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RESUMO

Efeito do 3,4-dibutiriI-D-quiroiiwsitoI na disfunção endotelial da Diabetes 
Mellitus
Lucília Maria Abreu Lessa
Orientador: Manasses Claudino Ponteies

A disfunção endotelial (DE) é uma característica comum de diversas patologias 
com riscos cardiovasculares, incluindo diabetes. Hiperglicemia e hiperlipidemia 
claramente são fatores predisponentes. Recentemente, a produção mitocondrial de 
superóxido (RL), com hiperglicemia e hiperlipidemia, mostrou também ser um evento 
chave relacionado a complicações diabéticas. Componentes de inositol de um 
mediador putativo inositolglicano da ação da insulina denominado, D-quiro-inositol 
(DCI) tem demonstrado efeitos metabólicos similares aos da insulina in vivo. Nós 
testamos a hipótese que um derivado sintético mais lipossolúvcl do DCI, o 3,4- 
dibutiril-D-quiroinositol (db-DCI) poderia prevenir ou reverter a DE em ratos e 
coelhos diabéticos por aloxana após 4 semanas da indução. Também comparamos o 
efeito do db-DCI ao do mioinositol (mio-INS) (inositol endógeno). O db-DCI 
administrado por via oral reduziu a hiperglicemia e hipertriglicerídemia a 31,1 ±3,7% e 
60,9±5,8%, respectivamente. A administração oral crônica preveniu a DE em anéis de 
aorta e leitos arteriolares mesentéricos. A administração aguda dos inositóis in vitro 
(uma hora), para todos os tecidos estudados, reverteu a DE. A potenciação do 
relaxamento induzido por óxido nítrico (NO) pela superóxido dismutase (SOD) e pelos 
inositóis foi também demonstrada em tecidos diabéticos. Dois inositóis, DCI e db-DCI 
diminuíram a nível controle a formação elevada de radicais livres (RL) em células 
endoteliais pós-incubação em alta concentração de glicose, de maneira dose- 
dependente em concentrações de caráter submicromolar. A redução de azul de 
nitrotetrazólio (NBT) por superóxido gerado por um sistema xantina/xantina oxidase 
foi prevenida tanto cm presença de SOD como na dos inositós. A imunohistoquímica 
de anéis de aorta para nitrosotióis e nitrotirosina demonstrou uma diminuição em anéis 
diabéticos e uma restauração com a administração de inositóis. Concluindo, os 
inositóis testados preveniram e reverteram a DE em vasos de resistência e condutância 
de ratos e coelhos diabéticos, reduzindo RL em células endoteliais e preveniram a 
sinalização do NO. Estes efeitos positivos estão provavelmente relacionados tanto à 
atividade metabólica como a de “scavenger” dos inositóis. De cada inositol testado o 
db-DCI foi mais efetivo.



ABSTRACT

Effects of 3,4-dibutyryI D-chiro-inositol on endothelial dysfunction of Diabetes 
Mellitus
Lucília Maria Abreu Lessa
Superviser: Manasses Claudino Ponteies

Endothelial dysfunction (ED) is an early common feature of diseases with 
cardiovascular risk, including diabetes. Hyperglycemia and hyperlipidemia clearly are 
causative factors. Recently excessive mitochondrial superoxide (ROS) production with 
hyperglycemia and hyperlipidemia was also shown to be a key mechanistic event 
rclated to diabetic cornplications. Inositol components of a putative insulin inositol 
glycan mediator namely, D-chiro-inositol (DCI) have demonstrated in vivo insulin-like 
metabolic effects. We tested the hypothesis that the its soluble derivative 3,4-dibutyryl 
D-chiro-inositol (db-DCI) woiild prevení or reverse ED in 4-week alloxan-diabetic rats 
and rabbits. We also compared the effect of db-DCI with the actions of myoinositol 
(myo-lNS) (cndogcnous inositol). Endothclium-dcpcndent versus cndothclium- 
independent relaxations of aortic rings, arteriolar mesenteric beds of rats and aortic 
rings and kidneys of rabbits were examined. The administration of db-DCI orally 
reduced hyperglycemia and hypertriglyceridemia (HTG) to 31,1±3,7% e 60,9±5,8%, 
respectively. Chronic oral administration prevented ED in rat aortic rings and arteriolar 
mesenteric beds. Acute db-DCI administration in vitro (one hour), to all diabetic 
tissues studied reversed ED. The relaxation induced by Ach and NO was potentiated in 
aortic rings. Potentiation of nitric oxide (NO) relaxation by superoxide dismutase 
(SOD) and by inositois was also demonstrated in diabetic tissues. Two inositois DCI 
and db-DCI were tested for their ability to decrease elevated ROS generated by 
incubation of endothelial cells in high glucose. They were effective dose dependently 
at low micromolar concentrations. The reduetion of nitro blue tetrazolium (NBT) by 
superoxide generated by the xanthine/xanthine oxidase system was also evaluated in 
the presence of SOD or the db-DCI. The inositol prevented NBT reduetion with db- 
DCI more efficacious than the myo-INS. Histochemical examination of aortic rings for 
protein SNO and nitrotyrosine demonstrated a decrease in diabetic rings for protein 
SNO and nitrotyrosine demonstrated a decrease in diabetic rings and a restoration with 
administered db-DCI. In summary, all inositois tested prevented and reversed ED in 
rat and rabbit conductance and resistance vessels, reducing RS in endothelial cells and 
preserving NO signaling. These positive effects are probably related to both their 
metabolic and antioxidant scavenging activities. Of each inositois tested db-DCI was 
the most effective.
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Introdução



n

L INTRODUÇÃO

LI Apresentação

A diabetes mellitus é definida como uma síndrome de etiologia múltipla, 

decorrente da falta de insulina, e/ou da incapacidade desta de exercer adequadamente 

seus efeitos. Caracteriza-se por hiperglicemia crônica, frequentemente acompanhada 

de dislipidemia, hipertensão arterial e disfunção endotelial (Consenso em Diabetes, 

SBD,2002). Hoje, esta patologia é considerada um importante problema de saúde 

pública. Sua incidência e prevalência vêm aumentando, alcançando propoções 

epidêmicas. Está associada a complicações que comprometem a produtividade, a 

qualidade de vida e a sobrevida dos indivíduos. Além disso, acarreta altos custos para 

o seu controle metabólico e tratamento de suas complicações.

Esta síndrome é caracterizada por um descontrole no metabolismo da glicose 

desencadeando uma característica hiperglicemia crônica. A insulina tem o papel de 

regulador primário da concentração sanguínea de glicose, dessa forma, tanto na 

diabetes tipo I, onde há ausência total de insulina, como na diabetes tipo II, onde 

comumente ocorre resistência á insulina, a regulação deste hormônio está também 

diretamente relacionada aos mecanismos que rodeiam a físiopatologia da diabetes.

A doença cardiovascular é a principal responsável pela redução da sobrevida de 

pacientes diabéticos, sendo a causa mais freqüente de mortalidade (Panzram, 1987). O 

aumento da mortalidade cardiovascular dos pacientes diabéticos está relacionado ao 

estado diabético per se e à agregação de vários fatores de risco cardiovasculares, como 

obesidade, hipertensão arterial e dislipidemia, entre outros. O esquema terapêutico 

para diabetes deve levar em consideração a presença destes fatores de risco. A 

disfunção endotelial é um ponto crucial para o desenvolvimento das complicações 

associadas a esses fatores de risco, especialmente na diabetes. O endotélio atua como 

alvo e mediador da microangiopatia diabética.
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Nesta patologia ocorre desenvolvimento da microangiopatia específica na 

retina, glomérulo renal e nervos periféricos que proporciona a ocorrência de cegueira, 

doença renal e neuropatias debilitantes. Uma alteração constante na função vascular 

durante a diabetes é a diminuição da atividade de vasodilatadores oriundos do 

endotélio, tais como óxido nítrico, e uma atividade aumentada de vasoconstritores, tais 

como angiotensina II e endotelina 1 (Ginsberg e Huang, 2000; Wei et al., 1998; Cohen, 

1993).

Em artérias de animais diabéticos, a disfunção endotelial parece envolver tanto 

resistência insulínica como hiperglicemia (Hsueh eLaw, 1998; Tesfamariam e Cohen, 

1992). A atenuação das respostas a vasorelaxantes dependentes do endotélio tem sido 

demonstrada em anéis isolados de aorta (Nascimento et al., 2003; Rodríguez-Manas et 

al., 1998; Hattori et al., 1991; Kamata et al., 1989) e na vasculatura renal de animais 

diabéticos (Nascimento et al., 2003; Costa e Forti e Fonteles, 1998), indicando que 

tanto vasos de condutância como de resistência são afetados pela disfunção do 

endotélio.

Dessa forma, a importância das complicações vasculares nos índices de 

morbidade e mortalidade na diabetes mellitus é singular. Assim, o endotélio representa 

tanto um forte alvo terapêutico como também a avaliação da sua função pode fornecer 

o grau de desenvolvimento das complicações diabéticas. A alteração da 

vasoreatividade endotélio-dependente tornou-se nas últimas décadas a medida mais 

utilizada para verificar a função/disfunção endotelial tanto no campo de pesquisa 

básico como no campo clínico em humanos e animais. A avaliação da função 

endotelial pode ser estimada indiretamente medindo-se a vasodilatação endotélio- 

dependente e os níveis plasmáticos de proteínas regulatórias derivadas do endotélio, 

especialmente o fator de Von Willebrand (Thompson et al., 1995; Omland et al., 1994; 

Stehouver e Donker, 1993; Ridker et al., 1993; Jansson etal., 1991; Vane etal., 1990). 

Na diabetes tipo II tem-se demonstrado que a diminuição da vasodilatação endotélio- 

dependente é um marcador mais sensível de disfunção endotelial do que os níveis 

plasmáticos do fator de Von Willebrand (Johnstone et al., 1993; Calver et al., 1992).
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Por outro lado, estudos mostram que o dano oxidativo é um fator contribuinte 

no desenvolvimento de complicações da diabetes (Nascimento et al., 2003; Giugiiano 

et al., 1996; Tesfamariam, 1994; Baynes, 1991; Wolff, 1987). Apesar da origem deste 

estresse oxidativo não estar totalmente definida, está claro que a formação de radicais 

livres (RL), incluindo ânion superóxido pode estar elevada tanto na diabete tipo I (Gil- 

dei Valle et al., 2005) como na tipo II e até mesmo durante o estado de intolerância a 
glicose (Ceriello et al., 1998). Alguns estudos demostram, por exemplo, uma atividade 

diminuída de enzimas antioxidantes e aumento dos marcadores celulares de 

lipoperoxidação no córtex renal de animais diabéticos (Dincer et al., 2002; Jachec et 

ai,, 2002).

Existem grandes evidências que suportam um papel importante para os radicais 

livres na atenuação da vasodilatação endotélio-dependente observada em uma 

variedade de preparações vasculares, isoladas de animais experimentais diabéticos 

(Nascimento et al., 2003; Rosen et al., 1995; Keegan et al., 1995; Hattorí et al., 1991; 

Diederich et al., 1994; Tesfamariam, 1993; Langenstroer e Pieper; Pieper e Gross, 

1988). Acredita-se que esta disfunção envolve principalmente uma biodisponibilidade 

reduzida do óxido nítrico (NO), oriunda de sua rápida inativação pelo radical 

superóxido (Darley-Usmar e White, 1997; Gryglewski et al., 1986). Zanetti e 

colaboradores (2001) confirmam esta relação demonstrando que uma transferência de 

gene proporcionando o aumento da expressão de isoformas de superóxido dismutase 

(SOD) reverte a disfunção endotelial em aortas diabéticas, pois a SOD se contrapõe a 

inativação do NO, aumentando sua atividade (Ohishi e Carmines, 1995). Além disso, 

já está claro que a disfunção endotelial está acompanhada por uma diminuição da 

expressão de SOD em.aortas de ratos diabéticos (Kobayashi e Kamata, 1999).

Além de se atribuir a diminuição da biodisponibilidade do NO a sua inativação 

por agentes como o ânion superóxido, outro fator que podería contribuir seria uma 

alteração no processo da formação de NO (Meininger et al., 2000). Shafiei e 

colaboradores (2003) demonstraram em experimentos com imunohistoquímica que a 
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atividade da enzima NO sintetase (catalisa a reação de formação do NO convertendo 

L-arginina a NO e citrulina) está diminuída em células endoteliais de aorta de animais 

diabéticos. Assim o acesso à atividade da enzima NO sintetase, pode ajudar a verificar 

um possível defeito a nível das células endoteliais e prover mais conhecimentos no 

intuito de se encontrar vias para se prevenir ou até mesmo tratar a disfunção endotelial 

na diabetes.

Um sistema de sinalização intracelular da insulina envolvendo a intermediação 

de moléculas conhecidas como mediadores putativos da insulina tem sido proposto 

operar em conjunto com a cascata da tirosina quinase (Lamer et al., 1990). Estes 

mediadores putativos são formados por moléculas de inositolfosfoglicanos, como 

exemplo o mioinositol, o D-quiro-inositol e o pinitol, encontrados tanto em tecidos 

animais como vegetais. Esses inositóis, especialmente o D-quiro-inositol, apresentam 

atividade hipoglicemiante, além de mimetizar diversos efeitos associados a ação da 

insulina e reverter parcialmente a disfunção endotelial desenvolvida com a diabetes. O 

3,4-dibutiril-D-quiro-inositol é um análogo sintético do D-quiro-inositol, que foi 

sintetizado com a intenção de aumentar sua retenção devido a maior lipossolubilidade. 

Dessa forma, acredita-se que os efeitos benéficos desta nova molécula poderão ser 

mais eficazes e duradouros.

Neste trabalho de dissertação de mestrado salientamos os mecanismos 

responsáveis pelas complicações associadas a diabetes mellitus, bem como oferecemos 

uma perspectiva direcionada à terapêutica dessa enfermidade, abordando os efeitos da 

vasculopatia especialmente associados ao estresse oxidativo. A hipótese testada no 

nosso trabalho é que o 3,4-dibutiril-D-quiro-inositol pode reverter a disfunção 

endotelial na diabetes e atuar como um potencial antioxidante no combate às 

complicações relacionadas à esta síndrome.
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1.2 Aspectos gerais da Diabetes

A diabetes mellitus (DM), uma doença metabólica causada por uma deficiência 

na secreção de insulina pancreática e/ou dano na responsividade do tecido à insulina, 

afeta a função de vários músculos lisos a medida em que o quadro se complica. 

Pacientes diabéticos estão particularmente sujeitos a desordens cardiovasculares, 

incluindo micro e macroangiopatia, arteriosclerose, insuficiência cardíaca congestiva e 

hipertensão (Garcia et al.,1974; Jarrett, 1989). A taxa de mortalidade em decorrência 

de doenças cardiovasculares é quase três vezes maior em pacientes diabéticos que na 

população em geral (Jarrett, 1989).

A diabetes acomete um grande número de pessoas de todos os níveis sociais, 

em todo o mundo. Em um quadro não tratado, a diabetes mellitus é reconhecida por 

uma elevação crônica do nível de glicose no sangue. Este parâmetro é algumas vezes 

acompanhado por sintomas como sede severa, micção profusa, polifagia, perda de 

peso, e estupor. A elevada concentração de glicose sanguínea e outras anormalidades 

bioquímicas resultam da deficiência nas células do pâncreas endócrino e/ou da 

diminuição da sensibilidade para a insulina nas células alvo (National Diabetes Data 

Group, 1979; World Health Organization (WHO) Study Group, 1985).

Nas duas décadas foi observado um aumento expressivo do número de pessoas 

diagnosticadas com diabetes por todo mundo. Mudanças pronunciadas no ambiente do 

homem e na sua conduta e estilo de vida, tem acompanhado a globalização, e isto tem 

resultado em taxas crescentes tanto de diabetes como obesidade.

A evolução para a DM ocorre ao longo de um período de tempo variável, 

passando por estágios intermediários que recebem as denominações de glicemia de 

jejum alterada e tolerância à glicose diminuída. O primeiro representaria evidências 

precoces de disfunção da célula beta; o segundo, na presença de glicemia de jejum 

normal, representaria quadro de resistência insulínica. Na ocorrência de ambos os 

estágios, haveria um quadro misto, com maior risco para progressão da diabetes e 
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doença cardiovascular (Davies et al., 2000). Os níveis glicêmicos respectivos para 

cada estágio estão descritos na tabela I. Qualquer dos estágios, pré-clínico ou clínico, 

podem progredir para o estado diabético ou reverter para a normalidade da tolerância à 

glicose.

Tabela 1: Valores de glicose plasmática (em mg/dl) para diagnóstico de diabetes 
mellitus e seus estágios pré-clínicos

Fonte: Conseso Brasileiro de Diabetes, 2002

CATEGORIA JEJUM 2HAPÓS 75G DE 
GLICOSE

CASUAL

Glicemia normal <110 <140

Tolerância à >110 a<126 >140 a<200
glicose diminuída 
Diabetes mellitus >126 >200 >200 (com 

sintomas clássicos)

A classificação da diabetes mellitus atualmente recomendada (World Health 

Organization (WHO), 1999; Alberti e Zimmet, 1998; Expert Committee, 1997) 

incorpora o conceito de estágios clínicos da DM, desde a normalidade, passando para a 

tolerância à glicose diminuída e/ou glicemia de jejum alterada, até a DM propriamente 

dita.

A diabetes mellitus do tipo I resulta primariamente da destruição das células 

beta pancreáticas e tem tendência à cetoacidose. Inclui casos decorrentes de doença 

auto-imune e aqueles nos quais a causa da destruição das células beta não é conhecida. 

Corresponde a 5% a 10% do total de casos. A forma rapidamente progressiva é 

comumente observada em crianças e adolescentes, porém pode ocorrer também em 

adultos. A forma lentamente progressiva ocorre geralmente em adultos e é referida 

como diabetes latente auto-imune do adulto (Lada) ((World Health Organization 

(WHO), 1999).
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A diabetes mellitus do tipo II resulta, em geral, de graus veriáveis de resistência 

à insulina e deficiência relativa de secreção de insulina. A maioria dos pacientes tem 

excesso de peso e a cetoacidose ocorre apenas em situações especiais, como durante 

infecções graves. O diagnóstico, na maioria dos casos, é feito a partir de 40 anos de 

idade, embora possa ocorrer mais cedo, mais raramente em adolescentes. Abrange 

85% a 90% do total de casos. É importante ressaltar que, nos últimos anos, a 

incidência de diabetes do tipo II vem crescendo entre crianças e jovens nos Estados 

Unidos, em associação ao aumento da obesidade (American Diabetes Association, 

2000)

A epidemia diabética diz respeito particularmente à diabetes tipo II, presente 

tanto cm países desenvolvidos como em desenvolvimento. A perspectiva global de 

pessoas com diabetes permite a estimativa de que em 2010 haverá de 150 milhões a 
220 milhões de diabéticos e 300 milhões em 2025 (Amos et al., 1997). A maioria dos 

casos será de diabetes tipo II, a qual está fortemente associada com estilo de vida 

sedentário e obesidade (Zimmet, 1999).

Apesar da diabetes tipo II ser numericamente mais prevalente na população 

geral, a diabetes tipo I é a doença crônica mais comum em crianças. Porém, a 

prevalência da diabetes tipo II vem aumentando em crianças e adolescentes, o padrão 

poderá ser revertido dentro de duas décadas.

De acordo com o Consenso Brasileiro sobre Diabetes (2002), no Brasil a 

diabetes mellitus reflete o quadro mundial. Como diagnóstico primário de internação 

hospitalar, a diabetes aparece como a sexta causa mais frequente e contribui de forma 

significativa (30% a 50%) para outras causas como cardiopatia isquêmica, 

insuficiência cardíaca, colecistopatias, acidente vascular cerebral e hipertensão arterial 

(Silvestre, 1997). A DM é a principal causa de amputações de membros inferiores 

(Spilchler et al., 1998), e cegueira adquirida, além de aproximadamente 26% dos 

pacientes que ingressam em programas de diálise são diabéticos (Bruno & Gross, 

2000).
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No período de janeiro de 1999 a junho de 2004 foram diagnosticadas no Brasil 

mais de 730 mil pessoas com diabetes, dos quais 78% apresentavam diabetes tipo ü. 

No Ceará, neste mesmo período, foram diagnosticados mais de 24 mil casos com 

diabetes mellitus (78% com DM tipo 11), representando o nono estado no Brasil na 

escala de prevalência desta síndrome (Ministério da Saúde, 2004).

Medidas de prevenção para a diabetes são alvos chave para reduzir o impacto 

desfavorável sobre a morbimortalidade prematura dos pacientes diabéticos (Zimmet, 

2001), principalmente com relação às complicações macro e micriangiopáticas que 

levam a distúrbios cardiovasculares (Zimmet, 1999). Está bem documentado que a 

síndrome metabólica pode estar presente até dez anos antes da detecção de alterações 

gliccmicas, dessa forma, a prevenção e combate aos fatores de risco é mais que 

prudente.

1.3. Controle da giicemia e sinalização da insulina

A concentração plasmática de glicose permanece entre os limites estreitos de 4 

a 7mM (72 - 126 mg/dl) em indivíduos normais, excluindo o período pós-prandial e o 

de jejum. Este controle é governado pelo balanço entre absorção de glicose pelo 

intestino, produção pelo fígado, e captação e metabolismo pelos tecidos periféricos. A 

insulina aumenta a captação de glicose no músculo e tecido adiposo, e inibe a 

produção de glicose hepática, assim tem o papel de regulador primário da 

concentração sanguínea de glicose. A insulina também estimula o crescimento e 

diferenciação celular, e promove a estocagem de substratos no tecido adiposo, fígado e 

músculo por estimular a lipogênese, síntese proteica e de glicogênio, e inibir a lipólise, 

giicogenólise e lise proteica. A resistência insulínica ou deficiência, resulta na 

profunda desregulação desses processos, e produz elevação dos níveis pós-prandiais e 

no jejum, de glicose e lipídio (Saltiel e Kahn, 2001).
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A insulina aumenta a captação de glicose pelas células por estimular a 

translocação do transportador de glicose GLUT4 dos sítios intracelulares para a 

superfície da célula. Mais de 75% da glicose disponível dependente de insulina ocorre 

no músculo esquelético, no entanto o tecido adiposo obtém apenas uma pequena 

fração (Klip e Paquet, 1990). Além disso, camundongos desprovidos geneticamente do 

receptor para insulina no músculo têm tolerância normal à glicose (Bruning, et al., 

1998), no entanto aqueles desprovidos do transportador de glicose sensível a insulina 

no TA têm intolerância à glicose, aparentemente devido à resistência insulínica 

induzida no músculo e fígado (Abel, et al., 2001). Tanto obesidade como lipoatrofia 

também causam resistência insulínica e predisposição à diabetes tipo 2, demonstrando 

que o TA é crucial na regulação do metabolismo além de sua habilidade de captar 

glicose. Apesar da insulina não estimular a captação de glicose no fígado, bloqueia a 

glicogenólise e gliconeogênese, e estimula a síntese de glicogênio, regulando assim os 

níveis de glicose durante o jejum. A ação da insulina em tecidos normalmente 

considerados insenssíveis à esta, incluindo cérebro e células j3 do pâncreas, pode 

também ter papel importante na homeostase da glicose (Bruning, et al., 1998; 

Kulkarni, et al., 1999).

1.3.1 Vias de sinalização da insulina

O receptor de insulina pertence a subfamília de receptores tirosina quinase que 

inclui o receptor do fator de crescimento insulina-símile (IGF)-l e o receptor 

relacionado ao receptor de insulina (IRR) (Patti e Kahn, 1998). Estes receptores são 

proteínas tetraméricas consistindo de duas subunidades a. e duas (3. que funcionam 

como enzimas alostéricas nas quais a subunidade a provoca desrepressão da atividade 

catalítica da subunidade [3, seguida por uma tranfosforilação das subunidades P e uma 

mudança conform acionai que aumenta ainda mais a atividade catalítica (Patti e Kahn, 

1998). A Insulina, os receptores IGF-1 e IRR podem formar híbridos funcionais; 

assim, uma mutação inibitória em um receptor pode inibir a atividade de outros (Saltiel 

e Kahn, 2001).
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Na presença de concentrações de insulina que produzem efeitos máximos, 

menos de 10% dos receptores estão ocupados. Após a sua agregação com a insulina, 

agregam-se em grupos, e os complexos de insulina-receptor são internalizados em 

vesículas, resultando em regulação decrescente, a insulina internalizada é degradada 

por lisossomos, enquanto os receptores são reciclados para a membrana plasmática. As 

ações metabólicas imediatas são mediadas, em grande parte, através da alteração do 

estado das enzimas-chave pela ativação de uma cascata de quinases e fosfatases, 

desencadeada pela atividade de tirosina quinase da subunidade (3 do receptor. As 

proteínas de substrato do receptor dc insulina (IRS) sofrem rápida fosforilação da 

tirosina em resposta à insulina e ao IGF-1, mas não a outros fatores de crescimento que 

atuam através das tirosinas quinases receptoras.

Pelo menos nove substratos intracelulares do receptor quinase de insulina/IGF-1 

têm sido identificados. Quatro destes pertencem à família das proteínas do substrato do 

receptor de insulina (IRS) (White, 1998). As tirosinas fosforiladas nestes substratos 

atuam como sitios ativadores para proteínas que contem domínios SH2 (Src -- 

homologia - 2). Muitas destas proteínas SH2 são adaptadores moleculares, tais como a 

subunidade p85 regulatória da fosfatidilinositol-3-quinase a qual ativa proteínas G 

pequenas por ligação a fatores de troca de nucleotídeos e exerce vários efeitos 

importantes, incluindo recrutamento de transportadores da glicose sensíveis à insulina 

(GLUT-4) do aparelho de Golgi para a membrana plasmática nas células musculares e 

adipócitos. Outras são as próprias enzimas, incluindo a fosfotirosina fosfatase SHP2 e 

a tirosina quinase citoplasmática Fyn. A ligação do substrato a essas proteínas SH2 

pode regular suas atividades, ou em alguns casos sua localização subcelular. As 

diferentes proteínas IRS exercem funções diferentes a nível celular, provavelmente 

devido a diferenças na distribuição tecidual, localização intracelular e atividade 

intrínseca de proteínas (Saltiel e Kahn, 2001),

De acordo com Larner e Huang (1998), a elucidação das cascatas de 

fosforilação é insuficiente para explicar a diversidade de efeitos da insulina. A 

existência de um mediador putativo para ação da insulina foi inicialmente proposta por
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Lerner e associados na base de uma dissociação de várias ações da insulina, a qual 

sugere que um segundo passo após a ligação da insulina deve envolver vias 

divergentes.

Estruturalmente esses mediadores são fosfoglicanos de inositóis (IPGs) 

derivados de lipídios de fosfatidilinositol glicosílicos (GPIs) ou proteínas ancoradas no 

plasma ou outras membranas celulares (Low e Saltiel, 1988; Romero et al., 1988). A 

teoria relacionada à ação dos mediadores associados à atividade da insulina implica em 

um modelo de sinalização do receptor da insulina através tanto de tirosina quinase 

como de proteínas G. Assim, a insulina se ligaria ao seu receptor ativando a cascata de 

fosforilação da tirosina quinase como também ativando grandes proteínas G com suas 

três subunidades a|3y. Estas grandes proteínas G ativam pequenas proteínas G por 

mecanismos ainda não conhecidos, os quais, por sua vez, ativam fosfolipases de 

membrana C e/ou D para clivar GPIs em IPGs solúveis em água na superfície externa 

da membrana (Larner e Huang, 1998).

De acordo com Larner e Huang (1999) estes IPGs entram na célula de origem 

ou células vizinhas por um mecanismo autócrino-parácrino e ativam a fosforilação da 

tirosina do IRS por uma tirosina quinase celular, tal como Src, recrutada para a 

membrana pelas subunidades Py dissociadas de grandes proteínas G. A fosforilação da 

tirosina do IRS mediada por IPGs constitui, então, um mecanismo de “cross-talk” 

com a cascata da tirosina quinase iniciada diretamente pela ligação da insulina ao seu 

receptor.

1.4. Fisiopatologia da Diabetes Mellitus

1.4.1 Diabetes Mellitus Tipo I

A diabetes mellitus tipo I é uma discreta desordem e sua patogênese envolve 

fatores ambientais que podem ativar mecanismos autoimunes em indivíduos 

geneticamente susceptíveis, promovendo uma progressiva perda das células P das
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Lerner e associados na base de uma dissociação de várias ações da insulina, a qual 

sugere que um segundo passo após a ligação da insulina deve envolver vias 

divergentes.

Estrutural mente esses mediadores são fosfoglicanos de inositóis (IPGs) 

derivados de lipídios de fosfatidilinositol glicosílicos (GPIs) ou proteínas ancoradas no 

plasma ou outras membranas celulares (Low e Saltiel, 1988; Romero et al., 1988). A 

teoria relacionada à ação dos mediadores associados à atividade da insulina implica em 

um modelo de sinalização do receptor da insulina através tanto de tirosina quinase 

como de proteínas G. Assim, a insulina se ligaria ao seu receptor ativando a cascata de 

fosforilação da tirosina quinase como também ativando grandes proteínas G com suas 

três subunidades a0y. Estas grandes proteínas G ativam pequenas proteínas G por 

mecanismos ainda não conhecidos, os quais, por sua vez, ativam fosfolipases de 

membrana C e/ou D para clivar GPIs em IPGs solúveis em água na superfície externa 

da. membrana (Larner e Huang, 1998).

De acordo com Larner e Huang (1999) estes IPGs entram na célula de origem 

ou células vizinhas por um mecanismo autócrino-parácrino e ativam a fosforilação da 

tirosina do IRS por uma tirosina quinase celular, tal como Src, recrutada para a 

membrana pelas subunidades dissociadas de grandes proteínas G. A fosforilação da 

tirosina do IRS mediada por IPGs constitui, então, um mecanismo de “cross-talk” 

com a cascata da tirosina quinase iniciada diretamente pela ligação da insulina ao seu 

receptor.

1.4. Fisiopatologia da Diabetes Mellitus

1.4.1 Diabetes Mellitus Tipo I

A diabetes mellitus tipo 1 é uma discreta desordem e sua patogênese envolve 

fatores ambientais que podem ativar mecanismos autoimunes em indivíduos 

geneticamente susceptíveis, promovendo uma progressiva perda das células p das



22

ilhotas pancreáticas (Harrison et al., 1999). Em vários aspectos, tentativas de se 

determinar a etiologia da diabetes tipo I têm fracassado, apesar de décadas de pesquisa 

(Harrison et al., 1999; Atkinson & Maclaren, 1994). A predisposição é mediada por 

um número de genes que interagem com o ambiente de uma maneira complexa 

(Harrison et al., 1999; Atkinson & Maclaren, 1994).

Nas últimas décadas têm-se especulado que os fatores ambientais que propiciam 

a ocorrência da diabetes tipo I em indivíduos geneticamente susceptíveis, possam estar 

relacionados à: infecções virais (p.ex. coxsackie, citomegalovirus); dieta inicial da 

criança (substituição precoce da amamentação pelo leite de vaca); infecções prenatais; 

toxinas (p.ex. nitrosaminas, bafilomicina, concanamicina A); administração de vacinas 

entre outros. Vale salientar que nenhuma evidência clara do papel de quaisquer desses 

agentes tem sido estabelecida. No entanto tem sido determinada uma associação 

consistente de genes associados ao HLA (human leukocyte antigen) como de genes 

não associados, à predisposição da DM tipo I (Zimmet et al., 2001).

A identificação da natureza dos agentes ambientais que causam esta injúria se 

torna ainda mais difícil devido ao longo período entre a exposição e o 

desenvolvimento da hiperglicemia, a complexa genética da doença, e o caráter 

múltiplo de insultos necessários para se desenvolver a doença (Zimmet et al., 2001).

1.4.2. Diabetes Mellitus Tipo II

A DM tipo II uma doença multifatorial que mostra heterogeneidade em muitos 

aspectos (Groop, 1997). Tipicamente, a resistência insulínica é uma característica 

inicial desta condição-, a qual é inicialmente compensada em parte pelo aumento da 

produção de insulina pelas células P pancreáticas (hiperinsulinemia) (DeFronzo, 

1997). Subsequentemente, a medida que estas células p se tornam exaustas, os efeitos 

combinados da resistência à insulina e do déficit de secreção de insulina reduzem a 

captação e utilização de glicose insulino-dependente no músculo esquelético e previne 

a supressão mediada pela insulina da sobrecarga de glicose hepática (DeFronzo, 1997;
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Polonsky et al., 1996). A deterioração continuada do controle endócrino exarceba este 

distúrbio metabólico e aumenta a hiperglicemia.

Os efeitos deletérios da hiperglicemia crônica (glicotoxicidade) se desenvolvem 

pela glicação não enzimática de proteínas, efeitos osmóticos e sequelas metabólicas, 

mas a hiperglicemia não atua sozinha para causar as complicações crônicas 

características da diabetes tipo II (Brownlee, 1984; Vlassara, 1994). A situação e 

composta por resistência insulínica, a qual se caracteriza por uma síndrome de fatores 

de risco cardiovasculares (Reaven, 1995). Esta síndrome metabólica inclui obesidade, 

hiperinsulinemia (pelo menos inicialmente na diabetes tipo II), hipertensão, 

dislipidemia, arteriosclerose, microalbuminúria, hipercoagulabilidade, assim como 

hiperglicemia. Este novo paradigma relacionado à diabetes tipo lí também influencia a 

terapia contemporânea para esta doença, oferecendo novos alvos de combate e não 

somente diminuir a hiperglicemia (Zimmet, 1999).

Existe um debate contínuo a respeito da causa inicial para o desenvolvimento 

desta síndrome. Fatores genéticos, obesidade visceral, resistência insulínica e 

disfunção endotelial podem contribuir tanto isoladamente como em conjunto (Zimmet 

et al., 1999). No entanto, já é constatado que a morbidade e a mortalidade tanto na 

diabetes tipo I como na do tipo II são causadas principalmente por suas complicações 

vasculares (disfunção endotelial) associadas ao aumento exacerbado do estresse 

oxidativo (Brownlee, 2001; Stehouwer et al., 1997)

A possibilidade de se prevenir a diabetes tipo 11 por intervenções que afetam o 

estilo de vida das pessoas com alto risco para a doença é agora o objetivo de um 

grande número de estudos; estes têm enfocado as pessoas com tolerância à glicose 

diminuída (TGD). TGD é definida como hiperglicemia (níveis de glicose 

intermediários entre normal e diabético) seguindo uma sobrecarga de glicose (World 

Health Organization, 1999), e afeta pelo menos 200 milhões de pessoas em todo o 

mundo. Representa um estágio chave na história natural da diabetes tipo II já que as 

pessoas neste estágio têm um maior risco futuro de desenvolver a doença World
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Health Organization, 1999). Aproximadamente 40% destas pessoas desenvolvem a 

diabetes em cerca de 5-10 anos, porém alguns voltam ao normal, ou permanecem com 

TGD (Zimmet et al., 2001). Gliccmia de jejum alterada foi introduzida rcccnlcmente 

como outra categoria do metabolismo anormal de glicose (World Health Organization, 

1999; American Diabetes Association, 1997). Esta é definida como a concentração 

basal de glicose no jejum e, da mesma forma que a IT, também está associada a riscos 

de doenças cardi o vasculares e diabetes futura (Zimmet et al., 2001)

1.4.3. Mecanismos da Vasculopatia Diabética

As complicações vasculares permanecem como a principal causa de morbidade 

e mortalidade na população diabética (Cooper & Johnston, 2000). A diabetes 

representa um modelo distinto de doença crônica vascular na qual a homeostasia da 

glicose alterada desencandeia disfunção de múltiplos órgãos. Estas complicações 

podem ser divididas em microvasculares e macrovasculares. As principais 

complicações microvasculares são nefropatia, retinopatia, e neuropatia, onde as 

complicações macrovasculares se manifestam como arteriosclerose acelerada (Feener 

& King, 1997), clinicamente resultando em doença isquêmica do coração prematura, 

aumento do risco de doença cerebrovascular, e doença vascular periférica severa 

(Clark & Lee, 1995 ).

Fatores metabólicos, humorais e hemodinâmicos podem contribuir para a 

característica disfunção observada na vasculopatia diabética (Figura 1) (Cooper et al., 

1998). A doença microvascular na retina, gloméralo, e vasa nervorum tem 

características ílsiopatológicas similares. Inicialmcnte, no curso da diabetes, a 

hiperglicemia intracelular causa anormalidades no fluxo sanguíneo e aumenta a 

permeabilidade vascular. Isto reflete uma atividade reduzida de vasodilatadores tal 

qual óxido nítrico, atividade aumentada de vasoconstritores tal qual a angiotensina II 

(A-II) e endotelina I (ET-I), e a formação de fatores de permeabilidade tal qual o fator 

de crescimento endotelial vascular (VEGF). Anormalidades qualitativas e quantitativas 

da matriz extracelular contribui para um aumento irreversível na permeabilidade 
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vascular. Com o tempo, ocorre perda de células do espaço microvascular, em parte 

como resultado de uma morte celular programada, e há uma oclusão capilar 

progressiva devido tanto a uma superprodução da matriz extracelular induzida por 

fatores de crescimento tal qual o fator de transcrição-P (TGF-p), e para deposição de 

proteínas piasmãticas ácido-Sciff-positivas estravasada. A hiperglicemia pode também 

diminuir a produção de fatores tróficos para células endoteliais e neuronais. Quando 

agrupadas, estas mudanças promovem uma neovascularização induzida por edema, 

isquemia e hipóxia na retina, peoteinúria, expansão da matriz mesangeal e 

gloméruloesclerose no rim, e degeneração axonal multifocal dos nervos periféricos.

1.4.3.1. Mecanismos de dano vascular induzido por hiperglicemia

Como estas diversas patologias microvasculares e macrovasculares resultam da 

hiperglicemia? Quatro hipóteses principais a respeito de complicações diabéticas 

causadas por hiperglicemia têm gerado muitos achados, assim como vários ensaios 

clínicos baseados em inibidores específicos destes mecanismo. As hipóteses mais 

estudadas são, aumento da via dos polióis; formação exacerbada de produtos finais da 

glicosilação avançada (AGES); ativação de isoformas da proteína quinase C (PKC); 

incremento na via das hexosaminas; e a teoria intermediária do aumento de radicais 

livres (RL). Apesar de tantos avanços no desenvolvimento da patogenia da 

vasculopatia diabética, ainda não existe uma hipótese unificada ligando estes 

mecanismos.
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Fonte: Sheetz & King, 2002
Figura 1: Categorização das vias de sinalização envolvidas nas complicações diabéticas. AGEs: produtos 
finais de alicacão avançada: RAGE: recentores de AGEs: PKC: proteína auinase 0

Incremento da Via dos Polióis

A elevação do nível de glicose intracelular pode causar um aumento do fluxo da 

enzima aldose redutase (AR), a qual é somente ativada quando a concentração 

intracelular de glicose alcança o nível hiperglicêmicos. A aldose redutase utiliza 

nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADPH) para reduzir a glicose a sorbitol, o qual 

é então oxidado para formar frutose pela sorbitol desidrogenase, com NAD+ reduzido a 

NADH (Figura 2). O. fluxo através dessa via durante a hiperglicemia varia de 33% do 

total da glicose utilizada pelo cristalino de coelhos a 11 % por eritrócitos humanos. 

Assim, a contribuição desta via para o desenvolvimento de complicações diabéticas 

pode ser grande dentre as espécies, ocorrendo tanto em um sítio localizado como em 

um tecido como um todo (Brownlee, 2001).



27

Foram propostos vários mecanismos para explicar o potencial de efeitos 

deletérios induzidos pela hiperglicemia ao proporcionar um incremento da via dos 

polióis. O primeiro está relacionado a um estresse osmótico induzido pelo sorbitol. 

Este não se difunde facilmente através das membranas das células, se sugere, portanto, 

que resulte em um dano osmótico para células micro vasculares. As concentrações de 

sorbitol medidas em vasos e nervos diabéticos, são, no entanto, consideradas baixas 

para proporcionar dano osmótico (Brownlee, 2001).

Outros mecanismos se referem ao declínio do NADPH celular causado pelo 

aumento do fluxo da aldose redutase pode diminuir a formação de óxido nítrico nas 

células endoteliais (Tesfamariam, 1994) e alterar o balanço redox celular. Além disso, 

o aumento da ação da sorbitol desidrogenase pode promover um aumento da 

proporção de NADH/NAD e conseqüentemente alterar atividades de enzimas 

contribuindo para o desenvolvimento de complicações como a retinopatia, nefropatia e 

neuropatia diabética (Figura 2) (Williamson et al., 1993).

Fonte: Brownlee, 2001
Figura 2: Vias da aldose redutase e dos polióis. ROS: especies reativas de oxigênio. GSH: glutationa; 
SDH: sorbitol desidrogenase

Estudos investigando a inibição da via dos polióis in vitro demonstraram 

resultados inconsistentes (Brownlee, 2001). Em um estudo de 5 anos em cachorros, a 



28

inibição cia aldose redutase previniu a neuropatia diabética, porém falhou na prevenção 

da retinopatia ou no enrigecimento da membrana basal de capilares na retina, rim e 

musculo (Engerman et al., 1994). Vários ensaios clínicos negativos têm questionado a 

relevância deste mecanismo em humanos (Trial Research Group, 1990). O efeito 

positivo da inibição da aldose redutase na neuropatia diabética tem, no entanto, sido 

confirmado em humanos em rigoroso ensaio utilizando o potente inibidor da aldose 

redutase, zenarestate (Greene et al., 1999).

Formação exacerbada dos produtos de gíicação avançada (Advanced glycation end 

prvducts - AGE)

Durante o curso normal do envelhecimento, as proteínas tornam-se 

irreversivelmente modificadas por açucares em um processo conhecido por “reação de 

Maillard”, promovendo ao tecido um “escurecimento”. A teoria dos AGEs se relaciona 

à tentativa de explicar as complicações diabéticas corno uma forma de envelhecimento 

acelerado proveniente de modificações covalentes e ligação de proteínas pela ação da 

glicose e principalmente, de precursores dicarbonil derivados da glicose formados no 

ambiente intracelular (Brownlee, 2001; Monnier et al., 1984), A glicação de proteínas 

é uma reação espontânea e é dependente do grau e da duração da hiperglicemia, da 

meia vida da proteína e da permeabilidade do tecido à glicose livre (Ahmed, 2005). 

Além disso, acredita-se que a hiperglicemia intracelular é o evento primário na 

formação de AGEs tanto no ambiente intracelular como no extracelular. Fatores 

genéticos podem determinar o nível de AGEs nos indivíduos e a predisposição para 

patologias subjacentes a complicações diabéticas (Leslie et al., 2003).

Nem todos os AGEs foram identificados e os mecanismos pelos quais ocorre 

sua formação não estão totalmente elucidados. Dada a sua lenta formação, que pode 

perdurar dias, acreditava-se que apenas proteínas extracelulares de longa vida 

acumulavam AGEs, no entanto, já se sabe que estes podem ser formados em 

moléculas de vida curta e até mesmo em fatores de crescimento intracelular (Giardino 
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et al., 1994). Além disso, alguns AGEs são exógenos, sendo derivados de alimentos ou 

mesmo do tabaco (Cerami et al., 1997)

A potencial importância dos AGEs na patogênese de complicações diabéticas 

está nos achados que demonstram que a utilização de inibidores de AGE preveniram 

parcialmente várias manifestações funcionais e estruturais da doença microvascular 

diabética na retina, rim e nervos (Nakamura et al., 1997)

A produção de precursores intracelulares de AGE provoca danos nas células 

através de três mecanismos gerais. O primeiro é a alteração na função de proteínas 

intracelulares modificadas por AGEs. O segundo diz respeito a componentes da matriz 

extracelular modificados por AGEs interagirem anormalmente com outros 

componentes da matriz e com os receptores para as proteínas da matriz (integrinas) nas 

células. E o terceiro mecanismo é a ligação de proteínas plasmáticas modificadas por 

precursores de AGE, a receptores de AGE nas células endoteliais, mesangeais e 

macrófagos, induzindo a produção de espécies reativas de oxigênio mediada pelo 

receptor. Esta ligação ao receptor de AGE ativa o fator de transcrição pleiotrópica NF- 

kB, causando modificações patológicas na expressão gênica (Figura 3) (Brownlee, 

2001).

A formação de AGE pode danificar o funcionamento da célula por alterar a 

função de uma larga série de proteínas (Figura 3) (Brownlee et al., 1984), incluindo 

modificações da estrutura extracelular de proteínas tais como o colágeno (Brownlee, 

1995) e de proteínas intracelulares (Giardino et al., 1994; Chibber et al., 1999). Os 

AGEs alteram a atividade enzimática, diminuem a ligação das enzimas ao ligante, 

modificam a meia vida de proteínas e alteram a imunogenicidade (Vlassara & Palace, 

2002). Radicais livres derivados da glicação causam fragmentação de proteínas e 

oxidação de ácidos nucleicos e lipídios (Baynes, 1991). Os grupos amino das bases 

adenina e guanina no DNA são susceptíveis à glicação e formação de AGE, 
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provavelmente por açúcares intracelulares reativos (Baynes, 2002). Os AGEs podem 

ainda ser formados em fosfolipídios e induzir lipoperoxidação (Vlassara, 1996).
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Fonte: Brownlee, 2001
Figura 3: Mecanismos pelos quais a produção intracelular de precursores dos produtos finais de 
glicação avançada (AGESs)causam dano vascular. RAGE: receptores de AGEs.

Proteína Quinase C (PKC)

O diacilglicerol (DAG) e a PKC são moléculas críticas na sinalização 

intracelular que podem regular muitas funções vasculares, incluindo permeabilidade, 

liberação de vasodilatadores, ativação endotelial, e sinalização de fator de crescimento. 

A ativação fisiológica de PKC mediada por receptor ocorre através da fosfolipase C, a 

qual promove o aumento dos níveis de Ca2+ e DAG, os quais ativam novamente PKC 

(Nishizuka, 1992).

A ativação patológica de PKC pode ocorrer na diabetes. O nível elevado de 

glicose ativa o fluxo da via glicolítica no estado diabético e promove uma elevação nos 

níveis intracelulares de gliceraldeído-3-fosfato (Inoguchi et al., 1992). Estes níveis de 

DAG cronicamente elevados podem, em retorno, ativar PKC. Em adição, DAG-PKC 

podem indiretamente ser ativados por espécies reativas de oxigênio e AGEs (Figura 4).
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A ativação de DAG e PKC está aumentada em vários tecidos de animais 

diabéticos (Ishii et al., 1998). A ativação de PKC nos vasos sanguíneos da retina, rim e 

nervos pode produzir dano vascular que inclui premeabilidade aumentada (Nagpala et 

al., 1996), desregulação do óxido nítrico (Bohlen & Nase, 2001; Kuboki et al., 2000), 

adesão de leucócitos aumentada (Nonaka et al., 2000) e alterações no fluxo sanguíneo 

(Shiba et al., 1993). A ativação de PKC pode também estar envolvida na indução da 

expressão de fatores de crescimento, como VEGF (Williams et al., 1997) e TGF-P 

(Koya et al., 1997) e de sinalização, como VEGF (Aiello et al., 1997) e ET-1 

(Schifffin & Touyz, 1998). Além disso, a ativação de PKC pode também impactar 

outras vias de sinalização como as que utilizam MAP quinase ou fator de transcrição 

nuclear (Figura 4) (Tomlinson, 1999).
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Fonte: Brownlee, 2001
Figura 4: Consequências da ativação de proteína quinase C (PKC) induzida por hiperglicemia. DAG: diacilgicerol; 
eNOS: óxido nítrico sintetase endotelial; ET-1: endotelina-1; VEGF: fator de crescimento vascular endotelial; TGF-P: 
fator de crescimento tumoral-P; PAI-1: inibidor do ativador de plasminogênio-1.

O tratamento com um inibidor específico de PKC-0 reduziu significativamente 

a atividade de PKC na retina e no glomérulo renal de animais diabéticos. 

Concomitantemente, o tratamento reduziu significativamente o aumento no tempo de 
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circulação médio na retina induzido pela diabetes, normalizou o aumento na taxa de 

fíltração glomerular e corrigiu parcialmente a excreção urinária de albumina. O 

tratamento de camundongos com diabetes tipo II com um inibidor específico da 

isoforma 0 da PKC melhorou, ainda a expansão glomerular mesangeal acelerada 

(Koya et al., 2000).

Aumento dos Radicais Livres

Uma das mais antigas teorias relacionadas à complicações diabéticas é que a 

hiperglicemia pode aumentar o estresse oxidativo através de processos enzimáticos e 

não-enzimáticos. O metabolismo da glicose através da via glicolítica e do ciclo do 

ácido tricarboxílico produz equivalentes reduzidos que são usados para guiar a síntese 

de trifosfato de adenosina via fosforilação oxidativa na mitocôndria. Os produtos 

oriundos da fosforilação oxidativa mitocondrial inclui radicais livres (RL) como o 

ânion superóxido, e sua formação é aumentada em um ambiente com nível elevado de 

glicose (Nishikawa et al., 2000). A produção de ânion superóxido é marcadamente 

aumentada em consequência de uma diferença de potencial eletroquímico gerada pela 

elevação do gradiente de prótons na membrana mitocondrial. NishiKawa e 

colaboradores (2000) observaram que a hiperglicemia aumenta o gradiente de prótons 

acima de um limiar como resultado de uma superprodução de doadores de elétrons 

pelo ciclo do ácido tricarboxílico nas células endoteliais. Este ponto representa uma 

ligação entre os mecanismos que induzem as complicações diabéticas em decorrência 

da hiperglicemia (Gil-del Valle et al., 2005; Nishikawa et al., 2000; Korshunov et al., 

1997).

O estresse oxidativo está relacionado ao desenvolvimento de complicações 

tanto na diabetes tipo I (Gil-del Valle et al., 2005) como na diabetes tipo II (Gopaul et 

al., 1995), e a produção de superóxido por tecidos vasculares e sua interação com o 

NO exerce um papel importante na fisiopatologia vascular dessas enfermidades (Cai & 

Harrison, 2000). O superóxido reage rapidamente com o NO, produzindo o oxidante 

peroxinitrito e reduzindo a bioatividade do NO (Gryglewski et al., 1986). O aumento 
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na produção de superóxido promove um grande déficit de NO em vasos diábeticos. 

Em adição à ação “scavenger” de NO, o superóxido pode alterar a atividade e 

regulação da NO sintetase em células endoteliais (Figura 5) (Peterson et al., 1999) e, 

além de outras ações potencialmente proaterogênicas como proliferação das células cio 

músculo liso, recrutamento de células inflamatórias e expressão gênica redox-sensível 

(Wolin, 2000). A redução na sinalização de NO mediada por RL, pode ser 

acompanhada na diabetes pela redução na síntese de prostaciclina (Sobrevia & Mann, 

1997; Ono et al., 1988) acoplada a um aumento na formação de agentes 

vasoconstritores (Daí et al.,14993; Tesfamariam, 1993). Potenciais fontes de produção 

de superóxido vascular incluem NAD(P).H- dependente oxidases (Rajagopalan et al., 

1996) , xantina oxidase, lipoxigenase, oxidases mitocondriais e NO sintetases 

(Vasquez-Vivar et al., 1998).

Figura 5: Formação de superóxido (O~') mitocondrial e suas consequências. SOD: superóxido dismutase: 
ONOO': ânion peroxinitrito; ADMA: dinietil arginina asnnetnca: H:O> peróxido de hidrogênio: NOSe: óxido 
nítrico sintetase endotelial. GSs: guanilato ciclase solúvel

Para controlar a produção de RL, as células aeróbicas têm desenvolvido seu 

próprio sistema de defesa, o sistema antioxidante que inclui componentes enzimáticos 

e não-enzimáticos. Este sistema consiste de atioxidantes de baixo peso molecular 

como a glutationa (GSH) e várias enzimas antioxidantes como a superóxido dismutase 

(SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) (Diplock, 1994). Existem várias 

evidências que sugerem que as defesas antioxidantes estão diminuídas na diabetes. 

Estes estudos incluem status antioxidante total no plasma / soro reduzido ou atividade

“scavenger” por RL e oxidisabilidade plasmática na diabetes tipo II, associados à 
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demonstração de níveis reduzidos de específicos antioxidantes como ácido ascórbico e 

vitamina E e das enzimas antioxidantes como CAT, SOD e GPx (Ceriello et ai., 1998; 

Mohan & Das, 1997; Jennings et al., 1987; Karpen et al., 1985). No entanto, os níveis 

de alguns marcadores de estresse oxidativo, tais como lipoproteínas de baixa 

densidade oxidadas (Hayden & Reaven, 2000) e isoprostanos urinários (Devaraj et al., 

200'1), parecem estar aumentados com a diabetes. A inibição do estresse oxidativo, 

portanto, através da liberação de vários antioxidantes tem mostrado sucesso em 

bloquear complicações microvasculares da diabetes em vários modelos animais 

(Nascimento et al., 2003; Kowluru et al., 2001; Lal et al., 2000; Cameron & Cotter, 

1995; Naganiatsu cí al., 1995; Cameron et al., 1994).

1.5. Inositois - Mediadores Putativos da Insulina

Estudando o mecanismo de sinalização da insulina, Larner e colaboradores 

identificaram uma única classe de inositolglicanos, os quais surgem das espécies de 

inositolgli canos da membrana celular, tanto da região fosfolipídica, como da 

proteinada. Estes ativam a fosfatase piruvato desidrogenase (PDH), fosfatase 2C 

(PP2C), e PP1 (Larner, 2001; Huang et al., 1999). Dessa forma, estes compostos 

simulam algumas das ações metabólicas da insulina no que diz respeito a 

disponibilizar glicose. A via de sinalização ocorre em adição a via clássica da tirosina 

quinase, fazendo um “bypass” a partir do receptor da insulina, ativando, porém, IRS2 

via fosforilação da tirosina por uma tirosina quinase intracelular (Müller et al., 1998). 

Por este mecanismo de ação hormonal, a insulina regula a divagem de um 

glicopeptídeo ou precursor proteinado para gerar diacilglicerol e inositolglicano que 

seriam putativos segundos mensageiros.

O mioinositol, além de ser uma forma de inositol é um isômero cíclico de D- 

glicose. Esta substância está largamente disponível no organismo, tanto como 

substância formada como substância componente de fosfolipídios. O mioinositol é um 

álcool circular extremamente estável e é adquirido pelo organismo via alimentação 

(1 g), como inositol livre, associado a fosfolipídios ou como ácido fítico; e via 
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biossíntese renal (2g) diária. É reabssorvido nos túbulos renais, mantendo sua 

concentração sanguínea (Sarashina et al., 2004; Clements, 1982). O D-quiro-inositoí é 

um inositol produzido pela epimerização da hidroxila #3 de mioinositol, tem sido mais 

encontrado em plantas e insetos, outro exemplo de inositol, o pinitol (3-O-metil D- 

quiro-inositol), é um composto mais abundante em plantas, especialmente o pinheiro 

(Anderson, 1953).

Estudos iniciais identificaram a presença de pequena concentração de quiro- 

inositol cm tecidos de humanos e animais, incluindo tecido dc granulação dc ratos 

(Williamson et al., 1986), placenta humana, urina humana e plasma urêmico (Niwa et 

al., 1983), na presença de uma grande quantidade de mioinositol. Outro estudo 

identificou quiro-inositol associado ao mioinositol no fígado de ratos e em células H3 5 

de hepatoma, sem no entanto, determinar a configuração absoluta de quiro-inositol 

(Mato etal., 1987).

Dois fosfoglicanos de inositol (FGI), mediadores putativos da ação da insulina, 

oriundos de células do fígado de rato, foram purificados e quimicamente analisados 

(Larner et al., 1988). O primeiro, o qual ativa a fosfatase piruvato desidrogenase 

(PDH), contendo D-quiro-inositol e galactosamina, e o segundo, o qual inibe a quinase 

dependente de AMPc e a adenilil ciclase, contendo mioinositol e glucosamina. Este 

estudo demonstrou definitivamente pela primeira vez a presença de D-quiro-inositol 

em uma molécula de FGI sem estar associado ao mioinositol.

O FGI contendo D-quiro-inositol e galactosamina tem um papel primário na 

ativação de PDH e glicogênio sintase, enzimas intracelulares limitantes do 

metabolismo oxidativo e não-oxidativo da glicose. Este inositolglicano cuja estrutura 

completa e síntese química já são conhecidas (Larner et al., 2003), produz respostas in 

vivo insulina-símile, isto é, diminui rapidamente níveis elevados de glicemia, 

alcançando valores considerados normais, quando administrados por via endovenosa a 

ratos diabéticos, sem induzir hipoglicemia (Larner et al., 2003; Fonteles et al., 1996; 

Huang et al., 1993). Fonteles e colaboradores (2000), avaliando o efeito 
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hipoglicemiante do D-quiro-inositol e do pinitol, demonstraram ainda que a 

hipogiicenria induzida é potenciada pela associação à infusão de manganês. A 

concentração de insulina destes animais não foi alterada significativamante. Além 

disso, os inositóis aumentam a gliconeogênese em diafragmas de ratos normais após a 

injeção intraperitoneal e com relação a este efeito o mediador utilizado contendo D- 

quiro-inositol foi 50 a 100 vezes mais potente que o mediador contendo mioinositol 

(Huang et al., 1993).

Com o intuito de ter acesso à significância fisiológica dos inositóis, as 

concentrações dc quiro-inositol e mioinositol foram medidas na urina c cm tecidos dc 

pacientes diabéticos, e estas amostras foram comparadas a controles. Na urina humana 

(Kennington et al., 1990), urina de macacos (Ortmeyer et al., 1993), urina de ratos 

diabéticos tipo II geneticamente modificados (Goto-Kakizaki - G/K) (Suzuki et al., 

1991), músculo, fígado e rim de ratos G/K (Sun et al., 2002) e músculo de humanos 

diabéticos tipo II (Asplin et al., 1993) foi demonstrado que o conteúdo de quiro- 

inositol estava diminuído, enquanto que o de mioinositol estava aumentado. A 

diminuição de quiro-inositol na urina de humanos (Suzuki et al., 1994) e macacos 

(Ortmeyer et al., 1993) foi irreversivelmente correlacionada ao grau de resistência 

insulínica. Tanto a sensibilidade à insulina, como a taxa de desaparecimento de 

glicose, ativação da glicogênio sintase e inativação da fosforilase do músculo 

esquelético e tecido adiposo correlacionaram-se com a excreção urinária de D-quiro- 

inositol (Ortmeyer et al., 1993). A taxa de excreção urinária de D-quiro-inositol se 

relaciona de maneira linear à diminuição da sensibilidade à insulina. Correlações 

similares foram obtidas em pacientes humanos com intolerância à glicose e pacientes 

com diabetes tipo II quando comparados a controles (Suzuki et al., 1994). Taxas 

alteradas da excreção urinária de mio-inositol e D-quiro-inositol têm sido propostas 

como um índice mais sensível de resistência insulínica e intolerância à glicose em 

pacientes humanos (Sarashima et al., 2004; Larner, 2002; Larner e Craig, 1996).

Na tentativa de corrigir o balanço destes inositóis, estudos demonstram que a 

administração de D-quiro-inositol a ratos (Ortmeyer et al., 1993b), macacos (Ortmeyer 



37

et al., 1995) e humanos (Larner, 2002; Larner et al., 1998) diabéticos do tipo II por 

estreptozotocina, diminuiu efetivamente a hiperglicemia, hipertrigliceridemia e 

aumentou a disponibilidade de glicose. D-quiro-inositol foi também efetivo na 

síndrome do ovário policístico em humanos, onde a resistência insulínica é um fator 

predisponente, restaurando a ovulação e o balanço metabólico (Nestler et al., 1999).

Experimentos realizados em nosso laboratório em modelos animais diabéticos, 

demonstram uma ação benéfica dos inositois (D-quiro-inositol e 3-O-metil-D-quro- 

inositol) na prevenção e reversão da disfunção endotelial Tem-se postulado ainda a 

atuação dos inositois como antioxidantes, onde eles poderíam agir como quelantes de 

metais de transição como o Fe2' (Hosoda et al., 2000; Ramakrishnan et al., 1999; 

Phillippy e Graf, 1997) ou poderíam ser oxidados via oxidases dependentes de 

nucleotídeos a inososes e assim atuarem com antioxidantes (Larner et aí., 1956).

Em virtude da curta meia vida do DCI, o grupo do professor Joseph Larner sintetizou 
o 3,4-dibutiril-D-quiroinositol (db-DCI) no intuito de aumentar sua retenção devido a sua alta 

lipossolubilidade. O 3,4-dibutiril-D-quiroinositol foi preparado a partir do D-quiro-inositol 
obtido do Allomed, Inc. Glen Allen, VA., em quatro passos (figura 6).

a

Figura 6: Síntese do 3.4 -dibutiril-Dauiroinositol (al
i. DMP, pTsOH, DMF, 60 C: ii. 80 % AcOH, H2O, 50 C;

iii. butyric acid, DMAP, EDC1, CH2C12; iv. 70% AcOH, H2O, rcflux
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A formação da tri-acetonida foi seguida por desproteção seletiva de trans- 

acetonida e D-quiroinositol 1,2; 5,6-di-acetonida disponível em 73% do conteúdo 

total. A acilação foi realizada com ácido butírico, 1 -etil-3-(3'- dimetilaminopropil) 

carbonida (EDCI), e dimetilaminopiridina catalítica (DMAP) em 48% do conteúdo. As 

acetonidas foram então removidas em AcOH/H2O(12/5, refluxo, 30min) para 

disponibilizar 3,4-dibutiril-D-quiroinositol puro em 95% do conteúdo depois da 

recristalização de EtOAC aquecido.

Este trbalho de dissertação apresenta os efeitos deste composto, o 3,4-dibutiril- 

D-quiro-inositol, um composto mais lipossolúvel que o D-quiroinositol, na prevenção 

e reversão de complicações vasculares provenientes da diabetes. Assim como, objetiva 

investigar os possíveis mecanismos associados ao desenvolvimento destes efeitos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

■ Determinar a eficácia do 3,4 dibutiril d-quiro-inositol (db-DCI) em previnir, 

diariamente, e reverter complicações micro e macrovasculares da diabetes e 

explorar o mecanismo de ação como um antioxidante, na prevenção do 

desenvolvimento da doença vascular, comparando com o mioinositol (mio-INS), o 

precursor dos inositóis endógeno.

2.2. Objetivos Específicos

8 Avaliar o efeito da administração oral crônica in vivo de db-DCI e mio-INS a ratos 

diabéticos por aloxana no perfil glicêmico e lipidico; na pressão arterial média e na 

variação de peso corpóreo;

8 Avaliar o efeito da administração oral crônica in vivo de db-DCI e mio-INS a ratos 

diabéticos por aloxana na disfunção endotelial de anéis de aorta e do leita arteriolar 

mesentérico;

8 Investigar se a incubação in vitro por 1 hora de db-DCI e mio-INS em anéis de 

aorta de ratos e coelhos diabéticos, no leito arteriolar mesentérico de ratos 

diabéticos e no leito arteriolar renal de coelhos diabéticos;

8 Avaliar o efeito da incubação de db-DCI e mio-INS no incremento do tônus 

induzido por L-NAME;

8 Investigar o efeito da incubação in vitro dos inositóis testados na vasodilatação 

produzida por NO e comparar seus efeitos aos da SOD;

8 Testar a hipótese de que os inositóis atuam como antioxidantes na redução de ânion 

superóxido in vitro e mitocondrial;
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Investigar a ação do tratamento crônico in vivo com os inositóis testados na 

formação de produtos de nitrosotiois e nitrotirosina, produtos finais da sinalização 

do NO em anéis de aorta por meio de análise imunohistoquímica
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 .Animais

Os animais utilizados neste trabalho foram fornecidos pelo biotério do Instituto 

de Biomedicina (IBIM.ED) e mantidos sob ciclo de claro-escuro de 12 horas com livre 

acesso à ração (Purina Rat Chow®) e água. Todos os experimentos seguiram as 

normas internacionais de cuidados com animais de laboratório e estão de acordo com 

as normas do Colégio Brasileiro de Experimentação animal. Foram utilizados nos 

protocolos experimentais os seguintes grupos:

1. Ratos Diabéticos: Ratos Wistar machos com menos de 1 ano, pesando entre 

250 - 300g que receberam, para a indução de diabetes, por via endovenosa (veia 
peniana), aloxana (45mg/kg) de acordo com Sannomiya e colaboradores (1997). Após 

a injeção os animais foram colocados em caixas apropriadas (4 animais por caixa), 

tendo livre acesso à ração padrão e com sacarose 10% acrescida à água de beber por 

48 horas. No terceiro dia após a indução os animais foram colocados em jejum por 12 

horas e no dia seguinte uma amostra de 2mL de sangue foi coletada do plexo 

infraorbital e a glicemia e o perfil lipídico determinados. Os animais com glicemia 

igual ou superior a 200mg/dL (llmM) foram incluídos no estudo. As respostas 

vasculares foram comparadas com animais de mesma idade e sexo, os quais sofreram 

injeção de salina na veia peniana e após 96 horas foram diagnosticados pelas amostra 

de sangue coletadas do plexo infraorbital, como euglicêmicos (< lOOmg/dL).

2. Coelhos da raça Nova Zelândia, pesando de 2,0 - 2,5Kg, normais e 

diabéticos por injeção de aloxana (150mg/Kg/), administrada por via intraperitoneal, 

foram utilizados neste estudo para coleta da aorta e rins.
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3.2. Drogíis e substâncias químicas

Acetilcolina e nitroprussiato sódico foram adquiridos do Merck (New Jersey, 

NJ, USA) e diluídos em solução de Krebs Henseleit (KHS - composição p/ 1L: 6,7g de 

NaCl, 0,3 7g deKCl, 0,17g deKH2PO4H2O, 0,144g de MgSO47H2O, 2,lg deNaHCO3, 

0,3 Ig de CaCl2 e 0,65g de glicose) diariamente quando necessário. A acetilcolina foi 

diluída em ácido acético a 0,01N, e o nitroprussiato de sódio, foi diluído em salina e 

protegido da luz com uso de frasco âmbar envoltos em papel alumínio. Os fármacos 

utilizados foram mantidos em isopor com gelo e o volume residual era descartado ao 

fim do experimento. Nitrato de sódio foi obtido da Sigmal/Aldrich Chemical 

Corporation (Saint Louis, MO, USA) e diluído, no momento de uso, em KHS com pH 

ajustado para 2,0. A Indomctacina, adquirida da Sigma Chemical (St. Louis, MI, 

USA), suspensa em solução de bicarbonato a 3% e diluída em KHS, foi estocada a - 

4o. As enzimas, superóxido dismutase (SOD) e xantina oxidase (XO), e a aloxana 

foram também obtidas da Sigmal/Aldrich Chemical Corporation (Saint Louis, MI, 

USA) e diluídas apenas no dia de uso, mantidas em isopor com gelo e usadas em 

menos de 1 hora após a diluição. O mesmo procedimento, em relação à estocagem e 

uso foi adotado para as demais drogas.

Os inositois utilizados, 3,4-dibutiril d-chiro-inositol (db-DCI) e mioinositol 

(mio-INS), foram fornecidos pelo Dr. Joseph Larner do Allomed Corporation (Gleen 

Allen, VA, USA) e diluídos em KHS para fazer soluções de 20mg/ml em um volume 

suficiente para apenas um dia. Todos os sais utilizados foram obtidos do Reagen e 

Grupo Química (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

Os reagenles utilizados eram de pureza analítica e obtidos das empresas Reagen (Rio 
de Janeiro, RJ, Brasil), Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e Labsynth (Diadema, SP, Brasil).
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3.3. Protocolos experimeotais

3.3.1. Grupos Experimentais

O relaxamento dependente do endotélio, induzido por acetilcolina, e o 

relaxamento independente do endotélio, induzido por nitroprussiato de sódio, foram 

comparados em tecidos obtidos de animais diabéticos por aloxana versus animais 

euglicêmicos, após tratamento agudo ou crônico com as drogas testadas. Os grupos 

utilizados para este protocolo foram:

- Ratos diabéticos, tratados com db-DCI (20mg/kg/12h; v.o.) durante 4 semanas, dos 

quais foram estudados o leito arteriolar mesentérico (LAM) e anéis de aorta (AA)

- Ratos diabéticos, tratados com mio-INS (20mg/kg/12h; v.o.) durante 4 semanas, 

dos quais foram estudados o LAM e anéis de aorta;

- Ratos diabéticos, tratados com salina durante 4 semanas, dos quais foram 

estudados o LAM e anéis de aorta;

- Ratos diabéticos, dos quais foram estudados o LAM e anéis de aorta para avaliação 

do potencial curativo do db-DCI, em testes in vitro.

- Ratos diabéticos, dos quais foram estudados o LAM e anéis de aorta para avaliação 

do potencial curativo do mio-INS, em teastes in vitro.

- Ratos euglicêmicos dos quais foram estudados o LAM e anéis de aorta;

- Coelhos diabéticos, dos quais o leito arteriolar renal (LAR) e anéis de aorta foram 

tratados com db-DCI ou mio-INS, em testes in vitro, para avaliação do potencial 

curativo;
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- Coelhos euglicêmicos dos quais o LAR e anéis de aorta foram estudados em testes 

in vilro.

Nos experimentos de avaliação do potencial antioxidante foram utilizados os 

seguintes grupos experimentais:

Ratos diabéticos, dos quais foram estudados anéis dc aorta tratados agudamcntc 

com db-DCI (l,3e lOpM/in vilro)

- Ratos diabéticos, dos quais foram estudados anéis de aorta tratados agudamente 

com mio-INS (1,3 e 10p.M / in vilro)

3.3.2. Coleta de sangue e análise de parâmetros bioquímicos

Amostras de sangue venoso foram obtidas por punção do plexo infraorbital e 

mantidos em tubos de coleta (Vacuette, São Paulo, SP, Brasil) para soro (determinação 

do perfil lipídico) ou plasma (analise de glicose). Durante a realização da coleta os 

animais permaneceram sob anestesia etérea.

As coletas foram feitas antes da injeção intravenosa de aloxana, ou salina no dia 

zero, 96 horas depois da indução e após o tratamento de quatro semanas com db-DCI, 

mio-INS ou salina.

O soro foi obtido depois da centrifugação a 3000 rpm g por 5min a temperatura 

ambiente. A concentração plasmática de triglicerídeos e colesterol total foi 

determinada por métodos padrão enzimáticos com auxílio de kits comerciais 

(BIOTECNICA, São Paulo, Brasil) com leitura semi-automática através do aparelho 

LABQUEST (Labtest, Lagoa Santa, MG - Brasil). O nível HDL-colesterol foi 

determinado por mensuração de colesterol no supernadante líquido depois da 

precipitação do plasma com MgCl2 e dextran sulfato (BIOTÉCNICA, São Paulo,
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Brasil) e a concentração de LDL-colesterol foi calculada usando a equação de 

Friedewald - LDL = CT/(HDL + VLDL) (Friedewaki et al., 1972).

3.3.3. Medida da pressão sanguínea

Os ratos foram anestesiados com pentobarbital (50mg/kg), a artéria carótida 

direita foi isolada, canulada e a pressão sanguínea foi medida diretamente através de 

um transdutor de pressão (P23 Gould Statham, Oxnard, CA, USA) conectado a um 

polígrafo (Narco Biosystems, Houston, Texas, USA). A pressão arterial foi medida 

depois de um período de 30 minutos de equilíbrio

3.3.4. Estudo das drogas na reatividade vascular

3.3.4.1. Leito Arteriolar Mesentérico

Após realizada anestesia com pentobarbital, foi feita uma incisão no abdômem 

do rato, a artéria mesentérica superior foi isolada e canulada com um catéter de 

polietileno (PE40) em sua bifurcação com a aorta abdominal. O mesentério foi 

cuidadosamente removido por cortes bem próximos à borda intestinal, com o auxilio 

de uma pequena tesoura, em seguida foram amarrados os ramos da artéria mesentérica 

superior: pancreático-duodenal, íleo-cólico e cólico; e o leito vascular foi retirado 

(Figura 7A). Logo após, o leito vascular foi rapidamente perfundido com KHS 

(aquecida a 37°C oxigenada com 95% de O2 e 5% de CO2) em um sistema aberto 

(Figura 7B) com um fluxo constante de 4ml/min mantido por uma bomba peristáltica, 

e as alterações na pressão de perfusão foram continuamente registradas em um 

polígrafo de quatro canais (Narco Biosystems, Houston, Texas, USA) por meio de um 

transdutor de pressão (P23 Gould Statham, Oxnard, CA, USA). Depois de um período 

de equilíbrio de 30 minutos, fenilefrina (1 a 5pM) foi infundida por meio de uma 

bomba de infusão a uma velocidade constante (0,lml/min) com o intuito de alcançar 

uma pressão de perfusão estável (100 - l20mmHg). Curvas de concentração x
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• • -9 ”3resposta desenvolvidas por vasodilatadores, isto é, acetilcolina (Ach; 10 a 10 M), 
nitroprussiato sódico (SNP; 10'9 a IO3 M) ou nitrato de sódio pH 2,0 (NO; 10 6 a 3x10 

4 pM). As drogas foram injetadas em bolus de 50pl, que não demonstrem previamente 

alteração na pressão de perfusão, através de um acesso ao lado do sistema, logo acima 

da cânula da artéria mesentérica. Todos os experimentos foram desenvolvidos na 

presença de indometacina (10’3M), na solução de perfusão com o intuito de evitar a 

interferência de produtos da cicloxigenase.

4 B

Figura 7: Em (A) leito vascular mesentérico de rato; (B) sistema de perfusão aberto: M-manômetro; 
B-bomba de perfusão: R-reseiv atório para solução perftisora: CB-mistura carbogênia; T-termostato; 
P-solução perfundida: E-injeção de drogas

3.3.4.2. Anéis de aorta

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e a aorta tóracica foi 

rapidamente excisada (Figura 8A). Segmentos de 5 mm foram montados 

horizontalmente em banhos de 5 mL de capacidade em solução de Krebs-Henseleit 

(Figura 8B). Os registros das alterações de tensão foram obtidos por intermédio de um 

transdutor de força acoplado a um polígrafo. Após um período de equilíbrio de 1 hora
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com lavagens a cada 15 minutos o anel vascular foi contraído com fenilefrina (FEN). 

No platô da contração (correspondente a aproximadamente 60% da resposta máxima) 

induzida pela FEN foi construída uma curva concentração resposta à acetilcolina (10‘ “ 

a 10'3M). A curva de relaxamento, que depende do endotélio, foi comparada em 

tecidos obtidos de ratos euglicêmicos e de ratos diabéticos por aloxana tratados 

durante 1 mês com db-DCI ou mio-INS ou salina. Nos experimentos in vilro, onde se 

utilizou anéis de aorta de coelhos e ratos diabéticos por aloxana, o db-DCI ou o mio- 

INS foram adicionados ao banho por 1 hora antes da realização de uma segunda curva 

de acetilcolina, foi feita a comparação entre a curva inicial, na ausência da droga 

testada, e a segunda curva de acetilcolina. As respostas obtidas com este protocolo 

foram comparadas com as de anéis de aorta obtidos de animais euglicêmicos. Todos os 

experimentos foram realizados na presença de indometacina no banho.

Aorta Torãcica Anéis t

•'A? ' ATT r ' ;. E . • . •

i % M í

! T ' Jj

D' 1
Fisiõgrafo

- 1 ■! 
T * i-” Montagem 

ÍT1—Aço Inox 
Bassho isom, ■,
Músc. Liso '

B

Figura 8: Em (A) isolamento da aorta toráxica: em (B) montagem dos anéis de aorta de ratos ou coelhos no 
sistema de registro isométrico

Em um segundo conjunto de experimentos com anéis de aorta, a resposta 

potenciadora de tônus induzida por L-NAME (lOOpM) aplicado no platô da resposta 
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vasoconstritora submáxima da fenilefrina (0,1 p.M), foi avaliada em anéis de aorta de 

animais diabéticos tratados durante 1 mês com db-DCI, ou mio-INS, ou salina. Neste 

mesmo conjunto de experimentos, a resposta potenciadora da SOD-I no relaxamento 

induzido por NO (nitrato de sódio pH2,0; NO - lpM) foi comparada com a resposta 

dos inositóis db-DCI e mio-INS (1,3 e lOpM). Tanto a SOD-1 como os inositóis eram 

adicionados no platô da contração de fenilefrina e 3 minutos depois era adicionado ao 

banho 1 pM de nitrato de sódio, e então observada a potenciação induzida no 

relaxamento.

3.3.4.S. Perfusão de Rim de Coelho em Sistema Aberto

Coelhos Califórnia foram anestesiados com pentobarbital sódico (50 mg/Kg; 

i.m) e uretana (1,2 g/Kg; i.p) e traqueostomizados para ventilação artificial utilizando- 

se bomba Palmer (Palmer Instruments, London, UK). A seguir, após incisão na linha 

alba, a cavidade abdominal foi exposta e o rim esquerdo removido após canulação da 

artéria renal. Imediatamente foi perfundido com solução dc Krebs-Hcnsclcit com pi I 

ajustado para 7,4 e oxigenado com mistura carbogênica (95% O2 e 5% CO2) num 

fluxo constante de 4 mL/min usando uma bomba peristáltica Watson-Marlow 

(Falmouth, Cornwall, England) (Figura 9).

A pressão de perfusão foi constantemente monitorada por intermédio de um 

transdutor de pressão acoplado a um polígrafo (Narco Biosystems, Houston, TX, 

USA) acoplado ao sistema de perfusão. Após um período de 30 min de estabilização 

foi adicionada fenilefrina (1 a 5 pM), por meio de uma bomba de infusão a uma 

velocidade constante (0, lml/min) com o intuito de alcançar uma pressão de perfusão 

estável (100 - 120mmHg). Curvas dose-resposta dos vasodilatadores, i.e., acetilcolina 

(Ach; 10‘9 a 10’3 M) e nitroprussiato de sódio (SNP; IO'9 a 10‘'’ M) foram injetadas em 

bolus cm volumes (50 pl) que não afetavam a pressão de perfusão.

Nestes experimentos apenas a atividade direta dos compostos foi avaliada. Após 

as primeiras curvas de Ach ou nitroprussiato de sódio (SNP), o leito renal foi 
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perfimdido por 30 min com a mesma solução adicionada das drogas a serem testadas, 

i.e., db-DCI e mio-INS, em experimentos separados. Todos os experimentos foram 

realizados com solução nutridora contendo indometacina para evitar a participação de 

prostanóides.

Figura 9: Sistema de perfusão aberto de rim de coelho

3.3.5. Avaliação do potencial antioxidante dos inositois

3.3.5.1. Teste da redução de Azul de Nitrotetrazólico (NBT)

A detecção da redução de azul de nitrotetrazólico (NBT-do inglês nitroblue 

tetrazolium) foi realizada segundo o método descrito por Hartog e colaboradores 

(2003). O princípio do método relata que o NBT pode ser reduzido pelo O2" através de 

reaçãoes de transferência de 1 elétron. A redução do NBT a diformazan é processada 

em dois passos, gerando um intermediário estável parcialmente reduzido, 

monoformazan (NBT+). A formação deste intermediário pode ser monitorada 

espectrofotometricamente utilizando-se filtro de 550 a 560nm: Em=l,5 x 104[mol/L]’' 

x cm"1 (Tarpey e Fridovich, 2001). Os radicais superóxido foram gerados pela reação 

de xantina (lmM) e xantina oxidase (lOmU/mL) em uma solução de tampão fosfato 

(pH 7,8 a 25°C). Os radicais O2' foram detectados pela reação com o sal de tetrazólico, 

azul de nitrotetrazólio (NBT; 50pM). A taxa de redução do NBT foi monitorada 
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espectrofotometricamente na faixa de 560nm usando um Ultrospec 1000 (Pharmacia 

Biotech, Cambridge, Engiand). A enzima SOD-1, reage com O2‘ diminuindo a taxa de 

redução de NBT e foi usada como controle positivo. O volume de reação foi fixo em 

2mL. Os inositóis, db-DCI e mio-INS, foram adicionados aos tubos de ensaio 

imediatamente antes da adição dos reagentes nas concentraçãoes de 0,01 a IpM e a 

SOD-1 nas concentração de 0,03 a 3u/mL.

3.3.5.2. Produção de Radicais Livres em células endoteliais

Células endoteliais de aorta bovina foram cultivadas em um ambiente com nível 

de glicose normal (5mM) c cm outro com alta concentração de glicose (25mM) por 4- 

6 horas, como previamente descrito por Nishikawa e colaboradores (2000), A 

formação de radicais livres (KL) foi determinada fluorometricamente usando o 

marcador CM-H2DCFDDA. As células foram carregadas com 10pM de CM- 

H2DCFDDA, incubadas por 45 min, a 37°C, e, então analisadas em um leitor de 

fluorescência HTS 7000. A produção de RL foi relatada em nmol/mL em um curva 

padrão produzida com H2O2. Os inositóis testados, DCI e db-DCI, foram adicionados 

no tempo zero (Esta análise foi realizada no Hospital Albert Eistein na Faculdade de 

Nova York, pelo grupo do prof. Brownlee).

3.3.5.3. Imunohistoquímica - Identificação de nitrosotióis e nitrotirosina 

ein proteínas

Anéis de aorta de ratos diabéticos tratados por quatro semanas com salina, mio- 

INS e db-DCI, e de ratos euglicêmicos foram fixados, embebidos em parafina, 
seccionados e tratados com anticorpos para nitrosotióis e nitrotirosina como 

previamente descrito por Gow e colaboradores (1998). As seções coradas foram 

avaliadas visualmente por observadores independentes e, então, quantificadas (Esta 

análise foi realizada na Universidade da Pensilvânia -UPEN pelo grupo do prof. 

Andrew J. Gow).
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3.4. Análise estatística

Os parâmetros bioquímicos foram analisados através do test t de Student 

bicaudal pareado e foi considerado signifícativamente diferente se a probabilidade de 

ocorrência de hipótese nula for menor que 5%. O relaxamento, tanto nos anéis de 

aorta, leito vascular mesentérico como no leito arteriolar renal, serão expressos como 

porcentagem da fase dc platô de vasoconstricção induzido por fenilefrina. Os valores 

dc PD2, significando o log negativo da dose efetiva requerida para produzir metade do 

efeito máximo, foram calculados utilizando GRAPHPAD PRISM software. A resposta 

máxima vasorelaxante para agonistas, valores PD2 de agonistas e parâmetros 

bioquímicos em um grupo ou entre grupos foram comparados por test t de Student 
pareado e não pareado, respectivamente, com significância de p<0,05. A variação das 

curvas de agonistas foram comparadas por análise fatorial de duas vias ANOVA 5% 

de significância, seguida do teste de Tukey e Kramer. Todos os dados foram expressos 

como média ± EPM.
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4. RESULTADOS

4.1 Parâmetros bioquímicos (perfil glicêmico e lipídico), pressão arterial média e 

variação de peso de ratos diabéticos por aloxana tratados com db-DCI, mio-INS 

ois salina

A diabetes induzida por aloxana (50mg/kg i.v.) foi caracterizada por uma 

hiperglicemia acopanhada de leve hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia (Tabela 

2). A glicemia dos animais diabéticos por aloxana tratados durante 4 semanas com 

salina, mostrou-se bastante acentuada quando comparada a dos animais euglicêmicos 

tratados com salina por 4 semanas (Diabético - 392 ± 3 1,7 mg/dL; Euglicêmicos - 

89,6 ± 9 mg/dL). O tratamento com db-DCI reduziu significativamente a. glicemia (Db 

+ db-DCI - 248,8±10,2 mg/dL versus Db - 360,9±15,4 mg/dL), no entanto o 

tratamento com mio-INS não reduziu significativamente a glicemia dos animais 

diabéticos (Diab. + mio-INS - 355,2±14,6 mg/dL; Diab. - 367,4±I6,3 mg/dL). Os 

valores percentuais dessa queda na glicemia após a administração oral dos inositóis 

foram de 31,1+3,7% e 8,8±1,4% (p<0,05) para o tratamento com db-DCI e mio-INS 

respectivamente (Tabela 2).

O nível de triglicerídeos (TG) dos animais diabéticos foi muito elevado quando 

comparado ao do grupo euglicêmico (Diab. - 132 ± 29,7; Eugli.- 63 + 8,3 mg/dL). No 

entanto, com relação aos níveis de triglicerídeos, o tratamento dc animais diabéticos 

por aloxana com db-DCI proporcionou uma redução significativa desses níveis 

(Diab - 213 ± 12,4; Diab.+ db-DCI - 110,5 + 10,4) (Tabela 2). O tratamento com 

mio-INS também proporcionou queda nos níveis de triglicerídeos dos animais 

diabéticos (Diab. - 240,5±16,l; Diab. + db-DCI - 94,3±6,5). O percentual desta queda 

pronunciada foi de 60,9±5,8% e 48,1±5,1% (p<0,05 vs. controle interno; tabela 2) para 

a administração com db-DCI e mio-INS respectivamente. Nos animais controle, uma 

moderada diminuição de 19+4,7% foi observada. Pode-se constatar que os inositóis 

atuaram cronicamente para restaurar o balanço metabólico.
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O ganho de peso no período de tratamento de quatro semanas nos animais 

diabéticos foi signifícativamente menor quando comparado com os animais 

euglicêmicos (Eugli - 315,0 ± 21,0 vs. Diab - 231,0 ± 15,4, p<0,05). Nos animais 

diabéticos tratados com db-DCI e mio-INS, essa queda no peso médio dos ratos não 

tratados foi parcialmente revertida (db-DCI - 207,2 ± 6,8 vs. Diab - 163,8 ± 6,4; mio- 

INS - 273,0 ± 27,2 vs. 214,6 ± 20,2)

A pressão arterial média dos animais diabéticos sofreu um leve incremento 

quando comparada a dos animais euglicêmicos (eugli - 91 ±4,3 vs. Diab. - 125 ± 

8,7mmHg, p<0,05). O tratamento com db-DCI e mio-INS não permitiu um incremento 

significativo da pressão arterial média dos animais tratados (db-DCI - 108,0 ± 5,6; 

mio-INS - 116,7 ± 9,0) (Tabela 2).



Tabela 2. Perfil lipídico (colesterol total, HDL, LDL, VLDL e triglicerídes), pressão arterial média, peso corporal e glicemia de ratos euglicêmicos ou 
diabéticos por aloxana antes e após 4 semanas de tratamento com db-DCI, mio-INS ou salina.

DCI

Grupos (I to III) n Peso 
corporal(g)

PAM
(mmHg)

Glicose sérica
(mg/dL)

Colesterol
Total (mg/dL)

TG
(mg/dL)

HDL
(mg/dL)

VLDL
(mg/dL)

LDL
(mg/dL)

(I) euglicêmico 7 247±15,6 89,6± 9 77,3± 5,8 63±8,3 28±2,5 12,6±2,5 36,7±8,6
(I) euglicêmico salina 7 315 ±21* 91 ±4,3 77,3±6,6 73±12,7 82±12 21±1,9 17±1,6 35±4,6
(II) diabético 12 214 ± 12,3 392±31,7 88,7±7,9 132±29,7 26,4±2 26,5±5,9 35,8±5,0
(II) diabético+ salina 12 231 ± 15,4 125±8,7# 435,2±35,6 79,4±4,3 107±8 20,5±l,7 21,4±2,2 37,5±2,6

(III) diabético 8 214.6±20.2 367.4±16.3" 97.7±4.5 240.5±16.r 23.2±2.6 31.3±4.r 43.2±2.6

(III\diabético+mio-
INS

8 273.0±27.2 116.7±9.0 335.2±14.6# 79.2±4.6 94.3±6.5* 21.5±2.8 18.9±3.7# 38.8±3.7

(IV) diabético 8 163.8±6.4 360.9±15.4# 94.1±6.4 213.0±12.4“ 17.8±4.3 36.5±4.2# 39.8±3.5
(IV) diabético+db- 8 207.2±6.8 108.0±5.6 248.8±10.2*# 70.9±5.0 110.5±10.4* 26.1±2.5 22.1±4.5" 22.7±2.4

Os dados são expressos como média ± EPM. * p<0,05, teste t de Student pareado bicaudal, comparado com grupo controle respectivo, i.e., com os 
valores obtidos antes do início dos respectivos tratamentos. # p<0,05, teste t de Student não-pareado bicaudal, comparado com grupo euglicêmico. & 
p<0,05, test t de Student não pareado vs. Diabético + salina. PAMN pressão arterial média; TG= triglicerídes; HDL= lipoproteína de alta densidade; 
VLDL^ lipoproteína de densidade muito baixa e LDL= lipoproteína de baixa densidade.
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4.2. Avaliação do potencial preventivo da disfunção endotelial

4.2.1. Leito vascular mesentérico

O relaxamento endotélio-dependentc produzido pela Acetilcolina no leito 

vascular mesentérico (LVM) foi bastante atenuado em tecidos de ratos diabéticos por 

aloxana tratados com salina durante 4 semanas, obtendo, portanto, uma resposta 

máxima ao estímulo vasodilatador de 32,1 ± 4,3%. No entanto, a diminuição máxima 

na pressão de perfusão do LVM de ratos normoglicêmicos tratados com salina por 4 

semanas foi de 96,9 ± 2,1%.

Tecidos obtidos de ratos diabético tratados por 4 semanas com dibutiril-d- 

quiroinositol (db-DCI) e mioinositol (Mio-INS) obtiveram respostas máximas ao 

estímulo vasodilatador endotélio-dependente de 68,8 + 3,3% e 54,4 ± 3,2%, 

espectivamente (Figura 10). A resposta vasodilatadora ao agonista de ação 

independente do endotélio, o nitroprussiato de sódio, não apresentou diferença entre os 

grupos, promovendo um relaxamento de 100% em todos os grupos testados (Tabela 3).
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Ach (log M)

Figura 10: Hieito do tratamento de ratos diabéticos por aloxana com 3.4-dibutiril-L)-qiiiroinositol (db-DCI) 
(2(')mg/kg/12li) ou mioinositol (mio-INS) (20mg/kg/l 2h) durante 1 mês na resposta endotélio-dependente 
induzida pela acetilcolina no leito arteriolar mesentérico. Cada ponto representa a média ± erro padrão dc pelo 
menos 7 unidades experimentais. *p<0,05, ANOVA seguida da correção de Tukey-Kramer vs. Diabético + 
salina. #p<0,05, ANOVA seguida da correção de Tukey-Kramer vs. Euglicêmico + salina.

Tabela 3. Parâmetros de curvas dose-resposta para o agonista endotélio-dependente, 
acetilcolina (Ach), e endotélio-independente, nitroprussiato de sódio (SNP), no leito 
arteriolar mesentérico (LAM) de ratos diabéticos por aloxana tratados com salina 
(lmL/Kg/12h,v.o), 3,4-dibutiril-D-quiroinositol (db-DCI) ou mioinositol (mio-INS) 
(20 mg/Kg/12h v.o.).

Tratamento Agonista pd2 N
Eugli+veículo Ach 96,9+2,7% 5,4 [5,8-5,2] 7

SNP 100±0 7.4 [7:9-6.9] 7
Diab+veículo Ach 32,1 ±4,3% 6,7 [7,1-6,3] 12

SNP 100±0 6.7 [6.9-6.4] 12
Diab+mio-INS Ach 54,4±3,2% 6,5 [6,9-6,1] 8

SNP 100±0 7.8 [7.1-8.5] 8
Diab+db-DCI Ach 68,8±3,3% 6,6 [7,3-5,9] 8

SNP 100±0 7.9 [7.2-8.6] 8



4.2.2 Anéis de aorta de rato

A resposta máxima endotélio-dependente de anéis de aorta de ratos 

normogiiccmicos foi dc 88,3±3,5, enquanto que tecidos obtidos dc ralos diabéticos 

tratados com salina obtiveram uma resposta máxima de 43,7±7,6. Anéis de aorta de 

ratos diabéticos tratados com db-DCI e Mio-INS, durante 4 semanas, obtiveram 

respostas máximas de 64,3±4,9 e 38,7±4,5, respectivamente (Figura 11). O 

relaxamento endotélio-independente, induzido por SNP não apresentou diferença entre 

os grupos (Tabela 4).

Figura 11: Efeito do tratamento dc ratos diabéticos por aloxana com 3,4-dibutiril-D-quiroinositol (db-DCF) 
(20mg/kg/l 2h) ou mioinositol (mio-INS) (20ing/kg/l 2h) durante 1 mês na resposta endotélio-dependente 
induzida pela acctilcolina cm anéis de aorta torácica. Cada ponto representa a média + cito padrão dc pelo menos 
7 unidades experimentais. *p<0,05, ANOVA seguida da correção de Tukey-Kramer vs. Diabético + salina. 
#p<0,()5, ANOVA seguida da correção de Tukey-Kramer vs. Euglicèmico + salina.
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Tabela 4. Parâmetros de curvas dose-resposta para o agonista endotélio-dependente, 
acetilcolina (Ach), e endotélio-independente, nitroprussiato de sódio (SNP) em anéis 
de aorta de ratos diabéticos por aloxana tratados com salina (lmL/Kg/12h,v.o), 3,4- 
dibutiril-Dquiroinositol (db-DCI) ou mioinositol (mio-INS) (20 mg/Kg/12h v.o.).

4.3. Avaliação do potencial curativo da disfunção endotelial

Tratamento Agonista Kraai pd2 N
Eugli+veículo Ach 88,3+3,5% 7,5 [7,6-7,4] 7

SNP 100+0 7.4 [7.9-6.9] 7
Diab+veículo Ach 43,7+7,6% 7,2 [7,6-6,8] 12

SNP 100+0 6.7 [Ó.9-6.4] 12
Diab+mio-INS Ach 38,7+4,5% 9,6 [9,9-9,4] 8

SNP 100+0 7.8 [7.1-8.5] 8
Diab+db-DCI Ach 64,3+4,9% 9,7 [9,7-9,6] 8

SNP 100+0 7.9 [7.2-8.Ó] 8

4.3.1. Leito arteriolar mesentérico

A diminuição máxima na pressão de perfusão induzida pela Ach em tecidos 

obtidos de ratos euglicêmicos foi de 95,1 ± 2,9% comparada a. 48,3 ± 5,7% nos leitos 

de animais diabéticos tratados com salina (Figura 12). A incubação por uma hora de 

1 pM de db-DCI e mio-INS proporcionou uma resposta máxima ao estímulo 

vasodilatador de 70,7 ±4,6% e 50,3 ± 5,6%, respectivamente. A redução na pressão de 

perfusão induzida pelo vasodilatador endotélio-dependente, SNP, adicionado ao LAM., 

não se apresentou diferença entre os grupos tratados ou não tratados (Tabela 5).
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Figura 12: Efeito da incubação de lpM de inositóis na resposta endotclio-dcpendente evocada pela acctilcolina 
(Ach). As respostas foram comparadas com as obtidas de tecidos euglicêmicos ou de ratos diabctuicos tratados 
isovolumctricamentc com veículo. Os dados estão expressos como média + EPM de 7 animais. *p<0.05 vs. 
respostas obtidas de tecidos oriundos de ratos diabéticos e 0.05 vs. respostas obtidas de tecidos oriundos dc 
ratos euglicêmicos

Tabela 5. Parâmetros de curvas dose-resposta para o agonista endotélio-dependente, 
acetilcolina (Ach), e endotélio-independente, nitroprussiato de sódio (SNP), no leito 
arteriolar mesentérico (LAM) de ratos diabéticos por aloxana após a incubação de 
J pM de 3,4-dibutiril-D-quiroinositol (db-DCI) ou mioinositol (mio-INS).

Tratamento Agonista pd2 N
Eugli+veículo Ach 95,1+2,9% 5,8 [6,3-5,2] 6

SNP 100±0 6.4 [6,5-6,3] 6
Diab+veículo Ach 48,3±5,7% 4,6 [5,4-3,8] 6

SNP 100±0 6,3 [6.8-5,8] 6
Diab+mio-INS Ach 50,3±5,6% 4,7 [5,3 -4,0] 6

SNP 100±0 6,9 [6,3-7,5] 6
Diab+db-DCI Ach 70,7±4,6% 5,7 [6,6-4,9] 6

SNP 100±0 7,2 [6,8-7,6] 6
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4.3.2. Leito arteriolar renal

O relaxamento endotélio-dependente produzido pela Acetilcolina no leito 

arteriolar renal (LAR) foi bastante atenuado em tecidos de coelhos diabéticos por 

aloxana não tratados, obtendo, portanto, uma resposta máxima ao estímulo 

vasodilatador de 22,9 ± 3,6%. No entanto, a diminuição máxima na pressão de 

perfusão do LAR de coelhos normoglicêmicos foi de 63,6 ± 4,9% (Figura 13). Esses 

dados comfirmam a ocorrência do dano endotelial presente no desenvolvimento da 

diabetes.

Tecidos obtidos de coelhos diabético tratados com dibutiril -d-quiroinositol (db- 

DCi) obtiveram uma resposta máxima ao estímulo vasodilatador endotélio-dependente 

de 58,3 ± 5,9%, enquanto que o tratamento com mio-INS forneceu umqa resposta 

máxima de 36,7% ± 3,1% (Figura 9). A resposta ao SNP não foi diferente entre os 

grupos (Tabela 6).

ACh (íog M)

Figura 13: lÀíeilo da incubação de I pM de inositóis 11a resposta endotelio-dependcnte evocada pela acetilcolina 
(Ach). As respostas foram comparadas com as obtidas de tecidos euglicêmicos ou de coelhos diabctuicos 
tratados isovolumetricamente com veículo. Os dados estão expressos como média ± EPM de 7 animais. *p<0.05 
vs. rcsjxistas obtidas dc tecidos oriundos de coelhos diabéticos e ilp< 0.05 vs. respostas obtidas dc tecidos 
oriundos de coelhos euglicêmicos
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Tabela 6: Parâmetros de curvas dose-resposta para o agonista endotélio-dependente, 
acetilcolina (Ach), e endotélio-independente, nitroprussiato de sódio (SNP) no leito 
arteriolar renal (LAR) de coelhos diabéticos por aloxana após a incubação de lpM de 
3,4-dibutiril-D-quiroinositol (db-DCI) ou mioinositol (mio-INS).

Tratamento Agonista Rniax pd2 n
Eugli+veículo Ach 63,6+4,9% 9,8 [10,09-9,5] 6

SNP 100+0 7.3 [7.7-7,0] 6
Diab+veículo Ach 22,9+3,6% 9,6 [10,1-9,2] 6

SNP 100+0 6,8 [7,0-6.6] 6
Diab+mio-INS Ach 36,7+3,1% 9,3 [9,7-9,3] 6

SNP 100+0 7,1 [7,3-6,9] 6
Diab+db-DCI Ach 58,3+5,9% 8,7 [9,4-7,9] 6

SNP 100+0 7,1 [7,4-6,8] 6

4.3.3. Anéis de aorta

A resposta máxima vasodilatadora à Ach obtida de anéis de aorta de ratos 

euglicêmicos foi de 94,4 ± 4,6% comparada com 43,6 ± 2,5% em anéis de aorta de 

ratos diabéticos incubados com salina. Após uma hora de incubação com 1 pM de mio- 

INS ou db-DCI, a resposta máxima foi de 50,4 ± 3,6% e 67,4 ± 5,4%, respectivamente 

(Figura 14). A resposta dos tecidos ao SNP não diferiu entre os grupos (Tabela 7).

Anéis de aorta de coelhos diabéticos obtiveram resposta máxima à Ach de 41,3 

± 2,5% comparada com 97,9 ± 1,3% de anéis de coelhos euglicêmicos (p<0,05). A 

incubação dos anéis de aorta por uma hora com IpM de inositóis aumentou a resposta 

endotelial para 53,3 ± 5,6% para os tecidos tratados com mio-INS e 85,4 + 4,3% para 

os tratados com db-DCI (Figura 15). A respostas dos tecidos ao SNP não diferiu entre 

os grupos (Tabela 8).
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Figura 14: Efeito da incubação de lpM de inositóis na resposta endotélio-depcndente evocada pela acelilcolina 
(Ach). As respostas foram comparadas com as obtidas de tecidos euglicêmicos ou de ratos diabétuicos tratados 
isowlutnetricaniente com veículo. Os dados estão expressos como média + EPM de 7 animais. *p<0.05 vs. 
respostas obtidas de tecidos oriundos de ratos diabéticos e #p< 0.05 vs. respostas obtidas de tecidos oriundos de 
ratos euglicêmicos

Tabela 7. Parâmetros de curvas dose-resposta para o agonista endotélio-dependente, 
acctilcolina (Ach), e endotélio-independente, nitroprussiato de sódio (SNP), em anéis 
de aorta de ratos diabéticos por aloxana após a incubação de 1 pM de db-DCI ou rnio- 
INS

Tratamento Agonista •^max pd2 N
Eugli+veículo Ach 94,4±4,6% 7,9 [8,2-7,6] 6

SNP 100+0 8,0 [8,6-7,8] 6
Diab+veículo Ach 43,6+2,5% 7,4 [7,9-6,9] 6

SNP 100±0 7,6 [8,l-7,2] 6
Diab+mio-INS Ach 50,4±3,6% 6,9 [7,8-6,1] 6

SNP 100±0 7,7 [7.2-8,2] 6
Diab+db-DCI Ach 67,4±5,4% 8,0 [8,6-7,3] 6

SNP 100±0 7,2 [6,8-7.6] 6
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Figura 15: Efeito da incubação dc IpM de inositóis na resposta endotélio-dependente evocada pela acetilcolina 
(Ach). As respostas foram comparadas com as obtidas dc tecidos euglicêmicos ou dc coelhos diabéluicos 
tratados isovolumetricamente com veículo. Os dados estão expressos como média ± EPM dc 7 animais. *p<0.(.)5 
vs. res|x>stas obtidas de tecidos oriundos de coelhos diabéticos e #p< 0.05 vs. respostas obtidas dc tecidos 
oriundos de coelhos euglicêmicos

Tabela 8: Parâmetros de curvas dose-resposta para o agonista endotélio-dependente, 
acetilcolina (Ach), e endotélio-independente, nitroprussiato de sódio (SNP), em anéis 
de aorta de coelhos diabéticos por aloxana após a incubação de IpM de 3,4-dibutiril- 
D-quiroinositol (db-DCI) ou mioinositol (mio-INS).

Tratamento Agonista ■Rmax pd2 N
Eugli+veículo Ach 97,9±1,3% 6,0 [6,3-5,8] 7

SNP 100±0 6,9 [7,2-6,6] 7
D iab+veículo Ach 41,3±2,5% 7,2 [7,5-6,8] 12

SNP 100±0 6,7 [6.9-6.5] 12
Diab+mio-INS Ach 53,3±5,6% 6,9 [7,2-6,5] 8

SNP 100±0 6,6 [6,9-6,3] 8
Diab+db-DCI Ach 85,4±4,3% 6,8 [7,3-6,2] 8

SNP 100±0 6.9 [7.2-6.6] 8
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4.4. Avaliação do Potencial Antioxidante dos Inositois

4.4.1 Efeito na Atividade da Óxido Nítrico Sintetase Endotelial (eNOS)

No intuito de avaliar a atividade basal de eNOS, foi determinado o aumento no 

tônus induzido pela adição de lOOpM de L-NAME em anéis de aorta de ratos 

diabéticos pre-contraídos com fenilefrina. Como mostra a figura 16, o incremento no 

tônus induzido por L-NAME nestes animais foi bastante reduzido (8,6 ± 3,8% 

(p<0,05)) quando comparado a resposta obtida de anéis de ratos euglicêmicos (67,3 ± 

4,9% (p<0,05)). A incubação com os inositois testados (lpM, por 1 hora) restaurou 

este incremento no tônus contrátil induzido por L-NAME nos anéis de aorta de ratos 

diabéticos, sendo que as respostas máximas pós incubação de mio-INS e db-DCI 

foram de 14 ± 2,7% e 43,5 ± 6,4% (p<0,05) respectivamente.

*#

_________________
Euglicêmico__________Controle___________ mio-INS____________ db-DCI

Diabéticos

Figura 16: Efeito da incubação por 1 hora com os inositois testados (1 pM) no aumento do 
tônus induzido por lOOpM de 1-NAME em anéis de aorta pré-contraídos com fenilefrina.

4.4.2. Efeito na Potenciação da Ação do Óxido Nítrico

A vasodilatação induzida por NO exógeno foi bloqueada em anéis de aorta de 

ratos diabéticos, porém o efeito foi restaurado em tecidos tratados agudamente com 

mio-INS, db-DCI e SOD (figura 17). O relaxamento induzido por lpM de NO foi de 

58,9 ± 5,7% em anéis de aorta de ratos euglicêmicos e de 4,6 ± 2,1% (p<0,05) em 

anéis de aorta de ratos diabéticos (figura 17). A incubação de 1 minuto com SOD 
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melhorou esta resposta para 31,2 ± 5,6%, enquanto a adição do veículo não obteve 

efeito. A adição dos inositóis claramente incrementou o relaxamento induzido por NO 

de maneira dose-dependente (figura 17 A e B). Na maior concentração utilizada 

(10pM) a resposta ao NO dos anéis de aorta de ratos diabéticos foi de 25,3 ± 5,5% 

para a incubação com mio-INS, de 67,2 ± 3,4% para o db-DCI e de 19,3 ± 3,8% para o 

veículo (p<0,05).

B

Figura 17: Efeito da superóxido dismutase (SOD), 3,4-dibutiril-Dquiroinositol (db-DCI) e mioinositol (mio- 
INS) na potenciação do relaxamento induzido por óxido nítrico (NO por 1 hora - 1 a 10pM) em anéis de aorta 
precontraídos com 0, l|_iM de fenilefrina (FEN). (A) mio-INS e (B) db-DCI. Os dados estão expressos como 
média ± EPM de 5 unidades experimentais. * p<0,05, ANOVA seguido de Tukey-Kramer, diab (C) vs. tratado 
com inositol. # p<0,05, ANOVA seguido de Tukey-Kramer,Eugli vs. tratado com inositol. Eugli = tecido 
euglicêmico.



70

4.4.3. Efeito na formação de superóxido

Os resultados anteriormente relatados sugerem um possível papel antioxidante 

dos inositois testados, portanto, para investigar esta possibilidade nós testamos a ação 

das drogas diretamente na formação de radicais livres in vitro em um sistema 

xantina/xantino oxidase. Como mostra a figura 18B, os dois inositois testados 

diminuíram a taxa de redução de azul de nitrotetrazólico (NBT) induzida pela 

formação dc superóxido oriunda da oxidação da xantina pela xantina oxidase. Os 

inositois foram ativos de maneira dose-dependente em concentrações de nível sub- 

micromolar, sendo o db-DCI mais efetivo que o mio-INS. A taxa de redução não foi 

diferente nos controles com salina (Figura 18A), ao mesmo tempo que a SOD 

(lU/mL) efetivamente reduziu a taxa de reação. Em uma concentração de 3U/mL, a 

SOD aboliu completamente a redução de NBT pelo superóxido (Figura 18A).

B

dA
5S

0 n
m

/m
in
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Figura 18: Efeito da superóxido distnulase (SOD- 0,03 a 3U/mL) na redução da reação de nitroblu tetrazolium 
(NBT) induzida por formação de superóxido oriundo do sistema xantina/xantina oxidase (XA/XO) é mostrado 
no painel (A). O painel (B) mostra o efeito dos inositois testados (0,01 a lgM) na taxa dc redução NBT ,t
comparada com a adição isovolumétrica do veículo. * p< 0.05, ANOVA seguido dc Tukey-Kramer, inositois v.y. 
veículo. # p<0.05, ANOVA seguido de Tukey-Kramer, db-DCI vx. mio-INS. Os dados estão expressos como 
média ± EPM (n=12).
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4.4.4. Efeito na produção de radicais livres em células endoteliais

Sendo a formação endoetlial de RL um fator chave para o desenvolvimento de 

complicaçãoes diabéticas induzindo disfunção endotelial, nós testamos a ação dos 

inositóis em reduzir a formação de RL na presença de uma alta concentração de 

glicose.

Como mostra a figura 19, dois inositóis, DCI e db-DCI, foram testados e 

comparados em uma análise com células endoteliais. Adicionados na concentração de 

1 - lOpM, ambos os inositóis reduziram a nível basal a elevada formação de RL na 

presença de uma alta concentração de glicose (25mM). Neste experimento o nível 

basal da formação de RL a uma concentração de 5mM de glicose, foi de 25,4 ± 1,8 

nmol.mf' e em uma concentração elevada de glicose (25mM) foi de 121,5 ± 3,4 

nmol.mf1. A incubação de DCI e db-DCI preveniu o aumento da produção de R 

induzido pela alta concentração de glicose de maneira dose-dependente (Figura 19). A 

incubação de IOjxM de DCIreduziu a produção deRL a.58,2 + 1,3 nmol.mf1 (p>0,001 

vs. glicose a 25mM sozinha) e db-DCI na mesma concentração reduziu a produção de 

RL a 54,5 ± 1,8 nmol.mf1 (p>0,001 vs. glicose a 25m.M sozinha).
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Figura 19: Supressão das concentrações de ROS exercida por D-quiro-inositol e 3,4-dibutiril D-quiroinositol em 
células endoteliais de aorta de bovino incubadas na presença de 25mM de glicose. Os dados estão expressos 
como média ± EPM de seis experimentos. ANOVA seguido de TUKEY. P<0,001 vs. 25mMde glicose (hg) 
sozinha.** p<0,01 vs. 25mM de glicose sozinha. # p<0,05 vs. 5pM de DCI + 25mM de glicose. Db- 
DCI=Dibutiril D-quiro-inositol; lg = 5mM de glicose.
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4.4.5. Imunohistoquímica de células endoteliais de anéis de aorta

Um incremento da via de formação do óxido nítrico pelos inositóis foi 

investigado por analise imunológica de produtos finais da sinalização do NO, foram 

analisados produtos de nitrosotióis e nitrotirosina. Como mostra a figura 20, anéis de 

aorta de animais euglicêmicos e diabéticos tratados com salina, mio-INS e db-DCI 

durante quatro semanas, foram corados com seus específicos anticorpos. O grau de 

coloração tanto para nitrosotióis como para nitrotirosina foi claramente reduzido nos 

anéis provenientes de animais tratados com salina quando estes comparados aos anéis 

de animais euglicêmicos. O tratamento com os inositóis efetivamente restaurou a 

coloração para níveis controles tanto para nitrosotióis como para nitrotirosina. Além 

disso, a coloração nos tecidos de animais normais e tratados se estendeu para sítios 

subendoteliais e endoteliais. Isto demonstra independentemente que os inositóis atuam 

protegendo a sinalização do NO nos tecidos.

Figura 20: Imunohistoquímica para nitrosotióis e nitrotirosina de anéis de aorta de ratos diabéticos por aloxana; 
ACEG - coloração para nitrosotióis; BDFH - coloração para nitrotirosina; A e B - controle euglicêmico; C e D 
- diabético + vaículo; E e F - diabético + db-DCI; G e H - diabético + mio-INS
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Discussão
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5. DISCUSSÃO

A diabetes é uma doença vascular crônica na qual a alteração da homeostase da 

glicose promove a disfunção de muitos órgãos (Cooper et al., 2001). O presente 

trabalho corrobora com dados previamente descritos que indicam uma disfunção 

endotelial (Cooper & Johnston, 2000; Ginsberg e Huang, 2000; Wei et al., 1998; 

Cohen, 1993), desbalanço metabólico (Zimmet, 1999), aumento da pressão arterial 

(Hansson et al., 1998) e alteração no estado redox celular (Beckman et al., 2001; 

Nishikawa et al., 2000) presentes com o desenvolvimento da diabetes.

O combate aos fatores de risco, como a hiperglicemia e hipertrigliciridemia, 

pode reduzir o estresse oxidativo que promove o sequestro de NO e redução da 

resposta à formação de óxido nítrico, tanto endógena como exógena. A hiperglicemia é 

o principal fator desencadeador das complicações microvasculares da diabetes. 

Estudos demonstram que o controle intensivo da glicemia pode reduzir a progressão da 

neuropatia e nefropatia em pessoas com diabetes tipo I (Diabetes Control and 

Complications Trial Research Group, 1993) e tipo II (UK Prospective Diabetes Study 

Group, 1998). O tratamento com dibutiril-D-quiroinositol (db-DCI) produziu uma 

redução significativa de 30% na glicemia dos animais diabéticos (Tabela 2). Um 

possível mecanismo para explicar este efeito seria a atuação deste inositol como 

mediador da insulina, atuando na membrana das células e iniciando a cascata de 

sinalização da tirosina quinase o que culminaria com uma maior incorporação da 

glicose pelas células.

Estudos demonstram que os mediadores putativos da insulina têm ação 

hipoglicêmica e glicogênica in vivo similares as da insulina em ratos diabéticos. Além 

disso, estes mediadores atuam, de maneira concentração dependente como a insulina, 

aumentando a incorporação de glicose para formar glicogênio (Ponteies et al., 2000; 

Huang et al., 1993). Além disso, Huang e colaboradores (1993) demonstraram que o 

análogo do db-DCI o d-quiroinositol (DCI) reduz agudamente os níveis glicêmicos dc 

animais diabéticos por estrptozotocina.
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O tratamento com db-DCI reduziu também signifícativamente a 48,1% o nível 

de triglicerídeos dos animais diabéticos tratados (Tabela 2). Lundman e colaboradores 

(1997 e 2001), demonstram que a hipertrigliceridemia (HTG) está associada com 

disfunção endotelial c aumento da concentração plasmática dc dimelilarginina 

assimétrica (ADMA), um inibidor endógeno da óxido nítrico sintetase. Essa 

dislipidemia é mantida também por radicais livres (RL), pois estes promovem a 

redução da ação de lipases no endotélio de capilares contribuindo para a manutenção 

deste perfil dislipidêmico, além de diminuir o nível de HDL nos receptores de insulina 

na diabetes tipo II e favorecer à formação de produtos de lipoperoxidação (Laight et 

al., 2000; Pinkney et al., 1997). Desde que a HTG passou a ser considerada como fator 

de risco individual para a disfunção endotelial, principalmente quando associada a 

hiperglicemia, a redução signifícante na HTG, demonstrada no grupo tratado com db- 

DCI teria efeitos benéficos na preservação da função endotelial. Vale salientar ainda 

que o trtamento com db-DCI promoveu um leve incremento nos níveis de HDL 

(Tabela 2), demonstrando mais uma ação benéfica deste composto no que diz respeito 

à dislipidemia.

O aumento dos fatores de risco, hipertrigliceridemia e hiperglicemia, pode ser o 

responsável pelo leve incremento pressórico observado, em nosso estudo, nos animais 

diabéticos tratados com salina. Outros estudos mostram que o aumento na formação de 

RL por estes fatores de risco promove o bloqueio da via NO-GMPc, que pode também 

ser acompanhado na diabetes por síntese reduzida de prostaciclina, bloqueando assim 

dois dos principais responsáveis pela manutenção do tônus vasorelaxante (Sobrevia & 

Mann, 1997; Ono et al., 1988). Este efeito está associado ainda, a uma manutenção ou 

mesmo aumento da formação de agentes vasoconstritores (Tesfamariam, 1993), 

justificando assim o aumento da pressão' na diabetes.

O tratamento com db-DCI bloqueou este incremento na pressão arterial, após 

um mês de indução da diabetes (Tabela 2). A explicação para este efeito pode estar 

relacionada a dois mecanismos distintos: à correção parcial da disfunção metabólica 
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diabética ou uma ação direta dos inositois sob o estresse oxidativo desencadeado pelos 

fatores de risco.

O bloqueio do relaxamento endotélio-dependente em tecidos de animais 

diabéticos já foi demonstrado tanto em vasos de condutância como de resistência 

(Nascimento et al., 2003; Forti eFonteles, 1998; Rodriguez-Manas et al., 1998; Hattori 

et al., 1991; Kamata et al., 1989). Os dados obtidos em nosso laboratório confirmam 

essa atenuação nos anéis de aorta (vasos de condutância) (Figuras I I, 14 e 15) e nos 

leitos arteriolares mesentérico e renal (vasos de resistência) (Figuras 10, 12 e 13). Em 

contraste, o relaxamento induzido por nitroprussiato de sódio, um agonista endotélio- 

independente, produziu um relaxamento sustentado em ambos os controles, 

normoglicêmico e diabético, assim como nos animais tratados (Tabelas 3-8), o que 

corrobora com achados anteriores que relatam que a resposta relaxante a 

vasodilatadores endotélio-dependentes está especificamente alterada em vasos 

diabéticos (Hattori et al., 1991).

Por outro lado, resultados obtidos com o tratamento de ratos diabéticos por 

aloxana com db-DCI durante 4 semanas, mostram uma maior sensibilidade ao 

vasodilatador endotélio-dependente e uma maior queda na pressão de perfusão nos 

LAM (Figura 10), assim como uma resposta máxima endotélio-dependente mais 

acentuada em anéis de aorta de ratos hiperglicêmicos tratados com db-DCI, quando 

comparados ao grupo de ratos hiperglicêmicos tratados com salina ou mioinositol 

(Figura 11). Estes dados demonstram a capacidade preventiva dos inositois em reduzir 

a agressividade da vasculopatia diabética.

Similarmente, os testes in vitro realizados para se avaliar a função endotelial, 

mostram a recuperação do relaxamento endotélio-dependente em todos os tecidos 

testados, induzida pela incubação do db-DCI (Figuras 12-15). Este estudo denota a 

habilidade curativa desta molécula em reverter parcialmente a disfunção endotelial 

associada à diabetes.
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Provavelmente esta sensibilidade maior do db-DCI se deva ao grupamento 

butiril do composto que proporciona maor liipossoíubííidadc c consequentemente uma 

maior disponibilidade do mediador insulínico no espaço intracelular. O mecanismo 

pelo qual estes mediadores aumentam a capacidade vasorelaxante relacionada à 

integridade do endotélio, ainda não está elucidado. No entanto, pode estar associado a 

uma melhor utilização da glicose, uma vez que estes compostos atuam como um 

mediador da ação da insulina e operam em conjunto com a cascata da tirosina quinase 

(Larner et al., 1990). Este mecanismo diminuiría os efeitos deletérios da hiperglicemia 

como aumento do estresse oxidativo, da formação de prostanóides vasoconstritores, 

ativação de Proteína quinase C, incremento da via dos polióis, produção de AGEs, 

entre outros (Beownlee, 2001; Tesfamarim et al,. 1990 e 1992; Gupta et al., 1992).

Bailey (2000) relata que agentes que proporcionam uma maior sensibilidade à 

insulina ou mimetizam a ação deste hormônio podem ser bastante eficazes, 

especialmente no que diz respeito à resistência insulínica da diabetes tipo II. Podemos 

citar como exemplo deste efeito a ação da metformina que promove uma maior 

sensibilidade à insulina e melhora a função endotelial por inibir a atividade da tirosina 

fosfatase para estimular o receptor de insulina tirosina quinase (Holland et al., 2004; 

Katakam et al., 2000).

No entanto, a redução dos fatores de risco, hiperglicemia e hipertrigliceridemia, 

promovida pelo tratamento com os inositóis foi apenas de caráter parcial. Esta, redução 

não foi suficiente para bloquear o surgimento da disfunção endotelial, quando 

comparado com animais diabéticos ou normoglicêmicos. Assim, o efeito dos inositóis 

pode estar relacionado a uma ação antioxidante direta, o que reduziría o dano 

endotelial, exercido por espécies de radicais livres (RL). O dano oxidativo é um 

determinante no desenvolvimento das complicações diabéticas (Brownlee, 2001; 

Nishikawa et al., 2000; Giugliano et al., 1996; Tesfamarin, 1994; Baynes, 1991; 

Wohaleb e Godin, 1987; Wolff, 1987).
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Evidências recentes comprovam o pape! dos radicais livres (RL) na atenuação 

da vasodilatação endotélio-dependente observada na diabetes (Laight et al., 2000). 

Além de outros fatores esta disfunção do endotélio associada à formação de ERO é 

proveniente da diminuição na liberação, produção e da biodisponibilidade reduzida do 

NO, resultantes de sua rápida inativação pelo radical superóxido (Van Etten et al., 

2002; Darley-Usmar & White, 1997; Pieper, 1997; Gryglewski et al., 1986). O NO per 

se tem importantes atividades antioxidantes na parede vascular, incluindo “scavenger” 

do ânion superóxido e a inibção da lipoperoxidação (Laight et al., 2000). Qualquer 

distúrbio na via de sinalização do NO tem implicações patológicas importantes para a 

progressão da doença macroangiopática na diabetes, resultando de uma desregulação 

do tônus vascular, proliferação, agregação plaquetária, coagulação, fibrinólise, adesão 

dc leucócitos, permeabilidade vascular e oxidação lipoprotéica (Laight 1999). Muitas 

desses efeitos pro-aterogênicos podem ser desencadeadas pela hiperglicemia, que por 

diversos mecanismos promove a inativação do NO e estresse oxidativo endotelial 

(Laight 1999; Taniguchi et al., 1996; Stehouwer et al., 1997), acompanhados ainda da 

diminuição da atividade do sistema antioxidante celular o que desbalanceia ainda mais 

o status redox celular (Gil-del Valle et al., 2005; Diplock, 1994).

A biodisponibilidade do NO para estimular GMPc depende do rendimento de 

sua produção pela eNOS assim como da atuação “scavenger” dc NO realizada pelo 

superóxido. Os efeitos da diabetes na expressão de eNOS e produção de NO são 

controversos. Estudos anteriores relatam uma expressão aumentada (Cai et al., 2005; 

Coscntino et al., 2003; Zou et al., 2002), diminuída (Brownlee., 2001; Ding ei af, 

2000; Meininger et al., 2000) e inalterada (Mancusi et al., 1996) da proteína eNOS in 

vilro, em cultura de células endoteliais expostas agudamente a uma alta concentração 

de glicose. No entanto, dados prévios concordam que é o desacoplamento da eNOS, 

isto é, a disfunção desta, que pode contribuir para uma produção reduzida de NO e 

produção aumentada de RL (Stuehr & Griffith, 1992). Cai e colaboradores (2005) 

demonstram que a hiperglicemia promove uma disfunção da eNOS e deficiência de 

BH4. A perda de BH4 parece ser um fator no desacoplamento de eNOS (Katusic, 

2001), devido a uma transferência de elétrons do domínio redutase para o domínio 
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oxigenase da enzima, que são desviados para espécies de oxigênio moleculares em 

lugar da L-arginina (Vasquez-Vivar et ai., 1998; Xia et al., 1998). Este processo 

promove uma produção preferencial de ERO em detrimento da produção de NO.

O aumento de RL não somente sequestra e desativa NO, como forma 

peroxinitrito (Zou et al., 2002). O NO reage com o superóxido em uma rápida reação 

de difusão para formar peroxinitrito (ONOO') (Nanobashvili et al., 2004). A formação 

dc peroxinitrito, um poderoso oxidante, tem duas importantes consequências para os 

sistemas biológicos: a perda da bioatividade do NO e a oxidação de uma larga 

variedade de moléculas biológicas (Kosak et al., 2005). O peroxinitrito pode também 

reagir com NO para formar o radical dióxido de nitrogênio, nitritos, e oxidar a BH4 a 

BH?, e subsequentemente a BH2 (Laursen et al., 2001). BH2 pode ainda competir com a 

L-arginina pela eNOS, resultando em dano acelerado ainda maior à bioatividade da 

eNOS (Vasquez-Vivar et al., 2002) e consequente dano endotelial.

Esta relação entre RL e DE pode ser comprovada ainda por estudos que 

demonstram uma diminuição da expressão de SOD, enzima antioxidante associada à 

eliminação do ânion superóxido, em aortas de animais diabéticos (Kobayashi & 

Kamata, 1999) e que a expressão aumentada de SOD pode restaurar a função de vasos 

diabéticos (Zanetti et al., 2001). A SOD reverte também a disfunção endotelial cm 

arteríolas renais e o tempol, um similar da SOD, também melhora a resposta endotélio- 

dependente à ACh em arteríolas aferentes renais de coelhos diabéticos (Ohishi & 

Carmines, 1995).

A atividade da eNOS, foi investigada em nosso trabalho, com o auxílio do L- 

NAME, um inibidor desta enzima,, em- anéis de aorta. O L-NA.M.E ao bloquear a 

liberação de NO pela eNOS promove um incremento no tônus contrátil do vaso. A 

adição de L-NAME promoveu uma contração expressivamente reduzida em anéis de 

aorta de animais diabéticos quando comparados à resposta de anéis de animais 

euglicêmicos. A incubação dos inositois restaurou parcialmente a contração induzida 

por L-NAME (Figura 16), demonstrando uma atividade de eNOS aumentada. No 
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entanto, o mecanismo deste processo ainda não está esclarecido, porém pode estar 

relacionado a ação direta destes inositóis no combate à produção de RL como 

discutiremos posteriormente.

A ação do NO foi então investigada em anéis de aorta. O relaxamento 

promovido pela adição de IpM de NO foi severamente reduzido em anéis de aorta de 

animais diabéticos (Figura 17), indicando a existência de um mecanismo de inativação 

do NO, como o estresse oxidativo, ou uma diminuição da atividade da guanilato 

ciciase.

Vários estudos demonstram que a SOD melhora o relaxamento endotélio- 

dependente mediado por NO em vasos de animais diabéticos (Rodriguez-Manas et al., 

1998; Diederich et al., 1994; Hattori et al., 1991). A utilização da SOD como controle 

positivo em nosso trabalho confirma estes achados prévios, ou seja, com a incubação 

de SOD houve um incremento no relaxamento induzido por NO exógeno, mostrando 

que a desativação do superóxido está diretamente relacionada ao aumento da 

bioatividade do NO. Com a incubação dos inositóis testados, o relaxamento induzido 

por NO também foi restaurado sendo que a adição de db-DCI (lOpM) restaurou a 

resposta vasoreiaxante ao NO para nível normal (Figura 17). Demonstrando que os 

inositóis também podem aumentar a bioatividade do NO, por um provável mecanismo 

antioxidante.

Na tentativa de avaliar a fundo este mecanismo, nós investigamos o possível 

efeito dos inositóis adicionados a um meio com alta concentração de RL formados em 

um sistema “in vitro” por oxidação de xantina com xantina oxidase, que representa 

uma fonte de produção de ânion superóxido (Benov & Fridovich, 2002). Para se 

avaliar o nível de superóxido utilizamos o nitro-substituto arómatico, azul de 

nitrotetrazólio (NBT), que pode ser reduzido pelo superóxido via reações de 

transferência de um elétron e formar diformazan (Tarpey & Fridovich, 2001).
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A adição de salina ao meio com alta concentração de superóxido, não 

proporcionou mudanças na redução de NBT, indicando nenhuma alteração no nível de 

superóxido gerado pelo sistema oxidante. Com adição de SOD ao meio, a reação de 

redução de NBT foi completamente reduzida ao nível basal, demonstrando uma 

completa eliminação de ânion superóxido. Similarmente, a adição dos inositois em 

concentrações de caráter submicromolar também resultaram na eliminação de 

superóxido (Figura 18). Novamente, o db-DCI foi mais efetivo que o mio-INS. Este 

achado também sugere, porém não prova ainda, que os inositois agem como 

antioxidantes.

O nosso próximo passo foi avaliar este possível efeito antioxidante dos inositois 

cm cultura de células endoteliais. Neste estudo utilizamos o DCI e o db-DCI. 

Investigamos o efeito dos inositois em células endoteliais incubadas em alta 

concentração de glicose, a qual é responsável por promover elevados níveis de RL. Ao 

se transferir células endoteliais de bovino de um meio com concentração de glicose 

normal (5mM) e incubá-las em um meio com alta concentração de glicose (25m.M), a 

concentração de RL aumentou 2-3 vezes. A adição de DCI e db-DCI em concentração 

de 1,5 a 10 mM reduziu o nível de RL para o basal de forma dose-dependente, com o 

db-DCI sendo mais efetivo que o DCI (Figura 19). Este achado demonstra que os 

inositois são “scavengers” de ROS e sugere, porém não prova, sua atuação como 

antioxidantes. Claramente os inositois são efetivos tanto na cultura de células como in 

vitro, em reduzir o incremento na produção de RL de maneira dose-dependente.

Além disso, nós investigamos a ação dos inositois na possível proteção dos 

sistemas de sinalização do NO. Anéis de aorta de ratos controle, diabéticos tratados 

com salina e diabéticos tratados com inositois por um mês foram examinados por meio 

de imunohistoquímica para avaliar a produção de nitrotióis e nitrotirosina, produtos 

finais da sinalização do NO em proteínas. Os achados obtidos demonstram que a 

coloração vista no endotélio de anéis de aorta foi marcadamente reduzida nos animais 

diabéticos não tratados. A administração oral dos inositois protegeu a via de 

sinalização do NO como demonstrado pelo aumento da coloração vista cm anéis dc 
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animais tratados, nos quais esta foi essencialmente restaurada ao nível normal (Figura 

20). Vale salientar que a coloração subendotelial vista no grupo controle euglicêmico 

foi também observada no grupo tratado. Achado semelhante já foi relatado 

previamente por Gow e colaboradores (2002). Assim, os inositóis atuam cronicamente 

para preservar a sinalização do NO mediada pela manutenção da produção de 

nitrosotióis e niírotirosina.

A terapia antioxidante baseada na suplementação com preparações 

farmacêuticas de antioxidantes nutrientes c não-nutrientes, pode conferir benefícios 

cardiovasculares e metabólicos na diabetes (Timirni et al., 1998; Ting et al., 1996; 

Keegan et al., 1995). Este tema tem sido bastante discutido em virtude do 

conhecimento dos fatores que cercam o estresse oxidativo, além de estar ancorado à 

evidência da redução da defesa antioxidante na diabetes. Achados experimentais 

afirmam que antioxidantes melhoram a vasodilatação endotélio-dependente e a 

sensibilidade à insulina (Nascimento et al., 2003; Mattia et al., 2003). Dados 

epidemiológicos expressam ainda uma forte associação entre a dieta com nutrientes 

antioxidantes e a proteção contra a doença cardiovascular. Experimentos utilizando 

antioxidantes naturalmente produzidos incluindo vitamina E, vitamina C, beta- 

caroteno e selênio, mostraram banefícios cardiovasculares, onde se apresentavam 

como potenciais nutracêuticos (Laight et al., 2001).

De acordo com o nosso estudo, o benefício do db-DCI na disfunção endotelial 

presente na diabetes parece ser decorrente de uma ação hipoglicemiante associada a 

uma ação antioxidante direta removendo radicais livres ou até mesmo pode estar 

regulando a atividade da eNOS aumentando a disponibilidade de cofatores. Estudos 

demontram que a glicazida, um agente hipoglicemiante oral, apresenta propriedades 

antioxidantes e reverte a disfunção endotelial ocorrente na diabetes (Mattia et al., 

2003). Outros dados mostram que a insulina pode induzir o vasorelaxamento 

dependente de NO e aumentar a expressão de eNOS em cultura de células por ativação 

da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3) (Kuboki et al., 2000; Steimber & Boron, 1999). 

Os mecanismos relacionados a este efeito da insulina sob a via da eNOS - guanilato 
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ciclase solúvel pode incluir a formação reduzida de RL e ativação diminuída de 

proteína quiinase C, assim como o incremento no metabolismo de lipoproteínas 

(Zanetti et al., 2005).

O nosso estudo apresentou importantes implicações para estratégias terapêuticas 

tanto com relação à prevenção como à redução de complicações associadas a diabetes. 

A provável atuação do db-DCI corno “scavenger” de radicais livres, reduzindo a 

inativação de NO, consequentemente aumentando sua biodisponibilidade, sugere este 

composto como um últil adjuvante na prevenção e no combate a uma exposição 

crônica a RL na diabetes. A confirmação deste efeito em estudos clínicos, como 

tambcm na obtenção dc valores de TRAP (lotai radica! irappmg aatioxidant 

parameter) após o tratamento com db-DCI, poderá fornecer urna indicação adicional 

para o tratamento da diabetes mellitus.
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6. Conclusões

a Os animais diabéticos por aloxana que não foram tratados apresentaram uma 

disfunção endotelial nos vasos de resistência e condutância com um percentual 

de mais de 50%;

" O tratamento oral com db-DCI reduz o incremento pressórico presente nos 

controles diabéticos;

» O tratamento com db-DCI reduz parcialmcnte o dcsbalanço metabólico 

ocorrente na diabetes;

8 O db-DCI previne parcialmente a disfunção endotelial em ratos diabéticos;

* O db-DCI reverte agudamente de forma parcial a disfunção endotelial em ratos 

diabéticos;
■ O db-DCI incrementa o relaxamento induzida pelo óxido nítrico de maneira 

dose dependente;

■ O db-DCI atua como “scavenger” de RL tanto em ambiente rico em glicose 

como oriundos do sistema enzimático XA/XO;

E O db-DCI atua melhorando a sinalização do NO, aumentando os produtos finais 

de sua ativação.

B Dessa forma podemos sugerir que a reversão da disfunção endotelial em 

animais diabéticos, proporcionada pelo tratamento com 3,4-dibutiril-D- 

quiroinositol, seja derivada de uma redução dos parêmetros metabólicos 

associada a uma ação antioxidante direta.
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