da
prenhez, as fémeas submetidas ou ndo a dieta foram pesadas antes da realizacao
dos procedimentos experimentais. No vigésimo dia da prenhez, ap6s anestesia e
eutanasia, foi realizada a contagem do numero de fetos e mensurado o tamanho e
peso dos fetos. Nos grupos que receberam a DH ou DH+STZ, tanto em animais
prenhes como nao prenhe, houve aumento significativo do peso corporal (Figura 17).
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Na prenhez, o consumo da DH néo alterou de forma significativa o nimero de fetos.
Em média, o numero de fetos foi semelhante entre os dois grupos, variando de 6 a 10

fetos por prenhez.

Figura 17 - Ganho de massa corporal de animais ndo prenhe e prenhe antes e ap6és o tratamento com
a dieta hiperlipidica.
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Os resultados estéo expressos como média * erro padrdo da média. Teste T, *p<0,05 na comparacdo dos grupos:
Hiperglicémica vs Normoglicémica (n=8).

Em relacdo ao tamanho e peso dos fetos, a DH promoveu alteracGes
significativas. Houve uma diminuicdo no comprimento e peso dos fetos de
camundongos prenhe que receberam DH quando comparadas ao grupo que recebeu
a dieta padrao, evidenciando que as alteragcdes metabdlicas desencadeadas pelo
consumo de uma dieta rica em gorduras comprometem o desenvolvimento fetal

normal (Figura 18).

Figura 18 - Impacto do consumo da dieta hiperlipidica no desenvolvimento fetal de camundongos.
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Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. Teste T, *P<0,05 na comparagdo dos grupos:
Hiperglicémica vs Normoglicémica (n=8).
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6.2 Efeitos de inibidores da via das quinureninas na resposta vascular de
camundongos normoglicémicas

A pré-incubacéo de anéis de aorta de camundongos fémeas com o inibidor da
enzima indoleamina-2,3-dioxigenase (1-MT) ndo modificou a resposta vasoconstritora
induzida por fenilefrina (Figura 19-A) ou vasodilatadora para acetilcolina (Figura 19-B)
em condigbes normoglicémicas. J& o inibidor da quinurenina-3-monooxygenase

(IKMO) reduziu a resposta vasoconstritora, sem alterar a resposta vasodilatadora.

Figura 19: Curvas concentracéo-efeito para fenilefrina (10-1t a 104 M) e acetilcolina (10-t a 104 M) obtidas
em anéis de aorta isoladas de camundongos fémeas normoglicémicas na presenca de endotélio vascular
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Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo da média. ANOVA, *P<0,05 na comparag&o dos grupos:
31-MT vs Veiculo; PI-KMO vs Veiculo (n= 6-8). 1-MT: 1-metiltriptofano (1mM); I-KMO: Inibidor da Quinurenina-3-
monooxygenase (0,1mM).

Para avaliar alteracdes na eficacia e poténcia da resposta vasoconstritora e
vasodilatadora na presenca ou auséncia dos inibidores da via, utilizou-se a andlise de
regressdo nao linear para o calculo dos valores da Resposta Maxima (Emax) e

Concentracdo Efetiva Média (ECso), demonstrado em logaritimo negativo da ECso
(pD2).

Em anéis pré-incubados com 1-MT, néo foi observado alteracdes significativas,
em condi¢gdes normais, na eficacia (1-MT: 76,23+£1,72 x Veiculo: 74,02+1,91) e
poténcia (1-MT: 6,99+0,067 x Veiculo: 7,14+0,07) da resposta vasoconstritora e
eficacia (1-MT: 76,93+1,14 x Veiculo: 81,82+1,55) e poténcia (1-MT: 6,94+0,03 X

Veiculo: 6,90+0,04) vasodilatadora.
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Entretanto, a pré-incubacao com o I-KMO, reduziu de forma significativa, o Emax
(I-KMO: 67,25+1,59 x Veiculo: 74,02+1,91) e o pD2 (I-KMO: 6,88+0,06 + 1,59 x
Veiculo: 7,14 +0,07) da resposta contratil frente a Phe, sem modificar Emax (I-KMO:
79,75+1,51 + 1,59 x Veiculo: 81,82+1,55) e pD2 (I-KMO: 7,01+0,046 + 1,59 x Veiculo:
6,90%0,04) da resposta vasodilatadora (Figura 20).

Figura 20: Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentracdo-efeito a fenilefrina e acetilcolina
em artérias aorticas de camundongos pré-incubadas com 1-MT e I-KMO.
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Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA, 2P<0.05 vs. veiculo. °P<0.05 vs. 1-
MT (n= 6-8). 1-MT: 1-metiltriptofano (1mM); I-KMO: Inibidor da Quinurenina-3-monooxygenase (0,1mM).

6.3 Efeitos dos inibidores da via das quinureninas na resposta vascular
de camundongos hiperglicémicas.

A resposta vascular a Phe e Ach em anéis adrticos de camundongos fémeas
submetidas a DH associada a estreptozotocina foi analisada (Figura 21). Como

observado, a inibicdo da KMO promoveu maiores efeitos sobre a curva concentragéo-
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efeito tanto na vasoconstricdo quanto na vasodilatacdo. A inibicdo da IDO mediada

pelo 1-MT, promoveu alteracédo apenas na curva referente a Ach.

Figura 21 - Curvas concentracdo-efeito para fenilefrina (101! a 104 M) e acetilcolina (101! a 104 M)

obtidas em anéis de aorta isoladas de camundongos fémeas hiperglicEémicas na presenga de endotélio
(A e B).
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Os resultados estao expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA, *P<0,05 na comparag&o dos grupos:
a1-MT vs Veiculo; PI-KMO vs Veiculo (n= 6-8). 1-MT: 1-metiltriptofano; I-KMO: Inibidor da Quinurenina-3-
monooxygenase.

A inibicdo da IDO e da KMO resultou em aumento significativo da Emax da
resposta vasoconstritora (1-MT: 103,70+1,72 e IKMO: 116,6+1,94 x Veiculo:
94,01+2,02, P<0,05) e diminuicdo da Emax (1-MT: 97,26+1,17 e IKMO: 86,95+1,43 X
Veiculo: 92,40+1,26, P<0,05) e pD2 (1-MT: 103,70+1,72 e IKMO: 7,39+0,03 x Veiculo:
7,80%0,03, P<0,05) da resposta vasodilatadora (Figura 22).
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Figura 22 - Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentracdo-efeito a fenilefrina e acetilcolina
em artérias aorticas de camundongos hiperglicémicas pré-incubadas com 1-MT e I-KMO.
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Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA, 2P<0.05 vs. veiculo. °P<0.05 vs. 1-
MT (n= 6-8). 1-MT: 1-metiltriptofano (1mM); I-KMO: Inibidor da Quinurenina-3-monooxygenase (0,1mM).

6.4 Efeitos dos inibidores da via das quinureninas na resposta vascular de

camundongos prenhe.

Os inibidores da via das quinureninas promoveram importantes modificagdes na
fungdo vascular de camundongos no final da prenhez, evidenciando a importancia da
via na homeostase no ciclo gravidico (Figura 23). Esses resultados sdo melhor

evidenciados nos graficos referentes ao Emax e pD2 (Figura 24 A, B, C e D).

Como é possivel observar, os dois inibidores aumentaram a Emax da Phe (1-
MT: 148,2+3,79 e IKMO: 127,8+3,93 x Veiculo: 93,36+2,02, P<0,05). Somente o I-
KMO, aumentou de forma significativa o pD2 (-KMO: 7,35+0,053 x Veiculo: 7,15+0,

P<0,05) da resposta vasoconstritora da Phe.

Os resultados referentes a vasodilatagdo demonstram redug¢ao na Emax (1-MT:
90,53+1,2 e IKMO: 96,45+1,5 x Veiculo: 101,9+0,98, P<0,05) e pD2 (1-MT: 6,8+0,03
e IKMO: 6,96+0,03 x Veiculo: 7,34+0,02, P<0,05) da Ach, mediada pelos dois

inibidores da via.
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Figura 23 - Curvas concentracdo-efeito para fenilefrina (101! a 104 M) e acetilcolina (101! a 104 M)
obtidas em anéis de aorta isoladas de camundongos prenhe na presenca de endotélio (A e B).
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Os resultados estao expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA, *P<0,05 na comparag&o dos grupos:
31-MT vs Veiculo; PI-KMO vs Veiculo (n= 6-8). 1-MT: 1-metiltriptofano (1mM); I-KMO: Inibidor da Quinurenina-3-
monooxygenase (0,1mM).

Figura 24 - Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentracdo-efeito & fenilefrina e acetilcolina
em artérias adrticas de camundongos prenhe pré-incubadas com 1-MT e I-KMO.
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Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA, 2P<0.05 vs. veiculo. °P<0.05 vs. 1-
MT (n= 6-8). 1-MT: 1-metiltriptofano (1mM); I-KMO: Inibidor da Quinurenina-3-monooxygenase (0,1mM).
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6.5 Efeitos dos inibidores da via das guinureninas na resposta vascular de
camundongos prenhe hiperglicémicas.

Na prenhez hiperglicémica a inibicdo da IDO por 1-MT ndo promoveu alteracao
na resposta vasoconstritora. Resultado diferente foi observado para o inibidor da
KMO, o qual reduziu o Emax (I-KMO: 44,00+1,66 x Veiculo: 82,17+1,46, P<0,05) e a
poténcia (I-KMO: 6,73+0,11 x Veiculo: 6,91+0,05, P<0,05) da Phe (Figura 25 e 26).

Nos resultados referentes a vasodilatacdo, o 1-MT aumentou significativamente
a Emax (1-MT: 96,13+2,23 x Veiculo: 43+0,89, P<0,05) da resposta vasodilatadora
induzida por Ach, mas reduziu o pD2 (1-MT: 6,6+0,05 x Veiculo: 7,05+£0,02, P<0,05).
O I-KMO nao alterou a resposta maxima vasodilatadora para Ach, mas reduziu o pD2
a (I-KMO: 7,05+0,002, P<0,05).

Figura 25 - Curvas concentracéo-efeito para fenilefrina (101! a 104 M) e acetilcolina (10! a 104 M)

obtidas em anéis de aorta isoladas de camundongos prenhe hiperglicémicas na presenca de endotélio
(A e B).
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Os resultados estéo expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA, *p<0,05 na comparagao dos
grupos: 21-MT vs Veiculo; ?I-KMO vs Veiculo (n= 6-8). 1-MT: 1-metiltriptofano; I-KMO: Inibidor da Quinurenina-3-
monooxygenase.
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Figura 26 - Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentracdo-efeito a fenilefrina e acetilcolina
em artérias aorticas de camundongos prenhe hiperglicémicas pré-incubadas com 1-MT e I-KMO.
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Os resultados est&o expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA, 2P<0.05 vs. veiculo. °P<0.05 vs. 1-
MT (n= 6-8). 1-MT: 1-metiltriptofano (1mM); I-KMO: Inibidor da Quinurenina-3-monooxygenase (0,1mM).

Os resultados encontrados nestes ensaios evidenciam que dependendo do
quadro em que se encontra o organismo feminino: normoglicémico, gravidico,
hiperglicémico ou gravidico hiperglicémico, a resposta vascular sofre diferentes
alteracOes decorrentes da inibicdo das quinureninas. Na tabela 10, reunimos os dados
apresentados para cada grupo e fizemos uma nova andlise a fim de identificar qual

grupo sofre maior alteracdo decorrente dessa inibicao.

A analise dos efeitos do 1-MT sobre as condicbes experimentais deste estudo
evidenciou que a inibicdo do catabolismo do TRP em quinureninas desencadeia
diferentes ac¢bes na funcdo vascular. Com excecdo do grupo de fémeas
normoglicémicas e prenhe hiperglicémicas, o 1-MT promoveu aumento significativo
da resposta maxima vasoconstritora nos grupos analisados e este aumento foi mais
expressivo na condicdo prenhe. Em relacdo a poténcia vasoconstritora da fenilefrina,

nao houve alteracdo em nenhum grupo analisado.

Na resposta vasodilatadora, o 1-MT reduziu a eficacia da Ach somente nos
grupos prenhe normoglicémicas e ndo prenhe hiperglicémicas. Emax em prenhe hiper

aumentou!!! A poténcia da Ach foi reduzida nos grupos ndo prenhe hiperglicémica,
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prenhe normoglicémica e prenhe hiperglicémica, com maior redu¢éo no grupo prenhe

hiperglicémica.

As alteracdes da resposta vasoconstritora mediadas pela inibicdo da KMO
ocorreram em todos 0s grupos avaliados, porém diferiu conforme a intervencao de
cada grupo. Ao avaliar a prenhez, essa inibicdo promoveu significativo aumento da
resposta maxima e da poténcia vasoconstritora de animais prenhe normoglicémicas.
Nos grupos néo prenhe normoglicémicas e prenhe hiperglicémica houve uma reducao
dessas respostas, sendo mais expressiva em animais prenhe hiperglicémicas. Na
analise da condi¢cdo ndo prenhe em animais normoglicémicos houve uma significativa
reducdo da resposta maxima e da poténcia vasoconstritora, enquanto que na
condi¢c&o hiperglicémica de animais ndo prenhe, houve um aumento da eficacia e

poténcia vasoconstritora.

Na resposta vasodilatadora, a inibicdo da KMO foi menos expressiva entre 0s
grupos. Houve um aumento da eficacia vasodilatadora em animais prenhe
normoglicémicas, enquanto que na condi¢cdo hiperglicémica nado alterou essa
resposta. A alteracdo da poténcia vasodilatadora ocorreu apenas no grupo de fémeas
nao prenhe hiperglicémicas que tiveram a poténcia vasodilatadora da Ach aumentada

guando comparada a condigdo normoglicémica.
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Tabela 10 - Efeitos da inibicdo da via das quinureninas nas respostas vasoconstritora e vasodilatadora de camundongos néo prenhe e prenhe em condicdes
normo e hiperglicémicas.

Efeitos dainibicdo da Indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO)

Vasoconstricao

Vasodilatacao

Emax Emax
Veiculo 1-MT Veiculo 1-MT Veiculo 1-MT Veiculo 1-MT
NP-Normo 74,02+1,91 76,23+1,72 7,14+0,07 6,99+0,06 81,82+1,55 76,93+1,14 6,90+0,04 6,94+0,03
P-Normo 93,36%2,02 148,2+3,79*2 7,15+0,06 6,97+0,05 101,9+0,98 90,53+1,2* @ 7,34+0,02 6,8+0,03*
NP - Hiper 94,01+2,02  103,70+1,72* 7,21+0,06 7,27+0,10 97,26+1,17  92,40+1,26* ° 7,80+0,03 7,39+0,03*°
P - Hiper 82,17+1,46 87,49+1,94° 6,91+0,05 7,14+0,07 89,43+0,89 96,13+2,23* 7,05+0,02 6,6+0,05*
Efeitos dainibicdo da Quinurenina-3-monooxygenase (KMO)
Vasoconstricao Vasodilatacao
Emax Emax
Veiculo I-KMO Veiculo I-KMO Veiculo I-KMO Veiculo [-KMO
NP-Normo 74,02+1,91 67,25+1,59* 7,14+0,07 6,88+0,06* 81,82+1,55 79,75+1,51 6,90+0,04 7,01+0,046
P-Normo 93,36+2,02 127,8+3,93* @ 7,15+0,06 7,35+0,053? 101,9+0,98 96,45+1,5%2 7,34+0,02 6,96+0,03*
NP - Hiper 94,01+2,02 116,6+1,94* © 7,21+0,06 7,55+0,12° 97,26+1,17 86,95+1,43* 7,80+0,03 7,30£0,04*"
P - Hiper 82,17+1,46 44,00+1,66* 6,91+0,05 6,73+0,11° 89,43+0,89 90,97+2,47 7,05+0,02 6,690,06 ¢

Os resultados estéo expressos como média + erro padrao da média. ANOVA, p<0,05 na comparagéo dos grupos: *P<0,05 vs Veiculo; 2P<0,05 Prenhe Normoglicémica vs Nao
Prenhe Normoglicémica; °P<0,05 N&o Prenhe Hiperglicémica vs Ndo Prenhe Normoglicémica; °P<0,05 Prenhe Hiperglicémica vs Prenhe Normoglicémica. (n= 6-8). 1-MT: 1-
metiltriptofano; I-KMO: Inibidor da Quinurenina-3-monooxygenase
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6.6 Efeitos de metabdlitos da via das quinureninas na resposta vascular de

camundongos fémeas normoglicémicas néao prenhes.

As mesmas analises descritas anteriormente foram realizadas para avaliar os
efeitos de diferentes metabdlitos produzidos pela rota metabdlica das quinureninas. O
meio que continha os anéis adrticos foi enriquecido com L-KYN, Ac. KYN ou 3HKYN
e o efeito vasoconstritor e vasodilatador foi analisado. Como é possivel observar na
figura 27 (A e B), os metabdlitos modificaram ambas as respostas, como discutido a

sequir.

Figura 27 - Curvas concentracao-efeito para fenilefrina (101t a 104 M) e acetilcolina (10t a 104 M)
obtidas em anéis de aorta isoladas de camundongos fémeas normoglicémicas nédo prenhes na
presenca de endotélio vascular (A e B).
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Os resultados estao expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA, *P<0,05 na compara¢&o dos grupos:
L-KYN vs Veiculo; bAc. KYN vs Veiculo; P3HKYN vs Veiculo (n= 6-8). L-KYN: L-quinurenina (0,1mM); Ac. KYN:
Acido quinurénico (0,1mM); 3HKYN: 3hidroxiquinurenina (0,1mM).

Na funcéo contrétil, todos os metabdlitos aumentaram a poténcia contratil da
fenilefrina (Figura 28 e Tabela 11). O metabdlito 3HKYN foi o Unico a reduzir a
resposta maxima para Phe (Figura 28 e Tabelall). Na resposta vasodilatadora, o Ac.
KYN promoveu aumento da resposta maxima para Ach, sem alterar sua poténcia. L-
KYN e 3HKYN reduziram tanto a eficacia, quanto a poténcia da resposta

vasodilatadora mediada por Ach (Figura 28, tabela 11).
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Figura 28 - Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentracdo-efeito a fenilefrina e acetilcolina
em artérias aérticas de camundongos fémeas em solucao enriquecida com L-KYN, Ac. KYN e 3HKYN.
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Os resultados estao expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA, *P<0,05 na compara¢&o dos grupos:
8L-KYN vs Veiculo; bAc. KYN vs Veiculo; P3HKYN vs Veiculo (n= 6-8 L-KYN: L-quinurenina (0,1mM); Ac. KYN:
Acido quinurénico (0,1mM); 3HKYN: 3hidroxiquinurenina (0,1mM).

6.7 Efeitos de metabdlitos da via das quinureninas na resposta vascular de

camundongos hiperglicémicas néo prenhe.

Na andlise dos efeitos dos metabdlitos na funcéo vascular de anéis aorticos de
camundongos fémeas hiperglicémicas ndo prenhe (Figura 29) ndo houve diferenca
significativa nos valores de Emax para fenilefina (Figura 30 e tabela 11), exceto na
presenca de 3HKYN, o qual reduziu o Emax para fenilefrina, quando comparado ao
veiculo. Por outro lado, Ac. KYN e 3HKYN aumentaram o pD2 para a resposta
vasoconstritora.

Na resposta vasodilatadora, houve diminuicdo da poténcia da Ach, mediada
pelos trés metabdlito em relagdo ao veiculo. Enquanto que a Emax da vasodilatacéo
foi reduzida por L-KYN e 3HKYN e nao foi modificada por Ac. KYN (Figura 30 B, C e
Tabela 11).
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Figura 29 - Curvas concentracdo-efeito para fenilefrina (101! a 104 M) e acetilcolina (101! a 104 M)

obtidas em anéis de aorta isoladas de camundongos fémeas hiperglicémicas na presenca de endotélio
(A e B).
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Os resultados estéo expressos como média + erro padrao da média. ANOVA, P<0,05 na comparag¢do dos grupos:
8L-KYN vs Veiculo; "Ac. KYN vs Veiculo; ®3HKYN vs Veiculo (n= 6-8 L-KYN: L-quinurenina (0,1mM); Ac. KYN:
Acido quinurénico (0,21mM); 3HKYN: 3hidroxiquinurenina (0,1mM).

Figura 30 - Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentracdo-efeito a fenilefrina e acetilcolina

em artérias adrticas de camundongos fémeas hiperglicémicas em solugéo enriquecida com L-KYN, Ac.
KYN e 3HKYN.
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Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA, *P<0,05 na comparagéo dos grupos:
2 -KYN vs Veiculo; "Ac. KYN vs Veiculo; °3HKYN vs Veiculo (n= 6-8). L-KYN: L-quinurenina (0,1mM); Ac. KYN: Acido
quinurénico (0,1mM); 3HKYN: 3hidroxiquinurenina (0,1mM).
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6.8 Efeitos de metabdlitos da via das quinureninas na resposta vascular de
camundongos prenhe normoglicémicas.

A resposta maxima vasoconstritora induzida por fenilefrina foi significativamente
reduzida na presenca de Ac. KYN e 3HKYN em anéis aorticos de camundongos
prenhe normoglicémicas, porém foram potencializadas nessas condi¢des (Figuras 31
e 32, Tabela 11). A presenca de L-KYN aumentou a potencializacdo da resposta
vasoconstritora quando comparada ao controle (Figuras 32, Tabela 11). O efeito

maximo para fenilefrina ndo foi modificado por L-KYN.

Os efeitos dos metabdlitos na fungéo vascular promoveram a potencializacao da
funcdo contratil (Figura 31 A). Enquanto que na resposta vasodilatadora, houve
reducdo da poténcia e eficacia nos grupos enriquecidos com L-KYN, Ac. KYN e
3HKYN (Figura 31 B). A resposta vasodilatadora ndo foi modificada pela presenca de
Ac. KYN (Figuras 32, Tabela 11). L-KYN e 3HKYN reduziram o efeito maximo
vasodilatador para Ach quando comparado ao controle (Figuras 32, Tabela 11). A
poténcia vasodilatadora da Ach foi reduzida pela pré-incubacdo com todos os
metabalitos utilizados (Figura 32).

Figura 31 - Curvas concentragdo-efeito para fenilefrina (10-** a 10* M) e acetilcolina (101! a 104 M) obtidas em
anéis de aorta isoladas de camundongos prenhe na presenca de endotélio (A e B).
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Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA, *p<0,05 na comparacéo dos grupos:
L-KYN vs Veiculo; bAc. KYN vs Veiculo; ©3HKYN vs Veiculo (n= 6-8). L-KYN: L-quinurenina (0,1mM); Ac. KYN:
Acido quinurénico (0,1mM); 3HKYN: 3hidroxiquinurenina (0,1mM).
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Figura 32 - Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentracdo-efeito a fenilefrina e acetilcolina
em artérias aodrticas de camundongos prenhe em solucao enriquecida com L-KYN, Ac. KYN e 3HKYN.
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Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA, *P<0,05 na comparagéo dos grupos:
3_-KYN vs Veiculo; *Ac. KYN vs Veiculo; °3HKYN vs Veiculo (n= 6-8). L-KYN: L-quinurenina (0,1mM); Ac. KYN: Acido
quinurénico (0,1mM); 3HKYN: 3hidroxiquinurenina (0,1mM).

7.9 Efeitos de metabdlitos da via das quinureninas na resposta vascular de

camundongos prenhe hiperglicémicas.

Na prenhez hiperglicémica foi observada reducao da eficacia e potencializacdo
da resposta vasoconstritora para fenilefrina na presenca de L-KYN (Figura 33 e 34,
Tabela 11). Os metabdlitos Ac. KYN e 3-HKYN n&o modificaram as respostas para
fenilefrina (Figura 34 e Tabela 11).

A poténcia vasodilatadora da acetilcolina foi reduzida pela pré-incubagdo com os
trés metabdlitos utilizados (Figura 34 e Tabela 11). Somente L-KYN reduziu a eficacia
vasodilatadora da acetilcolina (Figura 34 e Tabela 11) enquanto Ac. KYN e 3-HKYN

nao afetaram essa resposta.
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Figura 33 - Curvas concentracdo-efeito para fenilefrina (10-1* a 10 M) e acetilcolina (10** a 104 M) obtidas em
anéis de aorta isoladas de camundongos prenhe hiperglicémicas na presenca de endotélio (A e B).
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Os resultados estao expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA, *p<0,05 na compara¢éo dos grupos:
3L -KYN vs Veiculo; PAc. KYN vs Veiculo; ®3HKYN vs Veiculo (n= 6-8). L-KYN: L-quinurenina (0,1mM); Ac. KYN:
Acido quinurénico (0,1mM); 3HKYN: 3hidroxiquinurenina (0,1mM).

Figura 34 - Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentracao-efeito a fenilefrina e acetilcolina

em artérias adrticas de camundongos prenhe hiperglicémicas em solucéo enriquecida com L-KYN, Ac.
KYN e 3HKYN.
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Os resultados estéo expressos como média + erro padréo da média. ANOVA, *P<0,05 na comparagéo dos grupos:
3 -KYN vs Veiculo; PAc. KYN vs Veiculo; P3HKYN vs Veiculo (n= 6-8). L-KYN: L-quinurenina (0,1mM); Ac. KYN: Acido
quinurénico (0,1mM); 3HKYN: 3hidroxiquinurenina (0,1mM).

A condicao hiperglicémica durante a prenhez promoveu um padrdo de resposta
diferente dos outros grupos analisados. Nessa condicao, a L-KYN modulou tanto a
resposta contratil, quanto a relaxante. Na fung&o contratil, atuou diminuindo a eficacia

do vaso frente a Phe, porém aumentando sua poténcia vasoconstritora. Os demais
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metabodlitos ndo apresentam efeitos significativos. Na resposta vasodilatadora,
somente a L-KYN reduziu a eficacia do vaso frente a Ach, enquanto que todos os

metabdlitos analisados reduzem a poténcia vasodilatadora.

7.10 ComparacOes entre grupos dos efeitos dos metabdlitos da via das

guinureninas sobre a reatividade vascular a fenilefrina e acetilcolina

Assim como demonstrado nos ensaios de reatividade com os inibidores da via
das quinureninas, os resultados encontrados com os metabdlitos evidenciaram que
dependendo do quadro em que se encontra o organismo feminino: normoglicémico,
gravidico, hiperglicémico ou gravidico hiperglicémico, a resposta vascular também
sofre diferentes alteragcbes decorrentes do enriquecimento do meio com esses
metabdlitos. Na tabela 11, reunimos os dados apresentados para cada grupo e
fizemos uma nova analise estatistica a fim de identificar qual metabdlito exerce maior

impacto na resposta vascular, considerando os diferentes grupos analisados.

A andlise dos efeitos da L-KYN sobre as condi¢cdes experimentais deste estudo
evidenciou que o enriquecimento do meio com este metabdlito da via reduziu apenas
a resposta contratii maxima na condicdo prenhe hiperglicémica. Adicionalmente,
potencializou a resposta contratil na condicdo prenhe e reduziu o Emax na condi¢éo
nao prenhe hiperglicémica. No quadro hiperglicémico, L-KYN diminuiu a Emax para
fenilefrina, demonstrando efeito protetor no organismo que passou por alteracdes

metabdlicas mediadas pela hiperglicemia.

As alteracBes da resposta vasoconstritora mediadas pelo enriqguecimento do
meio com Ac. KYN néo exerceu alteracdo significativas na resposta maxima contrétil,
houve apenas uma redugdo da poténcia vasoconstritora no grupo prenhe
hiperglicémica quando comparado ao controle. Ac. KYN promoveu no grupo prenhe e
nao prenhe hiperglicémica uma resposta vasodilatadora diminuida em relacdo ao
veiculo, tanto na resposta maxima quanto na poténcia, evidenciando que na resposta
vascular, o Ac. KYN parece nao sofrer influéncia sob diferentes condi¢gfes, e também

nao exercer funcao protetora na resposta vascular.
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O metabdlito 3HKYN promoveu alteracdes significativas e distintas quando se
comparou seus efeitos nos quatro grupos experimentais. Na prenhez normoglicémica,
aumentou a resposta maxima e reduziu a poténcia da resposta vasoconstritora, porém
na prenhez hiperglicémica reduziu tanto a resposta maxima quanto a poténcia

vasoconstritora.

Ao avaliar a resposta vasodilatadora, 3HKYN reduziu tanto a resposta méaxima e
poténcia vasodilatadora méxima na condicdo prenhe. J& na prenhez hiperglicémica e
no grupo nao prenhe hiperglicémica houve uma melhora na resposta vasodilatadora
maxima, sugerindo que esse metabdlito pode reverter o prejuizo vascular causado

pelo quadro hiperglicémico (Anexo: guia de comparagao entre 0s grupos).
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Tabela 11 - Efeitos dos metabdlitos da via das quinureninas nas respostas vasoconstritora e vasodilatadora de camundongos nao prenhe e prenhe em

condicdes normo e hiperglicémicas.

Efeitos da L-Quinurenina sobre a fung¢&o vascular nos grupos experimentais

Vasoconstricao

Vasodilatacao

Emax pD2 Emax
Veiculo L-KYN Veiculo L-KYN Veiculo L-KYN Veiculo L-KYN
NP-Normo 102,2+1,01 97,34+2,3 7,37+0,03 9,67+0,14* 92,93+1,14 69,19+1,51* 7,430,03 6,630,05*
P-Normo 108,7+1,75 105,6+2,1 7,41%0,05 10,66+0,26*2  92,87+9,98 71,61+2,01* 7,2+0,02 6,5+0,06*
NP - Hiper 85,9+1,47 87,42+3,45 6,97+0,04 6,92+0,17 b 97,18+0,76 91+1,27*® 7,71%0,02 7,01+0,03* P
P - Hiper 79,57+2,27 60,46+1,67* 7,16%0,09 10,06+0,15* 91,23+093 81,96+1,4* 7,19+0,02 6,62+0,03*
Efeitos do Acido Quinurénico sobre a fungdo vascular nos grupos experimentais
Vasoconstricao Vasodilatagao
Emax pD2 Emax
Veiculo Ac. KYN Veiculo Ac. KYN Veiculo Ac. KYN Veiculo Ac. KYN
NP-Normo 102,2+1,01 97,18+2,59 7,37+0,03 8,09+0,14* 92,93+1,14 101,6+2,95* 7,430,03 7,47+0,09
P-Normo 108,7+1,75 92,21+3,21* 7,41+0,05 7,97+0,016* 92,87+9,98 89,27+1,522 7,20,02 6,67+0,03* 2
NP - Hiper 85,9+1,47 80,27+2,61 6,97+0,04 8,34+0,16* 97,18+0,76 93,57+1,14 b 7,71%0,02 7,160,03*P
P - Hiper 79,57+2,27 81,25+2,12 7,1620,09 7,12+0,09 © 91,23+093 90,73+1,56 7,19+0,02 6,99+0,04*
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Efeitos da 3-Hidroxiquinurenina sobre a fungéo vascular nos grupos experimentais

Vasoconstricao

Vasodilatacao

Emax Emax pD2
Veiculo 3HKYN Veiculo 3HKYN Veiculo 3HKYN Veiculo 3HKYN
NP-Normo 102,2+1,01 83,75+2,39* 7,37+0,03 9,81+0,16* 92,93+1,14 74,18+2,36* 7,43+0,03 7,78+0,11*
P-Normo 108,7+1,75 97,9342,87* 2 7,41+0,05 8,85+0,16* @ 92,87+9,98 64,26+1,1*2 7,2+0,02 6,62+0,04* 2
NP - Hiper 85,9+1,47 65,81+6,31* 6,97+0,04 9,34+0,21* 97,18+0,76 84x2,07* P 7,71+0,02 7,23+0,07*"
P - Hiper 79,57+2,27 82,6242,9 ¢ 7,16+0,09 7,38+0,14 ¢ 91,23+093 90,93+1,7 ¢ 7,19+0,02 6,69+0,04*

Os resultados estéo expressos como média + erro padrao da média. ANOVA, p<0,05 na comparagéo dos grupos: *P<0,05 vs Veiculo; 2P<0,05 Prenhe Normoglicémica vs Nao
Prenhe Normoglicémica; °P<0,05 NZo Prenhe Hiperglicémica vs Ndo Prenhe Normoglicémica; °P<0,05 Prenhe Hiperglicémica vs Prenhe Normoglicémica (n=6-8). L-KYN: L-
kinurenina; Ac. KYN: Acido quinurénico; 3HKYN: 3-hidroxiquinurenina.
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7. DISCUSSAO

O modelo de DM experimental por associacdo da administracdo de
streptozotocina e dieta hiperlipidica (DH) ou apenas por dietas ricas em gordura tem
sido amplamente utilizado nos dltimos anos por apresentar caracteristicas
metabdlicas semelhantes a de pacientes com DM2 (JELINIC et al., 2020). Estes
modelos estdo mais associados a hiperglicemia, obesidade e a prejuizos das fungbes
vasculares (LIU et al., 2016) e, por esta razdo, sdo 0S mais reconhecidos para se

avaliar as relacbes propostas neste estudo.

Utilizamos dois modelos para inducéo de DM: associagéo de baixa dose de STZ
e DH em fémeas nédo prenhe e somente DH em fémeas prenhe. Em ambos houve
aumento da glicemia e, além disso, no grupo prenhe houve altera¢cdes no tamanho e
peso da prole. De acordo com Panchal e Brown (2011), os modelos diabéticos que
utilizam DH s&o mais representativos clinicamente. O aumento da ingestdo calorica
contribui para o ganho de peso e obesidade, ativacdo de vias pro-inflamatérias e,

consequentemente, disfuncdes vasculares (TEFF et al., 2004).

O protocolo de inducdo de DM por STZ associada a DH, realizado por Nath,
Ghosh e Sankar (2017), resulta em camundongos diabéticos com alteracdes
significativas no perfil lipidico, na histopatologia tecidual, diminuicdo da tolerancia a
glicose e sensibilidade a insulina, semelhantes as caracteristicas metabdlicas do
diabetes mellitus tipo 2.

Holemans e colaboradores (2004) evidenciaram que o consumo de DH, antes e
durante a prenhez, produz um quadro semelhante ao diabetes gestacional e com
diminuicdo da responsividade a agentes vasodilatadores. Resultados semelhantes
foram encontrados por Schulze e colaboradores (2020), os quais demonstraram a DH
como um modelo de diabetes gestacional em camundongos que apresenta a

vantagem de integrar os fatores de risco da situagdo humana.

Além disso, Gohir e colaboradores (2019) demonstraram que esse modelo
prejudica o desenvolvimento normal dos vasos sanguineos na placenta, criando um
ambiente inflamatério e de hipdxia. A exposi¢do do feto a DH materna promovem um

padrao de restricdo de crescimento fetal (LIN et al., 2019), o qual pode estar associado
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a aumento da ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) nos fetos, bem como por
alteracdes placentarias que podem levar ao desequilibrio de varias vias metabdlicas
(GOHIR et al., 2019).

A via das quinureninas € uma via metabdlica que desempenha importante papel
tanto no quadro inflamatorio (TAKADA et al., 2018), quanto na gravidez (ZARDOYA
et al., 2018). Suas repercussdes sobre 0 organismo que apresenta estes dois quadros
ainda néo estdo bem estabelecidas. Embora a inflamacao seja considerada um dos
principais reguladores da expresséo de IDO, ja foi demonstrado que o consumo de
DH também promove aumento da expressao IDO e TDO (POULAIN et al., 2013).
Dessa forma, avaliamos os efeitos da inibicdo da IDO e da KMO sobre a funcéo
vascular de camundongos prenhe e nao prenhe em condicbes normais e

hiperglicémicas.

Com base nas alteracdes da resposta vascular com a inibicdo de IDO e KMO e,
para um melhor entendimento da via, também selecionamos trés importantes
metabdlitos da via das quinureninas, L-Quinurenina, acido quinurénico e 3-
hidroxiquinurenina, para avaliarmos a funcdo vascular adrtica de fémeas em meio

enriquecido com estes metabdlitos nos diferentes grupos estudados.

Nossos resultados apontam que, em condi¢cdes fisiologicas, a via das
qguinureninas aparentemente nao apresenta importante acdo na homeostasia vascular
na artéria aorta de camundongos fémeas. A inibicao da IDO pelo 1-MT, enzima que
inicia o catabolismo do triptofano em quinureninas, ndo promoveu alteracbes
significativas na resposta vascular. J4 a inibicdo da KMO diminuiu a eficicia e poténcia
vasoconstritora da fenilefrina. A inibicdo da KMO resulta numa maior disponibilidade
de metabolitos como L-KYN, Ac. KYN e AA, bem como reduz a sintese de 3HKYN,
AX, 3HAA, AQ e AP.

Ja foi demonstrado por Wang e colaboradores (2014) que o metabolismo do
triptofano a partir IDO contribui para a regulacdo do tbnus vascular através do
relaxamento arterial mediado pela L-KYN, a qual ativa vias da adenilato e da guanilato
ciclase. Em estudo semelhante, Sakakibara e colaboradores (2015) demonstraram
que a dilatagédo de artérias de ratos e de humanos mediada pela L-KYN ocorre por

meio de canais de potassio voltagem-dependente no muasculo liso vascular.
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O metabalito Ac. KYN atua como antagonista dos receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) e colinérgico a7 nicotinico, cuja agdo tem sido considerada neuroprotetora
(SCHWARCZ & PELLICCIARI, 2002). Atua também como agonista endégeno do
receptor acoplado a proteina G (GPR35) e do receptor de aril-hidrocarboneto,
promovendo acdo protetora na regular o tbnus vascular (WANG et al.,, 2014), e
associado a acdo destes receptores, este metabodlito é responsavel por acbes

distintas.

Em estudo realizado por Badzynka e colaboradores (2014), Ac. KYN apresentou
importante efeito sobre o sistema urinario de animais normais. Através do bloqueio de
receptores do tipo NMDA, Ac. KYN aumentou a excrecédo renal ao inibir a reabsorcao
tubular de sddio, sendo um promissor candidato a combater a retencao de fluidos
corporais e possivelmente aliviar a hipertensdo. Stazka e colaboradores (2002)
demonstraram que Ac. KYN também é produzida pelo endotélio vascular, porém nao

esta muito clara sua acao direta sobre a vasculatura.

Contrapondo esses resultados, nossos dados evidenciaram que o0
enriqguecimento com o metabdlito L-KYN potencializou a resposta vasoconstritora da
fenilefrina sem alterar sua eficicia e reduziu a eficacia e poténcia vasodilatadora da
acetilcolina em animais normoglicémicos. Ao enriqguecermos com Ac. KYN,
demonstramos em nossos resultados que Ac. KYN melhora a eficicia vasodilatadora,

sem alterar a poténcia e potencializa a resposta vasoconstritora sem alterar a eficacia.

Como ja foi evidenciado L-KYN e Ac. KYN atuam como agonistas do receptor de
AhR (Yamamoto et al., 2019). Bravo e colaboradores (2019), observaram que a
expressdo diminuida desse receptor ou o0 seu knockout em camundongos produz
niveis circulantes elevados de citocinas inflamatérias e reducdo da sobrevida. Nas
mesmas condic¢des, ha relatos de ocorréncia de fibrose hepatica e hipertrofia cardiaca
(VASQUEZ et al., 2003; KAISER, PARKER & HAMRICK, 2020), sugerindo um

possivel mecanismo de regulagéo cardiovascular.

N&o foram encontrados artigos que reportassem tal semelhanca aos achados do
presente estudo referente as a¢des da L-KYN. Poucos séo os trabalhos que avaliaram
essas respostas no organismo feminino. O efeito protetor evidenciado com a inibicdo

da KMO no grupo nédo prenhe normoglicémico pode ser um reflexo da acdo conjunta
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dos metabdlitos L-KYN e Ac. KYN, cuja funcdo promovida na homeostasia vascular

tem sido reportada na literatura.

CHIARUGI e colaboradores (2001) evidenciaram que a ativacdo de mondcitos
decorrente de um quadro inflamatério acelera a sintese de 3HKYN e esse aumento
estd associado a acdo neurotdoxica do metabdlito, levando a uma piora do quadro
inflamatoério. Estudo semelhante realizado por Pawlak e colaboradores (2009)
sugeriram que o aumento de 3HKYN apresenta associa¢do positiva com a inflamacé&o
e prevaléncia de doencas cardiovasculares em pacientes diabéticos e com doenca

renal em estagio final.

O enriguecimento do meio com 3HKYN reduziu a eficicia vasoconstritora da
fenilefrina e vasodilatadora da acetilcolina em aorta de camundongos fémeas nao
prenhes em meio normoglicémico, porém potencializou ambas as respostas. 3HKYN
€ 0 metabdlito precursor do &cido xanturénico (AX). De acordo com Fazio e
colaboradores (2017), AX apresenta maior eficacia que a L-KYN no relaxamento de
artérias de resisténcia de camundongos, porém com acado € diminuida em anéis

aorticos pré-contraidos.

A vasodilatacdo induzida por AX decorre do aumento da ativacdo da enzima
oxido nitrico sintase endotelial, sendo uma acédo dependente do endotélio (FAZIO et
al., 2017). Estudo realizado por Favennec e colaboradores (2016) demonstrou
associacdo positiva entre os niveis de AX e a melhora do controle da glicose em
pacientes diabéticos pds cirurgia bariatrica. Dessa forma, o enriqguecimento de 3HKYN
e consequente aumento da AX relacionado a reducéo da eficacia vasoconstritora da
fenilefrina e aumento da poténcia vasodilatadora da acetilcolina evidenciados em

nosso estudo.

Observamos que no grupo de animais fémeas hiperglicémicas, a redugdo da
resposta vasoconstritora mediada pela inibicdo da KMO em condi¢des fisiologicas €
perdida. Em aorta de camundongos fémeas hiperglicémicas, o enriquecimento do
meio com Ac. KYN potencializou a resposta vasoconstritora da fenilefrina enquanto
gue L-KYN e Ac. KYN reduziram a resposta vasodilatadora da acetilcolina. O
enriquecimento com 3HKYN reduziu a resposta vasoconstritora e vasodilatadora

guando comparados ao controle sem enriquecimento.
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Esses dados podem seguir uma nova abordagem quando avaliamos essas
respostas com os inidores da IDO e da KMO. A inibicdo promoveu 0 aumento
significativo da contragdo mediada por fenilefrina e reducéo da vasodilatacdo mediada
pela acetilcolina quando comparado ao grupo hiperglicémico na auséncia dos
inibidores, sendo essa resposta mais expressiva com a inibicdo da KMO. Esses dados
sugerem que € possivel que metabdlitos como o AX, 3HAA e AP, nao sintetizados
devido a inibicdo da KMO, atuem no aumento da resposta da vasodilatadora e/ou
diminuicdo da resposta vasoconstritora de vasos com metabolismo alterado pela

hiperglicemia.

No processo inflamatdrio, caracteristico do quadro hiperglicémico, ocorre uma
super regulacdo de IDO devido ao aumento de citocinas pré-inflamatorias
(SCHROECKSNADEL et al., 2006). A ativacao dos receptores AhR pelos agonistas
L-KYN e Ac. KYN, inibem a liberacdo de TNF-a por macrofagos, diminuem a
inflamac&o e melhoram a resposta vasodilatadora (SALLEE et al., 2014). Zhang e
colaboradores (2012) evidenciaram que o aumento da inflamacao vascular aumenta
a probabilidade do desenvolvimento de doenca aterosclerotica, e isso esta associado

a diminuicdo nos niveis de Ac. KYN.

Uma analise transcriptdmica de placas carotideas realizada na aterosclerose
experimental revelou que a expressao de enzimas responsaveis pela sintese de Ac.
KYN é negativamente regulada e que a expressdo de enzimas responsaveis pela
sintese de acido quinolinico é regulada positivamente (BAUNGARTNER et al., 2020).
Esses resultados evidenciam uma acao dicotdbmica da via das quinureninas

relacionada aos genes inflamatérios e a estabilidade da placa, onde Ac. KYN

apresenta acao protetora contra a inflamacédo e AQ apresenta acao pré-inflamatoria.

Ja foi evidenciado por Badawy e Guillemin (2019) que no organismo feminino,
0 aumento de sinalizacdo inflamatdéria em associagdo com o envelhecimento induz o
aumento do metabolismo central do triptofano em quinurenina, deslocando a via para
uma maior sintese de AQ. Além do perfil pré-inflamatério associado a esse metabalito,
os autores demonstraram que o AQ também esta envolvido na maioria dos disturbios

neurodegenerativos relacionados a idade.

Em estudo realizado por Zhang e colaboradores (2012) foi observado que niveis
aumentados de 3HAA, cujo precursor € o 3HKYN, diminuem os niveis de lipidios
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plasmaticos, a inflamacao vascular e placas na aterosclerose experimental por meio
da modulacdo de vias inflamatérias como o NFkB e as vias de sinalizacdo do
inflamassoma. Orabona e colaboradores (2018) também evidenciaram que o aumento
da biodisponibilidade de 3HAA circulante no paciente diabético pode modular a
inflamac&o induzida pelo quadro hiperglicémico, melhorando os danos causados pela

hiperglicemia.

Nossos resultados demonstram um papel importante da via no quadro
hiperglicémico, ao sintetizar metabolitos com acdes distintas na resposta vascular e
inflamatoria. Os resultados encontrados com a inibicdo de IDO e KMO no grupo
hiperglicémico, nos direcionam a hipétese de que a via regula acdes para uma
melhora do quadro inflamatério e da resposta vascular por acdo metabdlitos
resultantes da via L-KYN/KMO e/ou por uma acao sinérgica de Ac. KYN e L-KYN,

sobrepondo os danos inflamatorios e vasculares causados por metabélitos como o

AQ.

Ja estad bem documentado que durante a gestacdo saudavel a demanda por
TRP em corpos maternos e embrionarios aumenta para promover a regulacdo da
tolerancia materno-fetal (KEATON et al., 2019). O aumento do catabolismo do TRP
placentario pela IDO leva a inibicdo da proliferacao de células T, impedindo assim a

rejeicdo do tecido fetal pelo sistema imunolégico materno (BAN et al., 2013).

Outra importante alteragcdo no organismo materno para o desenvolvimento da
gestacdo saudavel é o desenvolvimento de adaptacbes hemodindmicas que evitam
uma sobrecarga no sistema cardiovascular materno e promovem o desenvolvimento
adequado do feto e gestacdo (TARANIKANTI, 2018). Estas alteracdes decorrem de
uma série de mecanismos endocrinos e vasculares que resultam em diminuicdo da
resisténcia vascular periférica (MYATT & WEBSTER, 2009).

O endotélio vascular exerce importante papel nestas adaptacdes
hemodindmicas observadas na gravidez, sendo o NO o principal vasodilatador
produzido pelo endotélio (XIAO, PEARCE & ZHANG, 2001). Wang e colaboradores
(2010) reportaram que a sintese de quinurenina endotelial contribui para o
relaxamento de vasos arteriais e com o controle da presséao arterial, principalmente

em condi¢des inflamatorias (WANG et al., 2010).
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Em nossos resultados, a inibicdo da IDO e da KMO em fémeas ao final da
prenhez resultou em aumento da resposta vasoconstritora e diminuicdo da resposta
vasodilatadora, sendo a resposta mediada pela inibicdo da IDO mais significativa.
Esses resultados demonstram a importancia da via ndo somente no
desenvolvimento da tolerancia materno-fetal, mas como importante reguladora

vascular no organismo materno.

Ao enriquecermos 0 meio com o0s metabdlitos da via, Ac. KYN e 3HKYN
promoveram diminuicdo da resposta vasopressora da fenilefrina, porém, sem
promover melhora na resposta vasodilatadora da acetilcolina. Ja no grupo prenhe
hiperglicémico, a L-KYN foi o Unico metabdlito avaliado que promoveu reducado da

resposta vasoconstritora, também sem melhorar a resposta vasodilatadora.

Ao inibir a via, somente o inibidor da KMO promoveu uma expressiva reducao
da resposta vasoconstritora, demonstrando que o aumento da biodisponibilidade de
metabdlitos como L-KYN e Ac. KYN, decorrente do inibidor € importante na

diminuicao da resposta vasopressora caracteristica do final da prenhez.

Até o momento, pouco se conhece o papel da via sobre a vasculatura na
diabetes gestacional, mas na pré-eclampsia, patologia gestacional associada a um
perfil inflamatorio, foi demonstrado que o relaxamento vascular mediado pelo
catabolismo do TRP em L-KYN é mantido (BROEKHUIZEN et al., 2020). Em estudo
de reatividade vascular em diferentes vasos sanguineos de mulheres gravidas e com
gravidez pré-eclamptica, a L-KYN mostrou-se um potente vasodilatador dependente

do endotélio e se mantém preservado na pré-eclampsia (WORTON et al., 2021).

Ac. KYN parece desempenhar um importante papel imunorregulador por meio
da ativacdo de receptores que inibem liberacdo de IL-4 (FALLARINI et al., 2010) e
producdo de TNF-a (TISZLAVICZ et al., 2011), controlando processos inflamatérios
em diferentes condic¢des, incluindo esquizofrenia, osteoporose, epilepsia e esclerose
lateral amiotréfica e doengas cardiacas (CHEN & GUILLEMIN, 2009). Em estudo
recente, MILART e colaboradores (2019) demonstrou que Ac. KYN pode influenciar o
metabolismo, reduzir o ganho de peso e controlar a obesidade, sendo um outro

mecanismo regulador da inflamacéo.
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A quinurenina, apos sintetizada, pode originar varios metabdlitos ativos, como
Ac. KYN, AA e 3HKYN, e a partir do 3HKYN pode ser formado AX e 3HAA. A via 3HAA
pode resulta em AP e AQ, o qual forma NAD*, esse perfil de ativacéo é definido pelas
enzimas que catabolizam a quinurenina e seus metabdlitos. Em estudo realizado por
Wang e colaboradores (2014), foi demonstrado que a ativacdo de NAD(P)H oxidase
originada a partir do catabolismo do L-KYN/3HKYN aumenta as concentracdes de
ROS e acelera apoptose das células endoteliais, resultando num quadro de disfungéo

endotelial in vivo.

A incubacao dos vasos arteriais com 3HKYN foi responsavel por uma diminuicao
da resposta vasoconstritora em todos os grupos avaliados, exceto o grupo prenhe
hiperglicémico. Esses dados sugerem que a definicdo do ramo mais ativo da via é
definido pelo perfil de ativacdo enzimatica e aparentemente, esse perfil sofre

alteracdes conforme o quadro apresentado pelo organismo.

Dessa forma, acreditamos que avaliar a expressdo dessas enzimas nos
diferentes grupos estudados, principalmente as enzimas do ramo L-KYN/3HKYN pode
contribuir para um melhor entendimento sobre a via e 0s mecanismos envolvidos em

diferentes estados fisioldgicos e patoldgicos.

Os metabolitos AA e 3HAA sédo sintetizados a partir da L-KYN e 3HKYN,
respectivamente, por acdo da enzima quinureninase (KYNU). Ja foi demonstrado que
os niveis de AA foram significativamente mais elevados em mulheres que
desenvolveram DMG (LEWIS et al., 2015). Ha evidéncias de que a diminuicdo nos
niveis de 3HAA e o aumento nos niveis de AA estdo diretamente associados com
distarbios neuroldgicos e doencas cardiacas. Nessa situacdo, o aumento de AA seria
uma resposta para diminuir os danos primarios e secundarios causados pela
progresséo do processo inflamatorio envolvido nessas patologias (DARLINGTON et
al., 2010).

O catabolismo de 3HAA, pela enzima 3-hydroxyanthranilate-3,4-dioxygenase
(3HAOQ), resulta na biossintese de AQ e NAD+ (FUJIGAKI, YAMAMOTO & SAITO
2017), ambos associados com o desenvolvimento da disfungao endotelial (WANG et
al., 2014). Darlington e colaboradores (2010) demonstraram que o0 aumento de AA

inibe a agcdo da 3HAO na conversao do 3HAA em AQ, descrito como um mecanismo
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compensatorio para reduzir a toxicidade celular causada por estes metabdlitos

oriundos da via.

De acordo com Sahm e colaboradores (2013), 3HAO pode ser alvo para futuras
abordagens terapéuticas para doencas inflamatérias. Em estudos pré-clinicos
realizados por Berg e colaboradores (2020), os autores demonstraram que a inibicéo
de 3HAO reduz a carga da leséo aterosclerética, além de reduzir niveis de colesterol
e triglicerideos hepéticos e os lipidios plasmaticos. Em contrapartida, com o bloqueio
de 3HAO, o aumento de 3HAA inibiu a ativacéo do inflamassoma e a secrecéo de IL-

1B por macrofagos, sendo um importante regulador de processos inflamatérios.

Neste estudo, foi evidenciado que a via das quinureninas proveniente do
metabolismo do TRP apresenta mdltiplas func6es importantes no organismo. Um
crescente niumero de estudos vem sendo realizados para esclarecer a dicotomia
existente no que se entente atualmente sobre a agcdo dessa via no organismo normal
e gravidico, bem como sua relacdo em alteracBes patoldgicas como o diabetes,

distarbios metabolicos e complicacGes cardiovasculares.

Um numero relevante de dados publicados na literatura aponta a via das
quinureninas como uma resposta compensatdria mediante a uma inflamacao
instalada, cuja ativacdo seria voltada para reduzir a inflamacéo, bem como os danos
causados por ela (BERG et al., 2020). Sua funcéo seria a de regular vias metabdlicas
e desencadear efeitos protetores em patologias como diabetes e suas complicagdes,
pré-eclampsia e doencas infecciosas (BARDGETT, MCCARTHY & STOCKER, 2010
IWAHASHI et al., 2017).

No entanto, devido aos diversos metabdlitos produzidos pela ativacdo da via,
outro numero relevante de dados publicados reporta que a via das quinureninas séao
importantes cofatores que levam ao desenvolvimento do quadro inflamatério (KONJE
et al., 2021). E com o quadro inflamatdrio instalado, passam a atuar de forma mais
expressiva no desenvolvimento e piora de patologias neurodegenerativas e

cardiovasculares (Song et al., 2017).

Nossos resultados sustentam a hipétese de uma acao reguladora relacionada a
homeostasia vascular em condi¢des fisiologicas, bem como na condi¢cdo gravidica,
devido a acdo agonista de metabdlitos como L-KYN e Ac. KYN sobre receptores que

regulam o ténus vascular. JA no quadro hiperglicémico instalado no organismo
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feminino, esses metabdlitos parecem perder seus efeitos protetores, porém € possivel
gue outros metabdlitos ativos da via, como o 3HAA e AX, possam ser requeridos para

desencadear esse efeito protetor, uma vez que a inibicdo da via aumentou a resposta
vasoconstritora.
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8. CONCLUSOES

Nosso estudo evidenciou, através de duas revisdes sistematicas da literatura,
que o catabolismo do triptofano pela enzima IDO desempenha importante papel
imunossupressor na interface materno-fetal. Suportando a hipotese de uma forte
associacdo da diminuicdo da ativagdo da via com pré-disposicdo de um maior risco
de aborto espontaneo, restricdo de crescimento fetal e/ou pré-eclampsia.

No quadro diabético, nossas analises metanaliticas evidenciaram que, mesmo
os dados dos estudos ndo sendo suficientes para entender 0S mecanismos
envolvidos, ocorre um aumento significativo da deplecéao do triptofano pela enzima
IDO em paciente diabético. Os metabdlitos da quinurenina oriundos da ativacdo da
via indicam uma forte associacdo com o desenvolvimento do quadro diabético e suas

complicagodes.

Com uma terceira revisao sistematica realizada sobre estudos experimentais
abrangendo os diferentes modelos de protocolos de inducdo de DM2, foi possivel
definirmos o modelo que utiliza baixa dose de estreptozotocina associada a DH como
mais adequado para produzir mudangas uniformes e significativas na fungéo
endotelial e resultados de melhor qualidade e mais facilmente comparaveis entre si e
relacionados as alteracdes observadas em estudos de disfuncdo vascular em

humanos.

Em nosso estudo experimental, evidenciamos que a via das quinureninas
desempenha importante acdo na regulacdo do tdnus vascular mais voltada para a
diminuicdo da resposta vascular ao vasoconstritor fenilefrina. Além disso,
evidenciamos também que o perfil de resposta dos metabdlitos da via difere nos

grupos avaliados.

A L-quinurenina foi efetiva na reducdo da vasoconstricio mediada pela
fenilefrina na prenhez hiperglicémica, condicdo em que ocorre aumento de fatores
vasoconstritores no organismo materno. O acido quinurénico foi mais importante na
prenhez normoglicémica também por reduzir a resposta vasoconstritora, além de

aumentar a Emax de animais ndo prenhe normoglicémicas.
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O acido 3-hidroxiquinurenina, bastante estudado por seus efeitos deletérios no
sistema neurologico, também reduziu a resposta maxima constritora nos grupos
prenhe e ndo prenhe normoglicémicas, além de potencializar a resposta

vasodilatadora no grupo nédo prenhe normoglicémicas.

Os resultados obtidos a partir da inibicdo da via com o inibidor da IDO e da KMO,
sugerem que outros metabdlitos originados a partir do catabolismo do triptofano, tais
como &cido xanturénico, &cido antranilico e 3-hidroxiantranilico, ndo avaliados neste
estudo, podem estar estreitamente relacionados com os mecanismos envolvidos na

regulacéo da resposta vascular nos diferentes grupos analisados neste estudo.
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Anexo 4 - Guia de acompanhamento para melhor compreensao dos resultados.

Vasoconstricao Vasodilatagao

1-MT  IKMO  LKYN Ac.KYN 3HKYN  1-MT IKMO LKYN Ac.KYN 3HKYN

Emax = ! = = ! = = ! T !
N&o prenhe pD2 = ! 1 1 1 = = ! = 1
(Normo)
Emax T 1 = = = ! ! ! = !
N&o prenhe pD2 = = = 1 1 ! ! ! ! !
(Hiper)
Emax T i = ! 1 l l 1 = !
Prenhe pD2 = T T T T ! ! ! ! !
(Normo)
Emax = l l = = ) = l = =
Prenhe pD2 = ! 1 = = ! ! ! ! !
(Hiper)

}: diminuicao da resposta em comparagao ao controle;
1: aumento da resposta em comparagao ao controle;
=: sem diferenca estatistica em relagéo ao controle.



153

Anexo 5 - Aprovacgdo do comité de ética

FACULDADE DE MEDICINA D2 RIBEINAD PRETO CEUAG;
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS  FLIRP. y_sgfff_'.
— B e L S DE JUSR
L RP
D WSV
AUTORIZACAO

A CEUA-FMRP sstortzs & execugdo do prapete intitulado: “Infludmche s via dos
grinnrenines ne funcde m&mgmwhcmmmmva*
diahetex”, registruds com o nimero & protocolo 1672019, sob 3 respoasabilidade do Profa. Drea,
Ritn de Cassia Alcixo Testes Passaghla, envolvendo o predugio, masesenglo ou ulifzngho de
aniumais pertencemes wo file Chardats, siyie FVernabeaa (exceto humanas) s fims de pesquiss
cientifica (0u ensino), encontr-se de acordo com os preceitos da Lai n® 11.793 de 8 de outubro de
2008, do Decreto o° 6,899 de 15 ¢ julbo de 2009 & com a5 normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle do Experimentsgo Animal ICONCEA)L O Protecalo fod APROVADO pela Comissiia ce
Etica no Usa de Animais da Faculdsde de Medicies de Ribeirso Preto ds Universidade de S%a Paulo,
em reunido dy 23 de novemnbro de 2019,

Colsboradora: Neyana Yared Batisea

Lembramos da ebrigatoriedade do Relatério Floal em modedo ds CEUA,
pary emissiio do Certificndo, como disposto mas Resslucdes Normativas do CONCEA.

Flaakdad: () Enstro (X) Pesquia Clnstio
Vipncts d suivizazn 287912019 6 I101R0
EspécisLishapan N | pistisds | sem Origem
Ankreds
Rato ' Spragua-Daniey TN | 00 420k | romm Servn e Blekdn
| Rak/ Spragxe-Tlaniey n Mg /42 Gan | Macko Servigo de Niswei ﬂ

Ribewrto Preto, 25 de novembeo de 2019

GATATD
Profa. Dra. Katinchia Uszien S\
Covrdenadova da CEUA-FMRP-USP

F00000-3 My e PV - LY B Bt S0 Py P56 - Gl ORI T | W) N SERT 101N T ek S 1 b




