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RESUMO

Efeito do 3,4-dibutiril-D-quiroinositol na disfuncio endotelial da Diabetes
Mellitus

Lucilia Maria Abreu Lessa

Orientador: Manasses Claudino Fonteles

A disfuncdo endotelial (DE) é uma caracteristica comum de diversas patologias
com riscos cardiovasculares, incluindo diabetes. Hiperglicemia e hiperlipidemia
claramente sdo fatores predisponentes. Recentemente, a produgdo mitocondrial de
superoxido (RL), com hiperglicemia e hiperlipidemia, mostrou também ser um evento
chave relacionado a complicagbes diabéticas. Componentes de inositol de um
mediador putativo inositolglicano da ag¢fio da insulina denominado, D-quiro-inositol
(DCI) tem demonstrado efeitos metabolicos similares aos da insulina in vivo. NOs
testamos a hipdtese que um derivado sintético mais lipossoluvel do DCI o 3,4-
dibutiril-D-quiroinositol (db-DCI) poderia prevenir ou reverter a DE em ratos ¢
coelhos diabéticos por aloxana apods 4 semanas da indugdo. Também comparamos o
efeito do db-DCI ao do mioinositol (mio-INS) (inositol endogeno). O db-DCI
administrado por via oral reduziu a hiperglicemia e hipertrigliceridemia a31,14£3,7% ¢
60,9+5,8%, respectivamente. A administra¢8o oral cronica preveniu a DE em anéis de
aorta e leitos arteriolares mesentéricos. A administragio aguda dos inositdis in vitro
(uma hora), para todos os tecidos estudados, reverten a DE. A potenciagdo do
relaxamento induzido por 6xido nitrico (NO) pela superdxido dismutase (SOD) e pelos
inositois foi também demonstrada em tecidos diabéticos. Dois inositois, DCl e db-DCI
diminuiram a nivel controle a formagéo elevada de radicais livres (RL) em células
endoteliais pos-incubagfo em alta concentracdo de glicose, de maneira dose-
dependente em concentragBes de carater submicromolar. A reducfio de azul de
nitrotetrazdlio (NBT) por superoxido gerado por um sistema xantina/xantina oxidase
foi prevenida tanto em presenga de SOD como na dos inositds. A imunohistoquimica
de anéis de aorta para nitrosotiois e nitrotirosina demonstrou uma diminuicio em anéis
diabéticos e uma restauragio com a administragdo de inositdis. Concluindo, os
inositois testados preveniram e reverteram a DE em vasos de resisténcia e condutincia
de ratos e coclhos diabéticos, reduzindo RL em células endoteliais e preveniram a
sinalizagdo do NO. Estes efeitos positivos estdo provavelmente relacionados tanto a
atividade metabolica como a de “scavenger” dos inositdis. De cada inositol testado o
db-DCI foi mais efetivo.
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ABSTRACT

Effects of 3,4-dibutyryl D-chiro-inositol on endothelial dysfunction of Diabetes
Mellitus

Lucilia Maria Abreu Lessa

Superviser: Manassés Claudino Fonteles

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
related to diabetic complications. 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) would prevent 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-INS) (endogenous inositol). Endothelium-dependent versus  endothelium-
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% ¢ 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 inositols was also demonstrated in diabetic tissues. Two inositols 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 reduction 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 reduction 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-DCIL In summary, all inositols 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 inositols tested db-DCI was
the most effective.
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1. INTRODUCAO

1.1 Apresentacio

A diabetes mellitus ¢ definida como uma sindrome de etiologia maltipla,
decorrente da falta de insulina, e/ou da incapacidade desta de exercer adequadamente
seus efeitos. Caracteriza-se por hiperglicemia cronica, frequentemente acompanhada
de dislipidemia, hipertensdo arterial e disfunc¢do endotelial (Consenso em Diabetes,
SBD,2002). Hoje, esta patologia € considerada um importante problema de satde
publica. Sua incidéncia e prevaléncia vém aumentando, alcangando propogdes
epidémicas. Esta associada a complicagdes que comprometem a produtividade, a
qualidade de vida ¢ a sobrevida dos individuos. Além disso, acarreta altos custos para

o0 seu controle metabdlico e tratamento de suas complicagdes.

Esta sindrome ¢ caracterizada por um descontrole no metabolismo da glicose
desencadeando uma caracteristica hiperglicemia cronica. A insulina tem o papel de
regulador primario da concentragio sanguinea de glicose, dessa forma, tanto na
diabetes tipo I, onde ha auséncia total de insulina, como na diabetes tipo II, onde
comumente ocorre resisténcia a insulina, a regulacdo deste hormoénio estd também

diretamente relacionada aos mecanismos que rodeiam a fisiopatologia da diabetes.

A doenga cardiovascular ¢ a principal responsavel pela reducio da sobrevida de
pacientes diabéticos, sendo a causa mais freqiiente de mortalidade (Panzram, 1987). O
aumento da mortalidade cardiovascular dos pacientes diabéticos esta relacionado ao
estado diabético per se e a agregacio de varios fatores de risco cardiovasculares, como
obesidade, hipertensio arterial e dislipidemia, entre outros. O esquema terapéutico
para diabetes deve levar em consideragio a presenca destes fatores de risco. A
disfung¢do endotelial é um ponto crucial para o desenvolvimento das complicacSes
associadas a esses fatores de risco, especialmente na diabetes. O endotélio atua como

alvo e mediador da microangiopatia diabética.



Nesta patologia ocorre desenvolvimento da microangiopatia especifica na
retina, glomérulo renal e nervos periféricos que proporciona a ocorréncia de ceguetra,
doenca renal e neuropatias debilitantes. Uma alteracfo constante na fungdo vascular
durante a diabetes é a diminui¢io da atividade de vasodilatadores oriundos do
endotélio, tais como 6xido nitrico, e uma atividade aumentada de vasoconstritores, tais
como angiotensina Il ¢ endotelina I (Ginsberg ¢ Huang, 2000; Wei et al., 1998; Cohen,

1993).

Em artérias de animais diabéticos, a disfuncfio endotelial parece envolver tanto
resisténcia insulinica como hiperglicemia (Hsueh e Law, 1998; Tesfamariam ¢ Cohen,
1992). A atenuagio das respostas a vasorelaxantes dependentes do endotélio tem sido
demonstrada em anéis isolados de aorta (Nascimento et al., 2003; Rodriguez-Mahas et
al., 1998; Hattori et al., 1991; Kamata et al., 1989) e na vasculatura renal de animais
diabéticos (Nascimento et al., 2003; Costa ¢ Forti ¢ Fonteles, 1998), indicando que
tanto vasos de condutincia como de resisténcia sdo afetados pela disfuncio do

endotélio.

Dessa forma, a importincia das complicagBes vasculares nos indices de
morbidade e mortalidade na diabetes mellitus € singular. Assim, o endotélio representa
tanto um forte alvo terapéutico como também a avaliacio da sua funcdo pode fornecer
o grau de desenvolvimento das complicagGes diabéticas. A alteracdo da
vasoreatividade endotélio-dependente tornou-se nas ultimas décadas a medida mais
utilizada para verificar a fungdo/disfungio endotelial tanto no campo de pesquisa
basico como no campo clinico em humanos e animais. A avaliacdo da fungdo
endotelial pode ser estimada indiretamente medindo-se a vasodilatagdo endotélio-
dependente e os niveis plasmaticos de proteinas regulatorias 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 et al., 1991; Vane et al., 1990).
Na diabetes tipo II tem-se demonstrado que a diminui¢do da vasodilatagdo endotélio-
dependente ¢ um marcador mais sensivel de disfuncdo endotelial do que os niveis

plasmaticos 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 € um fator contribuinte
no desenvolvimento de complicagdes da diabetes (Nascimento et al., 2003; Giugiiano
et al., 1996; Tesfamariam, 1994; Baynes, 1991; Wolff, 1987). Apesar da origem deste
estresse oxidativo ndo estar totalmente definida, estd claro que a formagéo de radicais
livres (RL), incluindo Anion superoxido pode estar elevada tanto na diabete tipo I (Gil-
del Valle et al., 2005) como na tipo Il e até mesmo durante o estado de intolerancia a
glicose (Ceriello et al., 1998). Alguns estudos demostram, por exemplo, uma atividade
diminuida de enzimas antioxidantes e aumento dos marcadores celulares de
lipoperoxidagio no cortex renal de animais diabéticos (Dincer et al., 2002; Jachec et

al., 2002).

Existem grandes evidéncias que suportam um papel importante para os radicais
livres na atenuagdo da vasodilatagio endotélio-dependente observada em uma
variedade de preparagdes vasculares, isoladas de animais experimentais diabéticos
(Nascimento et al., 2003; Rosen et al., 1995; Keegan et al., 1995; Hattori et al., 1991,
Diederich et al., 1994; Tesfamariam, 1993; Langenstroer e Pieper; Pieper ¢ Gross,
1988). Acredita-se que esta disfungdo envolve principalmente uma biodisponibilidade
reduzida do oOxido nitrico (NO), oriunda de sua rapida inativacdo pelo radical
superoxido (Darley-Usmar ¢ White, 1997; Gryglewski et al, 1986). Zanetti ¢
colaboradores (2001) confirmam esta relagdo demonstrando que uma transferéncia de
gene proporcionando o aumento da expressio de isoformas de superdxido dismutase
(SOD) reverte a disfungio endotelial em aortas diabéticas, pois a SOD se contrapde a
inativagdo do NO, aumentando sua atividade (Ohishi e Carmines, 1995). Além disso,
ja estd claro que a disfuncdo endotelial estd acompanhada por uma diminui¢do da

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

Além de se atribuir a diminuicfo da biodisponibilidade do NO a sua inativagio
por agentes como © anion superdxido, outro fator que poderia contribuir seria uma
alteracio no processo da formagdo de NO (Meininger et al.,, 2000). Shafiei e

colaboradores (2003) demonstraram em experimentos com imunohistoquimica que a



atividade da enzima NO sintetase {(catalisa a reagdo de formac8io do NO convertendo
L-arginina a NO e citrulina) esta diminufda em células endoteliais de aorta de animais
diabéticos. Assim o acesso & atividade da enzima NO sintetase, pode ajudar a verificar
um possivel defeito a nivel das células endoteliais e prover mais conhecimentos no

intuito de se encontrar vias para se prevenir ou até mesmo tratar a disfunc¢do endotelial

na diabetes,

Um sistema de sinalizag¢fo intracelular da insulina envolvendo a intermediagéo
de moléculas conhecidas como mediadores putativos da insulina tem sido proposto
operar em conjunto com a cascata da tirosina quinase (Larner et al., 1990). Estes
mediadores putativos sfo formados por moléculas de inositolfosfoglicanos, como
exemplo o mioinositol, o D-quiro-inositol e o pinitol, encontrados tanto em tecidos
animais como vegetais. Esses inositdis, especialmente o D-quiro-inositol, apresentam
atividade hipoglicemiante, além de mimetizar diversos efeitos associados a agio da
insulina e reverter parcialmente a disfun¢io endotelial desenvolvida com a diabetes. O
3,4-dibutiril-D-quiro-inositol é um analogo sintético do D-quiro-inositol, que foi
sintetizado com a intengdo de aumentar sua retencdo devido a maior lipossolubilidade.
Dessa forma, acredita-se que os efeitos benéficos desta nova molécula poderio ser

malis eficazes e duradouros.

Neste trabalho de dissertagio de mestrado salientamos o0s mecanismos
responsaveis pelas complicagGes associadas a diabetes mellitus, bem como oferecemos
uma perspectiva direcionada a terapéutica dessa enfermidade, abordando os efeitos da
vasculopatia especialmente associados ao estresse oxidativo. A hipodtese testada no
nosso trabalho ¢ que o 3,4-dibutiril-D-quiro-inositol pode reverter a disfuncio
endotelial na diabetes e atuar como um potencial antioxidante no combate as

complicagdes relacionadas a esta sindrome,
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1.2 Aspectos gerais da Diabetes

A diabetes mellitus (DM), uma doenga metabolica causada por uma deficiéncia
na secrecio de insulina pancreatica e/ou dano na responsividade do tecido a insulina,
afeta a funcio de varios musculos lisos a medida em que o quadro se complica.
Pacientes diabéticos estio particularmente sujeitos a desordens cardiovasculares,
incluindo micro e macroangiopatia, arteriosclerose, insuficiéncia cardiaca congestiva e
hipertensdo (Garcia et al.,1974; Jarrett, 1989). A taxa de mortalidade em decorréncia
de doencas cardiovasculares ¢ quase trés vezes maior em pacientes diabéticos que na

populacido em geral (Jarrett, 1989).

A diabetes acomete um grande numero de pessoas de todos os niveis sociais,
em todo o mundo. Em um quadro n3o tratado, a diabetes mellitus € reconhecida por
uma elevagio cronica do nivel de glicose no sangue. Este pardmetro € algumas vezes
acompanhado por sintomas como sede severa, micgdo profusa, polifagia, perda de
peso, e estupor. A elevada concentragdo de glicose sanguinea e outras anormalidades
bioquimicas resultam da deficiéncia nas células  do pancreas endocrino efou da
diminui¢do 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 niumero de pessoas
diagnosticadas com diabetes por todo mundo. Mudangas pronunciadas no ambiente do
homem e na sua conduta e estilo de vida, tem acompanhado a globalizagio, e isto tem

resultado em taxas crescentes tanto de diabetes como obesidade.

passando por estagios intermediarios que recebem as denominagSes de glicemia de
jejum alterada e tolerdncia a glicose diminuida. O primeiro representaria evidéncias
precoces de disfungdo da célula beta; o segundo, na presenca de glicemia de jejum
normal, representaria quadro de resisténcia insulinica. Na ocorréncia de ambos os

estagios, haveria um quadro misto, com maior risco para progressio da diabetes e



doenga cardiovascular (Davies et al., 2000). Os niveis glic€émicos respectivos para
cada estagio estdo descritos na tabela 1. Qualquer dos estagios, pré-clinico ou clinico,
podem progredir para o estado diabético ou reverter para a normalidade da tolerdncia a

glicose.

Tabela 1: Valores de glicose plasmatica (em mg/dl) para diagndstico de diabetes
mellitus e seus estagios pré-clinicos

CATEGORIA JEJUM 2H APOS 75G DE CASUAT
GLICOSE
Glicemia normal <110 <140
Tolerdncia a >110a <126 >140 a <200
glicose diminuida
Diabetes mellitus >126 >200 >200 {(com
sintomas classicos)

Fonte: Conseso Brasileiro de Diabetes, 2002

A classificagdo da diabetes mellitus atualmente recomendada (World Health
Organization (WHQO), 1999; Alberti ¢ Zimmet, 1998, Expert Committee, 1997)
incorpora o conceito de estagios clinicos da DM, desde a normalidade, passando paraa
tolerdncia a glicose diminuida e/ou glicemia de jejum alterada, até a DM propriamente

dita.

A diabetes mellitus do tipo I resulta primariamente da destruigdo das células
beta pancreaticas € tem tendéncia a cetoacidose. Inclui casos decorrentes de doenga
auto-imune e aqueles nos quais a causa da destrui¢do das células beta ndo € conhecida.
Corresponde a 5% a 10% do total de casos. A forma rapidamente progressiva €
comumente observada em criancas 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).



A diabetes mellitus do tipo 1l resulta, em geral, de graus veriaveis de resisténcia
a insulina ¢ deficiéncia relativa de secregdo de insulina. A maioria dos pacientes tem
excesso de peso e a cetoacidose ocorre apenas em situagdes especiais, como durante
infecgdes graves. O diagnostico, na maioria dos casos, € 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. E importante ressaltar que, nos Ultimos anos, a
incidéncia de diabetes do tipo II vem crescendo entre criancas e jovens nos Estados
Unidos, em associacdo ao aumento da obesidade (American Diabetes Association,

2000)

A epidemia diabética diz respeito paﬁicularmente a diabetes tipo II, presente
tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento. A perspectiva global de
pessoas com diabetes permite a estimativa de que em 2010 havera de 150 milhdes a
220 milhdes de diabéticos € 300 milhdes em 2025 (Amos et al., 1997). A maioria dos

casos sera de diabetes tipo 1, a qual estd4 fortemente associada com estilo de vida

sedentario e obesidade (Zimmet, 1999).

Apesar da diabetes tipo II ser numericamente mais prevalente na populacio
geral, a diabetes tipo I ¢ a doenga crénica mais comum em criancas. Porém, a
prevaléncia da diabetes tipo II vem aumentando em criancas e adolescentes, o padrdo

poderd 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 diagnostico priméario de internagio
hospitalar, a diabetes aparece como a sexta causa mais frequente e contribui de forma
significativa (30% a 50%) para outras causas como cardiopatia isquémica,
insuficiéncia cardiaca, colecistopatias, acidente vascular cerebral e hipertensio arterial
(Silvestre, 1997). A DM ¢ a principal causa de amputagdes de membros inferiores
(Spilchler et al., 1998), e cegueira adquirida, além de aproximadamente 26% dos
pacientes que ingressam em programas de didlise sdo diabéticos (Bruno & Gross,

2000).
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No perfodo de janciro de 1999 a junho de 2004 foram diagnosticadas no Brasil
mais de 730 mil pessoas com diabetes, dos quais 78% apresentavam diabetes tipo 11
No Ceara, neste mesmo periodo, foram diagnosticados mais de 24 mil casos com
diabetes mellitus (78% com DM tipo II), representando 0 nono estado no Brasil na

escala de prevaléncia desta sindrome (Ministério da Saude, 2004).

Medidas de prevengdo para a diabetes sdo alvos chave para reduzir o impacto
desfavoravel sobre a morbimortalidade prematura dos pacientes diabéticos (Zimmet,
2001), principalmente com relagdo as complicagdes macro e micriangiopaticas que
levam a distarbios cardiovasculares (Zimmet, 1999). Estd bem documentado que a
sindrome metabolica pode estar presente até dez anos antes da detecc@o de alteragdes
glicémicas, dessa forma, a preven¢dio ¢ combate aos fatores de risco € mais que

prudente.
1.3. Controle da glicemia e sinalizacfio da insulina

A concentragdo plasmatica de glicose permanece entre os limites estreitos de 4
a 7mM (72 — 126 mg/dl) em individuos normais, excluindo o periodo pos-prandial e o
de jejum. Este controle é governado pelo balango entre absorgio de glicose pelo
intestino, produgdo pelo figado, e captacio e metabolismo pelos tecidos periféricos. A
insulina aumenta a captagdo de glicose no musculo e tecido adiposo, e inibe a
producdo de glicose hepatica, assim tem o papel de regulador primario da
concentragdo sanguinea de glicose. A insulina também estimula o crescimento e
diferenciagdo celular, e promove a estocagem de substratos no tecido adiposo, figado e
musculo por estimular a lipogénesé; sintese proteica e de glicogénio, e inibir a lipdlise,
glicogenodlise e lise proteica. A resisténcia insulinica ou deficiéncia, resulta na
profunda desregulacdo desses processos, e produz elevacdo dos niveis pos-prandiais e

no jejum, de glicose e lipidio (Saltiel € Kahn, 2001).
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A insulina aumenta a captagdo de glicose pelas células por estimular a
translocagdo do transportador de glicose GLUT4 dos sitios intracelulares para a
superticie da célula. Mais de 75% da glicose disponivel dependente de insulina ocorre
no musculo esquelético, no entanto o tecido adiposo obtem apenas uma pequena
fracdo (Klip e Paquet, 1990). Além disso, camundongos desprovidos geneticamente do
receptor para insulina no musculo tém tolerdncia normal a glicose (Bruning, et al,,
1998), no entanto aqueles desprovidos do transportador de glicose sensivel a insulina
no TA tém intolerdncia a glicose, aparentemente devido a resisténcia insulinica
induzida no musculo ¢ figado (Abel, et al., 2001). Tanto obesidade como lipoatrofia
também causam resisténcia insulinica e predisposigdo a diabetes tipo 2, demonstrando
que o TA é crucial na regulacio do metabolismo além de sua habilidade de captar
glicose. Apesar da insulina nfo estimular a captagdo de glicose no figado, bloqueia a
glicogendlise e gliconeogénese, ¢ estimula a sintese de glicogénio, regulando assim 0s
niveis de glicose durante o jejum. A agfio da insulina em tecidos normalmente
considerados insenssiveis a esta, incluindo cérebro e células § do péncreas, pode
também ter papel importante na homeostase da glicose (Bruning, et al, 1998;

Kulkarni, et al., 1999).
1.3.1 Vias de sinalizacio da insulina

O receptor de insulina pertence a subfamilia de receptores tirosina quinase que
inclui o receptor do fator de crescimento insulina-simile (IGF)-1 e o receptor
relacionado ao receptor de insulina (IRR) (Patti e Kahn, 1998). Estes receptores sdo
proteinas tetraméricas consistindo de duas subunidades o e duas P que funcionam
como enzimas alostéricas nas quais a subunidade o provoca desrepressio da atividade
catalitica da subunidade B, seguida poruma tranfosforilagdo das subunidades B ¢ uma
mudanga conformacional que aumenta ainda mais a atividade catalitica (Patti e Kahn,
1998). A Insulina, os receptores IGF-1 e IRR podem formar hibridos funcionais;
assim, uma mutagio inibitéria em um receptor pode inibir a atividade de outros (Saltiel

e Kahn, 2001).



Na presenga de concentragdes de insulina que produzem efeitos maximos,
menos de 10% dos receptores estdo ocupados. Apos a sua agregagdo com a insulina,
agregam-se em grupos, ¢ os complexos de insulina-receptor sdo internalizados em
vesiculas, resultando em regulagiio decrescente, a insulina internalizada ¢ degradada
por lisossomos, enquanto os receptores sio reciclados para a membrana plasmatica. As
acdes metabolicas imediatas sio mediadas, em grande parte, através da alteragido do
estado das enzimas-chave pela ativagdo de uma cascata de quinases e fosfatases,
desencadeada pela atividade de tirosina quinase da subunidade B do receptor. As
proteinas de substrato do receptor de insulina (IRS) sofrem rapida foslorilagdo da
tirosina em resposta a insulina e ao IGF-1, mas n#o a outros fatores de crescimento que

atuam através das tirosinas quinases receptoras.

Pelo menos nove substratos intracelulares do receptor quinase de insulina/IGF-1
tém sido identificados. Quatro destes pertencem a familia das proteinas do substrato do
receptor de insulina (IRS) (White, 1998). As tirosinas fosforiladas nestes substratos
atuam como sitios ativadores para proteinas que contém dominios SH2 (Sre
homologia — 2). Muitas destas proteinas SH2 sdo adaptadores moleculares, tais como a
subunidade p85 regulatoria da fosfatidilinositol-3-quinase a qual ativa proteinas G
pequenas por ligagdo a fatores de troca de nucleotideos e exerce varios efeitos
importantes, incluindo recrutamento de transportadores da glicose sensiveis a insulina
(GLUT-4) do aparelho de Golgi para a membrana plasmatica nas células musculares e
adip6citos. Outras sdo as proprias enzimas, incluindo a fosfotirosina fosfatase SHP2 e
a tirosina quinase citoplasmatica Fyn. A ligacdo do substrato a essas proteinas SH2
pode regular suas atividades, ou em alguns casos sua localizagio subcelular. As
diferentes proteinas IRS exercem func¢des diferentes a nivel celular, provavelmente
devido a diferengas na distribuicdo ;facidual, localizagdo intracelular e atividade

intrinseca de proteinas (Saltiel e Kahn, 2001).

De acordo com Lamer ¢ Huang (1998), a elucidagdo das cascatas de
fosforilagdo ¢ insuficiente para explicar a diversidade de efeitos da insulina. A

existéncia de um mediador putativo para agio da insulina foi inicialmente proposta por



Lerner ¢ associados na base de uma dissociagdo de varias agdes da insulina, a qual
sugere que um segundo passo apoOs a ligagdo da insulina deve envolver vias

divergentes.

Estruturalmente esses mediadores s3o fosfoglicanos de inositois (IPGs)
derivados de lipidios de fosfatidilinositol glicosilicos (GPIs) ou proteinas ancoradas no
plasma ou outras membranas celulares (Low e Saltiel, 1988; Romero et al., 1988). A
teoria relacionada a a¢do dos mediadores associados a atividade da insulina implica em
um modelo de sinalizagdo do receptlor da insulina através tanto de tirosina quinase
como de proteinas G. Assim, a insulina se ligaria ao seu receptor ativando a cascata de
fosforilagio da tirosina quinase como também ativando grandes proteinas G com suas
trés subunidades afy. Estas grandes proteinas G ativam pequenas proteinas G por
mecanismos ainda ndo conhecidos, os quais, por sua vez, ativam fosfolipases de
membrana C e/ou D para clivar GPIs em IPGs soltveis em agua na superficie 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 autoécrino-paracrino e ativam a fosforilagdo da
tirosina do IRS por uma tirosina quinase celular, tal como Src, recrutada para a
membrana pelas subunidades By dissociadas de grandes proteinas G. A fosforilagdo da
tirosina do IRS mediada por IPGs constitui, entdo, um mecanismo de “cross-ialk”
com a cascata da tirosina quinase iniciada diretamente pela ligagdo da insulina ao seu

receptor.
1.4. Fisiopatologia da Diabetes Mellitus
1.4.1 Diabetes Mellitus Tipo 1
A diabetes mellitus tipo 1 ¢ uma discreta desordem e sua patogénese envolve

fatores ambientais que podem ativar mecanismos autoimunes em individuos

geneticamente susceptiveis, promovendo uma progressiva perda das células B das



Lerner e associados na base de uma dissociagdo de varias agdes da insulina, a qual
sugere que um segundo passo apds a ligagdo da insulina deve envolver vias

divergentes.

Estruturalmente esses mediadores sfo fosfoglicanos de inositéis (IPGs)
derivados de lipidios de fosfatidilinositol glicosilicos (GPIs) ou proteinas ancoradas no
plasma ou outras membranas celulares (Low e Saltiel, 1988; Romero et al., 1988). A
teoria relacionada & aciio dos mediadores associados a atividade da insulina implica em
um modelo de sinalizagio do receptor da insulina através tanto de tirosina quinase
como de proteinas G. Assim, a insulina se ligaria ao seu receptor ativando a cascata de
fosforilag@o da tirosina quinase como também ativando grandes proteinas G com suas
trés subunidades ofy. Estas grandes proteinas G ativam pequenas proteinas G por
mecanismos ainda ndo conhecidos, os quais, por sua vez, ativam fosfolipases de
membrana C e/ou D para clivar GPIs em IPGs soliveis em 4gua na superficie externa

da membrana (Larner e Huang, 1998).

De acordo com Larner ¢ Huang (1999) estes IPGs entram na célula de origem
ou células vizinhas por um mecanismo autécrino-paracrino ¢ ativam a fosforilagdo da
tirosina do IRS por uma tirosina quinase celular, tal como Src, recrutada para a
membrana pelas subunidades By dissociadas de grandes proteinas G. A fosforilagdo da
tirosina do IRS mediada por IPGs constitui, entdo, um mecanismo de “cross-ialk”
com a cascata da tirosina quinase iniciada diretamente pela ligagdo da insulina ao seu

receptor.
1.4. Fisiopatologia da Diabetes Mellitus
1.4.1 Diabetes Mellitus Tipo I
A diabetes mellitus tipo 1 € uma discreta desordem e sua patogénese envolve

fatores ambientais que podem ativar mecanismos autoimunes em individuos

geneticamente susceptiveis, promovendo uma progressiva perda das células § das



ilhotas pancreaticas (Harrison et al., 1999). Em véarios aspectos. tentativas de se
determinar a etiologia da diabetes tipo I tém fracassado, apesar de décadas de pesquisa
(Harrison et al., 1999; Atkinson & Maclaren, 1994). A predisposi¢do ¢ mediada por
um numero de genes que interagem com o ambiente de uma maneira complexa

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

Nas tltimas décadas tém-se especulado que os fatores ambientais que propiciam
a ocorréncia da diabetes tipo I em individuos geneticamente susceptiveis, possam estar
relacionados a: infecgBes virais (p.ex. coxsackie, citomegalovirus); dieta inicial da
crianga (substitui¢do precoce da amamentacio pelo leite de vaca); infecgdes prenatais;
toxinas (p.ex. nitrosaminas, bafilomicina, concanamicina A); administragiio de vacinas
entre outros. Vale salientar que nenhuma evidéncia clara do papel de quaisquer desses
agentes tem sido estabelecida. No entanto tem sido determinada uma associacio
consistente de genes associados ao HLA (human leukocyte antigen) como de genes

nfo associados, a predisposi¢gdo da DM tipo [ (Zimmet et al., 2001).

A identifica¢do da natureza dos agentes ambientais que causam esta injiria se
torna ainda mais dificil devido ao longo periodo entre a exposico e o
desenvolvimento da hiperglicemia, a complexa genética da doenca, e o carater

multiplo de insultos necessarios para se desenvolver a doenga (Zimmet et al., 2001).
1.4.2. Diabetes Mellitus Tipo 11

A DM tipo Il uma doenga multifatorial que mostra heterogeneidade em muitos
aspectos (Groop, 1997). Tipicamente, a resisténcia insulinica € uma caracteristica
inicial desta condi¢fio, a qual é inicialmente compensada em parte pelo aumento da
produgdo de insulina pelas células B pancreaticas (hiperinsulinemia) (DeFronzo,
1997). Subsequentemente, a medida que estas células B se tornam exaustas, os efeitos
combinados da resisténcia a insulina e do déficit de secregdo de insulina reduzem a
captagdo e utilizagio de glicose insulino-dependente no musculo esquelético e previne

a supressdo mediada pela insulina da sobrecarga de glicose hepatica (DeFronzo, 1997,



Polonsky et al., 1996). A deterioragio continuada do controle enddcrino exarceba este

distiirbio metabdlico e aumenta a hiperglicemia.

Os efeitos deletérios da hiperglicemia crénica (glicotoxicidade) se desenvolvem
pela glicagdo ndo enzimatica de proteinas, efeitos osmoticos e sequelas metabolicas,
mas a hiperglicemia nfo atua sozinha para causar as complicagdes crOnicas
caracteristicas da diabetes tipo Il (Brownlee, 1984; Vlassara, 1994). A situagdo e
composta por resisténcia insulinica, a qual se caracteriza por uma sindrome de fatores
de risco cardiovasculares (Reaven, 1995). Esta sindrome metabolica inclui obesidade,
hiperinsulinemia (pelo menos inicialmente na diabetes tipo 1II), hipertensio,
dislipidemia, arteriosclerose, microalbumintria, hipercoagulabilidade, assim como
hiperglicemia. Este novo paradigma relacionado a diabetes tipo [ também influencia a
terapia contemporinea para esta doenga, oferecendo novos alvos de combate e ndo

somente diminuir a hiperglicemia (Zimmet, 1999).

Existe um debate continuo a respeito da causa inicial para o desenvolvimento
desta sindrome. Fatores genéticos, obesidade visceral, resisténcia insulinica e
disfun¢do endotelial podem contribuir tanto isoladamente como em conjunto (Zimmet
et al., 1999). No entanto, ja € constatado que a morbidade e a mortalidade tanto na
diabetes tipo I como na do tipo II sdo causadas principalmente por suas complicacdes
vasculares (disfungdo endotelial) associadas ao aumento exacerbado do estresse

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

A possibilidade de se prevenir a diabetes tipo 1l por intervengdes que afetam o
estilo de vida das pessoas com alto risco para a doenga € agora o objetivo de um
grande numero de estudos; estes tém enfocado as pessoas com tolerdncia a glicose
diminuida (TGD). TGD ¢ definida como hiperglicemia (niveis de glicose
intermediarios entre normal e diabético) seguindo uma sobrecarga de glicose (World
Health Organization, 1999), ¢ afeta pelo menos 200 milhGes de pessoas em todo o
mundo. Representa um estagio chave na historia natural da diabetes tipo II j& que as

pessoas neste estdgio tém um maior risco futuro de desenvolver a doenga World



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). Glicemia de jejum alterada foi introduzida recentemente
como outra categoria do metabolismo anormal de glicose (World Health Organization,
1999: American Diabetes Association, 1997). Esta é definida como a concentragdo
basal de glicose no jejum ¢, da mesma forma que a IT, também esta associada a riscos

de doencas cardiovasculares e diabetes futura (Zimmet et al., 2001)
1.4.3. Mecanismos da Vasculopatia Diabética

As complicagdes vasculares permanecem como a principal causa de morbidade
¢ mortalidade na populagio diabética (Cooper & Johnston, 2000). A diabetes
representa um modelo distinto de doencga cronica vascular na qual a homeostasia da
glicose alterada desencandeia disfungdo de multiplos orgdos. Estas complicagdes
podem ser divididas em microvasculares e macrovasculares. As principais
complicagdes microvasculares sdo nefropatia, retinopatia, ¢ neuropatia, onde as
complicagBes macrovasculares se manifestam como arteriosclerose acelerada (Feener
& King, 1997), clinicamente resultando em doenca isquémica do coragdo prematura,
aumento do risco de doenca cerebrovascular, e doenca vascular periférica severa

(Clark & Lee, 1995).

Fatores metabolicos, humorais ¢ hemodindmicos podem contribuir para a
caracteristica disfungdo observada na vasculopatia diabética (Figura 1) (Cooper et al .,
1998). A doenga microvascular na retina, glomérulo, e vasa nervorum tem
caracteristicas fisiopatologicas similares. Inicialmente, no curso da diabetes, a
hiperglicemia intracelular causa ano;malidades no fluxo sanguineo ¢ aumenta a
permeabilidade vascular. Isto reflete uma atividade reduzida de vasodilatadores tal
qual 6xido nitrico, atividade aumentada de vasoconstritores tal qual a angiotensina I1
(A-ID) e endotelina I (ET-I), e a formagfo de fatores de permeabilidade tal qual o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF). Anormalidades qualitativas e quantitativas

da matriz extracelular contribui para um aumento irreversivel na permeabilidade



vascular. Com o tempo, ocorre perda de células do espago microvascular, em parte
como resultado de uma morte celular programada, ¢ ha uma oclusdo capilar
progressiva devido tanto a uma superproducio da matriz extracelular induzida por
fatores de crescimento tal qual o fator de transcri¢io-B (TGF-B), e para deposigdo de
proteinas plasmaticas acido-Sciff-positivas estravasada. A hiperglicemia pode também
diminuir a produgiio de fatores troficos para células endoteliais e neuronais. Quando
agrupadas, estas mudangas promovem uma neovascularizagdo induzida por edema,
isquemia e hipOxia na retina, peoteinuria, expansio da matriz mesangeal e

gloméruloesclerose no rim, e degeneragio axonal multifocal dos nervos periféricos.
1.4.3.1. Mecanismos de dano vascular induzido por hiperglicemia

Como estas diversas patologias microvasculares ¢ macrovasculares resultam da
hiperglicemia? Quatro hipdteses principais a respeito de complicagdes diabéticas
causadas por hiperglicemia tém gerado muitos achados, assim como varios ensaios
clinicos baseados em inibidores especificos destes mecanismo. As hipoteses mais
estudadas s@o, aumento da via dos polidis; formagdo exacerbada de produtos finais da
glicosilagdo avangada {(AGES); ativagdo de isoformas da proteina quinase C (PKC);
incremento na via das hexosaminas; e a teoria intermediaria do aumento de radicais
livres (RL). Apesar de tantos avangos no desenvolvimento da patogenia da
vasculopatia diabética, ainda n#@o existe uma hipdtese unificada ligando estes

necanismos.
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Fonte: Sheetz & King, 2002
Figura 1: Categorizac¢io das vias de sinalizagfo envolvidas nas complicages diabéticas. AGEs: produtos
finais de glicacfio avancada: RAGE: recentores de AGEs: PKC: vroteina quinase C

Incremento da Via dos Policis

A elevagfio do nivel de glicose intracelular pode causar um aumento do fluxo da
enzima aldose redutase (AR), a qual é somente ativada quando a concentragio
intracelular de glicose alcanca o nivel hiperglicémicos. A aldose redutase utiliza
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH) para reduzir a glicose a sorbitol, o qual
¢ entdo 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 eritrécitos humanos.
Assim, a contribuicfio desta via para o desenvolvimento de complicagdes diabéticas
pode ser grande dentre as espécies, ocorrendo tanto em um sitio localizado como em

um tecido como um todo (Brownlee, 2001).
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Foram propostos varios mecanismos para explicar o potencial de efeitos
deletérios induzidos pela hiperglicemia ao proporcionar um incremento da via dos
poliéis. O primeiro estd relacionado a um estresse osmoético induzido pelo sorbitol.
Este ndo se difunde facilmente através das membranas das células, se sugere, portanto,
que resulte em um dano osmético para células microvasculares. As concentracdes de
sorbitol medidas em vasos e nervos diabéticos, sdo, no entanto, consideradas baixas

para proporcionar dano osmético (Brownlee, 2001).

Outros mecanismos se referem ao declinio do NADPH celular causado pelo
aumento do fluxo da aldose redutase pode diminuir a formagfio de 6xido nitrico nas
células endoteliais (Tesfamariam, 1994) e alterar o balango redox celular. Além disso,
o aumento da acfo da sorbitol desidrogenase pode promover um aumento da
propor¢io de NADH/NAD™ e conseqiientemente alterar atividades de enzimas
contribuindo para o desenvolvimento de complicagdes como a retinopatia, nefropatia e

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

Aldeidos
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aumentada

Fonte: Brownlee, 2001
Figura 2: Vias da aldose redutase e dog poliois. ROS: espécies reativas de oxigénio. GSH: glutationa:
SDH: sorbitol desidrogenase

Estudos investigando a inibigdo da via dos polidis in vitro demonstraram

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



inibi¢do da aldose redutase previniu a neuropatia diabética, porém falhou na prevengio
da retinopatia ou no enrigecimento da membrana basal de capilares na retina, rim e
musculo (Engerman et al., 1994). Varios ensaios clinicos negativos tém questionado a
relevincia deste mecanismo em humanos (Trial Research Group, 1990). O efeito
positivo da inibi¢ao 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).

Formagdo exacerbada dos produtos de glicagdo avancada (Advanced glycation end

products - AGE)

Durante o curso normal do envelhecimento, as proteinas tornam-se
irreversivelmente modificadas por agucares em um processo conhecido por “reagédo de
Maillard”, promovendo ao tecido um “escurecimento”. A teoria dos AGESs se relaciona
a tentativa de explicar as complicagBes diabéticas como uma forma de envelhecimento
acelerado proveniente de modifica¢des covalentes e ligacdo de proteinas pela agdo da
glicose e principalmente, de precursores dicarbonil derivados da glicose formados no
ambiente intracelular (Brownlee, 2001; Monnier et al., 1984). A glica¢do de proteinas
¢ uma reagdo espontanea e ¢ dependente do grau e da duragfo da hiperglicemia, da
meia vida da proteina e da permeabilidade do tecido a glicose livre (Ahmed, 2005).
Além disso, acredita-se que a hiperglicemia intracelular € o evento primario na
formacio de AGEs tanto no ambiente intracelular como no extracelular. Fatores
genéticos podem determinar o nivel de AGEs nos individuos ¢ a predisposi¢do para

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

Nem todos os AGEs foram identificados e os mecanismos pelos quais ocorre
sua formagdo ndo estdo totalmente elucidados. Dada a sua lenta formacfo, que pode
perdurar dias, acreditava-se que apenas proteinas extracelulares de longa vida
acumulavam AGEs, no entanto, ja 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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etal., 1994). Além disso, alguns AGEs sio exdgenos, sendo derivados de alimentos ou

mesmo do tabaco (Cerami et al., 1997)

A potencial importancia dos AGEs na patogénese de complicagdes diabéticas
estd nos achados que demonstram que a utilizagdo de inibidores de AGE preveniram
parcialmente varias manifestagdes funcionais e estruturais da doenga microvascular

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

A produgio de precursores intracelulares de AGE provoca danos nas cclulas
através de tr€s mecanismos gerais. O primeiro € a alteragdo na fungfio de proteinas
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 proteinas da matriz (integrinas) nas
células. E o terceiro mecanismo ¢ a ligagdo de proteinas plasmaticas modificadas por
precursores de AGE, a receptores de AGE nas células endoteliais, mesangeais ¢
macrofagos, induzindo a produgiio de espécies reativas de oxigénio mediada pelo
receptor. Esta ligagio ao receptor de AGE ativa o fator de transcrigdo pleiotropica NF-

kB, causando modificagtes patoldgicas na expressdo génica (Figura 3) (Brownlee,

2001).

A formacdo de AGE pode danificar o funcionamento da célula por alterar a
fungdo de uma larga série de proteinas (Figura 3) (Brownlee et al., 1984), incluindo
modificacdes da estrutura extracelular de proteinas tais como o coladgeno (Brownlee,
1995) e de proteinas intracelulares (Giardino et al., 1994; Chibber et al., 1999). Os
AGEs alteram a atividade enzimética,” diminuem a ligacdo das enzimas ao ligante,
modificam a meia vida de proteinas ¢ alteram a imunogenicidade (Vlassara & Palace,
2002). Radicais livres derivados da glicagfo causam fragmenta¢io de proteinas e
oxidag@o de 4cidos nucleicos e lipidios (Baynes, 1991). Os grupos amino das bases

adenina e guanina no DNA sdo susceptiveis a glicacio e formagiio de AGE,
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provavelmente por aglcares intracelulares reativos (Baynes, 2002). Os AGEs podem

ainda ser formados em fosfolipidios e induzir lipoperoxidagéo (Vlassara, 1996).
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Fonte: Brownlee, 2001
Figura 3: Mecanismos pelos quais a producio intracelular de precursores dos produtos finais de
glicacio avancada (AGESs)causam dano vascular. RAGE: receptores de AGEs.

Proteina Quinase C (PKC)

O diacilglicerol (DAG) e a PKC sio moléculas criticas na sinalizagdo
intracelular que podem regular muitas fun¢des vasculares, incluindo permeabilidade,
liberagdo de vasodilatadores, ativagéo endotelial, e sinaliza¢éo de fator de crescimento.
A ativagéo fisiolégica de PKC mediada por receptor ocorre através da fosfolipase C, a
qual promove o aumento dos niveis de Ca** ¢ DAG, os quais ativam novamente PKC

(Nishizuka, 1992).

A ativagdo patoldgica de PKC pode ocorrer na diabetes. O nivel elevado de
glicose ativa o fluxo da via glicolitica no estado diabético e promove uma elevagio nos
niveis intracelulares de gliceraldeido-3-fosfato (Inoguchi et al., 1992). Estes niveis de
DAG cronicamente elevados podem, em retorno, ativar PKC. Em adi¢do, DAG-PKC

podem indiretamente ser ativados por espécies reativas de oxigénio e AGEs (Figura 4).
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A ativagdo de DAG e PKC esta aumentada em vérios tecidos de animais
diabéticos (Ishii et al., 1998). A ativagido de PKC nos vasos sanguineos da retina, rim €
nervos pode produzir dano vascular que inclui premeabilidade aumentada (Nagpala et
al., 1996), desregulacdo do oxido nitrico (Bohlen & Nase, 2001; Kuboki et al., 2000),
adesfo de leucocitos aumentada (Nonaka et al., 2000) e alteracdes no fluxo sanguineo
(Shiba et al., 1993). A ativagdo de PKC pode também estar envolvida na indugéo da
expressdo de fatores de crescimento, como VEGF (Williams et al., 1997) e TGF-8
(Koya et al.,, 1997) e de sinalizagdo, como VEGF (Aiello et al., 1997) e ET-1
(Schiffrin & Touyz, 1998). Além disso, a ativacdo de PKC pode também impactar
outras vias de sinalizagdo como as que utilizam MAP quinase ou fator de transcri¢éo

nuclear (Figura 4) (Tomlinson, 1999).
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Figura 4: Consequéncias da ativagdo de proteina quinase C (PKC) induzida por hiperglicemia. DAG: diacilgicerol;

eNOS: 6xido nitrico sintetase endotelial; ET-1: endotelina-1; VEGF: fator de crescimento vascular endotelial; TGF-f:
fator de crescimento tumoral-B; PAI-1: inibidor do ativador de plasminogénio-1.

O tratamento com um inibidor especifico de PKC-p 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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circulagdo médio na retina induzido pela diabetes, normalizou o aumento na taxa de
filtragdo glomerular ¢ corrigiu parcialmente a excre¢do urinaria de albumina. O
tratamento de camundongos com diabetes tipo I com um inibidor especifico da
isoforma B da PKC melhorou, ainda a expansdo glomerular mesangeal acelerada

(Koya et al., 2000).
Aumento dos Radicais Livres

Uma das mais antigas teorias relacionadas a complicagdes diabéticas € que a
hiperglicemia pode aumentar o estresse oxidativo através de processos enzimaticos e
ndo-enzimaticos. O metabolismo da glicose através da via glicolitica e do ciclo do
acido tricarboxilico produz equivalentes reduzidos que sfo usados para guiar a sintese
de trifosfato de adenosina via fosforilagdo oxidativa na mitocondria. Os produtos
oriundos da fosforilagdo oxidativa mitocondrial inclui radicais livres (RL) como o
anion superoxido, e sua formagio é aumentada em um ambiente com nivel elevado de
glicose (Nishikawa et al., 2000). A produgdo de anion superdxido € marcadamente
aumentada em consequéncia de uma diferenga de potencial eletroquimico gerada pela
clevagdo do gradientc de protons na membrana mitocondrial. NishiKawa ¢
colaboradores (2000) observaram que a hiperglicemia aumenta o gradiente de protons
acima de um limiar como resultado de uma superproduc¢io de doadores de elétrons
pelo ciclo do 4cido tricarboxilico nas células endoteliais. Este ponto representa uma
ligagdo entre os mecanismos que induzem as complicagSes diabéticas em decorréncia
da hiperglicemia (Gil-del Valle et al., 2005; Nishikawa et al., 2000; Korshunov et al .,
1997).

O estresse oxidativo estd relacionado ao desenvolvimento de complicagtes
tanto na diabetes tipo I (Gil-del Valle et al., 2005) como na diabetes tipo II (Gopaul et
al., 1995), e a produgiio de superdxido por tecidos vasculares e sua interagdo com o
NO exerce um papel importante na fisiopatologia vascular dessas enfermidades (Cai &
Harrison, 2000). O superdxido reage rapidamente com o NO, produzindo o oxidante

peroxinitrito ¢ reduzindo a bioatividade do NO (Gryglewski et al., 1986). O aumento
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na producdo de superdxido promove um grande déficit de NO em vasos diabeticos.
Em adigdo a agfo “scavenger” de NO, o superoxido pode alterar a atividade e
regulagdo da NO sintetase em células endoteliais (Figura 5) (Peterson et al., 1999} e,
além de outras a¢des potencialmente proaterogénicas como proliferagdo das células do
musculo liso, recrutamento de células inflamatorias e expressdo génica redox-sensivel
(Wolin, 2000). A redugdo na sinalizacdo de NO mediada por RL, pode ser
acompanhada na diabetes pela reducio na sintese de prostaciclina (Sobrevia & Mann,
1997, Ono et al, 1988) acoplada a um aumento na formacdo de agentes
vasoconstritores (Dai et al | 14993; Tesfamariam, 1993). Potenciais fontes de producio
de superdxido vascular incluem NAD(P)H- dependente oxidases (Rajagopalan et al.,
1996) , xantina oxidase, lipoxigenase, oxidases mitocondriais e NO sintetases

{Vasquez-Vivar et al., 1998).

ONOQO™ dnion peroxinitrito; ADMA: dimetil arginina asimétrica. HLO+ perdxido de hidrogénio: WOSe: oxido
nitrico sintetase endotelial GSs guanilato clclase solivel

Para controlar a producdo de RL, as células aerdbicas tém desenvolvido seu
proprio sistema de defesa, o sistema antioxidante que inclui componentes enzimaticos
e ndo-enzimaticos. Este sistema consiste de atioxidantes de baixo peso molecular
como a glutationa (GSH) e véarias enzimas antioxidantes como a superdxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) (Diplock, 1994). Existem varias
evidéncias que sugerem que as defesas antioxidantes estdo diminuidas na diabetes.
Estes estudos incluem status antioxidante total no plasma / soro reduzido ou atividade

“scavenger” por RL e oxidisabilidade plasmatica na diabetes tipo II, associados &



demonstragdo de niveis reduzidos de especificos antioxidantes como acido ascorbico e
vitamina E e das enzimas antioxidantes como CAT, SOD e GPx (Ceriello et al., 1998;
Mohan & Das, 1997, Jennings et al., 1987; Karpen et al., 1985). No entanto, os niveis
de alguns marcadores de estresse oxidativo, tais como lipoproteinas de baixa
densidade oxidadas (Hayden & Reaven, 2000) e isoprostanos urinarios (Devaraj et al.,
2001), parecem estar aumentados com a diabetes. A inibigdo do estresse oxidativo,
portanto, através da liberagio de varios antioxidantes tem mostrado sucesso em
bloquear complicagdes microvasculares da diabetes em véarios modelos animais
(Nascimento et al., 2003; Kowluru et al., 2001; Lal et al., 2000; Cameron & Cotter,

1995; Nagamatsu et al., 1995; Cameron et al., 1994).
1.5. Inositois — Mediadores Putativos da Insulina

Estudando o mecanismo de sinalizacdo da insulina, Larner e colaboradores
identificaram uma unica classe de inositolglicanos, os quais surgem das espécies de
inositolglicanos da membrana celular, tanto da regido fosfolipidica, 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 agGes metabdlicas da insulina no que diz respeito a
disponibilizar glicose. A via de sinalizagiio ocorre em adigdo a via classica da tirosina
quinase, fazendo um “bypass” a partir do receptor da insulina, ativando, porém, IRS2
via fosforilagdo da tirosina por uma tirosina quinase intracelular (Muller et al., 1998).
Por este mecanismo de agdo hormonal, a insulina regula a clivagem de um
glicopeptideo ou precursor proteinado para gerar diacilglicerol e inositolglicano que

seriam putativos segundos mensageiros.

O mioinositol, além de ser uma forma de inositol é um isdmero ciclico de D-
glicose. Esta substincia estd largamente disponivel no organismo, tanto como
substincia formada como substincia componente de fosfolipidios. O mioinositol é um
alcool circular extremamente estavel e € adquirido pelo organismo via alimentagio

(lg), como inositol livre, associado a fosfolipidios ou como acide fitico; e via
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biossintese renal (2g) diaria. E reabssorvido nos tibulos renais. mantendo sua
concentragdo sanguinea (Sarashina et al., 2004; Clements, 1982). O D-quiro-inositol ¢
um inositol produzido pela epimerizagdo 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), € um composto mais abundante em plantas, especialmente o pinheiro

(Anderson, 1953).

Estudos iniciais identificaram a presen¢a de pequena concentragdo de quiro-
inositol em tecidos de humanos ¢ animais, incluindo tecido de granulagdo de ratos
(Williamson et al., 1986), placenta humana, urina humana e plasma urémico (Niwa et
al., 1983), na presenga de uma grande gquantidade de mioinositol. Outro estudo
identificou quiro-inositol associado ao mioinositol no figado de ratos e em células H35
de hepatoma, sem no entanto, determinar a configuragdo absoluta de quiro-inositol

(Mato et al., 1987),

Dois fosfoglicanos de inositol (FGI), mediadores putativos da ag@o da insulina,
oriundos de células do figado 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 ¢ glucosamina. Este
estudo demonstrou definitivamente pela primeira vez a presenga 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 primaric na
ativagdo de PDH ¢ glicogénio sintase, enzimas intracelulares limitantes do
metabolismo oxidativo e ndo-oxidativo da glicose. Este inositolglicano cuja estrutura
completa e sintese quimica j& sdo conhecidas (Larner et al., 2003), produz respostas in
vivo insulina-simile, isto ¢, diminui rapidamente niveis elevados de glicemia,
alcangando 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 ¢ colaboradores (2000), avaliando o efeito
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hipoglicemiante do D-quiro-inositol e do pinitol, demonstraram ainda que a
hipoglicemia induzida ¢ potenciada pela associagdo a infusdo de manganés. A
concentracido de insulina destes animais nfo foi alterada significativamante. Além
disso, os inositdis aumentam a gliconeogénese em diafragmas de ratos normais apos a
injecdo intraperitoneal e com relagdo 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 2a significlncia fisiologica dos inositois, as
concentragoes de quiro-inositol ¢ mioinositol foram medidas na urina ¢ em tecidos de
pacicntes diabélicos, ¢ 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 1l geneticamente modificados (Goto-Kakizaki - G/K) (Suzuki et al,,
1991), musculo, figado e rim de ratos G/K (Sun et al., 2002) e msculo de humanos
diabéticos tipo II (Asplin et al., 1993) foi demonstrado que o contetido de quiro-
inositol estava diminuido, enquanto que o de mioinositol estava aumentado. A
diminui¢do de quiro-inositol na urina de humanos (Suzuki et al., 1994) e macacos
(Ortmeyer et al., 1993) foi irreversivelmente correlacionada ao grau de resisténcia
insulinica. Tanto a sensibilidade a insulina, como a taxa de desaparecimento de
glicose, ativagdo da glicogénio sintase e inativagdo da fosforilase do musculo
esquelético e tecido adiposo correlacionaram-se com a excrecdo urinaria de D-quiro-
inositol (Ortmeyer et al., 1993). A taxa de excregdo urinaria de D-quiro-inositol se
relaciona de maneira linear a diminui¢fo da sensibilidade a insulina. Correlagbes
similares foram obtidas em pacientes humanos com intolerancia a glicose e pacientes
com diabetes tipo Il quando comparados a controles (Suzuki et al., 1994). Taxas
alteradas da excregdo urindria de mio-inositol e D-quiro-inositol tém sido propostas
como um indice mais sensivel de resisténcia insulinica e intolerdncia a glicose em

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

Na tentativa de corrigir o balango destes inositois, estudos demonstram que a

administragdo de D-quiro-inositol a ratos {Ortmeyer et al., 1993b), macacos (Ortmeyer
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et al., 1995) ¢ humanos (Larner, 2002; Larner et al., 1998) diab¢ticos do tipo Il por
estreptozotocina, diminuiu efetivamente a hiperglicemia, hipertrigliceridemia ¢
aumentou a disponibilidade de glicose. D-quiro-inositol foi também efetivo na
sindrome do ovario policistico em humanos, onde a resisténcia insulinica ¢ um fator

predisponente, restaurando a ovulagio e o balango metabdlico (Nestler et al., 1999).

Experimentos realizados em nosso laboratdrio em modelos animais diabéticos,
demonstram uma agdo benéfica dos inositois (D-quiro-inositol ¢ 3-O-metil-D-quro-
inositol) na prevengio e reversio da disfuncgido endotelial Tem-se postulado ainda a
atuagdo dos inositois como antioxidantes, onde eles poderiam agir como quelantes de
metais de transicio como o Fe*" (Hosoda et al., 2000; Ramakrishnan et al., 1999;
Phillippy e Graf, 1997) ou poderiam ser oxidados via oxidases dependentes de

nucleotideos a inososes e assim atuarem com antioxidantes (Larner et al., 1956).

Em virtude da curta meia vida do DCI, o grupo do professor Joseph Larner sintetizou
0 3,4-dibutiril-D-quiroinositol (db-DCI) no intuito de aumentar sua retengfo devido a sua alia
lipossolubilidade. O 3,4-dibutiril-D-quiroinositol foi preparado a parlir do D-quiro-inositol

obtido do Allomed, Inc. Glen Allen, VA., em quatro passos (figura 6).

O
HO :

HES —

HO
OH
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O —

Fisura 6: Sintese do 3.4 —dibutiril-Dauiroinositol {a)
i. DMP, pTsOH, DMF, 60 C: ii. 80 % AcOH, H,0, 50 C:
iil. butyric acid, DMAP, VEDCI, CH,Cly; iv. 70% AcOH, H,0, reflux
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A formagio da tri-acetonida foi seguida por desprotecdo seletiva de trans-
acetonida e D-quiroinositol 1,2; 5,6-di-acetonida disponivel em 73% do contetdo
total. A acilagio foi realizada com 4cido butirico, 1-etil-3-(3"- dimetilaminopropil)
carbonida (EDCI), e dimetilaminopiridina catalitica (DMAP) em 48% do contetido. As
acetonidas foram entio removidas em AcOH/H,0(12/5, refluxo, 30min) para
disponibilizar 3,4-dibutiril-D-quiroinositol puro em 95% do contetido depois da

recristalizagfo de EtOAC aquecido.

Este trbalho de dissertagdo apresenta os efeitos deste composto, o 3,4-dibutiril-
D-quiro-inositol, um composto mais lipossolivel que o D-quiroinositol, na prevengdo
e reversio de complicagdes vasculares provenientes da diabetes. Assim como, objetiva

investigar os possiveis mecanismos associados ao desenvolvimento destes cfeitos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos Gerais

= Determinar a eficicia do 3,4 dibutiril d-quiro-inositol (db-DCI) em previnir,
diariamente, ¢ reverter complicagSes micro e macrovasculares da diabetes e
explorar o mecanismo de ag¢do como um antioxidante, na prevencgio do
desenvolvimento da doenga vascular, comparando com o mioinositol {mio-INS), o

precursor dos inositdis endogeno.
2.2. Objetivos Especificos

= Avaliar o efeito da administragio oral cronica in vivo de db-DCI e mio-INS a ratos
diabéticos por aloxana no perfil glicémico e lipidico; na pressdo arterial média e na

variagdo de peso corporeo,

= Avaliar o efeito da administracdo oral cronica in vivo de db-DCl e mio-INS a ratos
diabéticos por aloxana na disfun¢do endotelial de anéis de aorta e do leita arteriolar

mesentérco;

= Investigar se a incubagdo 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;

Avaliar o efeito da incubacdo de db-DCI e mio-INS no incremento do tonus

induzido por L-NAME;

= Investigar o efeito da incubagfio in vifro dos inositdis testados na vasodilatagdo
produzida por NO e comparar seus efeitos aos da SOD,
= Testar a hipdtese de que os inositdis atuam como antioxidantes na redugiio de anion

superdxido in vitro e mitocondrial;
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= Investigar a aciio do tratamento crénico in vivo com os inositdis testados na
formagdo de produtos de nitrosotiois e nitrotirosina, produtos finais da sinalizagdo

do NO em anéis de aorta por meio de analise imunohistoquimica
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3. MATERIAL F METODOS
3. 0. Anumais

Os animais utilizados neste trabalho foram fornecidos pelo biotério do Instituto
de Biomedicina (IBIMED) e mantidos sob ciclo de claro-escuro de 12 horas com livre
acesso a ragdo (Purina Rat Chow®) e agua. Todos os experimentos seguiram as
normas internacionais de cuidados com animais de laboratorio e estdo de acordo com
as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo 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 indugdio de diabetes, por via endovenosa {veia
peniana), aloxana (45mg/kg) de acordo com Sannomiya e colaboradores (1997). Apos
a injecdo os animais foram colocados em caixas apropriadas (4 animais por caixa),
tendo livre acesso a ragdo padrdo e com sacarose 10% acrescida a agua de beber por
48 horas. No terceiro dia apds a indugdo 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 lipidico determinados. Os animais com glicemia
igual ou superior a 200mg/dL (11mM) foram incluidos no estudo. As respostas
vasculares foram comparadas com animais de mesma idade e sexo, os quais sofreram
injecdo de salina na veia peniana e ap6s 96 horas foram diagnosticados pelas amostra

de sangue coletadas do plexo infraorbital, como euglicémicos (< 100mg/dL).

2. Coelhos da raga Nova Zelandia, pesando de 2,0 — 2,5Kg, normais e
diabéticos por inje¢do de aloxana (150mg/Kg/), administrada por via intraperitoneal,

toram utilizados neste estudo para coleta da aorta e rins.



3.2. Drogas ¢ substincias quimicas

Acetilcolina ¢ nitroprussiato sodico foram adquiridos do Merck (New Jersey,
NJ, USA) e diluidos em solugio de Krebs Henseleit (KHS - composicao p/ 1L: 6,7g de
NaCl, 0,37g de KCl, 0,17g de KH,PO,H,0, 0,144g de MgSO,7H,0, 2,1g de NaHCO;,
0,31g de CaCl, e 0,65g de glicose) diariamente quando necessario. A acetilcolina foi
diluida em 4cido acético a 0,01N, e o nitroprussiato de sodio, foi diluido em salina e
protegido da luz com uso de frasco ambar envoltos em papel aluminio. Os farmacos
utilizados foram mantidos em isopor com gelo e o volume residual era descartado ao
fim do experimento. Nitrato de sédio foi obtido da Sigmal/Aldrich Chemical
Corporation (Saint Louts, MQ, USA) e diluido, no momento de uso, em KHS com pH
ajustado para 2,0. A Indomctacina, adquirida da Sigma Chemical (51, Louis, MI,
USA), suspensa em solugdo de bicarbonato a 3% e diluida em KHS, foi estocada a —
4°  As enzimas, superoxido dismutase (SOD) e xantina oxidase (XO), e a aloxana
foram também obtidas da Sigmal/Aldrich Chemical Corporation (Saint "Lauis, MI,
USA) e diluidas apenas no dia de uso, mantidas em isopor com gelo e usadas em
menos de 1 hora apos a diluigdo. O mesmo procedimento, em relagio a estocagem e

uso foi adotado para as demais drogas.

Os inositols utilizados, 3,4-dibutiril d-chiro-inositol (db-DCL) ¢ mioinositol
(mio-INS), foram fornecidos pelo Dr. Joseph Larner do Allomed corporation (Gleen
Allen, VA, USA) e diluidos em KHS para fazer solugdes de 20mg/ml em um volume
suficiente para apenas um dia. Todos os sais utilizados foram obtidos do Reagen ¢

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

Os reagentes utilizados eram de pureza analitica e obtidos das empresas Reagen (Rio

de Janeiro, RJ, Brasil), Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e Labsynth (Diadema, SP, Brasil).



3.3. Protocolos experimentais

3.3.1. Grupos Experimentais

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

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

comparados em tecidos obtidos de animais diabéticos por aloxana versus animais

euglicémicos, ap6s tratamento agudo ou cronico com as drogas testadas. Os grupos

utilizados para este protocolo foram:

i

Ratos diabéticos, tratados com db-DCI(20mg/kg/12h; v.0.) 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.0.) durante 4 semanas,

dos quais foram estudados o LAM ¢ anéis de aorta;

Ratos diabéticos, tratados com salina durante 4 semanas, dos quais [oram

estudados o LAM ¢ anéis de aorta;

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

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

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

do potencial curativo do mio-INS, em teastes i vitro.
Ratos euglicémicos dos quais foram estudados o LAM ¢ 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 avaliagdo do potencial

curativo;
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- Coelhos euglicémicos dos quais 0 LAR ¢ anéis de aorta foram estudados em testes

(91 Vitro.

Nos experimentos de avaliagio do potencial antioxidante foram utilizados os

seguintes grupos experimentais:

- Ratos diabdticos, dos quais foram cstudados andis de aorta tratados agudamente

com db-DCI (1, 3 e 10uM / in vitro)

- Ratos diab¢éticos, dos quais foram estudados anéis de aorta tratados agudamente

com mio-INS (1, 3 ¢ 10uM / in vitro)
3.3.2. Coleta de sangue e anilise de parametros bioquimicos

Amostras de sangue venoso foram obtidas por pungdo do plexo infraorbital e
mantidos em tubos de coleta (Vacuette, Sdo Paulo, SP, Brasil) para soro (determinagio
do perfil lipidico) ou plasma (analise de glicose). Durante a realizagio da coleta os

animais permaneceram sob anestesia etérea.

As coletas foram feitas antes da injecfio intravenosa de aloxana, ou salina no dia
zero, 96 horas depois da indugfo e apos o tratamento de quatro semanas com db-DCH,

mio-INS ou salina.

O soro foi obtido depois da centrifugacdo a 3000 rpm g por Smin a temperatura
ambiente. A concentragdo plasmatica de triglicerideos e colesterol total foi
determinada por métodos padrio égziméticos com auxilio de kits comerciais
(BIOTECNICA, Sio Paulo, Brasil) com leitura semi-automatica através do aparelho
LABQUEST (Labtest, Lagoa Santa, MG - Brasil). O nivel HDL-colesterol foi
determinado por mensura¢do de colesterol no supernadante liquido depois da

precipitagio do plasma com MgCl, e dextran sulfato (BIOTECNICA, Sio Paulo,
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Brasil) e a concentragio de LDL-colesterol foi calculada usando a equacio de

Friedewald — LDL = CT/AHDL + VL.DL) (Friedewald et al., 1972).

3.3.3. Medida da pressdo sanguinea

Os ratos foram anestesiados com pentobarbital (50mg/kg), a artéria carotida
direita foi isolada, canulada e a pressdo sanguinea foi medida diretamente através de
um transdutor de pressio (P23 Gould Statham, Oxnard, CA, USA) conectado a um
poligrafo (Narco Biosystems, Houston, Texas, USA). A pressdo arterial foi medida

depois de um periodo de 30 minutos de equilibrio
3.3.4. Estudo das drogas na reatividade vascular
3.3.4.1. Leito Arteriolar Mesentérico

Apés realizada anestesia com pentobarbital, foi feita uma incisdo no abdémem
do rato, a artéria mesentérica superior foi isolada ¢ canulada com um catéter de
polietileno (PE40) em sua bifurcagdo com a aorta abdominal. O mesentério foi
cuidadosamente removido por cortes bem proximos a borda intestinal, com o auxilio
de uma pequena tesoura, em seguida foram amarrados os ramos da artéria mesentérica
superior: pancreatico-duodenal, ileo-cOlico ¢ colico; e o leito vascular fot retirado
(Figura 7A). Logo apos, o leito vascular foi rapidamente perfundido com KHS
(aquecida a 37°C oxigenada com 95% de O, e 5% de CO;) em um sistema aberto
(Figura 7B) com um fluxo constante de 4ml/min mantido por uma bomba peristaltica,
e as alteragGes na pressdo de perf&éao foram continuamente registradas em um
poligrafo de quatro canais (Narco Biosystems, Houston, Texas, USA) por meio de um
transdutor de pressdo (P23 Gould Statham, Oxnard, CA, USA). Depois de um periodo
de equilibrio de 30 minutos, fenilefrina (1 a 5uM) foi infundida por meio de uma
bomba de infusdo a uma velocidade constante (0, Iml/min) com o intuito de alcangar

uma pressio de perfusio estavel (100 — 120mmHg). Curvas de concentragdo x
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resposta desenvolvidas por vasodilatadores, isto €, acetilcolina (Ach; 107 a 10° M),
nitroprussiato sodico (SNP; 10 a 10° M) ou nitrato de sédio pH 2,0 (NO; 10 a 3x10°
* uM). As drogas foram injetadas em bolus de 50ul, que ndo demonstrem previamente
alteracio na pressio de perfusdo, através de um acesso ao lado do sistema, logo acima
da canula da artéria mesentérica. Todos os experimentos foram desenvolvidos na
presenca de indometacina (10°M), na solugdio de perfusio com o intuito de evitar a

interferéncia de produtos da cicloxigenase.

A

Figura 7: Em (A) leito vascular mesentérico de rato: (B) sistema de perfusio aberto: M-mandmetro:
B-boniba de perfusio: R-reservatario para solucio pertusora: CB-mistura carbogénia: T-termostato:
P-solucao perfundida: E-injecio de drogas

3.3.4.2. Anéis de aorta

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e a aorta téracica foi
rapidamente excisada (Figura 8A). Segmentos de 5 mm foram montados
horizontalmente em banhos de 5 mL de capacidade em solugdo de Krebs-Henseleit
(Figura 8B). Os registros das altera¢des de tensdo foram obtidos por intermédio de um

transdutor de for¢a acoplado a um poligrafo. Ap6s um periodo de equilibrio de 1 hora
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com lavagens a cada 15 minutos o anel vascular foi contraido com fenilefrina (FEN).
No platd da contragio (correspondente a aproximadamente 60% da resposta méxima)
induzida pela FEN foi construida uma curva concentrago resposta a acetilcolina (1 0!
a 10°M). A curva de relaxamento, que depende do endotélio, foi comparada em
tecidos obtidos de ratos euglicémicos e de ratos diabéticos por aloxana tratados
durante 1 mé&s com db-DCI ou mio-INS ou salina. Nos experimentos in vitro, 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 realizacfio de uma segunda curva
de acetilcolina, foi feita a comparagfo entre a curva inicial, na auséncia 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 euglicémicos. Todos os

experimentos foram realizados na presenc¢a de indometacina no banho.
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Figura 8: Em (A) isolamento da aorta tordxica: 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 t6nus induzida por L-NAME (100uM) aplicado no platd da resposta



vasoconstritora submaxima da fenilefrina (0,1uM), foi avaliada em anéis de aorta de
animais diabéticos tratados durante 1 més 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 sédio pH2,0;, NO - 1uM) foi comparada com a resposta
dos inositois db-DC1 ¢ mio-INS (1,3 e 10uM). Tanto a SOD-1 como 0s inositois eram
adicionados no platd da contragio de fenilefrina e 3 minutos depois era adicionado ao
banho 1uM de nitrato de sodio, e entdo observada a potenciag@io induzida no

relaxamento.
3.3.4.3. Perfusio de Rim de Coelho em Sistema Aberto

Coelhos California foram anestesiados com pentobarbital sodico (50 mg/Kg;
i.m) e uretana (1,2 g/Kg; i.p) e traqueostomizados para ventilagdo artificial utilizando-
se bomba Palmer (Palmer Instruments, London, UK). A seguir, apos incisdo na linha
alba, a cavidade abdominal foi exposta e o rim esquerdo removido ap0Os canulagdo da
artéria renal. Imediatamente foi perfundido com solugiio de Krebs-Henseleit com pH
ajustado para 7,4 e oxigenado com mistura carbogénica (95% O, e 5% COy) num

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

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

A pressdo de perfusfo foi constantemente monitorada por intermédio de um
transdutor de pressdo acoplado a um poligrafo (Narco Biosystems, Houston, TX,
USA) acoplado ao sistema de perfusfio. Apds um periodo de 30 min de estabilizagio
foi adicionada fenilefrina (1 a 5 uM), por meio de uma bomba de infusdo a uma
velocidade constante (0,1ml/min) com o intuito de alcangar uma pressio de perfusio
estavel (100 — 120mmHg). Curvas dose resposm dos vasodilatadores, i.¢., acetilcolina
(Ach; 107 a 107 M) e nitroprussiato de sédio (SNP; 107 a 107 M) foram injetadas em

bolus em volumes {50 ul) que ndo afetavam a pressio de perfusio.

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

as primeiras curvas de Ach ou nitroprussiato de sodio (SNP), o leito renal foi



51

perfundido por 30 min com a mesma solugfo adicionada das drogas a serem testadas,
i.e., db-DCI e mio-INS, em experimentos separados. Todos os experimentos foram

realizados com soluc#o nutridora contendo indometacina para evitar a participagéo de

FLg] =

: —ii

ap

Figura 9: Sistema de pertusio aberto de rim de coelho

prostanoides.

3.3.5. Avaliacdo do potencial antioxidante dos inositéis
3.3.5.1. Teste da reducio de Azul de Nitrotetrazélico (NBT)

A detecg¢do da reducdo de azul de nitrotetrazélico (NBT-do inglés nitroblue
tetrazolium) foi realizada segundo o método descrito por Hartog e colaboradores
(2003). O principio do método relata que o NBT pode ser reduzido pelo O, através de
reacdoes de transferéncia de 1 elétron. A reducdo do NBT a diformazan é processada
em dois passos, gerando um intermediario estavel parcialmente reduzido,
monoformazan (NBT"). A formaéﬁo deste intermedidrio pode ser monitorada
espectrofotometricamente utilizando-se filtro de 550 a 560nm: Em=1,5 x 104[m01/L]'1
x cm” (Tarpey e Fridovich, 2001). Os radicais superoxido foram gerados pela reagdo
de xantina (1mM) e xantina oxidase (10mU/mL) em uma solugéo de tampdo fosfato
(pH 7,8 a 25°C). Os radicais O, foram detectados pela reagdo com o sal de tetrazolico,

azul de nitrotetrazolio (NBT; 50uM). A taxa de redu¢do do NBT foi monitorada
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espectrofotometricamente na faixa de 560nm usando um Ultrospec 1000 (Pharmacia
Biotech, Cambridge, England). A enzima SOD-1, reage com O, diminuindo a taxa de
reduciio de NBT e foi usada como controle positivo. O volume de reaglo foi fixo em
2mL. Os inositois, db-DCI e mio-INS, foram adicionados aos tubos de ensaio
imediatamente antes da adi¢do dos reagentes nas concentragdoes de 0,01 a IpM e a

SOD-1 nas concentragio de 0,03 a 3u/mL.
3.3.5.2. Producio de Radicais Livres em células endoteliais

Células endoteliais de aorta bovina foram cultivadas em um ambiente com nivel
de glicose normal (5mM) ¢ em outro com alta concentragdio de glicose (25mM) por 4-
6 horas, como previamente descrito por Nishikawa e colaboradores (2000), A
tormac¢do de radicais livres (RL) foi determinada fluorometricamente usando o
marcador CM-H2DCFDDA. As células foram carregadas com 10uM de CM-
H2DCFDDA, incubadas por 45 min, a 37°C, e, entdo analisadas em um leitor de
fluorescéncia HTS 7000. A produgio de RL foi relatada em nmol/mL em um curva
padrao produzida com H,0;. Os inositois testados, DCI e db-DCI, foram adicionados
no tempo zero (Esta analise foi realizada no Hospital Albert Eistein na Faculdade de

Nova York, pelo grupo do prof. Brownlee) .

3.3.5.3. Imunohistoquimica — Identificacfio de nitrosotidis e nitrotirosina

em proteinas

Anéis de aorta de ratos diabéticos tratados por quatro semanas com salina, mio-
INS e db-DCl e de ratos ﬁuglicémi‘_‘gos foram fixados, embebidos em parafina,
seccionados e tratados com anticorpos para nitrosotiéis e nitrotirosina como
previamente descrito por Gow e colaboradores (1998). As secBes coradas foram
avaliadas visualmente por observadores independentes e, entdo, quantificadas (Esta
analise foi realizada na Universidade da Pensilvinia ~UPEN pele grupo do prof.

Andrew J. Gow).
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3.4, Andalise estatistica

Os pardmetros bioquimicos foram analisados através do test t de Student
bicaudal pareado e foi considerado significativamente diferente se a probabilidade de
ocorréncia de hipdtese nula for menor que 5%. O relaxamento, tanto nos anéis de
aorta, leito vascular mesentérico como no leito arteriolar renal, serdo expressos como
porcentagem da fase de platd de vasoconstricgdo induzido por [enilefrina. Os valores
de PD;, significando o log negativo da dosc efctiva requerida para produzir metade do
efeito maximo, foram calculados utilizando GRAPHPAD PRISM software. A resposta
maxima vasorelaxante para agonistas, valores PD, de agonistas e pardmetros
bioquimicos em um grupo ou entre grupos foram comparados por test t de Student
pareado e ndo pareado, respectivamente, com significincia de p<0,05. A variagdo das
curvas de agonistas foram comparadas por analise fatorial de duas vias ANOVA 5%

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

como média + EPM.
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4. RESULTADOS

4.1 Parametros bioguimicos (perfil glicémico e lipidico), pressiio arterial média e
variagiio de peso de ratos diabéticos por aloxana tratados com db-DCI, mio-INS

ou salina

A diabetes induzida por aloxana (50mg/kg i.v.) foi caracterizada por uma
hiperglicemia acopanhada de leve hipercolesterolemia ¢ 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 euglicémicos
tratados com salina por 4 semanas (Diabético — 392 + 31,7 mg/dL; Euglicémicos -
89,0 1+ 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 ©
tratamento com mio-INS ndo reduziu significativamente a glicemia dos animais
diabéticos (Diab. + mio-INS ~ 3552+14,6 mg/dL; Diab. — 367,4+16,3 mg/dL). Os
valores percentuais dessa queda na glicemia ap6s a administragdo oral dos inositois
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 nivel de triglicerideos (TG) dos animais diabéticos foi muito elevado quando
comparado ao do grupo euglicémico (Diab.— 132 £29,7; Eugli.— 63 + 8,3 mg/dL). No
cntanto, com relagdio aos niveis de triglicerideos, o tratamento de animais diabéticos
por aloxana com db-DCI proporcionou uma reducio significativa desses niveis
(Diab— 213 + 12,4; Diab.+ db-DCI - 110,5 + 10,4) (Tabela 2). O tratamento com
mio-INS também proporcionou queda nos niveis de triglicerideos dos animais
diabéticos (Diab. — 240,5+16,1; Diab. +/L;ib-fDCI - 94,3+46,5). O percentual desta queda
pronunciada foi de 60,9+5,8% e 48,145,1% (p<0,05 vs. controle interno; tabela 2) para
a administragdo com db-DCI e mio-INS respectivamente. Nos animais controle, uma

moderada diminuigcdo de 194+4,7% foi observada. Pode-se constatar que 0s inositois

atuaram cronicamente para restaurar o balango metabdlico.



O ganho de peso no periodo de tratamento de quatro semanas nos animais
diabéticos foi significativamente menor quando comparado com o0s animais
euglicémicos (Bugli — 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 néo
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 pressdo arterial média dos animais diabéticos sofreu um leve incremento
quando comparada a dos animais euglicémicos (eugli — 91 = 4,3 vs. Diab. — 125 &
8,7mmHg, p<0,05). O tratamento com db-DCI e mio-INS no permitiu um incremento
significativo da pressdo arterial média dos animais tratados (db-DCI — 108,0 + 5.6;

mio-INS - 116,7 + 9,0) (Tabela 2).



Tabela 2. Perfil lipidico (colesterol total, HDL, LDL, VLDL e triglicerides), pressdo arterial média, peso corporal e glicemia de ratos euglicémicos ou
diabéticos por aloxana antes e apds 4 semanas de tratamento com db-DCI, mio-INS ou salina.

Grupos (I to Ii1) n Peso PAM Glicose sérica Colesterol TG HDL VLDL LBL
corporal (g}  (mmHg) {mg/dL) Total (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
(D) euglicémico 7 2474156 89,6+ 9 77,3+ 5,8 6348,3 28425 12,6425 36,7+8.6
() euglicmico salina 7 315+21%  91+43 77,3+6,6 734127 82+12 2141.9 17+1.6 35446
(11) diabético 12 2144123 3924317 88,7+7.9 132429.7 26,4+2 26,5459 358450
(ID) diabético+ salina 12 231 +154  125+8,7#  435,2435.6 79,4443 10748 20,5+1,7  21.4+22  37,5%2.6
(111) diabético 8  214.6420.2 367.4+16.37 97.744.5 240.5+16.17 232426  31.3+4.1° 432426
(UT) diabético+mio- 8  273.0427.2 116.7+9.0  335.2+14.6° 79.244.6  94.3+65  21.5%2.8  189437° 388437
INS
(IV) diabético 8  163.8%64 360.9+15.4° 94.1+6.4 213.0£12.4"  17.8%4.3 3653427 39.843.5
(IV) diabético+db- 8 2072468 108.0+5.6  248.8+102" 70.945.0 110541047 261425 22145 227424
DCI

Os dados sfo expressos como média + EPM. * p<0,05, teste t de Student pareado bicaudal, comparado com grupo controle respectivo, i.e., com 0s
valores obtidos antes do inicio dos respectivos tratamentos. # p<0,0S, teste t de Student nfo-pareado bicaudal, comparado com grupo euglicémico. &
p<0,05, test t de Student nfio pareado vs. Diabético + salina. PAM= pressio arterial média; TG= triglicerides; HDL= lipoproteina de alta densidade;
VLDL=lipoproteina de densidade muito baixa e LDL= lipoproteina de baixa densidade.



4.2. Avaliaciio do potencial preventivo da disfuncio endotelial

4.2.1. Leito vascular mesentérico

O relaxamento endotélio-dependente 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
méaxima ao estimulo vasodilatador de 32,1 + 4,3%. No entanto, a diminui¢do maxima
na pressdo de perfusio do LVM de ratos normoglicémicos 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) ¢ mioinositol (Mio-INS) obtiveram respostas maximas ao
estimulo vasodilatador endotélio-dependente de 68,8 + 3,3% e 54,4 *+ 3,2%,
espectivamente (Figura 10). A resposta vasodilatadora ao agonista de acfo
independente do endotélio, o nitroprussiato de sodio, ndo apresentou diferenca entre os

grupos, promovendo um relaxamento de 100% em todos os grupos testados (Tabela 3).
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Figura 1 Fleito do tatamento de ratos diabéticos por aloxany com 3.4-dibutivil-D-quiroinositol (db-DCTH

20mg/Kg/12l) ou mioinosilol (mic-INS) (20mg/ke/12h) durante 1 més na resposta endotélio-dependente

induzida pela acetilcolina no leilo arteriolar mesentérico. Cada ponto representa a média + erro padrio de pelo
menos 7 unidades experimentais. *p<0,05, ANOVA seguida da corregiio de Tukey-Kramer vs. Diabético +

salina. #p<0,05, ANOVA scguida da correghio de Tukey-Kramer vs. Euglicémico + salina.

Tabela 3. Parametros de curvas dose-resposta para o agonista endotélio-dependente,
acetilcolina {Ach), e endotélio-independente, nitroprussiato de sodio (SNP), no leito
arteriolar mesentérico (LAM) de ratos diabéticos por aloxana tratados com salina
(1mL/Kg/12h,v.0), 3,4-dibutiril-D-quiroinositol (db-DCI) ou mioinositol (mio-INS)

(20 mg/Kg/12h v.0.).

Tratamento Agonista R pax PD, N
Eugli+veiculo Ach 96,9+2,7% 5,4 [5,8-5,2] 7
SNP 10040 7.4 [7.9-6.9] 7

Diab+veiculo Ach 32,1+4,3% 6,7 [7,1-6,3] 12
SNP 10040 6.7 [6.9-6.4] 12

Diab+mio-INS Ach 54,4+3,2% 6,5 [6,9-6,1] 8
SNP 10040 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 maxima endotélio-dependente de anéis de aorta de ratos
normoglicémicos foi de 88,3135, enquanto que tecidos oblidos de ratos diabéticos
tratados com salina obtiveram uma resposta maxima de 43,7+7,6. Anéis de aorta de
ratos diabéticos tratados com db-DCI e Mio-INS, durante 4 semanas, obtiveram
respostas maximas de  64,3+49 e 38,7+4,5, respectivamente (Figura 11). O

relaxamento endotélio-independente, induzido por SNP nio apresentou diferenga entre

os grupos (Tabela 4).
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Figura 11: Efcito do tratamento de ratos diabéticos por aloxana com 3,4-dibutiril-D-quiroinositol (db-DCD
(20mg/kg/12h) ou miocinositol (mio-INS) (20mg/kg/12h) durante | més na resposta endotélio-dependente
induzida pela acctileolina e andis de aorta tordcica. Cada ponto representa a meédia + crro padriio de pelo menos
7 unidades experimentais. *p<0,05, ANOVA seguida da corregfio de Tukey-Kramer vs. Diabético + salina.
H#p<0,05, ANOVA scguida da corregiio de Tukey-Kramer vs. Fuglicémico + salina,
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Tabela 4. ParAmetros de curvas dose-resposta para o agonista endotélio-dependente,
acetilcolina (Ach), e endotélio-independente, nitroprussiato de sodio (SNP) em anéis
de aorta de ratos diabéticos por aloxana tratados com salina (ImL/Kg/12h,v.0), 3,4~
dibutiril-Dquiroinositol (db-DCI) ou mioinositol (mio-INS) (20 mg/Kg/12h v.0.}.

Tratamento Agonista Rax PD, I
Eugli+veiculo Ach 88,3+3,5% 7,5 [7,6-7,4] 7
SNP 100+0 7.4 [7.9-6.9] 7

Diab+veiculo Ach 43,7+7.6% 7.2 [7,6-6,8] 12
SNP 100+0 6.7 [6.9-6.4] 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 [7.2-8.6] 8

4.3. Avaliaciio do potencial curativo da disfuncfio endotelial

4.3.1. Leito arteriolar mesentérico

A diminuicdo maxima na pressdo de perfusdo induzida pela Ach em tecidos
obtidos de ratos euglicémicos foi de 95,1 +2,9% comparada a 48,3 & 5,7% nos leitos
de animais diabéticos tratados com salina (Figura 12). A incubagdo por uma hora de
1uM de db-DCI e mio-INS proporcionou uma resposta méaxima ao estimulo
vasodilatador de 70,7 +4,6% e 50,3 + 5,6%, respectivamente. A redugio na pressio de
perfusdo induzida pelo vasodilatador endotélio-dependente, SNP, adicionado ao LAM,

ndo se apresentou diferenga entre os grupos tratados ou nfo tratados (Tabela 5).



63

—a— Diabético + veiculo

100+
o —A— Euglicémico + veiculo
g 30 —a— Diabético + Mio-INS
2 —a— Diabético + db-DCl
(D ey
o 604
o QL
W
P e a0
52 -
0 [=)
s 3
zt(g %\w%*#
73]
) 20 -
S
0.
0 1 i T ! f { T { 1
11 -0 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2

ACh (log M)

Figura 12: Efeito da incubagio de 1pM de inositédis na resposta endotélio-dependente evocada pela acetilcolina
(Ach). As respostas foram comparadas com as obtidas de tecidos euglicémicos ou de ratos diabétuicos tratados
isovolumetricamente com veiculo. Os dados estdio expressos como meédia + EPM de 7 animais. *p<0.03 vs.
respostas obtidas de tecidos oriundos de ratos diabéticos e #p< 0.05 vs. respostas obtidas de tecidos oriundos de
ratos euglicémicos

Tabela 5. Parametros de curvas dose-resposta para o agonista endotélio-dependente,
acetilcolina (Ach), e endotélio-independente, nitroprussiato de sodio (SNP), no leito
arteriolar mesentérico (LAM) de ratos diabéticos por aloxana apds a incubagdo de
IuM de 3,4-dibutiril-D-quiroinositol (db-DCI) ou mioinositol (mio-INS).

Tratamento Agonista Roax PD, N
Eugli+veiculo Ach 95,142,9% 5,8 [6,3-5,2] 6
SNP 100+0 6.4 [6,5-6,3] 6

Diab-+veiculo 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 16,6-4,9] 6
SNP 10040 7,2 [6,8-7,6] S
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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 ndo tratados, obtendo, portanto, uma resposta maxima ao estimulo
vasodilatador de 22,9 + 3,6%. No entanto, a diminui¢io méaxima na pressdo de
perfusio do LAR de coelhos normoglicémicos foi de 63,6 + 4,9% (Figura 13). Esses
dados comfirmam a ocorréncia do dano endotelial presente no desenvolvimento da

diabetes.

Tecidos obtidos de coelhos diabético tratados com dibutiril -d-quiroinositol {db-
DC1) obtiveram uma resposta maxima ao cstimulo vasodilatador endotélio-dependente
de 58,3 + 5,9%, enquanto que o tratamento com mio-INS forneceu umqa resposta
maxima de 36,7% =+ 3,1% (Figura 9). A resposta ao SNP nio foi diferente entre os
grupos (Tabela 6).
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Figura 13: Ffeito da incubagdo de TpM de nositons na resposta endotelio-dependente evocada pela acetileoling
{Ach). As respostas foram cowmparadas com as obtidas de tecidos euglicémicos ou de coelhos diabétuicos
tratados isovolumetricamente com veiculo. Os dados estdio expressos como média + EPM de¢ 7 animais. *p<0.05
vs, respostas obtidas de teeidos oriundos de coclhos diabéticos ¢ #p< 0.05 vs. respostas obtidas de tecidos
oriundos de coelhos euglicémicos
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Tabela 6: Parimetros de curvas dose-resposta para o agonista endotélio-dependente,
acetilcolina (Ach), e endotélio-independente, nitroprussiato de sodio (SNP) no leito
arteriolar renal (LAR) de coelhos diabéticos por aloxana apos a incubagdo de 1uM de
3 4-dibutiril-D-quircinositol (db-DCI) ou mioinositol (mio-INS).

Tratamento Agomnista R PD, n
Bugli+veiculo Ach 63,6+4,9% 9,8 [10,09-9,5] 6
SNP 100+0 7.3 [7.7-7,0] 6

Diab+veiculo Ach 22,943,6% 9,6 [10,1-9,2] 6
SNP 100+0 6,8 [7,0-6.6] 6

Diab+mio-INS Ach 36,743,1% 9,3 [9,7-9,3] 6
SNP 10040 7,11[7,3-6,9] 6

Diab+db-DCI Ach 58,345,9% 8,719,4-7,9] 6
SNP 10040 7,1 [7,4-6,8] 6

4.3.3. Anéis de aorta

A resposta maxima vasodilatadora 2 Ach obtida de anéis de aorta de ratos
cuglicémicos foi de 94,4 + 4,6% comparada com 43,6 £ 2,5% em anéis de aorta de
ratos diabéticos incubados com salina. Ap6s uma hora de incubagfio com 1uM de mio-
INS ou db-DCI, a resposta maxima foi de 50,4 + 3,6% e 67,4 =+ 5,4%, respectivamente

(Figura 14). A resposta dos tecidos ao SNP n#o diferiu entre os grupos (Tabela 7).

Anéis de aorta de coelhos diabéticos obtiveram resposta maxima a Ach de 41,3
+ 2,5% comparada com 97,9 £+ 1,3% de anéis de coelhos euglicémicos (p<0,05). A
incubagiio dos anéis de aorta por uma hora com 1uM de inositdis 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 nio diferiu entre

os grupos (Tabela 8).
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Figura 14: Efcito da incubagiio de 1iM de inositdis na resposta endotélio-dependente evocada pela acetileolina
(Ach). As respostas foram comparadas com as obtidas de tecidos euglicémicos ou de ratos diabétuicos tratados
isovolumetricamente com veiculo. Os dados estdo expressos como média £ EPM de 7 anunais. *p<0.05 vs.
respostas obtidas de tecidos oriundos de ratos diabéticos e #p< 0.05 vs. respostas obtidas de tecidos oriundos de
rutos cuglicémicos

Tabela 7. Pardmetros de curvas dose-resposta para o agonista endotélio-dependente,
acctilcolina (Ach), e endotélio-independente, nitroprussiato de sddio (SNP), em anéis
de aorta de ratos diabéticos por aloxana apés a incubagio de 1uM de db-DCI ou mio-
INS

Tratamento Agonista B onx PD, N
Eugli+veiculo Ach 94 444 6% 7,9 {8,2-7,6] 6
SNP 10040 8,0 [8,6-7,8] 6

Diab+veiculo Ach 43,642.5% 7,4 [7,9-6,9] 6
SNP 100+0 7,6 [8,1-7,2] 6

Diab+mio-INS Ach 50,443,6% 6,9 [7,8-6,1] 6
SNP 100+0 7,717.2-8,2] 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: Lfeito da incubagiio de 1pM de inosildis na resposta endotélio-dependente evocada pela acetileolina
(Ach). As tespostas foram comparadas com as oblidas de tecidos euglicémicos ou de coclhos diabcluicos
tratados isovolumetricamente com veiculo. Os dados estdo expressos como média + BPM de 7 animais. *p<0.05
vs. respostas obtidas de tecidos oriundos de coelhos diabéticos ¢ #p< 0.05 vs. respostas obtidas de tecidos
oritndos de coclhos cuglicémicos

Tabela 8: Pardmetros de curvas dose-resposta para o agonista endotélio-dependente,
acetilcolina (Ach), e endotélio-independente, nitroprussiato de soédio (SNP), em anéis
de aorta de coelhos diabéticos por aloxana apos a incubagdio de 1uM de 3,4-dibutiril-
D-quiroinositol {(db-DCI) ou mioinositol (mio-INS).

Tratamento Agonista RBiax PD, N
Eugli+veiculo Ach 97,9+1,3% 6,0 [6,3-5,8] 7
SNP 100+0 6,9 [7,2-6,6] 7

Diab-+veiculo Ach 41,342,5% 7,2 [7,5-6,8] 12
SNP 100+0 6,7 [6.9-6.5] 12

Diab+mio-INS Ach 53,345,6% 6,9 [7,2-6,5] 8
SNP 10040 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. Avaliacdo do Potencial Antioxidante dos Inositéis

4.4.1 Efeito na Atividade da Oxido Nitrico Sintetase Endotelial (eNOS)

No intuito de avaliar a atividade basal de eNOS, foi determinado o aumento no
tonus induzido pela adi¢do de 100uM de L-NAME em anéis de aorta de ratos
diabéticos pre-contraidos com fenilefrina. Como mostra a figura 16, o incremento no
tonus 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 euglicémicos (67,3 +
4,9% (p<0,05)). A incubagdo com os inositois testados (1uM, por 1 hora) restaurou
este incremento no ténus contratil induzido por L-NAME nos anéis de aorta de ratos
diabéticos, sendo que as respostas maximas pds incubacfo de mio-INS e db-DCI
foram de 14 £ 2,7% e 43,5 £ 6,4% (p<0,05) respectivamente.

6
80~
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40+
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Diabéticos

Figura 16: Efeito da incubag&o por 1 hora com os inositois testados (1uM) no aumento do
tonus induzido por 100uM de I-NAME em anéis de aorta pré-contraidos com fenileftina.

4.4.2. Efeito na Potenciacio da Aciio do Oxido Nitrico

A vasodilatagdo induzida por NO ex6geno 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 1uM de NO foi de
58,9 £ 5,7% em anéis de aorta de ratos euglicémicos e de 4,6 + 2,1% (p<0,05) em

anéis de aorta de ratos diabéticos (figura 17). A incubagdo de 1 minuto com SOD
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melhorou esta resposta para 31,2 + 5,6%, enquanto a adi¢do do veiculo nfo obteve
efeito. A adigdo dos inositdis claramente incrementou o relaxamento induzido por NO
de maneira dose-dependente (figura 17 A e B). Na maior concentragdo utilizada
(10pM) a resposta ao NO dos anéis de aorta de ratos diabéticos foi de 25,3 £ 5,5%
para a incubagfio com mio-INS, de 67,2 £ 3,4% para o db-DCI e de 19,3 + 3,8% para o
veiculo (p<0,05).
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Figura 17: Efeito da superdéxido dismutase (SOD), 3,4-dibutiril-Dquiroinositol (db-DCI) e mioinositol (mio-
INS) na potenciagdo do relaxamento induzido por 6xido nitrico (NO por 1 hora — 1 a 10uM) em anéis de aorta
precontraidos com 0,1uM de fenilefrina (FEN). (A) mio-INS e (B) db-DCI. Os dados estdo 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
euglicémico.
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4.4.3. Efeito na formacio de superéxido
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Os resultados anteriormente relatados sugerem um possivel papel antioxidante

dos inositois testados, portanto, para investigar esta possibilidade nos testamos a agédo

das drogas diretamente na formacgfo de radicais livres j/m vitro em um sistema

xantina/xantino oxidase. Como mostra a figura 18B, os dois inositdis testados

diminuiram a taxa de reducgdo de azul de nitrotetrazolico (NBT) induzida pela

formagdo de superdxido oriunda da oxidaglio da xantina pela xantina oxidase. Os

inositols foram ativos de maneira dose-dependente em concentragdes de nivel sub-

micromolar, sendo o db-DCI mais efetivo que o mio-INS. A taxa de redugdo nio foi

diferente nos controles com salina (Figura 18A), ao mesmo tempo que a SOD

(1U/mL) efetivamente reduziu a taxa de reagdo. Em uma concentragdo de 3U/mL, a

SOD aboliu completamente a redugio de NBT pelo superdxido (Figura 18A).
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Figura 18: Efeito da superdxido dismutase (SOD- 0,03 a 3U/nL) na redugfio da reagiio de nitroblu tetrazolium
(NBT) induzida por formagiio de superdxido oriundo do sistema xantina/xantina oxidase (XA/XO) ¢ mostrado
no painel (A). O painel (B) mostra o cleito dos inositdis testados (0,01 a 1uM) na taxa de redugiio NBT
comparada com a adigdo isovolumétrica do veiculo, * p< 0.05, ANOVA seguido de Tukey-Kramer, inositdis vs.
veiculo. # p<0.05, ANOVA seguido de Tukey-Kramer, db-DCI vs. mio-INS. Os dados estiio expressos como

média + EPM (n=12).
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4.4.4. Efeito na producio de radicais livres em células endoteliais

Sendo a formac#io endoetlial de RL um fator chave para o desenvolvimento de
complicagioes diabéticas induzindo disfungdo endotelial, nds testamos a agdo dos

inositois em reduzir a formacio de RL na presenga de uma alta concentragio de

glicose.

Como mostra a figura 19, dois inositdis, DCI e db-DCI, foram testados ¢
comparados em uma analise com células endoteliais. Adicionados na concentragdo de
1 - 10uM, ambos os inositdis reduziram a nivel basal a elevada formagido de RL na
presenca de uma alta concentracio de glicose (25mM). Neste experimento o nivel
basal da formacdo de RL a uma concentragdo de SmM de glicose, foi de 25,4 £ 1,8
nmol.ml” ¢ em uma concentragio elevada de glicose (25mM) foi de 121,5 + 3.4
nmol.m!”. A incubacio de DCI e db-DCI preveniu o aumento da produgdo de R
induzido pela alta concentragdo de glicose de maneira dose-dependente (Figﬁra 19). A
incubacio de 10uM de DCI reduziu a produgio de RL a 58,2 + 1,3 nmol.ml™ (p>0,001
vs. glicose a 25mM sozinha) e db-DCI na mesma concentrégﬁo reduziu a produgio de

RL a 54,5 + 1,8 nmol.ml™" (p>0,001 vs. glicose a 25mM sozinha).
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Figura 19: Supressio das concentragdes de ROS exercida por D-quiro-inositol ¢ 3,4-dibutiril D-quiroinositol em
células endoteliais de aorta de bovino incubadas na presenga de 25mM de glicose. Os dados estdo 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. 5uM de DCI + 25mM de glicose. Db-
DCI=Dibutiril D-quiro-inositol; 1g = 5mM de glicose.
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4.4.5. Imunohistoquimica de células endoteliais de anéis de aorta

Um incremento da via de formag¢do do 6xido nitrico pelos inositdis foi
investigado por analise imunologica de produtos finais da sinalizagdo do NO, foram
analisados produtos de nitrosotidis e nitrotirosina. Como mostra a figura 20, anéis de
aorta de animais euglicémicos e diabéticos tratados com salina, mio-INS e db-DCI
durante quatro semanas, foram corados com seus especificos anticorpos. O grau de
coloragfio tanto para nitrosotiéis como para nitrotirosina foi claramente reduzido nos
anéis provenientes de animais tratados com salina quando estes comparados aos anéis
de animais euglicémicos. O tratamento com os inositdis efetivamente restaurou a
coloragdo para niveis controles tanto para nitrosotidéis como para nitrotirosina. Além
disso, a coloragéo nos tecidos de animais normais e tratados se estendeu para sitios
subendoteliais e endoteliais. Isto demonstra independentemente que os inositdis atuam

protegendo a sinalizagdo do NO nos tecidos.

.
-

Figura 20: Imunohistoquimica para nitrosotidis e nitrotirosina de anéis de aorta de ratos diabéticos por aloxana;
ACEG - coloragio para nitrosotidis; BDFH — coloragdo para nitrotirosina; A e B — controle euglicémico; C e D
— diabético + vaiculo; E e F — diabético + db-DCI; G e H — diabético + mio-INS
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5. DISCUSSAQ

A diabetes ¢ uma doenca vascular crénica na qual a alteragdo da homeostase da
glicose promove a disfungio de muitos Orgdos (Cooper et al, 2001). O presente
trabalho corrobora com dados previamente descritos que indicam uma disfungio
endotelial (Cooper & Johnston, 2000; Ginsberg ¢ Huang, 2000; Wei et al,, 1998;
Cohen, 1993), desbalango metabolico (Zimmet, 1999), aumento da pressio arterial
(Hansson et al., 1998) e alteragdo 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 redugio da
resposta a formagio de oxido nitrico, tanto endogena como exdgena. A hiperglicemia ¢
o principal fator desencadeador das complicagdes microvasculares da diabetes.
Estudos demonstram que o controle intensivo da glicemia pode reduzir a progressdo da
neuropatia e nefropatia em pessoas com diabetes tipo 1 (Diabetes Control and
Complications Trial Research Group, 1993) e tipo 1I (UK Prospective Diabetes Study
Group, 1998). O tratamento com dibutiril-D-quiroinositol (db-DCI) produziu uma
redugdo significativa de 30% na glicemia dos animais diabéticos (Tabela 2). Um
possivel mecanismo para explicar este cfeito seria a atuagfo deste inositol como
mediador da insulina, atuando na membrana das células e iniciando a cascata de
sinalizagdo da tirosina quinase o que culminaria com uma maior incorporagdo da

glicose pelas células.

Estudos demonstram que os mediadores putativos da insulina tém acdo
hipoglicémica ¢ glicogénica in vivo similares as da insulina em ratos diabéticos. Além
disso, estes mediadores atuam, de maneira concentragfo dependente como a insulina,
aumentando a incorporagdo de glicose para formar glicogénio (Fonteles et al., 2000;
Huang et al., 1993). Além disso, Huang ¢ colaboradores (1993) demonstraram que o
analogo do db-DCI o d-quiroinositol (DCI) reduz agudamente os niveis glicEmicos de

animais diabéticos por estrptozotocina.
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O tratamento com db-DCI reduziu também significativamente a 48,1% o nivel
de triglicerideos dos animais diabéticos tratados (Tabela 2). Lundman ¢ colaboradores
(1997 e 2001), demonstram que a hipertrigliceridemia (HTG) esta associada com
disfungiio endotelial ¢ aumento da concentragio plasmatica de dimetilarginina
assimétrica (ADMA), um inibidor endogeno da Oxido nitrico sintetase. Essa
dislipidemia ¢ mantida também por radicais livres (RL), pois estes promovem a
redugio da acio de lipases no endotélio de capilares contribuindo para a manutengio
deste perfil dislipidémico, além de diminuir o nivel de HDL nos receptores de insulina
na diabetes tipo 1l e favorecer a formagdo de produtos de lipoperoxidagdo (Laight et
al., 2000; Pinkney et al., 1997). Desde que a HTG passou a ser considerada como fator
de risco individual para a disfungio endotelial, principalmente quando associada a
hiperglicemia, a redugfo significante na HTG, demonstrada no grupo tratado com db-
DCI teria efeitos benéficos na preservagio da fungdo endotelial. Vale salientar ainda
que o trtamento com db-DCI pfomcvcu um leve incremento nos niveis de HDL
(Tabela 2), demonstrando mais uma agdo benéfica deste composto no que diz respeito

a dislipidemia.

O aumento dos fatores de risco, hipertrigliceridemia ¢ hiperglicemia, pode ser o
responsavel pelo leve incremento pressérico observado, em nosso estudo, nos animais
diabéticos tratados com salina. Outros estudos mostram que o aumento na formagio de
RL por estes fatores de risco promove o bloqueio da via NO-GMPc, que pode também
ser acompanhado na diabetes por sintese reduzida de prostaciclina, bloqueando assim
dois dos principais responsaveis pela manutengdo do tonus vasorelaxante (Sobrevia &
Mann, 1997, Ono et al., 1988). Este efeito esta associado ainda, a uma manutencio ou
mesmo aumento da formagdo de agentes vasoconstritores {Tesfamariam, 1993),

justificando assim o aumento da pressi¢ na diabetes.

O tratamento com db-DCI bloqueou este incremento na pressdo arterial, apos
um mées de indugdo da diabetes (Tabela 2). A explicagdo para este efeito pode estar

relacionada a dois mecanismos distintos: a corregdo parcial da disfungdo metabdlica
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diabética ou uma aciio direta dos inositdis sob o estresse oxidativo desencadeado pelos

fatores de risco.

O bloqueio do relaxamento endotélio-dependente em tecidos de animais
diabéticos ja foi demonstrado tanto em vasos de condutdncia como de resisténcia
(Nascimento et al., 2003; Forti e Fonteles, 1998; Rodriguez-Maiias et al., 1998; Hattori
et al., 1991; Kamata et al., 1989). Os dados obtidos em nosso laboratorio confirmam
essa atenuagdo nos anéis de aorta (vasos de condutincia) (Figuras 11, 14 e 15) e nos
leitos arteriolares mesentérico e renal (vasos de resisténcia) (Figuras 10, 12 € 13). Em
contraste, o relaxamento induzido por nitroprussiato de sodio, um agonista endotélio-
independente, produziu um relaxamento sustentado em ambos os controles,
normoglicémico ¢ 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 estd 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 pressdo de perfusdo nos
LAM (Figura 10), assim como uma resposta maxima endotélio-dependente mais
acentuada em anéis de aorta de ratos hiperglicémicos tratados com db-DCI, quando
comparados ao grupo de ratos hiperglicémicos tratados com salina ou mioinositol
(Figura 11). Estes dados demonstram a capacidade preventiva dos inositdis em reduzir

a agressividade da vasculopatia diabética.

Similarmente, os testes in viiro realizados para se avaliar a fungfo endotelial,
mostram a recuperagdo do relaxamento endotélio-dependente em todos os tecidos
testados, induzida pela incubagio do db-DCI (Figuras 12-15). Este estudo denota a
habilidade curativa desta molécula em reverter parcialmente a disfun¢io endotelial

associada a diabetes.
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Provavelmente esta sensibilidade maior do db-DCI se deva ao grupamento
butiril do composto que proporciona maor lipossolubilidade ¢ conscqiicntemente uma
maior disponibilidade do mediador insulinico no espago intracelular. O mecanismo
pelo qual estes mediadores aumentam a capacidade vasorelaxante relacionada a
integridade do endotélio, ainda nio esta elucidado. No entanto, pode estar associado a
uma methor utilizagdo da glicose, uma vez que estes compostos atuam como um
mediador da agfio da insulina e operam em conjunto com a cascata da tirosina quinase
(Larner et al., 1990). Este mecanismo diminuiria os efeitos deletérios da hiperglicemia
como aumento do estresse oxidativo, da formagio de prostanoides vasoconstritores,
ativagdo de Proteina quinase C, incremento da via dos poliois, produgdo 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 a
imsulina ou mimetizam a agﬁo deste hormdnio podem ser bastante eficazes,
especialmente no que diz respeito a resisténcia insulinica da diabetes tipo II. Podemos
citar como exemplo deste efeito a agdo da metformina que promove uma maior
sensibilidade a insulina ¢ melhora a fungdo 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 reduc@o dos fatores de risco, hiperglicemia e hipertrigliceridemia,
promovida pelo tratamento com os inositois foi apenas de carater parcial. Esta redugio
ndo foi suficiente para bloquear o surgimento da disfunc¢do endotelial, quando
comparado com animais diabéticos ou normoglicémicos. Assim, o efeito dos inositois
pode estar relacionado a uma agdo antioxidante direta, o que reduziria o dano
endotelial, exercido por espécies de -radicais livres (RL). O dano oxidativo ¢ um
determinante no desenvolvimento das complicagdes diabéticas (Brownlee, 2001;
Nishikawa et al., 2000; Giugliano et al., 1996; Tesfamarin, 1994; Baynes, 1991;
Wohaleb ¢ Godin, 1987; Wolff, 1987).
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fvidéncias recentes comprovam o papel dos radicais Hivees (RL) na atenuagiio
da vasodilatagio endotélio-dependente observada na diabetes (Laight et al., 2000).
Além de outros fatores esta disfuncdo do endotélio associada a formagdo de ERO ¢
proveniente da diminuigio na liberagdo, produgio e da biodisponibilidade reduzida do
NO, resultantes de sua rapida inativagio pelo radical superéxido (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 anion superéxido e a inibgio da lipoperoxidagdo (Laight et al., 2000). Qualquer
distarbio na via de sinalizagdo do NO tem implicagdes patologicas importantes para a
progressdo da doenga macroangiopdtica na diabetes, resultando de uma desregulagio
do ténus vascular, proliferagiio, agregacio plaquetaria, coagulagio, fibrindlise, adesiio
de leucocitos, permeabilidade vascular ¢ oxidagdo lipoprotéica (Laight 1999). Muitas
desses efeitos pro-aterogénicos podem ser desencadeadas pela hiperglicemia, que por
diversos mecanismos promove a inativagio do NO e estresse oxidativo endotelial
(Laight 1999; Taniguchi et al., 1996; Stehouwer et al., 1997), acompanhados ainda da
diminuic¢io 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 produgdo pela ¢eNOS assim como da atuagiio “scavenger” de NO realizada pelo
superoxido. Os efeitos da diabetes na expressdo de eNOS e produgiio de NO sdo
controversos. Estudos anteriores relatam uma expressdo aumentada {Cat et al., 2005;
Cosentino et al., 2003; Zou ¢t al., 2002), diminuida (Brownlee., 2001; Ding ot al |
2000; Meininger et al., 2000) ¢ inalterada (Mancusi et al., 1996) da proteina eNOS /s
vitro, em cultura de células endoteliais expostas agudamente a uma alta concentragiio
de glicose. No entanto, dados prévid§ concordam que € o desacoplamento da eNOS,
isto ¢, a disfungdo desta, que pode contribuir para uma produg¢do reduzida de NO ¢
producdo aumentada de RL (Stuehr & Griffith, 1992). Cai e colaboradores (2005)
demonstram que a hiperglicemia promove uma disfungio da eNOS e deficiéncia de
BH,. A perda de BH, parece ser um fator no desacoplamento de eNOS (Katusic,

2001), devido a uma transferéncia de elétrons do dominio redutase para o dominio
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oxigenase da enzima, que sdo desviados para espécies de oxigénio moleculares em
lugar da L-arginina (Vasquez-Vivar et al., 1998; Xia et al., 1998). Este processo

promove uma produgio preferencial de ERO em detrimento da produgio de NO.

O aumento de RL n3c somente sequestra e desativa NO, como forma
peroxinitrito (Zou et al., 2002). O NO reage com o superoxido em uma rapida reagdo
de difuséio para formar peroxinitrito (ONOQO") (Nanobashvili et al., 2004). A formagio
de peroxinitrito, um poderoso oxidante, tem duas importantes consequéncias para 0s
sistemas bioldgicos: a perda da bioatividade do NO e a oxidagio de uma larga
variedade de moléculas biologicas (Kosak et al., 2005). O peroxinitrito pode também
reagir com NO para formar o radical didxido de nitrogénio, nitritos, e oxidar a BH, a
BH; e subsequentemente a BH, (Laursen et al., 2001). BH, pode ainda competir com a
L-arginina pela eNOS, resultando em dano acelerado ainda maior & bioatividade da

eNOS (Vasquez-Vivar et al., 2002) e consequente dano endotelial.

Esta relagdo entre RL ¢ DE pode ser comprovada ainda por estudos que
demonstram uma diminuig¢dio da expressio de SOD, enzima antioxidante associada a
elimina¢do do anion superoxido, em aortas de animais diabéticos (Kobayashi &
Kamata, 1999) e que a expressdo aumentada de SOD pode restaurar a fungio de vasos
diabéticos (Zanetti ¢t al., 2001). A SOD reverie também a disfun¢iio endotélial em
arteriolas renais € o tempol, um similar da SOD, também melhora a resposta endotélio-
dependente a ACh em arteriolas aferentes renais de coelhos diabéticos (Ohishi &

Carmines, 1995).

A atividade da eNOS, foi investigada em nosso trabalho, com o auxilio do L-
NAME, um inibidor desta enzima, em- anéis de aorta. O L-NAME ao bloquear a
liberagdo de NO pela eNOS promove um incremento no tonus contratil do vaso. A
adi¢do de L-NAME promoveu uma contragdo expressivamente reduzida em anéis de
aorta de animais diabéticos quando comparados a resposta de anéis de animais
euglicémicos. A incubagdo dos inositdis restaurou parcialmente a contragio induzida

por L-NAME (Figura 16), demonstrando uma atividade de eNOS aumentada. No



entanto, o mecanismo deste processo ainda nfo estd esclarecido, porém pode estar
relacionado a agdo direta destes inositdis no combate a produgdo de RL como

discutiremos posteriormente.

A agio do NO foi entdo investigada em andis de aorta. O relaxamento
promovido pela adigiio de 1uM de NO foi severamente reduzido em anéis de aorta de
animais diabéticos (Figura 17), indicando a existéncia de um mecanismo de inativagao
do NO, como o estresse oxidativo, ou uma diminui¢io da atividade da guanilato

ciclase.

Varios estudos demonstram que a SOD melhora o relaxamento endotélio-
dependente mediado por NO em vasos de animais diabéticos (Rodriguez-Maiias et al.,
1998; Diederich et al., 1994; Hattori et al,, 1991). A utilizago da SOD como controle
positivo em nosso trabalho confirma estes achados prévios, ou sgja, com a incubagdo
de SOD houve um incremento no relaxamento induzido por NO exdgeno, mostrando
que a desativagdo do superoxido esta diretamente relacionada ao aumento da
bioatividade do NO. Com a incubac¢iio dos inositois testados, o relaxamento induzido
por NO também foi restaurado sendo que a adigdo de db-DCI (10uM) restaurou a
resposta vasorefaxante ao NO para nivel normal (Figura 17). Demonstrando que 0s
inositéis tambeém podem aumentar a bioatividade do NO, por um provavel mecanismo

antioxidante.

Na tentativa de avaliar a fundo este mecanismo, nos investigamos o possivel
efeito dos inositois adicionados a um meio com alta concentragdo de RL formados em
um sistema “in vitro” por oxidac¢io de xantina com xantina oxidase, que representa
uma fonte de producdo de anion sup“éréxido (Benov & Fridovich, 2002). Para se
avaliar o nivel de superoxido utilizamos o nitro-substituto aromatico, azul de
nitrotetrazolio (NBT), que pode ser reduzido pelo superoxido via reagbes de

transferéncia de um elétron e formar diformazan (Tarpey & Fridovich, 2001).



A adicdo de salina ao meio com alta concentragdo de superdxido, ndo
proporcionou mudangas na redugdo de NBT, indicando nenhuma alteragdo no nivel de
superéxido gerado pelo sistema oxidante. Com adig@o de SOD ac meio, a reagdo de
reducdo de NBT foi completamente reduzida ao nivel basal, demonstrando uma
completa eliminagdo de anion superdxido. Similarmente, a adigdo dos inositois em
concentracdes de carater submicromolar também resultaram na eliminagiio de
superdxido (Figura 18). Novamente, o db-DCI foi mais efetivo que o mio-INS. Este

achado também sugere, porém n#o prova ainda, que 0s inositdis agem coOmo

antioxidantes.

O nosso proximo passo foi avaliar este possivel efeito antioxidante dos inositois
em cultura de células endoteliais. Neste estudo utilizamos o DCI ¢ o db-DCIL
Investigamos o efeito dos inositdéis em células endoteliais incubadas em alta
concentragiio de glicose, a qual € responsével por promover elevados niveis de RL. Ao
se transferir células endoteliais de bovino de um meto com concentragdo de glicose
normal (5mM) e incuba-las em um meio com alta concentragdo de glicose (25mM), a
concentragio de RL aumentou 2-3 vezes. A adicio de DCI e db-DCI em concentragio
de 1,5 a 10 mM reduziu o nivel 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
inositdis sao “scavengers’’ de ROS e sugere, porém ni3o prova, sua atuagdo como
antioxidantes. Claramente os inositdis s3o efetivos tanto na cultura de células como in

vitro, em reduzir o incremento na producio de RL de maneira dose-dependente.

Além disso, nds investigamos a agdo dos inositdis na possivel protecio dos
sistemas de sinalizacio do NO. Anéis de aorta de ratos controle, diabéticos tratados
com salina e diabéticos tratados com inositois por um més foram examinados por meio
de imunohistoquimica para avaliar a produgio de nitroti6is e nitrotirosina, produtos
finais da sinalizagdo do NO em proteinas. Os achados obtidos demonstram que a
coloragdo vista no endotélio de anéis de aorta foi marcadamente reduzida nos animais
diabéticos ndo tratados. A administragio oral dos inositéis protegeu a via de

sinalizagdo do NO como demonstrado pelo aumento da coloragiio vista em andis de
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animais tratados, nos quais esta foi essencialmente restaurada ao nivel normal (Figura
20). Vale salientar que a coloragdo subendotelial vista no grupo controle euglicémico
foi também observada no grupo tratado. Achado semelhante ja foi relatado
previamente por Gow e colaboradores (2002). Assim, os inosit6is atuam cronicamente
para preservar a sinalizagio do NO mediada pela manuten¢do da produgdo de

nitrosotidis € nitrotirosina.

A terapia antioxidante baseada na suplementagdo com preparacoes
farmacéuticas de antioxidantes nutrientes ¢ n@o-nutrientes, pode conferir beneficios
cardiovasculares e metabdlicos na diabetes (Timimi 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 a
evidéncia da redugdo da defesa antioxidante na diabetes. Achados experimentais
afirmam que antioxidantes melhoram a vasodilatacdo endotélio-dependente e a
sensibilidade a insulina (Nascimento et al., 2003; Mattia et al,, 2003). Dados
epidemiologicos expressam ainda uma forte associagdo entre a dieta com nutrientes
antioxidantes ¢ a protegdo contra a doenga cardiovascular. Experimentos utilizando
antioxidantes naturalmente produzidos incluindo vitamina E, vitamina C, beta-
caroteno ¢ selénto, mostraram baneficios cardiovasculares, onde se apresentavam

como potenciais nutracéuticos (Laight et al., 2001).

De acordo com o nosso estudo, o beneficio do db-DCI na disfuncio endotelial
presente na diabetes parece ser decorrente de uma agio hipoglicemiante associada a
uma agdo 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 agemg hipoglicemiante oral, apresenta propriedades
antioxidantes ¢ reverte a distungdo endotelial ocorrente na diabetes (Mattia et al.,
2003). Outros dados mostram que a insulina pode induzir o vasorelaxamento
dependente de NO ¢ aumentar a expressao de eNOS em cultura de células por ativagao
da fosfatidilinositol-3-quinase (P13) (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 sollvel pode incluir a formagido reduzida de RL e ativagdo diminuida de
proteina quiinase C, assim como o incremento no metabolismo de lipoproteinas

(Zanetti et al., 2005).

O nosso estudo apresentou importantes implicagOes para estratégias terapéuticas
tanto com relagdo a prevengdo como a redugdo de complicagdes associadas a diabetes.
A provavel atuagdo do db-DCI como “scavenger” de radicais livres, reduzindo a
inativagdo de NO, conseqiientemente aumentando sua biodisponibilidade, sugere este
composto como um ultil adjuvante na preven¢do e no combate a uma exposi¢io
cronica a RL na diabetes. A confirmagdo deste efeito em estudos clinicos, como
também na obtengio de valores de TRAP (total radical trapping antioxidani
parameter) apds o tratamento com db-DCI, podera fornecer uma indicagdo adicional

para o tratamento da diabetes mellitus.
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6. Conclusdes

Os animais diabéticos por aloxana que ndo foram tratados apresentaram uma
disfuncdo endotelial nos vasos de resisténcia e condutdncia com um percentual
de mais de 50%;

O tratamento oral com db-DCI reduz o incremento pressdrico presente nos
controles diabéticos;

O tratamento com db-DCI reduz parcialmente o desbalango metabolico
ocorrente na diabetes;

O db-DCI previne parcialmente a disfungfio endotelial em ratos diabéticos;

O db-DCl reverte agudamente de forma parcial a disfungio endotelial em ratos
diabéticos;

O db-DCI incrementa o relaxamento induzida pelo 6xido nitrico de maneira
dose dependente;

O db-DCI atua como “scavenger” de RL tanto em ambiente rico em glicose
como oriundos do sistema enzimatico XA/XO;

O db-DCT atua melhorando a sinalizacio do NO, aumentando os produtos finais
de sua ativagdo.

Dessa forma podemos sugerir que a reversdo da disfunc@o endotelial em
animais diabéticos, proporcionada pelo tratamento com 3,4-dibutiril-D-
quiroinositol, seja derivada de uma reducio dos parémetros metabolicos

associada a uma agio antioxidante direta.
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