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Claudino Fonteles.

O endotélio é um órgão endócrino que regula diversas funções importantes para a 
homeostase vascular, como tônus, trombogênese, aterogênese, angiogênese, migração 
celuar na inflamação, etc. Esse órgão, como qualquer outro, está sujeito a disfunção e até*  
esmo falência. Entre os principais fatores de risco que causam disfunção enáotclial (DE) 
estão o diabetes (Db) e a senescência. Neste estudo avaliamos a função endotelial através da 
medida da resposta relaxante endotélio-dependente em vasos de ratos diabéticos e 
senescentes e de coelhos diabéticos. A administração ora! duas vezes ao dia durante 1 mês 
de antioxidantes naturais (rutina e ácido lipóico-AL) em ratos diabéticos ou senescente foi 
capaz de prevenir a DE nestes animais A taxa de DE na aorta ratos diabéticos tratados 
apenas com veículo foi de 51,9 ± 4,6% enquanto que nos tratados com rutina foi de 14,1 ± 
2,4% (p<0,05) e 44,7+3,7% nos tratados com AL. No leito arteriolar mesentérico (LAM) 
dos ratos diabéticos a DE foi de 44,6+5,8% comparado com 21,4 ± 2,8% nos tratados com 
rutina e 24,8±3,7% no grupo tratado com AL. O mesmo padrão de resposta foi observado 
no leito vascular renal (LVR) corpos cavernosos de coelhos (RbCC) diabéticos. Nestes 
tecidos a incubação por 1 hora com 1 pM de rutina ou AL foi capaz de revertería DE. No 
LVR a resposta relaxante máxima à acetilcolina (ACh) foi de 16,0±2,0% comparada com 
42,0+3,4% obtidas nos LVR tratados com rutina e 31,0+3,9% nos tratados com AL. Nos 
RbCC a resposta nitrérgica, induzida por campo elétrico (20 V; 0,5 ms e 16 Hz), foi dc 
89,6+6,0% nos controles euglicêmicos comparado com apenas 37,0±4,0% (p<0,05) nos 
RbCC diabéticos. O. tratamento prévio com rutina aumentou este relaxamento para 
63,8+4,8% (p<0,05 Db+veículo vs. Db+ rutina). Da mesma maneira o relaxamento dos 
RbCC à ACh que estava bloqueada nos diabéticos (euglicêmicos= 87,0+8,0% vs. 
Db=27,8±3,8%) foi restaurada nos tecidos tratados com rutina para 74,0+7,0%. Por outro 
lado, os outros agentes antioxidantes utilizados, i.e., catequina e glutationa reduzida (GSH) 
reverteram a DE, mas apenas parcialmente. De maneira semelhante, nos tecidos obtidos de 
ratos senescentes a rutina e AL reverteram a DE de maneira significativa. A DE da aorta de 
ratos senescentes foi de 55,0+5,2% comparado com 13,5+1,3% (p<0,05) nos tratados com 
rutina e 29,3+3,4% (p<0,05) no grupo tratado com AL. No LAM o mesmo padrão de 
resposta foi observado com DE de 53,4+4,2% nos senescentes não tratados comparado com 
6,1 + 1,3% no grupo tratado com rutina e 27,9+3,7% nos tratados com AL. Os inositóis 
preveniram e reverteram a DE de ratos e coelhos diabéticos de maneira parcial, além de 
terem atividade scavanger de superóxido in vilro . Alé do mais, estes compostos potenciam 
a resposta relaxante ao óxido nítrico exógeno em anéis de aorta de ratos senescentes. Estes 
agentes isoladamente ou em conjunto podem se constituir num tratamento preventivo ou 
curativo da disfunção endotelial associada à diabetes ou senescência.
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The endothelium is a very active endocrine organ regulating many important vascular 
functions related to haemodynamics and blood pressure control. For instance it actively 
regulates the vessel tonus, the thrombotic status of blood, atherogenesis and angiogenesis, 
only to mention a few. This organ as anyone is subject to dysfuction and even failure. 
Among the major risk factors for endothelial dysfunction (ED) are diabetes and senescence."*  
The endothelial-dependent relaxant response to acetylcholine (ACh) compared to the 
endothelial-independent relaxation induced by a nitrovasodilatador was used as a method to 
measure endothelial function in resistance (mesenteric, cavernous and renal) and 
conductance (aorta) vessels. Wc find that both diabetes and senescence strongly blunts the 
endothelial-dependent response in either resistance or conductance vessels. The 
administration of rutin (50 mg/kg/12h; p.o) or lipoic acid (LA; 20 mg/Kg/12h; p.o) to both 
diabetic (Db) and senescent rats was shown to be effective in the prevention of ED in aorta 
and arteriolar mesenteric bed (AMB). The calculated ED for aorta was 51.9 ± 4.6% 
compared with 14.1 ± 2.4% (p<0.05) in the rutin-treated group and 44.7±3.7% in the LA- 
treated group. The calculated ED for diabetic AMB was 44.6±5.8% compared with 21.4 ± 
2.8% (p<0.05) in the rutin group and 24.8±3.7% (p<0.05) in the AL group. The same 
pattern was observed in the renal vascular bed (RVB) and rabbit corpus envernosus 
(RbCC). In this tissue 1-hour incubation with 1 pM de rutin or AL reversed ED. In RVB the 
maximal relaxant response to ACh was 16.0±2.0% compared with 42.0±3.4% (p<0.05) 
obtained in rutin-treated tissues and 31.0±3.9% (p<0.05) in AL. The maximal nitrergic 
response of RbCC to electrical ficld stimulation (20 V; 0,5 ms e 16 Hz) was 89.6±6.0% in 
control euglycemic animais compared to 37.0±4.0% (p<0.05) in diabetic RbCC. Previous 
incubation with rutin restored this relaxation to 63.8±4.8% (p<0.05 Db+vchicle vs. Db+ 
rutin). The endothelial-dependent relaxation to ACh in RbCC was also blunted in diabetic 
tissues (euglycemic= 87.0±8.0% vs. Db=27.8±3.8%) and was also restored towards normal 
(74,0±7,0%) leveis in rutin-treated tissues. In addition, the other antioxidant agents used, 
i.e., catechin and glutathione (GSH) also partially reversed ED in diabetic and senescent 
vascular tissues. Similarly, in senescent vascular tissues rutin and AL significantly reversed 
ED. The calculated ED for aorta was 55.0±5.2% compared with 13.5±1.3% (p<0.05) in the 
rutin-treated group and 29.3±3.4% (p<0.05) in AL-treated tissues. The same profile was 
shown in the AMB with 53.4±4.2% ED compared with 6.1±1.3% in rutin-treated tissues 
and 27.9±3.7% in the AL-treated group. The administration of the putativc insulin- 
mediators (20 mg/Kg/12h, v.o) partially prevented or reversed ED in diabetic tissues of rats 
and rabbits. They were also shown to have superoxide scavenger activity in vitro and 
potentiate the relaxant response of senescent aortas to exogenous nitric oxide 
administration. These compounds may have a beneficiai outeome as adjuvants in-preventive 
or curative protocols for endothelial dysfunction associated with diabetes or senescence.



1. Introdução

1.1. Apresentação

A descoberta anatômica de uma camada celular sobreposta a parede vascular por 

Von Recklinghausen no início do século XIX permaneceu apenas como uma descrição 

mais detalhada da descoberta de uma separação física entre vasos e sangue por Malpighi 

no século XVII uma vez que nenhuma função substancial foi atribuída a este tecido. 

Esta visão estática foi mudada apenas mais de cem anos depois, no final da década de 

70, quando Furchgott e Zawadzki descreveram a vasoreatividade dependente da 

integridade endotelial. Graças a esse trabalho pioneiro de Furchgott e Zawadzki (1980),.- 

o endotélio é hoje reconhecido como um importante regulador da homeostase vascular. 

As células endoteliais, como uma camada de revestimento dos vasos sanguíneos, estão 

estrategicamente localizadas entre o sangue circulante e o músculo liso vascular. Em 

uma pessoa com um peso corporal de 70 Kg, o endotélio cobre uma área aproximada de 

5000 m e pesa cerca de 1-1,5 Kg (I-Ierrmann e Lerman, 2001). O endotélio vascular 

apresenta uma variedade de fenótipos entre os diversos leitos vasculares e apesar de sua 

estrutura de monocamada celular, o endotélio realiza várias funções diferentes 

relacionadas à manutenção da parede vascular, do sangue circulante e deu balanço 

hemodinâmico do corpo como um todo. Uma propriedade central nesta 

multifuncionalidade do endotélio é o metabolismo e secreção de uma série de fatores 

envolvidos na coagulação, ativação e agregação plaquetária, permeabilidade e 

inflamação vascular, e proliferação e migração das células do músculo liso vascular. De 

maneira mais notável, o impacto do endotélio no tônus vascular tem sido mais bem 

estudado nos últimos anos com a descoberta de fatores vasorelaxantes e 

vasoconstritores de origem endotelial. Portanto, a integridade funcional do endotélio é 

crucial para a manutenção do fluxo sanguíneo e capacidade antitrombótica, uma vez que 

o endotélio produz e secreta uma série de fatores que afetam os mecanismos de 

contração e relaxamento do músculo liso vascular, trombogênese, fíbrinólise, 

mitogênese, e ativação e inibição da atividade plaquetária. Desta maneira, o endotélio 

contribui para o controle da pressão arterial, fluxo de perfusão tecidual e angiogênese. 

Assim como qualquer outro órgão, o endotélio vascular está sujeito a desfegulação, 

disfunção, insuficiência e falência. Desta maneira, tornou-se patente que uma função 

endotelial débil contribui substancialmente para diversas desordens cardiovasculares
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como a aterosclerose, hipertensão, insuficiência cardíaca, que levam a hipoperfusão, 

oclusão vascular e lesão no orgão afetado, como por exemplo infarto, acidente vascular 

cerebral e insuficiência renal (Behrendt e Ganz, 2002). Deste modo, um paradigma 

funcional, denominado integridade endotelial, baseado no balanço entre fatores 

contrateis e relaxantes derivados do endotélio foi definido. O desbalanço nestes fatores 

favorecendo vasoconstrição à vasodilatação e portanto, resistência à condutância foi 

denominado disfunção endotelial. No entanto, o leitor deve manter em mente que a 

disfunção endotelial, no campo básico, é mais do que um mero desbalanço entre fatores 

vasoreativos e deve além disso lembrar que este fenômeno, no campo aplicado, é mais 

do que um simples marcador precoce de aterosclerose. Os fatores vasoativos liberados 

pelo endotélio também regulam outras funções como coagulação, mitogênese e"*  

aterogênese, por exemplo. Apesar disso, a alteração da vasoreatividade? endotélio 

dependente tornou-se nas últimas duas décadas a medida mais utilizada para verificar a 

função/disfunção endotelial tanto no campo de pesquisa básico como no campo clínico 

em humanos e animais.

Em adição a uma grande redução no potencial vasorelaxante, a monocamada 

endotelial no leito vascular afetado é caracterizada por aumento na produção de 

moléculas de adesão, como por exemplo a molécula de adesão vascular 1, molécula de 

adesão intercelular 1 e E-selectina/P-selectina, aumento na produção de moléculas pró- 

coagulantes como a fator de von Willebrand e o fator de ativação tecidual de 

plasminogênio. Portanto, a disfunção endotelial pode ser entendida mais completamente 

como a conversão do endotélio de uma camada que contribuía para um tônus 

vasorelaxante, antiagregante, anti-aderente e antitrombótico para uma monocamada *

vasoconstritora, pró-agregante, pró-aderente e pró-trombótica. Mas como medir a 

disfunção endotelial ???

Normalmente, o endotélio diminui ativamente o tônus vascular, processo no qual

o óxido nítrico tem um papel primordial (Vane, Anggard e Botting, 1990). O endotélio,

também regula a permeabilidade vascular a nutrientes, hormônios e outras

macromoléculas (Renkin, 1992) e leucócitos (Pober e Cotran, 1990). Ademais, as

células endoteliais normalmente inibem a adesão e agregação plaquetária produzindo

prostaciclina, óxido nítrico e ectonucleotidases, limitam a ativação da cascata de

coagulação através da proteína trombõmodulina-C e pelas interações entre sulfato de
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heparano e antitrombina III e regula a fibrinólise pela produção de fator tecidual de 

ativação de plasminogênio e seu inibidor, inibidor do ativador de plasminogênio (PAI- 

1) (van Hinsbergh et al., 1994). O endotélio pode se adaptar a requerimentos temporais 

e locais. São exemplos deste fenômeno a liberação de produtos como óxido nítrico e do 

fator tecidual de ativação de plasminogênio após estimulação específica, a indução 

gênica (e.g., E-selectina) após exposição a mediadores pró-inflamatórios (Stehouwer et 

al., 1997).

A disfunção do endotélio pode ser considerada presente quando suas 

propriedades, tanto no estado basal quanto quando estimulado, tenham mudado de tal 

maneira que se tornaram ineficientes para a preservação da função orgânica. Por 

exemplo, a síntese da membrana basal pode estar alterada, resultado em mudanças na 

interação célula-matrix. A permeabilidade vascular pode aumentar assim como o tônus 

vascular. Finalmente, o endotélio pode perder suas propriedades antitrombóticas e pró- 

fíbrinolíticas e pode ao invés disto adquirir propriedades pró-trombóticas e anti- 

fibrinolíticas. Tais alterações não necessariamente acontecem simultaneamente. Além 

do mais, elas podem diferir de acordo com a natureza da injúria e das propriedades 

intrínsecas do endotélio (e.g.,arterial versus venoso versus microvascular). Portanto, a 

disfunção endotelial não é uma entidade discreta c nem um padrão ouro para suajncdida 

existe. A avaliação da função endotelial pode ser estimada indiretamente medindo-se a 

vasodilatação endotélio-dependente e os níveis plasmáticos de proteínas regulatórias 

derivadas do endotélio (Stehouwer e Donker, 1993; Vane, Anggard e Botting,1990; 

Hamsten, 1995; Jansson, Nilsson e Johnson, 1991; Ridker et al., 1993; Omland et al., 

1994; Thompson et al., 1995; Blann e Taberner, 1995). Estes procedimentos são 

sumarizados na tabelai.
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Tabela 1. Estimativas da função/disfunção endotelial

Parâmetro Interpretação: Função endotelial alterada
Aumento da taxa de escape transcapilar 
de albumina radiomarcada injetada 
intravenosamente

Aumento da permeabilidade a
macromoléculas

V asodilatação endotélio-dependente
diminuída

Diminuição na produção de 
vasodilatadores como óxido nítrico

Enclotelina1 Síntese aumentada de vasoconstritores
Fator de Von Willebrand1 Aumento na atividade pró-trombótica e 

pró-coagulante

Trombomodulina Diminuição na atividade anticoagulante
Fator tecidual de ativação do 
plasminogênio, PAI-1

Diminuição na atividade profljjrinolítica

E-selectina, VCAM-1
Fibronectina celular, fragmentos de 
colágeno do tipo IV

Aumento na permeabilidade a
leucócitos, ativação inflamatória
Síntese da matrix extracelular alterada

!= níveis séricos ou plasmáticos aumentados; s= sóluvel; VCAM= molecular de adesão 
de células vasculares ; PAI-1= inibidor do ativador de plasminogênio-1.

O uso destas estimativas da disfunção endotelial é sustentada por muitos estudos
ar 

demonstrando altos níveis circulantes de proteínas regulatórias derivadas do endotélio e 

vasodilatação endotélio-dependente diminuída em pacientes com doenças que envolvem 

injúria ao endotélio, como aterosclerose, pre-eclâmpsia e vasculite (Stehouwer e 

Donker, 1989; Vane, Anggard e Botting, 1990). Além do mais estudos prospectivos tem 

demonstrado que, em várias circunstâncias, pacientes com altos níveis plasmáticos de 

fator tecidual de ativação de plasminogênio, PAI-1, fator de Von Willebrand e 

endotelina tem prognóstico cardiovascular adverso (Hamsten, 1995; Jansson, Nilsson e 

Johnson, 1991; Ridker et al., 1993; Omland et al., 1994; Thompson et al., 1995; Blann 

e Taberner, 1995). Por outro lado, deve ser enfatizado que uma série de premissas não 

provadas são inerentes à interpretação destas propostas estimativas de disfunção 

endotelial. Primeiro, função alterada não necessariamente equivale a disfunção. 

Segundo, altos níveis plasmáticos de produtos derivados endotélio pode refletir síntese 

aumentada, “clearance” diminuído ou em alguns casos aumento do “turnover” da 

matrix extracelular. Terceiro, é provável que a taxa de escape transcapilar de albumina 

seja determinada não apenas pelo endotélio, mas também por propriedades biquímicas e
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latrix extracelular e por forças hemodinâmicas . Quarto, outros tipos o

:i contribuir para os altos níveis plasmáticos de alguns produtos que e

vam do endotélio. Por exemplo, PAI-1 pode ser produzida não apenas s

oteliais, mas também por hepatócitos, adipócitos c células do músculo e

ihimomura et al., 1996). Quinto, uma vez que a área de superfície e 

ítica do endotélio da microvasculatura é muito maior que a do endotélio 

;os, muitas destas estimativas de disfunção endotelial presumivelmente ?

ões ao nível de arteríolas de resistência, capilares e vênulas, enquanto -

clínicos como infarto do miocárdio são causados por trombose de r

e condutância. Finalmente, não está claro ainda se o valor prognóstico 

níveis plasmáticos de proteínas regulatórias derivadas do endotélio está

,s funções específicas (e.g., aumento da adesão plaquetária e aumento da 

do fator III da cascata da coagulação, no caso do fator de Von 

leyer e Girma, 1993) ou ao fato de que níveis elevados de qualquer »

ória derivada do endotélio acontecem em paralelo com distúrbios em

endoteliais, ou seja funcionam como marcadores. Em conclusão, 

láveis, mas não perfeitas, do grau de função/disfunção endotelial 

dida com mais extensa utilização tem sido a medida dos níveis 

fator de Von Willebrand e avaliação da vasodilatação endotélio- w

i alguns casos, como na diabetes insulino-independente tem se 

e a diminuição da vasodilatação endotélio-dependente é um marcardor 

3 disfunção endotelial do que os níveis plasmáticos do fator de Von

^er, Collier e Vallance, 1992; Johnstone et cil., 1993).

;e disfunção endotelial é definida como a capacidade diminuída ou 

■ada com animais controle de mesma idade e sexo, clc responder a 

atador que dependa da integridade funcional do endotélio associada à 

itadora normal em resposta a agentes musculotrópicos, como os nitratos 

:emplo. Este trabalho de doutorado representa um esforço na tentativa 

lei de antioxidantes naturais na prevenção e tratamento da disfunção 

idelos de disfunção associadas à senescência e da disfunção endotelial e 

abetes. Assim como o papel de mediadores putativos da via de 

íal da insulina na disfunção endotelial e nitrérgica associada ao diabetes 
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biofísicas da matrix extracelular e por forças hemodinâmicas . Quarto, outros tipos 

celulares podem contribuir para os altos níveis plasmáticos de alguns produtos que 

também se derivam do endotélio. Por exemplo, PAI-1 pode ser produzida não apenas 

por células endoteliais, mas também por hepatócitos, adipócitos c células do músculo 

liso vascular (Shimomura et al., 1996). Quinto, uma vez que a área de superfície e 

capacidade sintética do endotélio da microvasculatura é muito maior que a do endotélio 

dos grandes vasos, muitas destas estimativas de disfunção endotelial presumivelmente 

refletem alterações ao nível de arteríolas de resistência, capilares e vênulas, enquanto 

que os eventos clínicos como infarto do miocárdio são causados por trombose de 

grandes vasos de condutância. Finalmente, não está claro ainda se o valor prognóstico 

do aumento nos níveis plasmáticos de proteínas regulatórias derivadas do endotélio está 

associado às suas funções específicas (e.g., aumento da adesão plaquetária e aumento da 

disponibilidade do fator III da cascata da coagulação, no caso do fator de Von 

Willebrand) ( Meyer e Girma, 1993) ou ao fato de que níveis elevados de qualquer 

proteína regulatória derivada do endotélio acontecem em paralelo com distúrbios em 

outras funções endoteliais, ou seja funcionam como marcadores. Em conclusão, 

estimativas razoáveis, mas não perfeitas, do grau de função/disfunção endotelial 

existem. A medida com mais extensa utilização tem sido a medida dos níveis 

plasmáticos do fator de Von Willebrand e avaliação da vasodilatação endotélio- 

dependente. Em alguns casos, como na diabetes insulino-independente tem se 

demonstrado que a diminuição da vasodilatação endotélio-dependente é um marcardor 

mais sensível de disfunção endotelial do que os níveis plasmáticos do fator de Von 

Willebrand (Calver, Collier e Vallance, 1992; Johnstone et al., 1993).

Nesta tese disfunção endotelial é definida como a capacidade diminuída ou 

ausente, comparada com animais controle de mesma idade e sexo, de responder a 

estímulo vasodilatador que dependa da integridade funcional do endotélio associada à 

resposta vasodilatadora normal em resposta a agentes musculotrópicos, como os nitratos 

orgânicos por exemplo. Este trabalho de doutorado representa um esforço na tentativa 

de avaliar o papel de antioxidantes naturais na prevenção e tratamento da disfunção 

endotelial em modelos de disfunção associadas à senescência e da disfunção endotelial e 

nitrérgica no diabetes. Assim como o papel de mediadores putativos da via de 

transdução de sinal da insulina na disfunção endotelial e nitrérgica associada ao diabetes
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mellitus. Esperamos deste modo contribuir para o entendimento desta síndrome e 

apresentar novas opções de abordagem terapêutica para a mesma.

1.2. Fisiologia Endotelial

O endotélio vascular, como frisado anteriormente, funciona não apenas como 

uma barreira mecânica passiva entre o sangue circulante e a parede vascular como 

também utiliza esta localização estratégica para regular a homeostasia vascular. Um 

novo conceito, portanto, considerando o endotélio vascular como um órgão endócrino 

substituiu o conceito antigo que considerava o endotélio um componente inerte do vaso. 

O endotélio arterial, por exemplo, responde às forças de cisalhamento através de uma'' 

via que leva à fosforilação da enzima óxido nítrico sintase (NOSC), a qual produz óxido 

nítrico constitutivamente e leva à vasodilatação (Dimmeler et al., 1999; Scotland et al., 

2002). Esta resposta permite que artérias de condutância se acomodem a aumentos de 

fluxo (Brouet et al., 2001) e que vasos de resistência mantenham um tônus 

vasorelaxante (Palmer et al., 1988). O estresse de cisalhamento é o principal estímulo 

fisiológico da atividade daNOSc, causando rápida liberação da membrana e ativação da 

mesma por fosforilação em resíduos de serina por ação da Akt quinase (Fuiton et al., 

1999; Dimmeler et al.,1999', Scotland ei al., 2002) e provocando regulação crescente 

(“up regulation”) da expressão gênica de NOSC pela ativação traducional do promotor 

da enzima. Em condições basais a NOSC está inativa e permanece particulada na 

membrana por ligação a lípidios, por miristoilação e palmitoilação, e através de uma 

interação inibitória com a caveolina-1, a principal proteína regulatórias das cavéolas. A 

ligação de agonistas a receptores específicos (e.g., bradicinina, acetilcolina, substância 

P) leva à rápida ativação da enzima por despalmitoilação, ligação do complexo cálcio- 

calmodulina, desligamento da caveolina c liberação da enzima da membrana plasmática 

( Michel et al., 1997; Prabhakar et tz/.,1998).

Ademais, o endotélio limita a trombose local por produzir o ativador tecidual de 

plasminogênio, mantendo uma superfíceie carregada negativamente e secretando 

heparanas e trombomodulina (Behrendt e Ganz, 2002; Gonzalez e Selwyn, 2003).

O endotélio tem uma participação importante na modulação da homeostasia

vascular e na regulação de várias funções fisiológicas, como inflamação, agregação

plaquetária, fibrinólise, angiogênese e mecanorecepção (Jaffe, 1985; Vane et al., 1990;
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Ramos, 1992; Wu e Thiagarahan, 1996). O endotélio também contribui para o 

metabolismo de compostos oriundos do sangue, como a angiotensina e bradicinina, que 

são metabolizados pela enzima conversora de angiotensina endotelial e na superfície das 

células endoteliais, ecto-ATPases metabolizam nucleotídeos de adenina (Simionescu e 

Simionescu, 1986; Vane et al., 1990; Ramos, 1992; Jaffe, 1995;).

O endotélio sintetiza uma grande variedade de substâncias parácrinas, como o 

fator vasoconstritor endotelina, os dois mediadores antiadesivos, antiagregantes e 

vasodilatadores proslaciclina e óxido nítrico, o fator de ativação plaquetária (PAF), fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), ativador de plasminogênio tecidual, 

interleucinas, fator de von Willebrand e vários fatores de crescimento (Hanahan, 1986f 

Vanhoutte et al., 1986; Vane et al., 1990; Rubanyi, 1991;Ltischer e Dubey, T995).

1.2.1. Principais Fatores Endoteliais Responsáveis pelo Controle do Tônus 

Vascular

Óxido Nítrico.

O óxido nítrico (NO) tem sido implicado numa grande diversidade de funções 

fisiológicas incluindo relaxamento de músculo liso, neurotransmissão, resposta imune e 

inibição da ativação plaquetária (Schmidt e Walter, 1994; Murad, 1996). O óxido nítrico 

é um gás que pode atingir até l,9mM de concentração em uma solução aquosa (Shaw e 

Vosper, 1977; Kerwin et al., 1995) e que é um radical livre, com um elétron livre, que 

pode sofrer várias reações, agindo tanto como um fraco oxidante ou um agente redutor 

(Kanner et al., 1991). Difunde-se livremente através das membranas biológicas (Welch 

e Loscalzo, 1994) podendo agir relativamente distante do seu local de produção. A 

concentração, e a fonte de NO, são os principais fatores determinantes de seus efeitos 

biológicos (Wink e Mitchell, 1998). Três formas redox ativas e interrelacionadas de NO 

tem sido descritas: radical livre, nitrosônio e ânion nitroxil (Welch e Loscalzo, 1994; 

Kerwin et al., 1995; Bonner, 1996). NO pode reagir com o ânion superóxido e formar 

um forte agente oxidante, peroxinitrito (ONOO"), que participa de reações de oxidação 

protéica em situações fisiológicas (Welch e Loscalzo, 1994). NO ou o nitrosônio 

também são capazes de formar S-nitrosotióis por reagir com grupos sulfidril. S- 

nitrosotióis podem ter um papel nó metabolismo celular ou podem servir como 
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carteadores de NO (Ignarro et. al., 1981; Stamler et al., 1992; Upchurch et al., 1995). S- 

nitrosotióis são potentes inibidores de agregação plaquetária e vasorelaxantes. Ademais, 

a albumina plasmática reage com o NO endógeno ou exógeno formando S- 

nitrosoalbumina, servindo com um estoque plasmático de NO a partir do qual pode ser 

lentamente liberado (Welch e Loscalzo, 1994; Minamiyama et al., 1996). Os efeitos 

diretos do NO na sua maioria envolvem interações do NO com complexos metálicos. As 

reações do NO com proteínas contendo grupamento heme são as mais relevantes 

físiologicamente e incluem interação com a guanilato ciclase (Martin ei al., 2000) e 

citocromo P450 (Wink et al., 1993). No entanto, NO pode também interagir com 

proteínas não heme que contém ferro e proteínas complexadas com zinco (Davis et al., 

2001). Os efeitos indiretos do NO, produzidos através da interação dó NO tanto com Or 

ou O2', incluem nitrosilação (quando NO+ é adicionado a uma amina, tiol^u hidroxila 

de um grupo aromático). O óxido nítrico é formado a partir da 1-arginina através da ação 

da enzima óxido nítrico sintase (NOS). Além do substrato, 1-arginina, a reação 

catalizada pela NOS requer oxigênio molecular, NADPH, e outros cofatores como 

tetrahidrobiopterina, FMN, FAD, e grupamento heme para produzir NO e citrulina 

(Marletta, 1994; Stuher, 1997). A enzima existe em três isoformas codificadas por genes 

distintos (Marletta, 1994; Murad, 1996; Stuher, 1997). A NOS-1, também conhecida 

como NOS cio tipo 1, neuronal ou cerebral (NOSn) é encontrada em altas concentrações 

em tecidos neuronais e alguns não-neuronais. A NOSn é expressa no cérebro (Schmidt 

et al., 1989; Knowles et al., 1989; Bredt e Snyder, 1990; Rodrigo ei al., 1994; Moncada 

e Higgs, 1995), medula espinhal (Dun et al., 1992), gânglios simpáticos (Dun et al., 

1993; Sheng et al., 1993), nervos nitrérgicos periféricos (Hassal et al., 1992; Safrey et 

al., 1992; Sheng et al., 1992), glândulas adrenais (Dun et al., 1993; Palacios et al., 

1989), plaquetas (Radomski et al., 1990a,b) e células das ilhotas pancreáticas (Schmidt 

et al., 1992). A enzima NOS-2, conhecida como NOS do macrófago, NOS tipo 2 ou 

NOS induzida (NOSi). Apesar desta isoforma ter sido originalmente encontrada em 

macrófagos, existe numa variedade de tipos celulares incluindo hepatócitos, células do 

músculo liso vascular, fibroblastos e células epiteliais (Marletta, 1994; Murad, 1996; 

Stuher, 1999). A enzima NOS-3, NOS do tipo 3 ou isoforma endotelial (NOSe), foi 

primeiramente identificada como a enzima que produzia 0 fator relaxante derivado do 

endotélio (Marletta, 1994; Murad, 1996; Stuher, 1999; Davis et al., 2001). Â NOSe é 

expressa em células endoteliais (Lamas et al., 1992; Marsden et al., 1992; Nishida et al., 

1992; Sessa et al., 1992 ; Pollock et al., 1993). Enquanto as isoformas NOSn c NOSi 
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são enzimas predominantemente solúveis no citoplasma, a NOSe é mais de 90% 

particulada na membrana (Fõrstermann et al., 1991). As isoformas NOS-1 e NOS-3, são 

frequentemente agrupadas como constitutivas (NOSc), uma vez que são usualmente 

expressas de maneira constitutiva, e suas atividades são reguladas através de alterações 

nas concentrações de cálcio intracelular e da subsequente formação do complexo cálcio- 

calmodulina (Fõrstermann et al., 1990; Bredt e Snyder, 1992). A enzima NOS-2, por 

sua vez, não é expressa basalmente nas células. A expressão da NOSi depende da 

ativação por ação de endotoxinas e citocinas pró-inflamatórias (incluindo a interleucina- 

l,IFN-y, TNF-a) em diversos tipos celulares como macrófagos (Curran et al., 1989; 

Lyons et al., 1992; Xie et al., 1992), células endoteliais (Knowles et al., 1990; Rees et 

al., 1990), hepatócitos (Billiard et al., 1990; Knowles et al., 1990), neutrófilos (McCalF 

et al., 1989; Wright et al., 1989) e células do músculo liso vascular (Wood^í al., 1990). 

Esta enzima está ligada ao complexo cálcio-calmodulina mesmo nas concentrações 

basais de cálcio intracelular, portanto, a função da NOS-2 não é afetada por alterações 

nas concentrações de cálcio intracelular. Ademais, esta enzima pode produzir níveis 

muito altos de NO comparado com NOS-1 e NOS-3.

Por outro lado, as enzimas NOSn, NOSe e NOSi tem sido associadas com 

neurônios, endotélio e indução por estímulo imunológico/inflamatórío, respectivamente, 

no entanto, nem sempre elas tem estas localizações ou propriedades. Por exemplo, 

NOSe tem sido localizado em plaquetas (Radomski et al., 1990b) e em certas 

populações neuronais no cerébro (Dinerman et al., 1994), e a NOSn tem sido 

identificada no epitélio de brônquios e traquéia (Kobzik et al., 1993). Semelhantemente, 

tanto a atrividade como a quantidade das isoformas contitutivas, NOSn e NOSe podem 

ser aumentadas, indicando que estas enzimas podem ser induzidas. Por exemplo, a 

gravidez ou tratamento com estradiol aumentam o RNAm tanto para a NOSn como para 

NOSe (Weiner et al., 1994). Ademais, o estresse de cisalhamento e a atividade física 

constante também aumentam a expressão gênica da NOSe no endotélio da aorta (Sessa, 

1994; Moncada e Higgs, 1995). Ademais, a isoforma NOSi, originalmente descrita 

como sendo induzida apenas em condições patológicas, está também ativa em condições 

fisiológicas (Moncada e Higgs, 1995).

As isoformas da NOS tem sido purificadas e clonadas de várias fontes, incluindo 

cérebro de rato, macrófagos, células do músculo liso vascular de rato, cálulas 
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endoteliais de aorta de bovinos entre outros (Nakane et al., 1993; Kerwin et al., 1995; 

Moncada e Higgs, 1995). Em humanos foram identificados três genes que codificam as 

isoformas de NOS. Estes genes codificantes da NOSn, NOSi e NOSe estão localizados 

nos cromossomos 12 (Marsden et al., 1993; Xu et al., 1993), 17 (Xu et al., 1994) e 7 

(Marsden et al., 1993; Xu et al., 1994), respectivamente.

Os DNAs complementares da isoforma NOSn humana e de ratos tem sido 

caracterizada, mostrando que possuem um RNAm de aproximadamente 10 kb 

codificando proteínas de 1429 e 1433 aminoácidos, respectivamente. A identidade 

sequencial das proteínas correspondentes nestas duas espécies é alta (93%) (Knowles e 

Moncada, 1994; Moncada e Higgs, 1995). As isoformas humanas NOSe e NOS» 

diferem entre si em massa molecular (133.000 para a NOSe 162.000 paf& a NOSn) e 

tem apenas 53% de identidade na sequência de aminoácidos (Knowles e Moncada, 

1994; Moncada e Higgs, 1995; Farrel e Blake, 1996). A terminação amínica da NOSe 

não possui um domínio de 220 aminoácidos presentes na NOSn, e pode sofrer 

miristoilação (Busconi e Michael, 1993) e palmitoilação, o que explica sua localização 

particulada na membrana (Kerwin et al., 1995; Moncada e Higgs, 1995). A isoforma 

NOSi de macrófagos de roedores tem homologia com a NOSe e NOSn de 51% e 54%, 

respectivamente. No rim de rato, duas diferentes formas de NOSi tem sido identificadas, 

a expressão das quais pode ser diferentemente induzidas por lipopolissacarídeo e 

citocinas, sugerindo que alguns tipos celulares são capazes de expressar diferentes 

isoenzimas NOSi (Mohaupt et al., 1994).

As isoformas NOS usam L-arginina, oxigênio molecular e NADPH, nas reações 

catalizadas. Além do mais, as três isoenzimas contém um grupo heme e requerem 

tetrahidrobiopterina (BFR), ílavina adenina dinucleotídeo (FAD) e flavina 

mononucleotídeo (FMN) como cofatores (Bredt e Snyder, 1990); Hevel et al., 1991; 

Stuehr et al., 1991). As isoformas NOSn e NOSe são enzimas cálcio-calmodulina 

dependentes (Bredt e Snyder, 1990; Fõrstermann et al., 1990, 1991; Mayer et al., 1991; 

Nakane et al., 1991; Pollock et al., 1991; Bredt e Snyder,1992), enquanto a NOSi é uma 

enzima cálcio e calmodulina independente cuja tradução é regulada por várias citocinas. 

A NOSi também se liga a calmodulina (Lyons et al., 1992; Xie et al., Í992) e na 

verdade, em macrófagos de ratos, esta ligação é tão forte que a calmodulina pode ser 

considerada uma subunidade da enzima (Zoche et al., 1996). A isoforma NOSi produz 
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endoteliais de aorta de bovinos entre outros (Nakane et al., 1993; Kerwin et al., 1995; 

Moncada e Higgs, 1995). Em humanos foram identificados três genes que codificam as 
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Os DNAs complementares da isoforma NOSn humana e de ratos tem sido 

caracterizada, mostrando que possuem um RNAm de aproximadamente 10 kb 

codificando proteínas de 1429 e 1433 aminoácidos, respectivamente. A identidade 

sequencial das proteínas correspondentes nestas duas espécies é alta (93%) (Knovvles e 

Moncada, 1994; Moncada e Higgs, 1995). As isoformas humanas NOSe e NOS» 

diferem entre si em massa molecular (133.000 para a NOSe 162.000 part» a NOSn) e 

tem apenas 53% de identidade na sequência de aminoácidos (Knovvles e Moncada, 

1994; Moncada e Higgs, 1995; Farrei e Blake, 1996). A terminação amínica da NOSe 

não possui um domínio de 220 aminoácidos presentes na NOSn, e pode sofrer 

miristoilação (Busconi e Michael, 1993) e palmitoilação, o que explica sua localização 

particulada na membrana (Kerwin et al., 1995; Moncada e Higgs, 1995). A isoforma 

NOSi de macrófagos de roedores tem homologia com a NOSe e NOSn de 51% e 54%, 

respectivamente. No rim de rato, duas diferentes formas de NOSi tem sido identificadas, 

a expressão das quais pode ser diferentemente induzidas por lipopolissacarídeo e 

citocinas, sugerindo que alguns tipos celulares são capazes de expressar diferentes 

isoenzimas NOSi (Mohaupt et al., 1994).

As isoformas NOS usam L-arginina, oxigênio molecular e NADPH, nas reações 

catalizadas. Além do mais, as três isoenzimas contém um grupo heme e requerem 

tetrahidrobiopterina (BFI4), flavina adenina dinucleotídeo (FAD) e flavina 

mononucleotídeo (FMN) como cofatores (Bredt e Snyder, 1990); Flevel et al., 1991; 

Stuehr et al., 1991). As isoformas NOSn e NOSe são enzimas cálcio-calmodulina 

dependentes (Bredt e Snyder, 1990; Fõrstermann et al., 1990, 1991; Mayer et al., 1991; 

Nakane et al., 1991; Pollock et al., 1991; Bredt e Snyder,1992), enquanto a NOSi é uma 

enzima cálcio e calmodulina independente cuja tradução é regulada por várias citocinas. 

A NOSi também se liga a calmodulina (Lyons et al., 1992; Xie et al., í992) e na 

verdade, em macrófagos de ratos, esta ligação é tão forte que a calmodulina pode ser 

considerada uma subunidade da enzima (Zoche et al., 1996). A isoforma NOSi produz 



uma quantidade maior e libera por longo tempo o óxido nítrico quando comparada com 

as isoformas NOSe e NOSn, os quais geram pequenas quantidades de NO (Moncada al 

al., 1991; Nathan e Hibbs, 1991; Moncada e Higgs, 1995). Ambas as isoformas são 

competitivamente inibidas pela NG-monometil-L-arginina (L-NMMA) e outros 

análogos de L-arginina (Joly et al., 1994; McCall e Vallance, 1992; Moncada el al., 

1991), e a expressão da NOSi é inibida por corticosteróides (Cohen, 1995; Moncada el 

al., 1991).

Prostaciclinas

A prostaciclina foi o primeiro fator relaxante derivado do endotélio a sej; 

descrito, mesmo antes dos trabalhos seminais de Furchgott e Zawadski '«que levaram 

posteriormente à identificação do óxido nítrico (Furchgott e Zawadzki, 1980). Em 1976, 

Moncada e cols. descreveram um agente anticoagulante que também era capaz de 

relaxar o músculo liso vascular. Eles chamaram a entidade de PGX, a qual, logo depois, 

foi identificada como prostaciclina (Moncada et al., 1976; Moncada e Vane, 1979).

A prostaciclina é um membro da família prostaglandina de mediadores lipídicos. 

sendo um ácido carboxílico insaturado com 20 carbonos e um anel ciclopeniano. Essa 

substância, que é o principal produto do metabolismo do ácido araquidônico nas células 

endoteliais, possui potentes atividades vasodilatadoras e antitrombóticas (Vane, 

Anggard e Botting, 1990; Moncada et al., 1997; Caughey et al., 2001; Vane e Corin, 

2003).

A liberação de ácido araquidônico dos fosfolipídios ligados à membrana por 

ação de fosfolipases forma a base da produção de prostanóides. A ciclooxigenasc 

converte o ácido araquidônico em prostaglandina Ffr, que sofre ação de várias sintases, 

resultando 11a produção de potentes prostanóides vasoativos como a prostaciclina, 

prostaglandina E e F e tromboxano. Desses, a prostaciclina é 0 principal prostanóide 

produzido pelas células endoteliais (Vane e Corin, 2003). A formação de prostaciclina é 

regulada por dois passos limites: a liberação de ácido araquidônico da membrana 

fosfolipídica pela fosfolipase A2 e a conversão desse ácido a um precursor prostanóide 

pela ciclooxigenase. Dois tipos de ciclooxigenases (COX) têm sido identificados: COX- 

1 e COX-2. A COX-1 é expressa constitutivamente na maioria dos tipos de células e 
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parece ser responsável pela síntese de prostaglandinas que são importantes para funções 

homeostáticas, enquanto a COX-2 é rapidamente induzida por citocinas e fatores de 

crescimento (Vane, Bakhle e Botting, 1998). Frias e colaboradores (2003) mostraram 

que em músculo liso vascular, a angiotensina II, um hormônio vasoativo, promove a 

produção de prostaciclina em larga extensão através do aumento da expressão da COX- 

2, o qual é mediado pelo ácido fosfatídico gerado pelo aumento da atividade da 

fosfolipase D dependente de proteína quinase C (Frias et al., 2003), sendo este um 

mecanismo independe da COX-1.

A prostaciclina causa relaxamento predominantemente via sistema de transdução 

adenilato ciclase/AMPc. O mecanismo ocorre pela interação da prostaciclina coirf 

receptor específico na membrana plasinática do músculo liso vascular. E.?sa interação 

leva a ativação da adenilato ciclase e aumento da produção de AMPc. Por sua vez, o 

AMPc ativa a proteínaquinase A, a qual fosforila proteínas-alvo específicas e leva ao 

relaxamento vascular (Kukovetz et al., 1979; Ignarro et al., 1985). A proteínaquinase A 

tem um efeito semelhante a proteínaquinase G, podendo ativar canais de potássio 

sensíveis ao ATP induzindo hiperpolarização e estimular a saída de cálcio do citosol 

inibindo a maquinaria contrátil (Carvalho et al., 2001). Entretanto, embora a remoção 

do cálcio do citoplasma e a redução da sensibilidade ao cálcio do aparato coiftrátil seja 

um importante mecanismo para produção de relaxamento por esse sistema, a 

prostaciclina pode também induzir a hiperpolarização do músculo liso vascular. A 

hiperpolarização obtida no músculo liso vascular induzida por prostaciclina exógena e 

pelo componente da hiperpolarização derivada do endotélio que é sensível aos 

bloqueadores de ciclooxigenase está associada a um aumento de condutância de 

membrana com aproximação do potencial de membrana do potencial de equilíbrio do 

potássio (Parkington et al., 1993; Schubert et al., 1997; Clapp et al., 1998; Yajima et 

al., 1999; Thapaliya, Matsuyama e Takewaki, 2000). A liberação de prostaciclina do 

endotélio arterial é capaz também de suprimir a liberação de transmissor vasoconstrictor 

de nervos da adventícia vascular (Tare, Parkington e Coleman, 2000).

Embora a participação de hiperpolarização, por aumento da condutância ao 

potássio, no relaxamento induzido por prostaciclina tenha sido demonstrado, a natureza 

dos canais de potássio envolvidos pode não ser a mesma nos diferentes leitos arteriais. 

Pesquisa utilizando artérias coronárias (Parkington et al., 1993; Clapp et al., 1998;
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Yajima et al., 1999; Thapaliya, Matsuyama e Takewaki, 2000) e mamárias de cobaios 

(Tare, Parkington e Coleman, 2000) mostraram o envolvimento de canais de potássio 

sensíveis ao ATP. No entanto, estudos realizados na artéria da cauda de rato mostraram 

que os canais de potássio ativados por cálcio parecem estar envolvidos (Schubert et al., 

1997).

Desde a descrição inicial do EDRF por Furchgott em 1980 tem sido 

reconhecideo que o NO e.a prostaciciclina tem várias atividades e peculiaridades 

semelhantes. Por exemplo, muitos, mas não todos, os estímulos para liberação de NO 

são também estímulos potentes para liberação de prostaciclina (Radomski, Palmer e 

Moncada, 1987; de Nucci et al., 1988; Fostermann et al., 1989). A bradicinina e a*  

acetilcolina, por exemplo, induzem vasodilatação que é dependente**  de NO e 

prostaciclina (Lamontagne et al., 1992). Em grandes vasos e na microcirculação, 

citocinas induzem “up-regulation” da produção de NO e prostaglandinas (Moatter e 

Gerritsen, 1992 e 1994; Kilbourn e Belloni, 1990; Akarasereenont et al., 1995). Além do 

mais, as vias biossintéticas das prostaglandinas e do óxido nítrico podem sofrer 

interferências uma da outra. Por exemplo a indução da produção de PGEj no pulmão 

por administração de EPS em ratos foi inibida por inibidores da síntese de óxido nítrico 

e mimetizado por administração de nitroprussiato de sódio (Sautebin c DiRosa, 1994). 

Após inibição da NOS os níveis plasmáticos de prostaciclina aumentam (Wu et al., 

1999) e o efeito hipertensivo do bloqueio da NOS em suínos é amplificado pelo pré- 

tratamento com indometacina (Albertini, Vanelli e Clemente, 1996). Existem relatos 

que o óxido nítrico pode inibir a ciclooxigenase (Kanner et al., 1992) c assim como 

nitrovasodilatadores suprimir a liberação de prostaciclina vascular (Doni et al., 1988; 

Thelen et al., 1992; Matthews et al., 1995; Barker et al., 1996; Bauersachs et al., 1996; 

Kosonen et al., 1998). Portanto, durante o bloqueio crônico da NOS ou após deleção do 

gene codificados da NOS a prostaciclina pode parcialmente compensar a perda do NO. 

Neste sentido, durante inibição crônica da NOS a excreção urinária de prostaciclina 

aumenta 2-3 vezes (Danielson e Conrad, 1996). A vasodilatação induzida pelo fluxo nas 

arteríolas do músculo gracilis e induzida por acetilcolina nas artérias mesentéricas, que 

são primordialmente mediadas por NO, permanecem inalteradas em camundongos 

"Knockouts” para NOSe. No entanto, a indometacina, a qual não afeta a resposta de 

vasos de animais controle (“w/7cZ-/ype”), abole quase que completamente as respostas 

citadas acim em animais que sofreram deleção do gene para NOSe (Chataigneau et al.,
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1999; Sun et al., 1999). Estes dados apontam para um papel compensatório da 

prostaciclina no caso de diminuição ou perda da atividade do óxido nítrico. Puybasset e 

colaboradores também demonstraram um incremento na via da ciclooxigenase levando 

a um aumento da liberação de prostanóides vasorelaxantes na artéria femoral de cães 

após inibição crônica da NOS (Puybasset et al., 1996).

Do ponto de vista funcional, várias evidências também sugerem que um 

vasodilatador prostanóide, presumivelmente a prostaciclina, pode atuar como fator 

compensatório após a perda crônica de óxido nítrico na circulação coronária. Em 

artérias coronárias, a prostaciclina causa liberação c potcnciação do efeito do fator de 

relaxamento derivado do endotélio (óxido nítrico) (Marcelín-Jiménez e Escalante,^ 

2001), enquanto nitrovasodilatadores tem ações sinérgicas com um análogo^sintético da 

prostaciclina (Lidbury et al., 1989). Estudo realizado em artérias coronárias de cães 

sujeitos a bloqueio crônico de óxido nítrico sintase mostrou que a liberação de 

prostaciclina estimulada por bradicinina foi duas vezes maior quando comparada com 

controle (Beverelli et al., 1997). Lacza e colaboradores (2003) mostraram que em caso 

de redução dos níveis de óxido nítrico na circulação coronariana, o tônus arterial é 

mantido pela produção de prostaciclinas (Lacza et al., 2003). Tem sido, então, proposto 

que a interação prostaciclina/óxido nítrico pode representar um mecanismo 

compensatório promovendo o aumento de um dos agonistas relaxantes quando a 

produção do outro está reduzida.

Os mecanismos de interação ainda estão sendo estudados, por exemplo, 

Marcelín-Jiménez e Escalante (2001) sugeriram que o óxido nítrico inibe a atividade da 

COX através da atividade da proteína quinase dependente de GMPc que fosforila a 

proteína ciclooxigenase associada e essa inibição atenua o relaxamento vascular 

mediado por prostaciclina. Por outro lado, a ciclooxigenase, com seu centro ferro-heme 

que lhe confere atividade hidroperoxidase, pode ser um alvo para ação inibitória do NO 

(Kalyanaranman el al., 1982). Alternativamente a nitrosilação de outros alvos na 

ciclooxigenase (tirosina, cisteínas livres) ou em outras enzimas, como a prostaciclina 

sintetase podem ser mecanismos potenciais (Gerritsen, 1996). Miceli e colaboradores 

(2003), demonstraram que a síntese aumentada dc prostaciclina induzida por fatores 

pró-inllamatórios em células endoteliais da veia umbilical humana pode ser bloqueada 



15

por bloqueadores da NOS induzida mostrando uma interação sinérgica entre as 

isoformas induzidas destas enzimas.

A prostaciclina e óxido nítrico são liberados a partir das células endoteliais por 

uma variedade de substâncias vasoativas, incluindo acetilcolina, nucleotídeos de 

adenina, bradicinina, vasopressina e angiostensina (Barker et al., 1996). Alguns autores 

demonstraram que a geração de prostaciclina e óxido nítrico pelas células endoteliais 

pode ser estimulada pela bradicinina, ADP, ATP, ácido araquidônico ou fosfolipase C e 

que estes efeitos podem ser antagonizados por miristato de forbol (inibidor de proteína 

quinase C), por um inibidor da quinase dependente de diacilglicerol e por gentamicina, 

sugerindo que a liberação de óxido nítrico e prostaciclina estão acopladas e que o passef 

comum inicial é o aumento do cálcio intracelular com regulação por^ativação da 

fosfolipase C e PKC (de Nucci et al., 1988; Hyslop e de Nucci, 1991).

Por outro lado, o bloqueio farmacológico (Gardiner et al., 1989; Vallance, 

Collier e Moncada, 1989) ou a deleção gênica da NOS (Huang et al., 1995) tem

efeitos rápidos e profundos na pressão arterial, aumentando a mesma em cerca de 30- 

50mmHg. No entanto, o bloqueio da enzima ciclooxigenase com indometacina ou 

aspirina não afeta a pressão sanguínea de repouso em humanos (Duffy et al.^'\999') ou 

ratos (Gardiner, Compton e Bennett, 1990; Parkington et al., 2002; Ray et al., 2002). 

Ademais, ratos knockout para a isoforma induzida da ciclooxigenase (COX-2) são 

normotensos (Lim et al., 1999). No entanto, em uma população de japoneses com 

polimorfismos na região promotora do gen codificante da prostaciclina sintetase, 

apresentando baixa atividade de transcrição, a pressão sanguínea está elevada e há uma 

prevalência aumentada de acidentes vasculares cerebrais e de infartos cardíacos (Iwai et 

al., 1999). A pressão sanguínea também é maior em camundongos knockout para a 

prostaciclina sintetase. Nestes animais, há aumento da razão lúmen/parede vascular na 

aorta, vasos pulmonares e renais e também glomeruloesclerose (Yokoyama et al., 

2002).

Além disso, a razão prostaciclina/tromboxano At tem um importante papel na 

determinação do tônus vascular (Bunting, Moncada e Vane, 1983). O trabalho de 

Yokoyama e colaboradores (2002), citado anteriormente, demonstra que nos animais 

com deleção no gene que codifica a prostaciclina sintetase e consequente ausência do
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metabólito prostaciclina tem um aumento de cerca de cinco vezes na produção de 

tromboxano A2. Evidências recentes demonstram que 0 estresse oxidativo que é uma 

consequência destrutiva comum a vários fatores de risco cardiovasculares, incluindo 

diabetes e hipertensão, afeta a razão prostaciclina/tromboxano A?. Ânions superóxido, 

por exemplo, reagindo com óxido nítrico, formam peroxinitrito, uma molécula 

citotóxica que pode nitrosilar proteínas. A nitrosilação da prostaciclina sintetase pelo 

peroxinitrito deprime sua atividade e torna disponíveis quantidades aumentadas de 

prostaglandina FI2 a qual, além de ter ação vasoconstritora direta, é também precursor 

do tromboxano A2, agente vasconstritor e com ação pró-coagulante (Bachschmid et al., 

2003; Ozaki et al., 2002; Hink et al., 2003). Portanto a manutenção desta via é 

importante para regulação local de tônus e coagubilidade sanguínea e 0 seu bloqueie 

parece estar associado com complicações vasculares. *

Neste sentido, 0 uso de análogos estáveis da prostaciclinas tem efeitos benéficos 

em pacientes com doença vascular periférica, incluindo aquelas derivadas do diabetes 

mellitus (Szczeklik et al., 1983; Toyota e Oikawa, 2002; Suzuki et al., 2002). Uma 

série dc estudos clínicos, por exemplo, durante um período dc doze anos envolvendo 

2000 pacientes com doença vascular periférica demonstrou que a infusão intravenosa do 

análogo estável da prostaciclina, iloprost, tem um benefício significante quando 

comparado com placebo em termos de cicatrização das ulcerações e dor em repouso ao 

fim do período de tratamento (2-4 semanas), além do mais a frequência de amputação 

ou morte durante os seis meses que seguiram ao tratamento também foram 

significativamente reduzidas (Dormandy, 1996).

Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio

Em 1988, Taylor e Weston sugeriram que 0 relaxamento endotelio-dependente 

do músculo liso vascular produzia uma liberação de um fator adicional de relaxamento 

derivado do endotélio (EDRF, do inglês “endothelium-derived relaxing jdetor"), 0 qual 

poderia causar relaxamento por aumento do potencial de membrana das células 

musculares. Este fator adicional foi denominado fator hiperpolarizante derivado do 

endotélio (EDHF, do inglês, “endothelium-derived hyperpolcirizing facior"') para 

distingui-Io do EDRF descrito por Furchgott e Zawadzki, (Taylor e Weston, 1988; Chen 

et al., 1988). As evidências para a existência de um fator derivado do endotélio distinto
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do NO foi baseada em três importantes observações. Primeiro, mesmo antes da 

importância do endotélio na modulação do tônus vascular ter siclo reconhecida, já havia 

sido demonstrado que a acetilcolina causava hiperpolarização do músculo liso 

(Kuriyama e Suzuki, 1978). A constatação de que o endotélio era responsável por este 

efeito na propagação do potencial de membrana ocorreu logo após a decoberta do 

EDRF (Furchgott e Zawadzki, 1980), quando Bolton e colaboradores (1984) 

descreveram a ação hiperpolarizante do carbacol em artéria mesentérica de cobaio, e um 

efeito similar foi descrito com a substância P em artéria coronária (Bény e Brunet, 

1988a). A segunda evidência para indicar a existência de um fator de hiperpolarização 

endotélio-dependente distinto do NO, foi baseada nas diferenças dos mecanismos de 

transdução celular. O relaxamento do músculo liso em resposta ao NO é mediado pof 

ativação heme-dependente da guanilato ciclase, com a subsequente geraçao de GMPc 

(Ignarro et al., 1982). No entanto, apesar desta ação do NO na guanilato ciclase ser 

rcproduzida por nitrovasodilatadores, a ação destes no tecido vascular não está 

associada com uma signifícante hiperpolarização da membrana (Taylor el al., 1988). 

Finalmcntc, uma evidência direta para a existência de mais de um mecanismo para a 

ação vasorelaxante da acetilcolina foi demonstrada utilizando aorta e artéria pulmonar 

de rato onde a resposta dependente do NO endotelial pode ser bloqueada de maneira 

independente da hiperpolarização do músculo liso (Chen et al., 1988). O relaxamento e . 

o aumento na produção de GMPc em resposta à acetilcolina foi quase completamente 

abolido pela hemoglobina (liga-se e inativa NO) ou azul de metileno (bloqueia a 

guanilato ciclase e capta NO) ao mesmo tempo que a hiperpolarização transitória dos 

vasos permaneceu inalterada. Mostrando que a hiperpolarização do músculo liso 

vascular independe do mecanismo mediado pelo NO. »

Estas observações sugerem que o EDFIF pode ser importante no início do 

relaxamento do músculo liso pela redução indireta do transporte de Ca2+ através dos 

canais voltagem-dependente. Além disso, sugere que o EDFIF pode ter papel 

predominante nas pequenas arteríolas nas quais, em comparação com as grandes, as 

células do músculo liso parecem ser mais dependentes do influxo de Ca2+ extracelular 

durante a contração (Nilsson et al., 1995).

Evidências adicionais sugerem que a hiperpolarização endotélio-dependente é 

um processo fisiológico e esta afirmação é sustentada pelo fato de que a estimulação 
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transmural de vasos sanguíneos isolados resulta em hiperpolarização c relaxamento e 

que a potente ação vasodilatadora das drogas que ativam canais de K+ (e.g., nicorandil, 

pinacidil, cromocalina, levocalina) é principalmente devido a um aumento do potencial 

de membrana (Mekata, 1986; Plane e Garland, 1993).

Em geral, do ponto de vista mecanicista, a hiperpolarização do músculo liso 

produz relaxamento tanto pela redução da probabilidade de abertura dos canais de Ca2' 

como da taxa de renovação dos fosfatidilinositóis intracelulares, assim diminuindo a 

concentração intracelular de Ca2+ {[Ca2+]j}(Nelson e Quayle, 1995). A contribuição das 

respostas mediadas pelo EDHF como um mecanismo para o relaxamento endotélio- 

dependente aumenta a medida que o calibre do vaso diminui (Shimokawa et al., 1996)< 

com exceção do leito vascular renal e coronariano, nos quais o EDHF têTn um papel 

maior mesmo em artérias de condutância (Quilley et al., 1997; Félétou e Vanhoutte 

1999). Em camundongos, as respostas mediadas por EDHF em vasos de resistência são 

pelo menos tão importante quanto às induzidas pelo NO endotelial, uma vez que nem a 

deleção do gene que codifica a NOSe nem a inibição farmacológica da mesma atenua a 

resposta endotélio-dependente induzida por agonistas in vivo e in vitro (Waldron et al., 

1999 ; Brandes et al., 2000).

Hipcrpolarizaçõcs endotélio-dependente estão também presentes cm vários 

vasos sanguíneos de humanos, artérias, incluindo as coronárias (Nakashima et al., 1993; 

K.emp e Cocks, 1997; He, 1997), gastroepiplóica (Urakami-FIarasawa et al., 1997), 

subeutânea (Woolfson e Poston, 1990; Deng et al., 1995; Van de Voorde et al., 1997, 

omental (Pascoal e Umans, 1996; Ohlmann et al., 1997; Wallerstedt e Bodelsson, 

1997), renal (Kessler et al., 1996) e radial (Hamilton et al., 1997) e veias safenas (Yang 

e He, 1997). Como acontece em estudos em animais (Mugge et al., 1991; Nagao et al., 

1992; Shimokawa et al., 1996), a contribuição da resposta ao EDHF em artérias 

humanas é mais signifícante em vasos de pequeno calibre que em vasos de grande 

calibre (Woolfson e Poston, 1990; Urakami-FIarasawa et al., 1997).

Existem evidências de que o EDHF pode agir como um mecanismo 

vasodilatador alternativo de compensação aguda em situações em que outras’vias estão 

comprometidas. Como exemplo temos que a vasodilatação endotélio-dependente 

mediada por EDHF está supra-regulada em doenças vasculares inflamatórias 
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caracterizadas por disfunção endotelial. Esta mudança na atividade do EDHF parece ser 

um mecanismo compensatório agudo para com a deficiência do NO derivado da NOSe; 

uma característica presente em desordens cardiovasculares com disfunção endotelial 

associada (Cai e Harrison, 2000). Além disso, existem vários exemplos, tanto em 

estudos com humanos como em animais, onde a atividade do NO derivado da a NOSe 

está comprometida: em animais deleção do gene da NOSe (Scotland et al., 2001), 

hipercolesterolemia (Najibi e Cohen, 1995; Urakami-FIarasawa et al., 1997), 

hipertensão (Taddei et al., 1999) e insuficiência cardíaca congestiva (Katz e Krum, 

2001). Ademais, a identificação do EDHF tem significância fisiológica e 

patofisiológica, e pode prover novas abordagens terapêuticas para desordens 

cardiovasculares (Chauhan et al., 2003).

Inicialmente, várias evidências sugeriam que a hiperpolarização endotélio- 

dependente das células do músculo liso resultava da abertura dos canais de potássio no 

plasmalema do músculo liso. Primeiramente a hiperpolarização era abolida por 

concentrações de K+ maiores que 25mM (Chen e Suzuki, 1989). Segundo, agonistas que 

produziam hiperpolarização endotélio-dependente também estimulavam o efluxo de K42 
QZ

(ou Rb‘ ) de artérias pré-carregadas com estes marcadores(Taylor el al., 1988; Chen et 

al., 1988). Terceiro, uma diminuição na resistência das membranas das çplulas do 

músculo liso vascular foi observada durante hiperpolarizações endotélio-dependentes 

(Chen e Suzuki, 1989), sugerindo que a hiperpolarização foi devido à abertura dos 

canais de I<+ e não ao fechamento de, por exemplo, de canais de CF ou outro canal de 

cátion não específico. Conjuntamente, estas observações sugeriam que a 

hiperpolarização endotélio-dependente das células do músculo liso envolvia um 

aumento na condutância de K+ e que o EDHF era um fator derivado do endotélio que 

promovia a abertura do canal de K+.

Hiperpolarizações endotélio-dependentes (na presença de inibidores da NO 

sintase e cicloxigenases) não são prevenidas pela glíbenclamida (um inibidor dos canais 

de K1' dependentes de ATP (KAtp). Em contraste, estudos demonstram que a 

manutenção das hiperpolarizações da membrana provocadas pela prostaciclina (e 

iloprost) são bloqueadas pela glíbenclamida, sugerindo o envolvimento de'canais de 

potássio dependentes de ATP (Parkington et al., 1993, 1995; Corriu el al., 1996) Da 

mesma forma que, em vasos sanguíneos onde o NO causa hiperpolarização, reproduzida 



20

com o uso de microeletrodos intracelulares, a resposta é também bloqueada pela 

glibenclamida (Miyoshi el al., 1994; Plane el al., 1995; Murphy e Brayden, 1995; 

Parkington el al., 1995; Corriu et al., 1996), mas não pela combinação de caribdotoxina 

e apamina (Corriu et al., 1996). Outros pesquisadores demonstraram que as 

hiperpolarizações endotélio-dependente são bloqueadas por toxinas específicas que 

inibem os canais de K+ sensíveis ao Ca2+ (I<ca)- Além disso, um fato importante da 

resposta mediada pelo EDHF, primeiramente observada pelo grupo de Garland, é sua 

abolição pela combinação de apamina (um inibidor específico dos canais Kc« de baixa 

condutância (canais SKc») mais caribidotoxina (um inibidor não seletivo dos canais de 

alta condutância (BI<ca), de condutância intermediária (IKc-a), e de alguns canais de K+ 

voltagem-dependente) (Zygmunt e Hoggestatt, 1996; Corriu el al., 1996), apesar de a*  

toxina ser efetiva sozinha em algumas circunstâncias (Murphy e Brayden,S 995; Miura 

et al., 1999).

O efeito da apamina pode ser reproduzido pela scyllatoxina, um inibidor do 

canal SKca, estruturalmente distinto da apamina, indicando que os canais SI<ca estão 

envolvidos nas hiperpolarizações endotclio-dependentcs (Corriu el al., 1996). Mo 

entanto, apesar da iberiotoxina (um inibidor de canais BKc.a) poder abolir a 

vasodilatação independente de NO e prostaciclina em alguns leitos vasculares in vivo 

(Nishikawa el al., 1999; Huang el al., 2000), em artérias nas quais a combinação de 

caribdotoxina c apamina é essencial para inibir respostas, iberiotoxina não pode 

substituir a caribdotoxina (Zygmunt e Hoggestatt, 1996; Chataigneau et al., 1998a), 

excluindo portanto um papel primordial dos canais BKca em muitas respostas mediadas 

pelo EDHF.

Estudos que mostrem a existência de canais de Kca, que são sensíveis à 

caribdotoxina mas não à iberiotoxina, no músculo liso, o que sugere que o canal II<CíI 

ativado por EDHF não está presente nas células do músculo liso. No entanto, tanto o 

canal IKCa como o SKca são expressos nas células endoteliais (Marchenko e Sage, 1996; 

Burnham et al., 2002) e canais de I<+ endoteliais são ativados por estímulo que produz 

um aumento na concentração intracelular de Ca2+ (Busse et al., 1988). A 

hiperpolarização das células endoteliais promovida pela acetilcolina ou bradicinina é 

bloqueada pela combinação de apamina e caribdotoxina (Edwards el al., 1998; Edvvards 

el al., 2000). Em adição, estas duas toxinas previnem o relaxamento do músculo liso 
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quando seletivamente aplicadas ao endotélio (Doiughty et al., 1999) Finalmente 1-etil- 

2-benzimidazolinone (I-EBIO), um ativador de canais IKc» (e possivelmente SKc», mas 

não canais BKca) induz hiperpolarização da célula endotelial e a hiperpolarização 

endotélio-dependente das células do músculo liso, respostas que são sensíveis à 

caribdotoxina mas insensíveis a iberiotoxina (Edwards et al., 1999; Coleman et al.. 

2001). Coletivamente, estas evidências sugerem que a combinação das toxinas atua nos 

dois tipos de canais Kca (canais ll<ca c SKqi) expressos nas células endoteliais (i.c. 

previnem a hiperpolarização da célula endotelial), preferencialmente ao bloqueio dos 

canais I<+ ativados por EDHF e localizados nas células do músculo liso .

Em alguns tecidos, a hiperpolarização das células endoteliais pode ser regulada'*  

pela ativação da citrocromo P450 resultando na geração de ácidos epoxieicòsatrienoicos 

(EETs). EETs são produtos derivados’das epoxígenases do citrocomo P450 que parece 

ter um importante papel na regulação da homeostase vascular (Fleming et al., 2001). A 

maioria das evidências a favor do EDHF ser um metabólito do ácido araquidônico de 

vida curta, produzido através da via das epoxígenases do citocromo P450, têm sido 

obtidas utilizando artérias coronárias de bovinos (Hecker et al., 1994; Campbell et al.. 

1996), suínos (Hecker et al., 1994; Popp et al., 1996), caninos (Widmann et al., 1998) e 

humanos (Miura et al., 1999; Quilley e McGiff, 2000). Nestes vasos, respostas 

mediadas por EDHF foram bloqueadas por inibidores do citocromo P450. No entanto, 

inibidores da citocromo P450 são notoriamente inespecífícos, bloqueando inclusive 

canais de K+ (Graier et al., 1995; Edwards el al., 1996; Félétou e Vanhoutte, 1996; 

Zygmunt el al., 1996; Resende, Ballejo e Salgado, 1998) e em vasos de ratos, cobaios, 

cães e suínos, inibidores, estrututalmente não relacionados, da citocromo P450 não 

inibem ou produzem uma inibição não específica da resposta ao EDFIF (Corriu el al., 

1996a,b; Graier el al., 1996; Zygmunt et al., 1996; Fukao el al., 1997; Chataigneau el 

al., 1998; Resende, Ballejo e Salgado, 1998).

Além disso, EETs tem o efeito de relaxar artérias coronárias e hiperpolariza as 

células do músculo liso por aumentar a probabilidade de abertura dos canais de Kca que 

são sensíveis ao tetraetilamônio, caribdotoxina ou iberiotoxina (Campbell et al., 1996); 

Gebremedhin et al., 1992; Fulton et al., 1998; Fisslthaler et al., 1999). Vale também 

ressaltar que, as respostas mediadas por EDHF são incrementadas por agentes que 

aumentam a expressão endotelial de citocromo P450, na artéria coronária de suínos 
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(Popp el al., 1996; Fisslthaler et al., 1999). Além da hiperpolarização endotélio- 

dependente c do relaxamento poderem ser inibidos por “anti-sensc” oligonuclcotídeos 

contra o citocromo P450 2C (Fisslthaler el al., 1999). Estes dados sugerem fortemente 

que a ativação de uma epoxigenase citocromo P450 é um pré-requisito para a geração 

do relaxamento mediado por EDHF na artéria coronária de suíno.

No entanto, apesar dos EETs serem gerados pelas células endoteliais tanto em 

condições de repouso como em resposta à estimulação celular por agonistas, existe uma 

pouca evidência direta demonstrando que estes metabólitos do citocromo P450 podem 

sei liberados das células endoteliais em quantidades suficientes para promover a 

hiperpolarização e relaxamento das células do músculo liso. Concentrações, 

supramáximas de agonistas receptor-dependente ou independente, estímulo 

hemodinâmico tal como o “stretch” pulsátil, são, no entanto, capazes de estimular a 

liberação de EETs de artérias coronárias de suíno e bovino em adição à cultura de 

células endoteliais (Popp et al., 1996; Fisslthaler et al., 1999; Gebremedhin et al., 1998; 

Popp et al., 1998). Sobre estas circunstâncias, EETs são fatores hiperpolarizantes 

derivados do endotélio que promovem relaxamento do músculo liso por abertura dos 

canais BKca- No entanto, o fato de EETs exógenos ativarem canais BKCa, ao invés dos 

canais U<ca e Sl<ca (os canais ativados nas respostas ao EDHF), sugere que «um EET 

di fusível proporciona uma resposta de maneira diferente da maioria das respostas 

mediadas por EDHF.

Uma possibilidade que pode satisfazer muitas das observações experimentais é 

que a hiperpolarização das células do endotélio pode ser em parte regulada pela ativação 

do citocromo P450. Por exemplo, EETs podem modular o influxo endotelial de Ca2+ em 

resposta a uma depleção no estoque de Ca2+ (Hoebel et al., 1997) e pode facilitar a 

ativação dos canais de I<+ endoteliais por aumento de sua sensitividade ao Ca2+ (Li e 

Campbell, 1997; Baron et al., 1997). Adicionalmente, EETs também exercem uma 

mudança bifásica na comunicação eletrotônica através de junções “gap” entre as células 

endoteliais (Popp et al., 2002). Além disso, em artérias coronárias. EETs e outros 

produtos do citocromo P450 poderíam ser reclassifícados como segundos mensageiros 

intracelulares cruciais para a iniciação e transmissão da hiperpolarização cia célula 

endotelial, e como uma consequência, para a hiperpolarização mediada por EDHF e 

relaxamento das células do músculo liso vascular.



Randall e colaboradores (1996) postularam que nos leitos arteriolar c 

coronariano de rato, EDHF podería ser o anandamide (Randall et al., 1997; Randall e 

Kendall, 1997, 1998), um derivado do ácido araquidônico suspeito de ser um ligante 

endógeno para o do canabinóide CB| (Devane et al., 1992; Di Marao et al., 1994). No 

entanto, em vasos sanguíneos isolados de várias espécies (suíno, cobaio e rato) o 

anandamide não produziu hiperpolarização ou produziu hiperpolarização através de um 

mecanismo diferente do mediado por EDHF. Assim, um canabinóide endógeno parece 

não ser o maior mediador de hiperpolarizações endotélio-dependente (Plane el al., 1997; 

Zygmunt et al., 1997; White e Hiley, 1997; Chataigneau el al., 1998; Pratt et al., 1998).

Outros mediadores tem sido propostos como sendo um EDHF, êfitre eles os 

isoprostanóides. Os isoprostanos fazem parte de uma nova classe de metabólitos do 

ácido araquidônico que são gerados quando as membranas celulares são atacadas por 

radicais de oxigênio livres, e são usados clinicamente e experimentalmente como 

marcadores para muitas doenças nas quais o estresse oxidativo é uma característica 

proeminente (Morrow e Roberts, 1996; Rokach et al., 1997). Além disso, exercem 

importantes efeitos biológicos, que vão de poderosa vasoconstrição à vasodilatação , 

dependendo do isoprostano particular, tecido e espécie estudada (Janssen, 2001). 

Particularmente aqueles da série E (e.g. 8-isoPGEi e 8-isoPGE2), promovem 

vasorelaxamento no músculo liso arterial, apesar do mecanismo ainda não estar 

elucidado.

Várias linhas de estudo apresentam isoprostanos como EDHF, baseado em 

evidências como: os isoprostanos são liberados pelo endotélio, independentes da COX, 

porém sua liberação pode ter regulação enzimática; radicais livres e espécies reativas de 

oxigênio representam um papel central na produção de isoprostanos e muitos estudos 

ligam espécies reativas de oxigênio a EDHFs; PLA2 representa um papel chave na 

produção e liberação de isoprostanos, tanto pela liberação do ácido araquidônico antes 

da sua conversão a isoprostano ou pela liberação do isoprostano preformado (devido ao 

ácido araquidônico ser vulnerável ao ataque oxidativo por espécies reativas de oxigênio 

em sua forma livre em adição a quando está esterifícado dentro da membrana) (Rokach 

el al., 1997; Morrow et al., 1992). Efeitos mediados por EDHF são também sensíveis a 

inibidores da PLA2 (Hecker el al., 1994; Hayabuchi el al., 1998; Hutcheson el al., 1999;



Bauersachs et al., 1994; Adeagbo e Henzel, 1998; Adeagbo, 1997; Barlow et al., 2000). 

Peróxido ativa canais de Kca em células do músculo liso coronariano via metabólitos do 

ácido araquidônico que são liberado pela PLAa (Barlow et al., 2000).

O mecanismo pelo qual os isoprotanos promovem vasorelaxamento permanece 

inexplorado, apesar de estarem envolvidos a receptores de prostanóides inibitórios. O 

envolvimento de receptores de prostanóides nas respostas de EDHF não tem sido 

testado, em parte devido à definição: EDHFs não são dependentes de metabólitos da 

COX e dessa forma não devem atuar através de receptores de prostanóides (Janssen, 

2002).

Outra hipótese corrente é que a ativação de canais de potássio no efldotélio por 

ação do EDHF e posterior hiperpolarização seriam conduzidas eíetrotonicamente 

através de junções “gap” até o músculo liso vascular. As junções “gap” não somente 

unem células endoteliais a células endoteliais, e células do músculo liso a células do 

músculo liso, mas também unem células do músculo liso a células endoteliais, 

promovendo assim uma via de baixa resistência elétrica entre esses dois tipos celulares 

(Chris et al., 1996). Um estudo tem sugerido que o número de junções “gap” 

mioendoteliais aumenta com a diminuição do calibre da artéria (Sandow e HiU, 2000), 

um achado que se compararia à mudança da importância da contribuição do EDHF para 

o controle do tônus vascular (Shimokawa et al., \996). Em vários leitos 

microcirculatórios, a ligação entre o fenômeno EDHF e a origem da corrente elétrica 

através das junções “gap” mioendoteliais tem sido estabelecida. Por exemplo, em 

arteríolas submucosas do intestino delgado de cobaio, a acetilcolina induz correntes 

externas, nas células endoteliais e nas células do músculo liso, que são bloqueadas pela 

combinação de caribdotoxina e apamina. Após a administração de bloqueadores de 

junções “gap”, a corrente induzida pela acetilcolina não alcança as células do músculo 

liso, o que sugere que os dois tipos celulares estão conectados eletricamente e formam 

um sincício funcional (Yamamoto et al., 1998; Yamamoto et al., 1999; Coleman el al., 

2001). Em arteríolas e artérias do músculo retrator do hamster, medidas simultâneas do 

potencial de membrana das células endoteliais e das células do músculo liso mostraram 

que os sinais elétricos percorrem livremente e bidirecionalmente entre os dois tipos 

celulares. Estes sinais elétricos são associados com respostas vasomotoras, e uma 

hiperpolarização originada em uma única célula endotelial pode desenvolver
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relaxamento das células do músculo liso através de um segmento arteriolar inteiro 

(Emerson e Segai, 2000; Emerson e Segai 2001). A ativação celular por um agonista 

facilita a comunicação em junções “gap” mioendoteliais devido a um acoplamento mais 

pronunciado ser observado em artérias estimuladas por acetilcolina do que em artérias 

nas quais tanto o músculo liso como as células endoteliais foram estimuladas por 

injeção de uma corrente negativa (Emerson e Segai, 2000).

Em vasos sanguíneos de maior calibre, a sugestão de que as respostas mediadas 

por EDHF requerem uma comunicação entre junções “gap” mioendoteliais é mais 

controversa. A especificidade dos inibidores das junções “gap” (carbenoxolona, ácido 

gliciretínico, halotano e heptanol) é frequentemente questionável. Em contrasta 

peptídeos com sequências similares à porção do alça extracelular das proteínas de 

conexão (também chamados “peptídeos gap” (e.g. GAP27) podem inibir a condução via 

junções “gap” (Chaytor et al., 1998; Chaytor et al., 2001). Apesar de tais peptídeos 

serem inibidores das junções “gap” mioendoteliais assumidos, este fato está meramente 

relacionado à habilidade destes peptídeos de reduzir o acoplamento sensível à coloração 

em cultura de células que expressam somente as conexinas 43 e 40 (Chaytor et al., 

2001) . No entanto, o acoplamento elétrico entre as células endoteliais e as do músculo 

liso pode ser observado na ausência do acoplamento sensível à coloração (Çoleman et 

al., 2001). Além disso, a afirmação de que as junção “gap” estão atuando a nível das 

junções endoteliais poderia ser um erro. Por exemplo, na artéria coronária de suíno, a 

hiperpolarização endotélio-dependente induzida pela substância P pode ser reproduzida 

nas células do músculo liso situadas junto a camada íntima ou à camada adventícia. O 

peptídeo GAP27 inibe a hiperpolarização na camada mais externa, no entanto as 

respostas permanecem inalteradas na camada íntima, sugerindo que o músculo liso e 

não as junções “gap” mioendoteliais, são o alvo para este peptídeo (Edwards et al., 

2000). Claramente, existe a necessidade de mais informações a respeito da função das 

junções “gap” e de uma melhor compreensão do mecanismo de ação destes inibidores 

de junções“gap”.

Alternativamente as junções “gap” podem funcionar como um sítio privilegiado 

para a transferência de cargas elétricas ou para a transferência de uma molécula 

mensageira (e.g. EDHF). Em alguns leitos microcirculatórios, tais como o múculo 

retrator cio hamster, uma corrente ■ elétrica originada das células endoteliais para as
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células do múculo liso parece estar relacionada com a explicação do fenômeno EDHF 

(Emerson e Segai, 2001). A possibilidade das junções “gap” facilitarem a difusão de um 

“fator hiperpolarizante”, tal como AMPc (Chaytor et al., 2001), do endotélio para o 

músculo liso origina outras questões. Em primeiro lugar, se o AMPc for transferido de 

células endoteliais para o múculo liso a resposta total seria similar à produzida pela 

prostaciclina e deveria ser sensível a um inibidor de canais Kati>- Em segundo lugar, 

qualquer “fator” transferido via junções “gap” teria que ser hidrofílico e deveria também 

ser ativamente regenerado devido ao fato de que uma significante diluição do fator 

ocorrería do sítio de sua produção durante sua rápida distribuição através das camadas 

do músculo liso da parede vascular. Além disso, o AMPc deve exercer um papel na 

resposta do EDHF, especialmente envolvido na regulação dinâmica da comunicação ng. 

junção “gap” do que atuando como um EDHFper se (Popp et al., 2002).

Neste sentido, uma consequência da abertura dos canais de I<ca da célula 

endotelial é a acumulação de íons K+ no espaço intercelular entre as células endoteliais 

e as células do músculo liso. O efluxo de I<+ através dos canais SKca e IKCa poderia 

promover a hiperpolarização de miócitos pela ativação de Kir (canais K+ retifícadores 

de entrada) e/ou da enzima Na+-K+-ATPase. Em artérias hepáticas e mesentéricas de 

rato, a hiperpolarização endotélio-dependente é parcialmente inibida pela ouajjaína (um 

inibidor da Na’-K+-ATPase) e bário (em uma concentração que inibe seletivamente os 

canais Kjr), e é abolida pala administração destes inibidores em conjunto (C). A 

manutenção da hiperpolarização da célula endotelial a despeito da abolição da 

hiperpolarização do músculo liso na presença de bário mais ouabaína indicam que estes 

inibidores atuam no músculo liso (Edwards et al., 1998).

No entanto, a proposta de que o EDHF poderia simplesmente ser I<+ derivado do 

endotélio tem sido refutada (Andersson et al., 2000; Lacy et al., 2000; Doughty el al., 

2000; Doughty el al., 2001). Além disso, relaxamentos induzidos por 1<+ e 

hiperpolarizações não são observados em alguns vasos sanguíneos que exibem respostas 

mediadas por EDHF (Edwards et al., 1999). Contudo, em muitos vasos, estas aparentes 

discrcpâncias podem ser explicadas. A hipótese de K+ ser um EDHF tem sido 

estabelecida com base em experimentos eletrofisiológicos, onde as análises foram 

baseadas em experimentos medindo o tônus vascular. Em comparação com estudos 

eletrofisiológicos, reproduções de tensão são de mais difícil interpretação devido a 
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presença obrigatória de um agonista contrátil para a indução do tônus. A elevação da 

concentração intracelular de Ca2+ pode resultar na difusão de Ca2+ através das junções 

“gap” mioendoteliais e assim influenciar em processos dependentes de Ca2+ na célula 

endotelial (Dora et al., 1997). Experimentos nos quais foram medidos simultaneamente 

tanto tensão como potencial de membrana claramente demonstraram que a habilidade 

do K' de causar hiperpolarização, e assim atuar como EDHF, diminui a medida que o 

nível da estimulação agonista-dependente aumenta (Dora e Garland, 2001).

Estes mecanismos não são mutuamente exclusivos e, em um dado vaso 

sanguíneo, eles podem ocorrer simultaneamente ou seqiiencialmente e podem atuar 

sinergisticamente. A relativa proporção de cada mecanismo depende quase certamente? 

de numerosos parâmetros incluindo o estado de ativação do músculo liso^vascular, da 

densidade das junções “gap” mioendoteliais e do nível de expressão do citocromo P450 

e de isoformas apropriadas da Na+-K+-ATPase e/ou canais Kn<.

Por outro lado, a ativação da guanilato ciclase é provavelmente o mecanismo 

primário pelo qual o NO induz relaxamento do músculo liso vascular, apesar da 

possibilidade de outras proteínas alvo estarem envolvidas. Assim, o NO produz 

rcpolariz.ação da dcspolarização induzida por agonista no músculo liso vascular dc 

alguns vasos saguíneos isolados, incluindo a artéria uterina de cobaio (Tare el al., 

1990). Na aorta de coelho os relaxamentos em resposta ao NO exógeno são resistentes 

ao inibidor da guanilato ciclase, azul de metileno (Boiotina el al., 1994). Nestes vasos. 

NO ativa diretamente canais BKCa (Boiotina et al., 1994). Em artérias mesentéricas de 

rato, a hiperpolarização induzida pelo NO é prevenida pela glibenclamida, sugerindo o 

envolvimento de canais de Katp (Garland e McPherson, 1992). No músculo liso 

vascular, uma elevação do GMPc (atuando através da proteína quinase G induz a 

ativação de canais BKca (Archer et al., 1994), estimula a bomba de Ca2+ plasmalemal 

(Popescu el al., 1985) e diminui a sensibilidade das proteínas contrateis ao Ca2+ 

(Morgan e Morgan, 1984). No entanto, na maioria dos vasos sanguíneos nos quais o 

papel para o EDHF (em particular em artérias coronárias de caninos, suínos e humanos), 

NO exógeno não causa hiperpolarização do músculo liso vascular e hipcrpolarizações 

endotélio-dependente não são afetadas por inibidores da NO sintase (Vélétou e 

Vanhoutte, 1996; Garland et al., 1995; Waldron el al., 1996) ou pela oxihemoglobina 

(Mombouli et al., 1992).
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Além do NO, a produção de GMPc pode também ser aumentada por monóxido 

de carbono, peróxido de hidrogênio e radicais hidroxil (Schmidt, 1992) e estes 

mediadores poderíam também explicar alguns relaxamentos independentes de NO e 

prostaglandinas. Na artéria coronária, o ânion superóxido reage com células endoteliais 

para produzir um fator relaxante ainda não caracterizado, que não aumenta GMPc, mas 

ativa canais de K+ (Hong et al., 1989). Em arteríolas cerebrais de ratos, radicais hidroxil 

mediam o relaxamento sensível à superóxido dismutase que é induzido pela bradicinina 

(Rosenblum, 1984). A catalase não afeta respostas mediadas respostas mediadas por 

EDHF em artérias coronárias de suíno (Beny e von der Weid, 1991), o que exclui o 

envolvimento de peróxido de hidrogênio, apesar deste mediador ter uma potente açãcf 

hiperpolarizante no músculo liso vascular (Beny e von der Weid, 19^1). Artérias 

pulmonares de suíno expressam heme oxigenase (Zakhary et al., 1996). Um inibidor 

desta enzima, protoporfirina IX (agente bloqueador não-seletivo) (Ny et al., 1995), 

previne os relaxamentos independentes dc NO e prostaglandinas (Zakhary et al., 1996). 

Nestes estudos, no entanto, a ação da oxihemoglobina, a qual remove o monóxido de 

carbono, não foi testada para confirmar a participação do monóxido de carbono. Da 

mesma forma, experimentos eletrrofisiológicos não confirmaram se o monóxido de 

carbono hiperpolariza o músculo liso vascular. Consequentemente, a evitlência do 

monóxido de carbono de ser um EDHF é fraca.

Em artérias carótida e coronária de cobaio, parte da hiperpolarização endotélio- 

dependente do músculo liso vascular é mediada por prostaciclina derivada do endotélio 

(Parkington et al., 1993; Corriu et al., 1996). Prostanóides vasodilatadores induzem 

relaxamento por indução da síntese de AMPc (KuKovetz et al., 1979) a qual estimula a 

extrusão cie Ca2+ do citosol (Raeymaekers et al., 1990) e diminui a sensibilidade do 

aparato contrátil para o Ca2+ (Morgan e Morgan, 1984). AMPc também induz a ativação 

de canais Katp, e a hiperpolarização induzida pela prostaciclina (como as evocadas por 

outros ativadores da adenilato ciclase) é antagonizada pelas glíbenclamida (Siegel et al., 

1989; Nakashima e Vanhouttc, 1995). No entanto, na maioria dos casos, a 

hiperpolarização endotélio-dependente do músculo liso vascular é resistente à inibição 

da síntese de prostaglandinas (Mombouli e Vanhoutte, 1997)
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Outra molécula que tem sido implicada como um provável EDHF é o pepídeo 

natriurético do tipo C (CNP, do inglês C-lype nalriuretic peptide). O CN é membro da 

família de peptídeos natriuréticos e tem homologia estrutural tanto com os peptídeos 

natriuréticos atrial (ANP) como com o peptídeos natriurético cerebral (BNP). CNP é o 

peptídeo natriurético mais conservado entre as espécies com 100% de homologia entre o 

peptídeo humano, bovino, suíno, ovino e de roedores (Suzuki et al., 2001). O CNP foi 

primeiramente isolado do cérebro de suínos (Sudoh et al., 1990), mas tem sido 

identificado em vários tipos celulares incluindo nervos, monócitos, células endoteliais, 

rim e tem sido identificada também no plasma sanguíneo (Chen e Burnett, 1998). Este 

peptídeo é liberado das células endoteliais em resposta a citocinas e agonislas endotclio- 

dependentes, como a acetilcolina (Suga et al., 1992). Ademais os níveis circulantes 

deste peptídeo estão aumentados na sepse (Hama et al., 1994). CNP exerce uma 

variedade de efeitos cardiovasculares incluindo vasodilatação de veias e artérias, é anti- 

mitogênico e inibe o sistema renina-angiotensina. Este peptídeo também reduz a pressão 

diastólica final cardíaca e o débito cardíaco, secundário ao vasorelaxamento e 

diminuição do retorno venoso (Chen e Burnett, 1998).

Existe uma evidência de que CNP causa hiperpolarização das membranas das 

células do músculo liso vascular, e relaxamento de uma maneira GMPc-depéTidente. 

Além disso em vários tipos diferentes de artérias, particularmente os vasos de 

resistência de menor calibre, o vasorelaxamento induzido por CNP é sensível a uma 

variedade de bloqueadores de canais de IC+ (Suzuki et al., 2001). Recentemente, 

Chauhan e colaboradores (2003) demonstraram que a hiperpolarização induzida no 

músculo liso vascular de artérias de resistência, por CNP pode ser atenuada em presença 

de alta concentração de K+ e uma combinação de bário e ouabaína (bloqueadores dos 

canais Kn< e Na7KF ATP ase, respectivamente), o mesmo ocorre com a 

hiperpolarização induzida pela acetilcolina. Sugerindo uma via que é independente da 

guanilato ciclase e pode significar uma atividade biológica similar ao EDHF para o 

CNP. Em adição, uma evidência conclusiva demonstrando que o CNP é um EDHF, foi 

demonstrada pela observação de que o relaxamento induzido pela acetilcolina foi 

associado com a liberação de CNP derivado do endotélio, medido por radioimunocnsaio 
r

e esta liberação foi bloqueada na ausência do endotélio (Chauhan et al., 2003).



30

Desta maneira, o número de mediadores putativos para os efeitos do EDHF 

)arece crescer a cada ano e um consenso parece improvável. Na realidade parece que 

odos estes fenômenos coexistem e sua importância relativa é que resta a ser 

leterminada.

No entanto, a hiperpolarização mediada por EDHF envolve o aumento da 

ondutância ao potássio. A amplitude da hiperpolarização é inversamente relacionada às 

oncentrações de potássio extracelulares e são completamente bloqueadas quando as 

oncentrações de potássio extracelular são maiores que 25 mM (Chen e Suzuki, 1989; 

lagao e Vanhoutte, 1993a,b; Corriu et al., 1996a). Portanto, o uso de soluções 

utritivas com concentrações de potássio acima de 25 mM podem ser utilizadas para 

escartar a participação deste mediador nos fenômenos estudados. **

As células endoteliais liberam diferentes substâncias vasoativas que regulam o 

mus das células do músculo liso vascular subjacente. Dependendendo do vaso 

mguíneo estudado, o óxido nítrico, prostaciclina, ácidos epoxieicosatetraenóicos e 

DHF (o qual não foi formalmente identificado ainda) podem agir como mediadores 

perpolarizantes derivados do endotélio. O termo EDHF deve ser restringido para 

jscrever fenômenos nos quais a hiperpolarização endotélio-dependente são insensíveis 

glíbenclamida e resistentes também a inibidores da NO sintases e ciclooxigenases 

elétou e Vanhoutte, 1996).

A identificação do EDHF e/ou a descoberta de inibidores específicos de sua 

itese e/ou de suas ações pode permitir um melhor entendimento de seu papel 

iológico e fisiopatológico.

Neste sentido, o endotélio é um importante modulador do tônus e reatividade do 

rsculo liso vascular (Furchgott e Zawadzi, 1980), e existe um consenso generalizado 

e a disfunção endotelial pode contribuir para complicações vasculares do diabetes 

•llitus (De Vriese et al., 2000). No entanto, o que ainda não está totalmente 

abelecido é quais leitos vasculares ou quais fatores endoteliais podem ser implicados 
r

:a disfunção. Kiff e colaboradores, por exemplo, demonstraram que apesar do efeito 

vasodilatadores endotélio-dependente e endotélio-independentes na pressão arterial 

ratos diabéticos não anestesiados está normal quando comparada com euglicêmicos, 
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a resposta destes agonistas varia em diferentes leitos vasculares quando estudados 

isoladamente (Kiff et al., 1991). Tais diferenças refletem, pelo menos em parte, 

diferenças na contribuição de vários fatores relaxantes derivados do endotélio em 

diferentes leitos vasculares (Nagao, Illiano e Vanhoutte, 1992; Zygmunt, Ryman e 

Hõgestãtt, 1995). Por exemplo, o relaxamento endotélio-dependente à acetilcolina na 

artéria femoral é quase que totalmente dependente de óxido nítrico, enquanto outro fator 

relaxante derivado do endotélio, principalmente o EDHF, tem um papel importante na 

artéria mesentérica (Zygmunt, Ryman e Hõgestãtt, 1995). Apesar da maioria dos 

estudos sobre disfunção endotelial na diabetes focar o óxido nítrico, Taylor e 

colaboradores (Taylor, Graves e Poston, 1995) demonstraram um bloqueio no 

componente relaxante resistente a bloqueadores da síntese de NO e prostaciclina, 

induzido pela acetilcolina nas artérias mesentéricas de ratos diabéticos. Adiciotialmente, 

a hiperpolarização atribuída ao EDHF nesta artéria está reduzida em ratos diabéticos 

(Fukao et al., 1997). Neste trabalho, de Fukao e colaboradores, o potencial 

transmembrana foi estudado na ausência de contração e despolarização e demonstraram 

bloqueio do EDHF no curso da diabetes. De maneira semelhante, Wigg e cols. (2001), 

demonstraram um bloqueio do relaxamento endotélio-dependente nas artérias 

mesentéricas de ratos diabéticos, o qual foi atribuído a uma redução na resposta 

dependente de EDHF mais do que da resposta dependente de óxido nítrico (Wigg el al.. 

2001).

1,3. Diabetes e Disfunção Endotelial

1.3.1. Generalidades

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

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

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

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

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

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

sanguínea de glicose. A insulina também estimula o crescimento e diferenciaçãó celular, 

e promove a estocagem de substratos no TA, fígado e músculo por estimular a 

lipogênese, síntese proteica e de glicogênio, e inibir a lipólise, glicogenólise e lise 



proteica. Resistência ou deficiência insulínica resulta na profunda desregulação desses 

processos, e produz elevação dos níveis pós-prandiais e no jejum, de glicose e lipídio.

A insulina aumenta a captação de glicose pelas células por estimular a 

translocação do transportador de glicose GLUT4 dos sítios intracelulares para a 

superfície da célula. Mais de 75% da glicose destina-se, em tecidos insulino- 

dependentes, ao músculo esquelético, enquanto TA participa apenas com uma pequena 

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

.-eceptor para insulina no músculo têm tolerância normal à glicose (Bruning, el al., 

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

.10 TA têm tolerância a glicose diminuída, aparentemente devido à resistência insulínica 

nduzida no músculo e fígado (Abel, el al., 2001). Tanto obesidade como li^oatrofia 

.ambém causam resistência insulínica e predisposição à diabetes tipo 2, demonstrando 

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

glicose (Gavrilova, et al., 2000). Apesar da insulina não estimular a captação de glicose 

ío fígado, bloqueia a glicogenólise e gliconeogênese, e estimula a síntese de 

dicogênio, regulando assim os níveis de glicose durante o jejum. A ação da insulina em 

ecidos normalmente considerados insensíveis à insulina, incluindo cérebro e células P 

lo pâncreas, podem também ter papel importante na homeostase da glicose (BrunÁig, el 

d., 1998; Kulkarni, et al., 1999 a e b ).

Por outro lado, o Diabetes mellitus é um grupo de doenças de caráter crônico 

:aracterizadas por altas concentrações dc glicose sanguínea resultante de defeitos na 

;ecreção e/ou ação da insulina. Existem duas formas principais de diabetes: Diabetes do 

ipo 1, também chamada de insulino-dependente ou diabetes juvenil, resulta 

irimaríamente de uma deficiência absoluta de insulina devido destruição mediada pelo 

istema imune das células p pancreáticas. Pacientes com diabetes do tipo 1 devem 

eceber insulina exógena para sobreviver (Atkinson e Eisenbarth, 2001). Outra forma 

ihamada de diabetes não-insulino dependente ou tipo 2 se caracteriza por resistência 

nsulínica, principalmente nos músculos esqueléticos e gordura que é acompanhada por 

necanismos compensatórios que são ativados nas células P para secretar mais insulina 
f

[ue não são suficientes para manter a glicose sanguínea em níveis fisiológicos 

Cavaghan, Erhmann e Polonski, 2000). Além do mais a diabetes do tipo 2 tem várias
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apresentações clínicas as quais são caracterizadas por graus variáveis de resistência 

insulínica e disfunção das células [3 (Bell e Polonski, 2001). Em cada extremo deste 

espectro de apresentações estão desordens genéticas que afetam a habilidade das células 

[3 pancreáticas de secretar insulina (Fajans, Bell e Polonski, 2001; Owen e Haltersley, 

2001) ou a habilidade do músculo esquelético, tecido gorduroso e células hepáticas de 

responder às ações da insulina (Taylor e Arioglu, 1999; Barroso et al., 1999).

Mudanças profundas no ambiente de vivência do homem, no comportamento 

humano e no seu estilo de vida, acompanharam os processo de globalização, e estas 

mudanças tem resultado em taxas aumentadas de diabetes e obesidade (Zimmet, Alberti 

eShaw, 2001).

A frequência da diabetes do tipo 1 na população relativa a diabetes do tipo 2, 

que representa mais de noventa por cento dos casos no mundo, é baixa. A diabetes do 

tipo 2, também chamada insulino-independente ou diabetes da scnescência, é 

caracterizada por resistência insulínica e/ou insuficiência pancreática com baixa taxa de 

secreção de insulina, uma das quais pode ser predominante. Pacientes com diabetes do 

tipo 2 não dependem da administração de insulina para sobreviver, mas podem requerer 

administrações agudas para controlar os níveis glicêmicos se isto não for obtido com 

associação de dieta e exercícios físicos sozinhos ou em conjunto com hipoglicemiantes 

orais (Bell e Polonski, 2001).

A abordagem da diabetes como epidemia diz respeito particularmente ao tipo 2 

da doença e reflete grande número de paciente diagnosticados/ano tanto nos países 

desenvolvidos como nos países em desenvolvimento. Paradoxicalmente, parte do 

problema está relacionado às conquistas obtidas na saúde pública durante o século vinte, 

com aumento da expectativa de vida devido principalmente à eliminação de muitas 

doenças comunicantes (que podem ser transmitidas horizontal ou verticalmente por 

vetores humanos ou animais). As doenças não comunicantes, como diabetes e doenças 

cardiovasculares tem se tornado o maior desafio para a saúde pública do século 21, 

como um resultado de seu impacto na saúde dos pacientes com morbidade e 
r 

mortalidade prematuras e por ser líder em diversos países de mortalidade por causas 

associadas (Zimmet, Alberti e Shaw, 2001).
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A estimativa global de pacientes diabéticos no mundo é de cerca de 150 milhões 

: indivíduos e deve crescer para 220 milhões em 2010 e 300 milhões em 2025 (Amos, 

accarthy e Zimmet, 1997; King, Aubert e Herman, 1998).

A diabetes é associada com complicações sérias como doença coronariana, 

identes vasculares cerebrais, doença renal terminal, cegueira e amputações nos 

embros inferiores (Albright, 2000). No entanto, a maioria destas seqüelas pode ser 

tardada ou prevenida através da rápida detecção e tratamento. Um grande estudo 

nico conduzido pelo instituto de pesquisa americano de Diabetes, doenças digestivas 

enais (NIDDK) demonstrou que a manutenção dos níveis glicêmicos tão próximos do 

rmal quanto possível retarda o início e a progressão da retinopatia (76% de redução 

risco), nefropatia (50% de redução do risco) e neuropatia (60% de redução do risco) 

IDDK, 1994). *

Apesar disto, a mortalidade e morbidade associada ao diabetes estão entre as 

tiores, e de acordo com dados demográficos publicados recentemente, estão 

nentando, enquanto a mortalidade por complicações cardiovasculares em geral estão 

ninuindo (Novak, 1999). Por exemplo, em relação a morbidade, a retinopatia 

.bética é a causa líder de cegueira em países ocidentais e só na Alemanha é 

ponsável por aproximadamente 6000 a 10000 novos casos de cegueira por ano (Graf, 

lbach e Kaufmann, 1999; Krumpaszky et al., 1999; Trautner et al., 2001).

Krop (1999) relata que os custos totais para o sistema de saúde e impacto 

inômico provocado pela diabetes ultrapassa os US$ 90 bilhões/ano. Estes incluem 

;tos médicos diretos de aproximadamente US$ 44 bilhões para cuidados médicos, 

;pitalizações e material auxiliar necessário para o tratamento, e custos indiretos de 

oximadamente 54 bilhões de dólares para pagamentos por aposentadorias precoces, 

iodos de licença para tratamento e morte prematura.

O determinante do dano vascular no diabetes é a hiperglicemia crônica tanto no 

> 1 quanto no tipo 2 da doença (The Diabetes Control and Complications Trial 

earch Group-DCCT, 1993; UK Prospective Diabetes Study Group, 1998). Por 

mplo, foi demonstrado no DCCT que cada percentual de aumento no nível de 

toglobina glicada está relacionado positivamente com risco de desenvolvimento de 

íplicações macro e micro vasculares. Assim, se um paciente tem uma média de
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hemoglobina glicada de 6 %, seu risco relativo de desenvolver retinopatia dentro de

cinco anos é 1. Em contraste, um paciente que tem um nível de hemoglobina glicada de

12 % tem um risco relativo de 20 de desenvolver o mesmo tipo de complicação.

Por outro lado, uma grande soma de evidências apontam a disfunção do 

endotélio como a causa primária da aterosclerose (Lusis, 2000). Este fenômeno é de 

particular relevância para pacientes diabéticos, uma vez que aterosclerose mostra um 

curso acelerado nestes pacientes e é determinante principal de mortalidade, 

principalmente no diabetes do tipo 2. Um fator contribuinte para a disfunção endotelial 

no diabetes é um aumento no estresse de cisalhamento induzido pelo incremento na 

pressão arterial em combinação com resistência insulínica e hiperglicemia. A*  

diminuição da produção endotelial de óxido nítrico, em conjunto "tom sinais 

proliferativos para as células do músculo liso vascular através da via da proteína 

quinase ativada por mitógeno (MAPK) são eventos posteriores (Hammes, 2003). Os 

níveis altos de glicose inibindo a produção de óxido nítrico contribui para os elevados 

níveis de moléculas antifibrinolíticas/protrombóticas como o inibidor de ativador de 

plasminogênio (Du et al., 2000; I-Isueh e Law, 1998; Williams et al., 1998).

A resistência insulínica e a hiperglicemia estão frequentemente associaéas a com 

a dislipidemia diabética (Hammes, 2003).

A ligação entre hiperglicemia e dano na célula endotelial no diabetes tem sido 

estudado intensivamente nos últimos 20 anos. Bioquimicamente, quatro vias 

independentes foram investigadas: aumento na via dos polióis, aumento na formação de »

produtos de glicosilação avançada (AGEs), ativação da proteína quinase C (PKC) e 

aumento na via das hexosaminas. Uma superprodução de espécies reativas de oxigênio 

foi recentemente identificada como a alteração bioquímica subjacente à disfunção 

endotelial, a qual é não apenas o denominador comum destes quatro mecanismos, 

aparentemente não relacionados, mas também um ponto de convergência para a 

idealização de novos compostos anti-angiopáticos no tratamento da diabetes (Brownlee, 

2001; Nishikawa et al., 2000). Estes mecanismos são discutidos a seguir.

1.3.2. Complicações da Diabetes: Mecanismos Bioquímicos
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1’odas as formas de diabetes são caracterizadas pelo desenvolvimento dc 

microangipatia na retina, no glomérulo renal e nervos periféricos. Como consequência 

desta patologia na microvasculatura, a diabetes é uma das causas principais de cegueira, 

doença renal terminal e uma grande variedade de neuropatias debilitantes. A diabetes 

está também associada com doença aterosclerótica macrovascular afetando as artérias 

que suprem o coração, cérebro e extremidades inferiores. Como resultado disto, 

pacientes diabéticos tem maior risco de infarto do miocárdio, acidentes vasculares 

cerebrais e amputação nos membros inferiores. Hiperglicemia e resistência insulínica 

tem ambos papéis importantes no desenvolvimento das complicações macrovasculares 

(UK Prospective Diabetes Study Group, 1998; Wei et al., 1998; Ebara et al., 2000; 

Ginsberg, 2000).

A microangiopatia diabética na retina, glomérulo e vasa nervorum tem 

características patofisiológicas similares. Cedo no curso da diabetes, a hiperglicemia 

intracelular causa anormalidades no fluxo sanguíneo e permeabilidade vascular 

aumentada. Estes efeitos refletem a atidade diminuída de vasodilatadores como o óxido 

nítrico, aumento na atividade de vasocontritores como a angiotensina II e endotelina-1, 

e síntese de fatores que aumentam a permeabilidade como o fator de crescimento 

endotelial (VEGF). Anormalidades quantitativas e qualitativas da matrix exiracelular 

contribui para um aumento irreversível na permeabilidade vascular. Ilá aumento da 

perda celular por apoptose e progressiva oclusão capilar devido tanto a grande produção 

de matrix extracelular induzidos por fatores de crescimento como o fator de 

transformação [3 (TGF[3) e à deposição de proteínas plasmáticas extravasadas. A 

hiperglicemia diminui também a produção de fatores tróficos para o endotélio e células 

neuronais. Em conjunto, essas mudanças podem levar a edema, isquemia e 

neovascularização induzida por hipóxia na retina; proteinúria, expansão da matrix das 

células mesangiais e glomerulosclerose no rim e degeneração multifocal axonal em 

nervos periféricos.

Nas artérias, a disfunção endotelial precede as alterações da macrovasculatura

que levam a aterosclerose. A disfunção cursa com diminuição da produção dc óxido

nítrico, molécula com atividade antiaterogênica, com conseqüente aumento da

proliferação do músculo liso vascular e aumento da produção do inibidor do ativador de
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plasminogênio 1 (Hsueh e Law, 1998). A alta concentração de glicose plasmática 

também induz níveis aumentados de apolipoproteínas B contendo colesterol oxidado.

A característica que distingue as células que são lesadas por conta da 

hiperglicemia é ausência de processos de regulação decrescente do transportador de 

glicose quando as concentrações de glicose extracelular estão elevadas. A hiperglicemia 

intracelular parece ser o determinante principal do dano no tecido diabético. Por 

exemplo, células do músculo liso vascular que não foram danificadas pela hiperglicemia 

mostram uma relação inversa entre as concentrações de glicose e transporte da glicose 

em contraste com as células endoteliais, um alvo principal do dano hiperglicêmico, que 

não demonstra diminuição do transporte de glicose em situações de concentração 

elevada de glicose no meio extracelular (Giardino, Edelstein e Brownlee,'í 996). A 

hiperglicemia intracelular causa dano tecidual por mecanismos que podem ser 

agrupados em duas categorias. Uma categoria de mecanismos envolve mudanças agudas 

repetidas no metabolismo celular que são reversíveis quando a euglicemia é restaurada. 

Outra categoria envolve mudanças cumulativas em macromoléculas de longa existência 

que persistem após restauração dos níveis glicêmicos. Estes mecanismos são 

influenciados por determinantes genéticos de susceptibilidade ou resistência ao dano 

hiperglicêmico (Brownlee, 2001). •

Existem quatro teorias principais, bem documentadas, que explicam como 

hiperglicemia pode causar as alterações celulares que levam a micro e macroangiopatia 

diabéticas. Estas teorias geraram quantidade extensiva de dados científicos, assim como 

vários testes clínicos utilizando inibidores destes mecanismos. Estas teorias são: 1- 

Aumento das taxas de atividade da enzima aldose redutase (teoria da via dos polióis); 2- 

aumento da produção de produtos de glicosilação avançada (AGEs); 3-ativação 

desregulada de isoformas de proteína quinase C (PICC) e 4- aumento das taxas de 

atividade da glutaminasfrutose-ó-fosfato amidotransferase (GFAT), enzima limitante da 

conversão de glicose em glicosamina (via das hexosaminas). Todas estas, vias foram 

recentemente associadas a um único mecanismo comum: superprodução mitocondrial 

de superóxido e outras espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (Brownlee, 2001).

1.3.3. Teoria do incremento da via da aldose redutase (via dos polióis)
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A aldose redutase (alditokNAD (P)+ 1-oxidoredutase, EC 1.1.1.21) é a primeira 

enzima da via dos polióis. Trata-se de uma oxidoredutase citosólica, monomérica que 

catalisa a reclução NADPH-dependente de uma grande variedade de compostos 

contendo carbonila incluindo glicose. No entanto, a esta enzima tem baixa afinidade 

(alto Km) por glicose, e em concentrações normais de glicose, encontrada em 

normoglicêmicos, o metabolismo da glicose por esta via representa uma percentagem 

muito baixa do destino da glicose. Contudo, num ambiente hiperglicêmico, o aumento 

das concentrações de glicose intracelulares resulta em um aumento da conversão 

enzimática da glicose no poli-alcóol, sorbitol, com concomitante diminuição dos níveis 

de NADPH. Na via dos polióis, o sorbitol é oxidado a frutose pela enzima sorbitol 

desidrogenase, com NAD+ reduzido a NADPH. O fluxo através desta via durante 

hiperglicemia varia de 33% do consumo total da glicose na retina de coctho a 11% no 

eritrócito humano (Gónzalez et al., 1984). Portanto, a contribuição desta via às 

complicações da diabetes podem ser muito mais espécie, sítio e tecido dependente 

(Yabe-Nishimura, 1998, Brownlee, 2001).

Uma série de mecanismos tem sido propostos para explicar os potenciais efeitos 

deletérios do incremento da via dos polióis induzido pela hiperglicemia. No cristalino 

ocular, a acumulação de polióis induz tumescência hiperosmótica e dano da*membrana  

celular, resultando em estravasamento de aminoácidos, glutationa e mioinositol 

provocando o surgimento de catarata (Nagata et al., 1989). As concentrações de 

sorbitol, que se difunde pobremente através da membrana, medida em vasos e nervos 

diabéticos são, no entanto, muito baixas para causar dano hiperosmótico (Brownlee, 

2001). O fluxo aumentado da glicose na via dos polióis e conseqüente gasto de 

cofatores cia aldose redutase (NADPH) e sorbitol desidrogenase (NAD+) leva a uma 

mudança no estado redox e uma cascata de desarranjas metabólicos interrelacionados 

(Yabe-Nishimura, 1998). Mais, recentemente, tem sido proposto que a oxidação do 

sorbitol pelo NAD+ aumenta a taxa citosólica de NADH:NAD+, e consequentemente 

inibindo a atividade da enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase culminando com 

aumento das concentrações de metilglioxal, um precursor de produtos de glicosilação 

avançada (AGEs) e diacilglicerol (DAG), portanto levando a ativação de proteína 

quinase C (PKC) (Williamson et al., 1990). Apesar da hiperglicemia aumentar a taxa 

NADH:NAD+ em células endoteliais, este fenômeno reflete uma marcada diminuição 

na concentração absoluta de NAD+ como resultado do consumo pela ativação da poli
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(ADP-ribose) polimerase (PARP) por radicais livres (Garcia Soriano, 2001). Tem sido 

também proposto que o incremento da via dos polióis com a redução de glicose a 

sorbitol consome o NADPH e como este cofator é também requerido no ciclo redox da 

glutationa reduzida (GSH) o que pode induzir ou exacerbar o estresse oxidativo 

(Brownlee, 2001). Níveis diminuídos de GSH tem sido encontrados no cristalino em 

camundongos transgênicos que tem a expressão de alclose redutase aumentada (Lee e 

Chung, 1999) e em camundongos “knockout” homozigóticos para esta enzima, em 

contraste com o controle não transgênico, o diabetes não diminuiu a concentração de 

GSH do nervo ciático e nem a velocidade de condução do mesmo.

Estudos da inibição da via dos polióis in vivo tem dado resultados inconsistentes."' 

Em um estudo de 5 anos em cães, a inibição da aldose redutase previniu a neuropatia 

diabética, no entanto falhou em previnir a retinopatia ou engrossamento da membrana 

basal dos capilares na retina, rins e músculo esquético (Engerman, Kcrn e Larson, 

1994). Vários testes clínicos com resultados negativos tem questionado a relevância 

deste mecanismo em humanos (Sorbinil Retinopathy Trial Research Group, 1990). O 

efeito positivo da inibição da aldose redutase na neuropatia diabética foi, contudo, 

confirmada em humanos em um rigoroso ensaio clínico multi-dose, controlado com 

placebo utilizando o potente inibidor zenarestat (Greene, Arezzo e Brown, 199*5).

Mais recentemente, Akamine e colaboradores (2003), utilizando técnica de 

microscopia intravital demonstraram que o tratamento de ratos diabéticos por via oral 

com um inibidor da aldose redutase, minalrestat, é capaz de prevenir a disfunção 

endotelial nas arteríolas mesentéricas.

1.3.4. Formação aumentada de produtos de glicosilação avançada (A(«Es)

A glicação não enzimática de grupos amínicos primários, como os que ocorrem 

em proteínas e outras moléculas, como apolipoproteína B. por açúcares redutores 

formando produtos estáveis é uma reação há. muito conhecida. A primeira descrição 

deste processo foi a do químico francês Louis Camil Maillard, que em 1912 relatou a 

formação de produtos amarelo-amarronzados após aquecer uma mistura de aminoácidos 

e açúcares (Maillard, 1912). A adição enzimática de açúcares a proteínas é chamada 

glicosilação, enquanto a adição não enzimática de açúcares redutores é chamada 
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glicação (Kikuchi et al., 2003). No entanto, estes termos não são eslritamente 

diferenciados e glicosilação é algumas vezes utilizada para referir tanto a adição de 

açúcar enzimática quanto a não-enzimática. Uma vez que a glicação é acompanhada de 

oxidação, terminologias como glicoxidação ou produtos de glicoxidação são também 

utilizados. De maneira geral, a glicação acontece sob estresse oxidativo e uma grande 

quantidade de espécies reativas é formada através da glicação (Hunt, Dean e Wolff, 

1988; Sakurai e Tsuchyia, 1988; Mullarkey, Eldestein e Brownlee, 1990; Dan el al., 

1994; Smith et al., 1995 ; Kaneto el al., 1996).

Os produtos de glicação se acumulam in vivo com a senescência e em taxa mais 

acelerada no diabetes. Nos estágios iniciais desta reação, também chamada de glicação 

não enzimática, um intermediário reversível, base de Schiff, se forma e a «ação atinge 

equilíbrio após um período de várias horas (Njoroge e Monnier, 1989; Ledl e 

Schliecher, 1990; Bucala e Cerami, 1992). A base de Schiff então sofre um rearranjo 

intramolecular característico formando produtos estáveis, chamados produtos de 

Amadori (Bucala e Vlassara, 1995). A quantidade de substrato glicosilado varia 

diretamente com a concentração de glicose no meio e com a taxa de “turnover” da 

molécula contendo a amina modificada quimicamente. Este princípio forma a base para 

o ensaio da hemoglobina glicada (HbA[c), que mede o conteúdo de produtos de 

Amadori presente na valina N-terminal da cadeia p da hemoglobina. Uma vez que o 

eritrócito é altamente permeável à glicose sanguínea e que o produto de Amadori é 

muito estável, o conteúdo de hemoglobina glicada é um indicativo da exposição 

cumulativa da hemoglobina a altas concentrações de glicose durante o período de 3-4 

semanas, requerido para a reação atingir o equilíbrio (Koenig et al., 1976). A taxa de 

formação c degradação da base de Schiff e intermediários de Amadori c fixa, no 

entanto, e uma vez que o equilíbrio é atingido em uma proteína de meia-vida longa, a 

concentração absoluta de produtos de Amadori não aumenta com o tempo. Esta 

limitação cinética explica porque os níveis de produtos de Amadori nunca excedem 2,5- 

3 vezes de incremento quando tecidos diabéticos são comparados com tecidos não 

diabéticos. Mesmo com tratamento intensivo com insulina, por exemplo, as variações 

glicêmicas de um paciente diabéticos não se comparam aos níveis precisamente 

controlados de indivíduos com células |3 pancreáticas funcionais. Portanto, as 

concentrações teciduais de produtos iniciais das reações de glicação não enzimática 

permanecem aumentadas, mesmo em pacientes diabéticos com bom controle glicêntico.
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No entanto, a medida quantitativa dc produtos iniciais de glicação avançada, como o 

teste da HbA|c, permanecem úteis como medidas objetivas do controle glicêmico a 

longo prazo de pacientes diabéticos ( Koenig et al., 1976; Larsen, Horder e Mogensen, 

1990). De maior significância é o fato de que estes produtos iniciais de glicosilação são 

os precursores diretos de um grupo de produtos que se formam mais lentamente 

chamados de produtos finais de glicosilação avançada (AGEs-do inglês, advanced 

glycosylation end products) (Njoroge e Monnier, 1989; Ledl e Schliccher, 1990; Bucala 

e Cerami, 1992). Os produtos finais de glicosilação avançada surgem após o rearranjo 

lento, desidratação e condensação de produtos de Amadori formando moléculas 

irreversivelmente ligadas que persistem por toda a vida da proteína ou molécula 

contendo grupamento amínico alvo. Estes produtos possuem propriedades dd“ 

absorbância e fluorescência distintas, ou seja, podem ser identificados e qtiantificados 

independentemente, e essencialmente, têm a capacidade de gerar ligações cruzadas de 

grupamentos amínicos entre si (Bucala e Vlassara, 1995).

A citotoxicidade da glicação resulta da inibição ou diminuição de funções 

específicas das proteínas glicadas, ligações cruzadas, agregação e precipitação de 

proteínas c produção de espécies reativas de oxigênio (Kikuchi et al., 2003).
sr

Estes produtos finais de glicosilação tem sido encontrados em quantidades 

aumentadas no glomérulo renal e vasos da retina de diabéticos (Stitt et. al., 1997; Horie, 

K et al., 1997). Originalmente, pensou-se que estes compostos surgiam da reação entre 

proteínas extracelulares e glicose. No entanto, a taxa de formação de AGEs a partir da 

glicose é várias ordens de magnitude mais lenta que a taxa de formação de AGEs a 

partir de precursores dicarbonila derivados da glicose gerados intracelularmente, e 

parece que a hiperglicemia intracelular é o evento primário iniciador na formação tanto 

dos AGEs intracelulares como dos extracelulares (Degenhardt, Thorpe e Baynes, 1998). 

Intermediários da glicação com duas carbonilas (p.ex., glioxal, metilglioxal e 3- 

deoxiglicosona) são de grande importância para a citotoxicidade uma vez que causam 

ligações cruzadas entre proteínas. Estas ligações são muito estáveis e formam 

agregados, os quais são depósitos resistentes às protease e proteasoma, 

consequentemente inibindo o transporte intracelular. AGEs podem originar-se da auto- 

oxidação intracelular da glicose para formar glioxal (Wells-Knecht, et al., 1995), 

decomposição dos produtos de Amadori para formar 3-deoxiglicosona e fragmentação 
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do gliceraldeído-3-fosfato e dihidroxiacetona-fosfato para formar metil-glioxal 

(Thornalley, 1990). Estas dicarbonilas reativas intracelulares (glioxal, 3-deoxiglicosona 

e metil-glioxal) reagem com grupamentos amínicos tanto de proteínas intracelulares 

como extracelulares para formar AGEs (Brownlee, 2001).

A potencial importância dos AGEs na patogênese das complicações diabéticas é 

indicada pela observação em modelos animais que dois inibidores, de estrutura química 

não relacionada, da formação de AGEs preveniram parcialmcnte várias manifestações 

funcionais e estruturais da microangiopatia diabética na retina, rim e nervo (Hammes el 

al., 1991, Soulis-Liparota el al., 1995).

A produção intracelular de precursores de AGEs danifica as células^rlvo por três 

mecanismos gerais: primeiro, as proteínas intracelulares modificadas tem função 

alterada. Segundo, componentes da matrix extracelular modificados interagem 

anormalmente com outros componentes da matriz e com receptores de outras células 

(integrinas) para componentes da matrix. Terceiro, as proteínas plasmáticas modificadas 

ligam-se a receptores para AGEs (RAGEs) nas células endoteliais, mesangiais e 

macrófagos, induzindo a produção de espécies reativas de oxigênio (Brownlee, 2001). 

Ademais a ligação dos AGEs com seus receptores ativa o fator de transcrição 

pleiotrópico, NF-icB, causando mudanças patológicas na expressão gênica.

Em células endoteliais expostas a alta concentração de glicose, a formação 

intracelular de AGEs ocorre dentro de uma semana. O fator de crescimento de 

fibroblastos é uma das principais proteínas modificadas por AGEs nas células 

endoteliais (Giardino, Eldestein, Brownlee, 1994). Proteínas envolvidas na endocitose 

de macromoléculas são também modificadas por AGEs, uma vez que o aumento da 

endocitose induzida pela hiperglicemia é prevenida pela superexpressão da enzima 

detoxifícadora de metilglioxal, glioxalase I (Shinohara el al., 1998).

A formação de AGEs altera as propriedades funcionais de várias moléculas 

importantes da matriz. As ligações cruzadas intermoleculares de colágeno do tipo I 

como consequência da interação com AGES diminuem a elasticidade dc vasos dc 

grande calibre de ratos diabéticos, mesmo quando o tônus vascular é. abolido, e 

aumentam a filtração de fluido através da artéria carótida (Huijberts el o/., 1993).
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Os receptores de AGEs identificados parecem mediar os efeitos a longo prazo 

destas moléculas em alvos celulares chaves afetados pelo diabetes como macrófagos, 

células mesangiais glomerulares as células endoteliais vasculares. Estes efeitos incluem 

expressão de citocinas e fatores de crescimento por macrófagos e células mensagiais 

(interleucina-1, fator de crescimento insulina-símile, fator de necrose tumoral-a, fator 

de transformação tumoral p, fator estimulante de colônia de macrófagos, fator 

estimulante de colônia de granulócitos-macrófagos, fator de crescimento derivado de 

plaquetas), e expressão de moléculas pró-coagulantes e pró-inflamatórias pelas células 

endoteliais (trombomodulina, fator de ativação de origem tecidual e molécula de adesão 

de células vascular-VCAM 1) (Vlassara el al., 1988; Kirstein et al., 1992; Abordo et al.^ 

1996; Skolnik et al., 1991; Doi et al., 1992). Ademais a ligação de AGEs 3» receptores 

endoteliais mediam em parte a hiperpermeabilidade da parede capilar induzida pela 

diabetes, provavelmente através da indução de fator de crescimento do endotélio 

vascular (VEGF) (Lu et al., 1998).

Os produtos de glicosilação avançada também inativam quimicamente o óxido 

nítrico (NO) endotelial. Em modelos de diabetes experimental, uma resposta 

vasodilatadora defeituosa desenvolve-se em um padrão e em um período-de tempo 

(semanas a meses) compatível com a inativação de NO por AGEs acumulados na região 

subendotelial (Bucala, Tracey e Cerami, 1991). Uma perda de reatividade vascular 

similar que se correlaciona com a acumulação subendotelial de AGEs foi demonstrada 

acontecer em animais normais não diabéticos que receberam por via endovenosa 

proteínas modificadas por AGEs (Vlassara et al., 1992). Em ambos os sistemas 

experimentais citados anteriormente, a diminuição da função vasodilatadora ocorre mais 

lentamente após tratamento com o inibidor da glicosilação avançada, aminoguanidina. 

A inativação do óxido nítrico vascular por AGEs na parede vascular pode explicar em 

grande parte o progressivo bloqueio das resposta endotélio-dependente que acontecem 

na circulação renal, coronariana, mesentérica e na circulação sistêmica de pacientes 

diabéticos (de Tejada et al., 1989; McVeigh et al., 1992).

A potencial toxicidade renal destes produtos, por outro lado, tem sido avaliadas

em vários estudos experimentais. Células mesangiais em cultura, por exemplo, possuem

receptores para AGEs e respondem à ligação aumentando a síntese de proteínas da
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matriz extracelular, como colágeno do tipo IV e as lamininas A, BI e B2 e estes eleitos 

são bloqueados por anticorpos contra os receptores de AGEs (Skolnik et al., 1991). A 

administração in vivo de proteínas modificadas por AGEs a camundongos normais por 4 

semanas induz hipertrofia glomerular que está associada a um aumento na expressão do 

RN Am para colágeno do tipo 4, laminina BI e fator de transformação tumoral [3 (Yang 

et al., 1994).

Ademais, pacientes diabéticos sofrem de uma maior incidência de doença 

vascular aterosclerótica, a qual tem sido associada com uma elevação nos níveis 

plasmáticos dos componentes da apolipoproteína-B, i.e., lipoproteína de densidade 

muito baixa (VLDL), lipoproteína de densidade intermediária (IDL) e lipoproteína de 

baixa densidade (LDL) (Ruderman e Haudenschild , 1984; Jensen, Stender exDeckert, 

1988). A lipoproteína de baixa densidade é a principal lipoproteína responsável pela 

transferência de lipídios absorvidos da dieta ou sintetizados endogenamente para os 

tecidos periféricos, e a elevação persistente tanto de LDL como dc seu precursor 

metabólico, lipoproteína de densidade muito baixa, tem sido repetidamente 

demonstrado ser um fator de risco importante, em diferentes populações, para o 

desenvolvimento de ateroclerose (Ross, 1993; Goldstein e Brovvn, 1977). Interessante 

ressaltar que em 1986, Ludmer e colaboradores demonstraram que a (pfusão 

intracoronariana de acetilcolina causa uma vasoconstrição no coração humano com 

doença arterial coronariana. Portanto, a aterosclerose bloqueia a vasodilatação 

coronariana endotélio-dependente o que predispõe este leito a vasoconstrição (Ludmer 

el al., 1986; Zeiher et al., 1991), uma resposta paradoxal que representa um defeito 

fundamental na regulação endotelial do tônus vascular.

A dislipidemia do diabetes também inclue alterações importantes no “clearance” 

plasmático de LDL com diminuição da captação celular (Lopes-Virella et al., 1982; 

Hiramatsu, Bierman e Chait, 1985). Uma das formas de alteração química que tornam 

as partículas de LDL mais aterogênicas é a oxidação, formando a LDL oxidada 

(oxLDL). Lipoproteínas de baixa densidade que sofreram oxidação in vitro possuem 

afinidade diminuída pelos receptores LDL celulares e são captados preferencialmente 

por uma classe distinta de receptores de macrófagos. Como resultado desta captação, 

macrófagos da parede vascular podem alterar-se formando “células espumosas” fato 

este que precede as complexas lesões inflamatórias e proliferativas da placa 
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aterosclerótica (Steinberg et al., 1989; Witztum e Steinberg, 1991; Goldstein, el al., 

1979; Fogelman ei al., 1980; Goldstein et al, 1979). No entanto, as reações que levam a 

oxidação da LDL in vivo ainda não estão bem definidas. A grande capacidade 

antioxidante do plasma em conjunto com a disponibilidade extremamente baixa de 

metais de transição são indícios de que a oxidação catalisada por metais é improvável de 

gerar suficiente oxidação que afete a função da LDL (Frei et al., 1989; Frei, Stocker e 

Ames, 1988).

Alguns estudos demonstram, no entanto, um nível aumentado de modificações 

induzidas por AGEs na LDL obtidas de pacientes diabéticos comparada com LDL 

obtida de pacientes normais (Bucala el al., 1993; Bucala el al., 1994). Análises'*  

estruturais revelaram que as moléculas de AGEs estão presentes tanto na apoproteína 

(AGE-apoB) como no componente lipíclico da LDL (AGE-lipídio) e estes estão 

aumentados mais de duas vezes na diabetes (Bucala et al., 1994).

Duas proteínas ligadoras de AGEs, originalmente descritas como p60 e p90 

foram inicialmente isoladas de membranas de fígado de rato. Em estudo mais recente, 

Li e colaboradores (1996) demonstraram que a mólecula p60 (referida como AGE-R1) é 

homóloga a um componente de aproximadamente 50 kD do complexo oligo?sacaril- 

transferase (OST-48), enquanto a p90 (chamada AGE-R2) é homóloga ao substrato da 

proteína quinase 80-KFI. Ambas estas proteínas são expressas na superfície de muitas 

células humanas, incluindo células endoteliais, monócitos/macrófagos, linfócitos-T, 

tecido neural, células renais e músculo liso (Li el al., 1996; Stitt el al., 1997). Ademais, 

uma proteína ligadora de AGEs de 32kDa tem sido associada ao complexo AGEs- 

receptor (Vlassara et al., 1995). Esta proteína, originalmente descrita como galectina-3, 

Mac-2 ou proteína ligadora de carbohidrato-35 (CBP 35), exibe alta afinidade por 

ligantes AGEs e está presente em quase todos os tipos celulares (referida agora como 

AGE-R3) (Stitt, He e Vlassara, 1999). Outras proteínas com características ligadoras de 

AGEs tem sido identificadas, incluindo uma nova proteína de 35 kDa a qual tem sido 

descrita como receptor para AGE ou RAGE (Vlassara et al., 1995). Esta molécula tem a 

capacidade de interagir com vários outros ligantes além de AGEs. Por exemplo, tem alta 

afinidade por anfoterina (Hori et al., 1995) indicando que esta proteína tem outras 

funções, como reconhecimento intercelular e receptor de certos fatores de crescimento. 

Este receptor tem sido localizado em1 muitas células e tecidos, incluindo as células 
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endoteliais (Stitt, He e Vlassara, 1999), onde pode modular vários efeitos mediados por 

AGEs (Brett et al., 1993; Schmidt el al., 1994). O endotélio vascular expressa todos os 

receptores de AGEs ( Stitt e , He e Vlassara, 1999). A ligação de AGEs a estes 

receptores contribue para sua captação, transporte e processamento assim como para 

outras funções que são tecido-específicas. A ligação de AGEs pode desencadear 

respostas celulares importantes como aumento da permeabilidade a proteínas, regulação 

da trombomodulina e moléculas de adesão (Esposito el al., 1989; Vlassara el al., 1995; 

Kunt et al., 1998). Portanto, o complexo AGE-receptor nas células endoteliais tem um 

papel único na resposta vascular como pro-coagulação, aderência celular, reatividade 

vascular e função de barreira anatômica (Esposito el al., 1989). Um destes tecidos, o 

endotélio vascular, internaliza AGEs através de um mecanismo mediado por receptor 

(Esposito el al., 1989) e a especificidade da ligação de moléculas modificadas por 

AGEs com o receptor do endotélio parece ser maior do que a de outros tecidos 

(Vlassara, Brownlee e Cerami, 1985; Esposito el al., 1989; Radoff, Cerami e Vlassara, 

1990; Radoff, Maleita e Vlassara, 1991). Portanto, em estados patológicos 

caracterizados por elevados níveis circulantes de AGEs, como na diabetes, o endotélio 

pode responder acelerando o transporte transcelular destes ligantes. Este fenômeno in 

vivo, pode ser em parte responsável pela aceleração e progressão da vasculopatia 

diabética, dadas as múltiplas consequências patogênicas do depósito de AGE^na parede 

vascular (Cerami, Vlassara e Brownlee, 1986; Vlassara, Bucala e Striker, 1994).

O significado dos AGEs como mediadores da patogênese induzida pela glicose 

nos tecidos alvos tem sido também identificados pelo uso de um inibidor da formação 

de AGEs, a aminoguanidina. Em animais experimentais, o desenvolvimento das 

alterações patognomônicas foi inibido de 85 a 90%. Estas incluem o desenvolvimento 

de capilares retinais acelulares e microaneurismas, aumento da excreção urinária de 

albumina e volume mesangial, diminuição na velocidade de condução de nervos 

motores e sensoriais e amplitude dos potenciais de ação, elasticidade arterial diminuída 

(Cochrane e Robinson, 1995).

Além da glicose, AGEs podem ser formar a partir de uma variedade de 

compostos, incluindo frutose, trioses, ribose e derivados de lipoxidação (Vânder Jagt, 

Hunsanker, 2003).
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A aminoguanidina tem a capacidade de remover 2-oxo-aldeídos reativos, 

intermediários chaves na formação da maioria dos AGEs, (Brownlee el ai., 1986; Frank 

et al., 1997).

A importância dos produtos de glicação avançada na patogenese das 

complicações diabéticas é reforçada pelo lato de que compostos que clivam AGEs in 

vitro e in vivo restauram a função vascular na diabetes experimental (Vasan el al., 1996; 

Wolffenbuttel et al., 1998).

Os produtos de glicação avançada que têm sido identificados são produtos de 

reação envolvendo 2-oxo-aldeídos reativos, principalemnte glioxal, metil-glioxal e 3-^ 

deoxiglicosona. Neste sentido, anticorpos contra AGEs derivados do metil-glioxal 

apresentam reação cruzada com AGEs produzidos por modificação de proteínas com 

glicose, frutose, ribose, gliceraldeído, glioxal, sugerindo que o metil-glioxal pode ser 

um intermediário comum na formação de AGE a partir de uma grande variedade de 

agentes que promovem glicação (Shamsi et al., 1998). AGEs derivados do glioxal, 

metil-glioxal e 3-deoxiglicosona estão elevados no curso da diabetes (Nagaraj el al., 

1991; Reddy et al., 1995; Shamsi et al., 1998; Kilhovd et al., 2003). A administração 

oral de metil-glioxal resulta em acúmulo de colágeno no rim e espessauaento da 

membrana basal glomerular (Golej et al., 1998).

Sistemas detoxificantes endógenos contrabalançam a produção de AGEs 

degradando estes intermediários reativos 2-oxo-aldeídos. O sistema ubíquo da 

glioxalase funciona pricipalmente contra a toxicidade do metil-glioxal (Mannervick e 

Ridderstrom, 1993). Esta enzima, é altamente ativa na maioria dos tecidos, mas é 

dependente dos níveis de glutationa reduzida (GSH) (Mannervick e Ridderstrom, 1993; 

Thornalley, 1998; Creighton e Hamilton, 2001). Portanto, o estresse oxidativo 

aumentado característico do stalus diabético, além de contribuir para a formação 

aumentada destes intermediários reativos, incluindo o metil-glioxal, pode ter impacto 

nas concentrações de GSH intracelular e limitar a capacidade do sistema glioxalase de 

proteger contra a toxicidade do metil-glioxal (Vander Jagt et al., 2001).

Outras enzimas envolvidas com a detoxificação destes aldeídos incluem a aldose 

redutase que apresenta baixa seletividade (Vander Jagt et al., 1992) e 2-oxo-aldeído
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desidrogenase que catalisa a oxidação do metil-glioxal em piruvato princialmente no 

fígado (Vander Jagt e Hunsaker, 2003).

1.3.5. Ativação da proteína quinase C

A família de proteínas quinase do tipo C (PKC) compreende pelo menos onze 

isoformas, nove das quais são ativadas pelo segundo mensageiro lipídico diacilglicerol 

(DAG). A hiperglicemia intracelular aumenta a concentração de DAG em células 

microvasculares em cultura, na retina e glomérulo renal de animais diabéticos (Xia el 

al., 1994). Este fenômeno parece acontecer primariamente pelo aumento na síntese de 

novo de DAG a partir do intermediário da via glicolítica dihidroxiacetona-fosfafo (Koya * 

e King 1998). O aumento na síntese de novo de DAG ativa PKC tanto etn células 

vasculares em cultura (Xia et al., 1994) como na retina e glomérulo de animais 

diabéticos (Koya e King, 1998). As isoformas 0 e 8 da PKC são primariamente 

ativadas, mas aumento na concentração de outras isoformas tem sido relatado, como a 

PKC-a e s na retina (Koya e King, 1998) e PKC-a e 0 no glomérulo dc ratos diabéticos 

(Koya el al., 1997). A hiperglicemia também pode ativar as enzimas PKC indiretamente 

tanto através da ligação de AGEs a receptores (Portilla et al., 2000) como aumento da 

taxa de reação na via dos polióis (Keogh, Dunlop e Larkins,1997). *

A PKC é ativada no glomérulo renal do rato dentro de uma semana após a 

indução de diabetes experimental e tem sido implicada na glomerulopatia diabética. As 

consequências metabólicas da hiperglicemia são proeminentemente expressas nas 

células endoteliais e mesangiais no glomérulo (Kreisberg e Ayo, 1993; Corkey, Corkey 

e Gimbrone, 1981). Nestas células o transporte de glicose é em grande parte 

independente de insulina, o que permite que as concentrações intracelulares de glicose 

se aproximem dos níveis extracelulares no diabetes.

A hiperglicemia é um dos principais fatores que levam ao aumento de atividade 

da PKC. Este fenômeno, i.e.,ativação da PKC pela hiperglicemia, foi observado em 

glomérulo isolado (Craven e DeRubertis, 1989), células mesangiais em cultura (Ayo et 
r

:il., 1990, Studer, Craven e DeRubertis, 1993), células endoteliais (Inoguchi et al.,

1992), células do músculo liso vascular (Williams, Tsai e Schrier, 1992; Williams e

Schrier, 1992), adipócitos (Ishizuka et al., 1989) e outros tecidos (Ayo et al., 1990;

«■
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Wolff eZ al., 1991; Inoguchi et al., 1992). Os mecanismos pelos quais a hiperglicemia 

leva a ativação da PKC são múltiplos, mas o principal parece ser a síntese de novo de 

diacilglicerol (DAG) pelo aumento da concentração de intermediários da via glicolítica 

(Craven, Davidson e DeRubertis, 1990). O tipo de DAG formado por esta via é 

determinado pelos ácidos graxos disponíveis na célula para incorporação nas posições 1 

e 2. Portanto, ao contrário do DAG derivado da hidrólise do difosfato de fosfoinositol 

(PIP2), que resulta exclusivamente na formação do l-esteroil-2-araquidonil DAG, 

formas mais heterogêneas são formadas quando 0 DAG é formado na síntese de novo a 

partir da glicose. No entanto, estudos in vitro usando PKC purificada do cérebro de rato 

indicam que uma variedade de formas de DAG contendo diferentes ácidos graxos 

insaturados, são tão potentes quanto 0 l-esteroil-2-araquidonil DAG com respeito à 

ativação da PKC (Go et al., 1987).

Outro mecanismo pelo qual a diabetes pode incrementar a atividade da PKC é 

via tromboxano/endoperóxidos que ativam esta enzima em glomérulo isolado (Craven, 

Studer e DeRubertis, 1993), células mesangiais (Mene et al., 1988; Spurney et al., 

1993) e outras células, incluindo plaquetas (Baldassare et al., 1993) e células endoteliais 

(Clesham et al., 1992). Cohen e colaboradores, a partir de estudos em aortas de ratos 

diabéticos (Cohen, 1993), sugeriram uma participação do aumento 11a produção de 

prostanóides vasoconstritores e TXAz/endoperóxidos (como PGI-I2) na atenuação da 

vasodilatação mediada por NO no diabetes. Este efeito da hiperglicemia pode ao menos 

em parte se dever a aumento da atividade da PKC como sugerido por outro trabalho 

deste grupo (Tesfamariam et al., 1991).

Outro fenômeno associado ao incremento da atividade da PKC no diabetes é 0 

bloqueio do aumento na concentrações de GMPc induzido por NO em resposta ao 

estímulo colinérgico no glomérulo isolado (Craven, Studer e DeRubertis, 1993) e em 

células mesangiais, GMPc suprime o aumento da síntese de matrix mediado por PKC. 

Portanto, 0 bloqueio geração de GMPc induzido por NO no glomérulo de indivíduos 

diabéticos pode amplificar a síntese de proteína na matrix em resposta a hiperglicemia 

(DeRubertis e Craven, 1994).

Em modelos agudos de diabetes experimental, a ativação da isoforma PKC-P foi 

demonstrada mediar anormalidades de fluxo sanguíneo retinal e renal, talvez devido a 
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diminuição da produção de óxido nítrico ou aumento da síntese de endotelina-1 (Ishii, el 

al., 1996). A ativação anormal da PKC tem sido implicada na diminuição da produção 

glomerular de óxido nítrico induzido pelo diabetes experimental (Craven, Studer e 

DeRubertis, 1994), e na diminuição da produção de óxido nítrico em células do músculo 

liso que é induzida por hiperglicemia (Ganz e Seftcl, 2000). A ativação da PKC também 

inibe a expressão, estimulada pela insulina, do RNA mensageiro para a óxido nítrico 

sintase endotelial (NOSC) em células endoteliais em cultura (Kuboki el al., 2000). A 

hiperglicemia induz um aumento na atividade, estimulada pela endotelina-1, da quinase 

ativada por mitógeno (MAPK) em células mensagiais glomerulares através da ativação 

de isoformas da PKC (Glogowski et al., 1999). A ativação de PKC pelo aumento da 

concentração de glicose também induz a expressão pelas células do músculo li£o 

vascular de um fator, VEGF, que aumenta a permeabilidade vascular (Williams et al., 

1997). Além de participar da anormalidades de fluxo e permeabilidade induzidas pela 

hiperglicemia, a ativação de PKC contribui para a acumulação de proteína na matrix 

extracelular da microvasculatura pela indução da expressão do fator de transformação 

pi (TGF-pi), fibronectina e colágeno do tipo IV tanto em células mensagiais em cultura 

(Studer, Craven, De Rubertis, 1993) como nos glomérulos de ratos diabéticos (Koya et 

al., 1997). Estes efeitos parecem estar associados a diminuição, induzido por PKC, da 

produção de óxido nítrico (Craven et al., 1997). A ativação de PKC intluzida por 

hiperglicemia tem sido também implicada na superexpressão do inibidor de fibrinólise, 

o inibidor do ativador de plasminogênio (PAI-1) (Feener et al., 1996), a ativação do 

fator nuclear kP em células endoteliais em cultura e células do músculo liso vascular 

(NF-Kp, que por sua vez induz a expressão de genes pró-inflamatórios (p.ex.., genes da 

IL-1 e TNF-a) e na regulação e ativação de várias oxidases dependentes de NAD (P) H 

associadas a membrana, o que levaria a um incremento na produção celular de espécies 

reativas de oxigênio (Pieper e Riaz-al-Haq, 1997; Yerneni el al., 1999). O tratamento 

de animais diabéticos com um inibidor específico da PICC-P reduziu significativamente 

a atividade da PKC na retina e glomérulo renal. Concomitantemente, o tratamento 

normalizou o aumento, induzido pela diabetes, no ritmo de filtração glomerular e 

corrigiu parcialmente a excreção urinária de albumina (Koya et al., 2000).

r

Nishikawa e colaboradores demonstram que a ativação de PKC depende de um 

incremento na produção de superóxido na mitocôndrias e indução da síntese de novo de
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DAG. A ativação de PKC leva também a ativação de NFK-P com posterior aumento da 

transcrição de citocinas pró-inflamatórias, IL-1 e TNF-oc (Nishikawa el al., 2000).

Similarmente, Pricci e colaboradores (2003), demonstraram que células 

endoteliais da retina de bovinos quando expostas a um meio de cultura contendo 30 mM 

de glicose apresentavam aumento de atividade da PKC com concomitante incremento 

na permeabilidade à albumina e que estes efeitos da alta concentração de glicose eram 

reproduzidos por ativadores de PKC. Estes autores concluem que a ativação de PKC é 

mediada diretamente por agentes oxidantes uma vez que inibidores da PKC também 

inibem aumento de permeabilidade induzido por superóxido e peroxinitrito. A ativação 

da PKC por espécies reativas, como hidroperóxido, havia sido demonstrada*  

anteriormente por Gopalakrishna e Jaken (2000). A ativação de PKC pode Causar perda 

da função de barreira pelo endotélio induzindo retração das células endoteliais através 

da fosforilação de moléculas que fazem ligações com actina (Lum e Malik, 1994).

Por outro lado, a atividade da enzima produtora de superóxido mais importante 

do tecido vascular, a NAD(P)H oxidase, aumenta em resposta a estimulação por PKC 

(Lassegue el al., 2001) e também em resposta a altas concentrações de glicose de uma 

maneira dependente de PKC (Inoguchi el al., 2000). »

Este fenômeno também acontece in vivo, uma vez que altos níveis de glicose 

plasmática também são capazes de aumentar a atividade da NAD(P)H oxidase em vasos 

diabéticos, o que acontece concomitantemente a um grande aumento na expressão do 

RNAm da subunidade gp91phox da NAD(P)H oxidase (Hink et al., 2001). Esta 

subunidade é expressa nas células endoteliais (Jones el al., 1996), na adventícia dos 

vasos (Wang et al., 1998) e em células inflamatórias como macrófagos e neutrófilos 

(Bastian e Hibbs, 1994).

O aumento da produção de superóxido associada a incremento expressão e

atividade da NAD(P)H oxidase, secundária a ativação de PKC, foi demonstrada na

artéria mamária e veia safena de pacientes diabéticos que sofreram intervenção cirúrgica

de revascularização (Guzik et al., 2002). Alguns estudos demonstram que em adição a

ativação de enzimas produtoras de superóxido mediada por PKC, o próprio ânion

superóxido é um potente estímulo para ativação da PKC (Nishikawa el al., 2000).
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Nishikawa e cols. demonstraram que altas concentrações de glicose aumentam a 

produção de espécies reativas de oxigênio em cultura de células endoteliais da aorta de 

bovinos. Este fenômeno foi relacionado a um incremento na produção mitocondrial de 

superóxido e a normalização dos níveis de espécies reativas de oxigênio de origem 

mitocondrial com o uso de bloqueadores da cadeia respiratória previne a ativação de 

PKC induzida por altas concentrações de glicose (Nishikawa et a., 2000a). Estes dados 

indicam que a PKC, assim como a superprodução mitocondrial de ânion superóxido, 

tem uma participação crucial no aumento do estresse oxidativo nos vasos diabéticos, 

não apenas por estimular a produção de superóxido mediada por NAD(P)H-oxidase, 

mas também por sua ativação em resposta ao estresse oxidativo, formando assim um 

mecanismo de retroalimentação positiva. /•

1.3.6. Incremento na via das hexosaminas

O deslocamento do excesso de glicose intracelular para a via das hexosaminas 

pode também ser um fator subjacente importante causando várias manifestações das 

complicações diabéticas (Kolm-Litty et al., 1998). Nesta via, a frutose-6-fosfatase 

diverge da glicólise para fornecer substrato para reações que requerem uridina- 

difosfato-rV-acetilglicosamina (UDP-rV-acetilglicosamina) , como a switese de 

proteoglicanos e formação de algumas glicoproteínas. A inibição da enzima limitante na 

conversão de glicose em glicosamina, a glutamina:frutose-6-fosfato amidotransferase 

(GFAT), bloqueia o aumento na transcrição de TGF-a, TGF-pl (Kolm-Litty el al., 

1998) e do fator inibidor do ativador de plasminogênio (PAI-1) (Du el al., 2000). Estes 

produtos tem atividade proliferativa principalmente a nível de matrix que contribuem 

para a glomeroesclerose renal e pró-trombóticos, respectivamente. Esta via também tem 

participação importante na resistência insulínica induzida por glicose e lipidios 

(Marshal, Bacote e Traxinger, 1991; Hawkins et al., 1997)

A modificação covalente de fatores de transcrição, como o Spl que regula 

ativação da região promotora do PAI-1, explica como o incremento da via das 

hexosaminas participa das alterações promovidas pela hiperglicemia no diabetes. Este 

fenomêno tem sido demonstrado em células endoteliais (Du et al., 2000), células 

mesangiais glomerulares (Goldberg, Scholey e Fantus, 2000) e em células do músculo 

liso vascular (Chen et al., 1998).
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Adicionalmente, além de fatores de transcrição, outras proteínas nucleares e 

citoplasmáticas podem ser modificadas por O-acetilglicosaminilação (Hart, 1997). Um 

exemplo, relevante para as complicações diabéticas é a inibição da atividade da NOSe 

pela O-acetilglicosaminilação, secundária à hiperglicemia, do sítio Akt da enzima NOSe 

(Du el al., 2000).

Portanto, a ativação da via das hexosaminas pela hiperglicemia pode resultar em 

mudanças na expressão gênica e função de proteínas, as quais em conjunto podem 

contribuir para a patogenêse das complicações diabéticas.

1.3.7. Teoria do estresse oxidativo intracelular

Cerca de 95% de todo oxigênio respirados pelos seres humanos sofre uma 

redução tetravalente para produzir água (O2+4e'+4EI+-»2H2O) em uma reação 

catalisada pela citocromo oxidase C no complexo IV da cadeia transportadora de 

elétrons. A citocromo oxidase é o aceptor final de elétrons na cadeia que gera um 

gradiente de prótons que permite a fosforilação oxidativa e produção de ATP. Apesar da 

cadeia transportadora de elétrons ser uma sistema bastante eficiente, a nakireza das 

reações de oxido-redução alternantes que acontece neste sistema, predispõe cada 

carreador de elétrons a reações com o oxigênio molecular. Por exemplo, enquanto a 

ubiquinona dentro do complexo I cadeia respiratória cicia entre os estados 

completamente oxidada (quinona), semiquinona (produto da redução por 1 elétron) e 

quinol (completamente reduzida), existe uma tendência de um elétron passar 

diretamente para o oxigênio (gerando O2') ao invés do próximo carreador de elétron na 

cadeia. A geração de O2’ mitocondrial representa a principal fonte intracelular de 

espécies reativas de oxigênio em condições fisiológicas. Estima-se que 1-2% do 

oxigênio total consumido diariamente gera O2" na mitocôndria. Neste caso, uma mulher 

de 60 Kg produziría diariamente 160-320 mmol de O2’ apenas originado da cadeia 

respiratória (baseado num consumo de O2 de 6,4 L/dia) e um homem de 80 g produziría 

em torno de 215-430mmol de CEVdia (Cadenas e Davies, 2000).
f

Por outro lado, a oxidação intracelular da glicose começa com a glicólise no 

citoplasma, a qual gera NADEI e piruvato. O Piruvato é transportado para mitocôndria. 
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onde é oxidado no ciclo dos ácidos tricaborxílicos para produzir dióxido de carbono, 

água, quatro moléculas de NADH e uma molécula de FADH2. NADH e FADH? 

mitocondriais provêem energia para produção de ATP através da fosforilação oxidativa 

na cadeia transportadora de elétrons (Trumpower, 1990). O fluxo de elétrons através da 

cadeia transportadora de elétrons mitocondrial é mantido por quatro complexos 

multienzimáticos associados à membrana interna. O NADH derivado tanto da oxidação 

citoplasmática da glicose como do ciclo dos ácidos tricarboxólicos na mitocôndria doa 

elétrons no complexo I (NADH:ubiquinona oxidoredutase) que transfere elétrons para 

ubiquinona. A ubiquinona pode também ser reduzida por elétrons doados de várias 

desidrogenases que contém FADH2, incluindo a succinatombiquinona oxidoredutase 

(complexo II) e glicerol-3-fosfato desidrogenase. Os elétrons são então transferidos da» 

ubiquinona reduzida para o complexo ubiquinolxitocromo C oxidoredutase (complexo 

III) através do ciclo Q. O transporte de elétrons que prossegue através da citocromo 

c:citocromo c oxidase (complexo IV) e fínalmente oxigênio molecular (Trumpower 

1990; Korshunov et al., 1998).

A transferência de elétrons através dos complexos I, III e IV gera um gradiente 

de prótons que energiza a reação catalisada pela ATP sintetase (complexo V). Quando a 

diferença de potencial eletroquímico gerado por este gradiente de protóns é alta, como 

acontece na hiperglicemia, a produção de superóxido é marcadamente aumentada 

(Korshunov et al., 1998; Du et al., 2001). A hiperglicemia aumenta o gradiente de 

prótons como resultado da superprodução de doadores de elétrons pelo ciclo dos ácidos 

tricarboxílicos, o que por sua vez causa um grande aumento na produção de superóxido 

pelas células endoteliais, por exemplo.

Nishikawa e cols. (2000), utilizando células endoteliais da aorta de bovinos, 

demonstraram que o desacoplamento da fosforilação oxidativa através da quebra do 

gradiente de prótons criado pela cadeia respiratória bloqueia completamente a ativação 

de PKC induzida por altas concetrações de glicose. Indicando que a superprodução de 

superóxido pela mitocôndria pode iniciar a síntese de novo de DAG ou hidrólise de 

fosfatidileolina que ativa PKC (Koya e King, 1998). A formação intracelular de 

produtos de glicosilação avançada (AGEs) também é completamente bloqueada pela 

quebra do fluxo de elétrons na cadeia respiratória ou pela quebra do gradiente 

eletroquímico. Uma vez que o metilglioxal é formado pela fragmentação da 
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gliceraldcído-3-fosfato, esta sensibilidade ao aumento da produção dc superóxido 

mitocondrial pode refletir a bem descrita inibição reversível da gIiceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH) por espécies reativas de oxigênio (Knight et al., 1996). 

Alternativamente, a ativação da poli-ADP-ribose polimerase (PARP) e depleção de 

NAD+ podem resultar também em inibição da GAPDH (Garcia-Soriano et al., 2001). O 

fluxo aumentado da glicose através da via dos polióis, outro mecanismo que parece ser 

importante na genêse das complicações diabéticas (Lee, Chung e Chung, 1995), também 

é bloqueado pela inibição da produção de superóxido mitocondrial. O acúmulo de 

sorbitol neste caso parece ser secundário à estimulação da aldose redutase pelo aumento 

da produção de superóxido mitocondrial.

O grupo do prof. Michael Brownlee, demonstrou também (Du et u/.^OOO) que o 

deslocamento da glicose intracelular na via das hexosaminas, levando a aumento da 

transcrição de genes ou modificando função de proteínas que contribuem para a 

patogênese da diabetes (como TGF-p e PAI-1), também é bloqueado pela inibição da 

superprodução de superóxido na mitocôndria.

Portanto, as principais vias bioquímicas que levam às principais complicações 

diabéticas incluindo a macro e microangiopatia parecem tem um fator sifbjancente 

comum, a superprodução mitocondrial de ânions superóxido.

Outros mecanismos e fontes geradoras de espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio também tem sido demonstradas participar da patogênese das complicações 

diabéticas.

Por exemplo, espécies derivadas do sistema NAD(P)H oxidase vascular, como 

peróxido de hidrogênio e superóxido tem surgido como moléculas importantes na 

patogênese das complicações vasculares da diabetes (Inoguchi et al., 2003; Griendling, 

Sorescu e Ushio-Fukai, 2000). A expressão da NAD(P)H oxidase aumenta nos tecidos 

da micro e macrovasculatura de animais diabéticos em associação com várias alterações 

funcionais e histoquímicas (Inoguchi el al., 2003). A ativação do sistema NAD(P)H 

oxidases induz injúria vascular e bloqueio do relaxamento endotélio-dependente (Zhang 

ei al., 2003). Cotter e Cameron (2003), demonstraram que a administração oral de um 

inibidor da NADP(H)-oxidase, a apocinina, bloqueou o déficit na velocidade de 
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condução e fluxo sanguíneo de nervos sensoriais e motores de ratos diabéticos, 

mostrando um papel para esta enzima tanto na neuropatia quanto na vasculopatia 

diabética.

Por outro lado, Kang (2003) demonstrou que o ânion superóxido e o peróxido 

de hidrogênio podem também ser gerados durante as reações de glicação com posterior 

formação de radical hidroxila citotóxicos.

Estes fenômenos de aumento do estresse oxidativo acontecem de maneira 

associada à diminuição da capacidade do organismo diabético de se contrapor aos 

mesmos. Por exemplo, Yue e colaboradores (2003) demonstraram que as concentrações 

do principal agente redutor intracellular, o GSH está reduzida significativamente tanto 

na aorta como nos tecidos oculares de ratos diabéticos e que esta redução acontece logo 

após 1 semana da indução da diabetes e se mantém até a oitava semana (Yue el al., 

2003).

Rubanyi e Vanhoutte demonstraram em 1986, que a enzima superóxido 

dismutase (SOD) aumenta significativamente a meia-vida do fator relaxante derivado do 

endotélio (EDRF- do inglês endothelium-derived relaxing factor) liberado da artéria 

femoral de cães após estímulo com acetilcolina (Rubanyi e Vanhoutte, 1986). 

Gryglewski e cols. (1986) utilizando células endoteliais em cultura obtiveram achados 

similares. Em 1987, a natureza química do EDFR foi determinada e o óxido nítrico 

(NO) identificado como principal mediador do relaxamento endotélio-dependente 

(Ignarro el al., 1987; Palmer, Ferrige e Moncada, 1987). Posteriormente, o grupo do 

prof. Salvador Moncada, demonstrou em artérias coronárias isoladas de bovinos que a 

inativação da SOD causa inibição seletiva dos relaxamentos mediados por NO (Ornar el 

al., 1991). A SOD protege o óxido nítrico da inativação, reforçando-se o conceito de que 

os níveis e a atividade do NO na parede vascular podem ser profundamente afetados 

pela atividade da SOD e pelo antagonismo químico entre o NO e o ânion superóxido 

(Mugge et al., 1991). NO reage com o (V produzindo 0 forte oxidante, peroxinitrito 

(ONOO') (Huie e Padmaja, 1993). ONOO’ pode agir como um agente que promove 

nitração ou oxidação e pode assim modificar proteínas, lipídios e ácidos nucléicos. No 

entanto, vários fatores limitam a taxa de produção e os efeitos do ONOO’. As 
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concentrações relativas de NO e O2” são fatores críticos. Por exemplo, a SOD remove 

O;/' a uma taxa de 2 x 109 M^s'1, próximo à taxa de formação de ONOO'. Portanto, 

quando a SOD está presente em concentrações micromolares, pode competir 

eficazmente pelo O2* ’. De maneira similar, NO reage rapidamente com proteínas com 

grupamento heme, especialmente oxihemoglobina, limitando a difusão in vivo ao sítio 

de produção do O2*".  As quantidades relativas de NO e O;A são também críticas na 

produção de ONOO'(Wink e Mitchell, 1998). A atividade máxima do ONOO- ocorre 

quando O2” e NO são produzidos em quantidades equivalentes. Quando acontece uma 

maior produção de NO do que de 02*",  0 peroxinitrito reage com NO formando dióxido 

de nitrogênio (NO2), 0 qual pode reagir com NO formando a agente promotor de 

nitrosilação, N2O3. Quando há uma superprodução de Oí"' as formas oxidativas * 

prevalecem (Davis et al., 2001).

As principais fontes de ânion superóxido nas células endotelias são a cadeia 

respiratória mitocondrial, NAD(P)H oxidoredutases, ciclooxigenase-1, NOSe, xantina 

oxidase e enzimas do citocromo P450 (Kontos, 1985; Cosentino, Sill e Katusic, 1994; 

Pritchard et al., 1995; Guzik et al., 2002; Nishikawa el al., 2000; Du et al., 2000; 

Lounsbury, Hu e Ziegelstein, 2000).

A ativação da óxido nítrico sintasc na presenção de concentrações subótimas do 

substrato L-arginina ou do cofator tetrahidrobiopterina pode levar a redução do oxigênio 

por um ou dois elétrons e levar a produção de superóxido ou peróxido de hidrogênio, 

respectivamente, um estado chamado de desacoplamento da enzima (uncoupling of 

NOS) (Olken e Marletta, 1993; Cosentino e katusic, 1995; Vasquez-Vivar et al., 1998; 

Xia et al., 1998). Tem sido também demonstrado que a administração de 

tetrahidrobiopterina pode reverter a disfunção endotelial diabética (Pieper, 1997; 

Shinozaki el al., 2000).

A interação do ânion superóxido com 0 óxido nítrico acontece numa taxa rápida 

e pode ser muito alta na presença de estresse oxiclativo ou baixas concentrações de 

SOD-1 e leva a formação do potente oxidante, peroxinitrito (ONOO') (Beckman el al., 

1990). Portanto, 0 ânion superóxido consome óxido nítrico favorecendo um aumento do 

tônus arterial e forma um radical citotóxico que pode amplificar 0 dano endotelial. No 
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entanto, o destino e ação do peroxinitrito dependem das condições redox do ambiente 

onde é formado. Por exemplo, o peroxinitrito apresenta atividade antiagregante 

plaquetária em plasma rico em plaquetas Este efeito depende de suas interações com 

tióis e subsequente liberação de óxido nítrico (Moro et al., 1994). Liu e cols. (1994) 

demonstraram que o peroxinitrito causa relaxamento das artérias coronárias de cães 

(Liu, Beckman e Ker, 1994) e resultados similares foram obtidos em artérias 

pulmonares isoladas dc bovino (Wu el al., 1994). Estes efeitos também são mediados 

pela formação de óxido nítrico. Portanto em sistemas biológicos, a reatividade do 

peroxinitrito é tal que pode levar a formação de compostos com capacidade de gerar 

óxido nítrico, como nitrosotióis (Davis et al., 2001). No entanto, a produção persistente 

de oxidantes, incluindo peroxinitrito, pode causar depleção de tióis, como o GSH. Este 

fenômeno, por sua vez pode tornar o tecido desprotegido contra Os efeitos do 

peroxinitrito com injúria oxidativa subsequente e disfunção vascular. Por exemplo, em 

experimentos de perfusão de coração de isolado de rato o peroxinitrito causa 

vasodilatação coronariana mediada por NO, mas após exposição repetida causa 

disfunção vascular com inibição do relaxamento de outros fatores vasodilatadores (Villa 

et al., 1994).

Outro fenômeno importante é que a produção aumentada de superóxido e 

consequentemente peroxinitrito inibe a síntese de prostaciclina, por nitrosilação da 

prostaciclina sintetase (Ozaki et al., 2002; Bachschmid et al., 2003), aumentando a 

quantidade de substrato para tromboxano sintetase com aumento da síntese de TXA2 

(Moncada et al., 1976; Katusic e Vanhoutte, 1989). Esses efeitos em conjunto 

favorecem 0 bloqueio das respostas relaxantes endotélio-dependentes, diminuem a 

capacidade antiagregante nos vasos, aumentando tônus e capacidade pró-coagulante.

Por outro lado, 0 dano oxidativo foi sugerido como um fator que contribui no 

desenvolvimento e complicações do diabetes. (Wohaieb e Godin, 1987; Baynes, 1991; 

Tesfamariam, 1994; Giugliano, Ceriello é Paolisso, 1996). Por exemplo, alguns estudos 

relataram a atividade diminuída de enzimas antioxidantes, níveis diminuídos de 

glutation (GSH) intracelular e sérico, aumento nos marcadores celulares de peroxidação 

de lipídio no córtex renal de animais diabéticos e reversão destas alterações através da 

suplementação dietética com Vitamina E, ácido a-lipóico ou GSH reduzido (Jachcc el 

al., 2002, Dincer et al, 2002, Ueno el al., 2002). Uma relação causai entre stress 
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oxidativo e a disfunção endotelial durante o diabetes é apoiada pelos resultados de 

transferência de gene e expressão aumentada de isoformas de superóxido dismutase 

reverterem a disfunção endotelial na aorta diabética (Zanetti et al., 2001) e pelo fato da 

disfunção endotelial ser acompanhada pela expressão diminuída de SOD em aortas de 

ratos diabéticos. (Kobayashi e Kamata, 1999). Além disso, Ohishi e Carmines (1995) 

demonstraram que a SOD-1 restaura a resposta ao óxido nítrico em arteríolas renais. Da 

mesma forma, alguns autores relataram recentemente que radicais de oxigênio 

contribuem no aumento do tônus vascular basal, na retroalimentação tubuloglomerular, 

na infiltração de monócito/macrófagos e no relaxamento endotélio-dependente 

prejudicado no rim diabético (Park et al., 2001; Schnackenberg e Wilcox, 2001).
&

A ciclooxigenase é uma fonte importante de superóxido na céluTh endotelial. 

Uma vez que a produção enzimática de PGEfi a partir do ácido araquidônico é maior no 

endotélio do que no músculo liso vascular, níveis aumentados de radicais livres são 

gerados no endotélio durante a ativação da ciclooxigenase. Neste sentido, 0 bloqueio do 

relaxamento endotélio-dependente no diabetes está também provavelmente associada a 

um aumento na produção de radicais livres de oxigênio e nitrogênio durante a ativação 

da ciclooxigenase, com inativação do NO liberado basalmente e produção de 

prostanóides vasoconstritores (Gryglewski, Palmer, Moncada, 1986; Rubanyi, 1988; 

Pieper e Gross, 1988; Tesfamariam e Cohen, 1992; Katusic et al., 1993).

Por outro lado, o incremento no estresse oxidativo ativa 0 metabolismo do ácido 

araquidônico (Ucmlcr e Lands, 1980). Assim, a geração exógcna de radicais livres pelo 

sistema hipoxantina-xantina oxidase mimetiza várias características de altas 

concentrações extracelulares de glicose, notavelmente a geração de prostanóides 

vasoconstritores (Tesfamariam e Cohen, 1992).

Outro fenômeno agravante no dibetes é a diminuição das defesa antioxidantes. 

Vários autores tem mostrado uma marcante diminuição nos mecanismos de defesa 

antioxidantes no diabetes. Esses incluem glutation, superóxido dismutase, ácido 

ascórbico, ácido úricoe vitamin E (Wolff e Dean, 1987; Jain, 1989; Del Boccio, 1990; 

Arai el al., 1987). Essa diminuição na atividade dos sistemas antioxidantes pode 

significar um aumento na sensibilidade da célula endotelial ao estresse oxidativo .
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Ademais, uma diminuição 11a atividade da superóxido dismutase endotelial leva 

a uma diminuição na liberação do NO derivado do endotélio (Muggc et al., 1991; Ornar 

et al., 1991). Enquanto que a administração de superóxido dismutase, ou do removedor 

de peróxido de hidrogênio, catalase, melhora os relaxamentos endotélio-dependentes 

anormais causados pelo diabetes elevadas concentrações de glicose extracelular in vitro 

(Hattori et al., 1991; Tesfamariam e Cohen, 1992; Pieper et al., 1992). A transferência 

genética de isoformas da superóxido dismutase na aorta de ratos diabéticos por aloxana 

também reverte a disfunção endotelial (Zanetti el al., 2001).

Produtos intermediários da glicosilação não-enzimática consomem (quench) 0 

NO produzido, e este é um fator adicional para a diminuição da resposta endotélio- 

dependente nos vasos de indivíduos diabéticos (Bucala, Tracey e Cerami,,4991).

Vários estudos têm mostrado bloqueio da resposta endotélio-dependente a 

diferentes agonistas vasodilatadores com ação em diferentes receptores e em diferentes 

leitos vasculares (aorta, artérias cerebrais, coronárias, mesentéricas, e renais) de animais 

diabéticos (ratos, coelhos e cães) (Oyama et al., 1986; Meraji et al., 1987; Wakabayashi 

el al., 1987; Durante, Sem e Sunahara, 1988; Kamata, Miyata, Kasuva, 1989).

&

Alguns autores também relataram que há uma diminuição dos níveis de GMPc 

basais ou pós estimulação em animais diabéticos (Kamata, Miyata, Kasuva, 1989; Abiru 

el al., 1990). Um defeito semelhante nos relaxamentos endotélio-dependente tem sido 

demonstrado em pacientes humanos diabéticos com disfunção erétil (Saenz de Tcjada el 

al., 1989) e no leito arterial do antebraço de pacientes diabéticos (Calver, Collier e 

Vallance, 1992; Kingwell et al., 2003. Essas respostas endotélio-dependente diminuídas 

não são devidas a uma diminuição da responsividade do músculo liso vascular uma vez 

que relaxamentos induzidos por agonistas que agem diretamente no músculo liso (p.ex. 

nitrovasodilatadores) estão inalteradas no diabetes (Mayan, Simmons e Sharpe, 1991; 

Durante, Sen e Sunahara, 1988; Kamata, Miyata e Kasuva, 1989; Saenz de Tejada et al., 

1989)

Apesar da hiperglicemia ser um fator de risco reconhecido para 0 

desenvolvimento de disfunção endotelial, alguns pesquisadores relataram nenhuma 

alteração nas respostas endotélio-dependentes de animais diabéticos ou em pacientes 
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moderadamente hiperglicêmicos com diabetes do tipo I (Head el aL, 1987; 

Gebremedhin el al., 1988; Smits et al., 1993). A razão para esta discrepância está 

relacionada tanto aos níveis glicêmicos quanto à duração do slatus hiperglicêmico. Por 

exemplo, alguns autores demonstraram que hiperglicemia moderada não causava 

disfunção endotelial in vitro nem em pacientes moderadamente hiperglicêmicos 

(Tesfamariam et ctl., 1990; Tesfamariam el al., 1991; Smits el al., 1993). Orie e 

colaboradores relataram que o bloqueio cio relaxamento a acetilcolina é dependente do 

tempo de duração do diabetes, sendo evidente já a partir da quarta semana (Orie, 

Aloamaka e Iyawe, 1993).

1.4. Disfunção Erétil no Diabetes '

1.4.4. Ereção Peniaiia

O processo de ereção peniana depende de um sistema nervoso central e 

periférico intactos. Basicamente é mediado por um arco reflexo medular que envolve 

processamento e integração no sistema nervosos central de estímulos táteis. olfativos, 

auditivos e psíquicos (Andersson, 2001). A função erétil normal envolve três processos 

sinérgicos e simultâneos: um aumento no influxo arterial no pênis, o qual é-mediado 

neurologicamente, relaxamento do músculo liso dos corpos cavernosos e restrição do 

retorno venoso a partir do pênis (Bivalacqua et al., 2000). O pênis, de maneira 

grosseira, é composto de três corpos separados por septos de tecido conjuntivo. Um 

corpo esponjoso único que sustenta e protege a uretra ao longo da superfície ventral do 

pênis e forma a glande distalmente. Dois corpos cavernosos paralelos, que se entendem 

ao longo da superfície dorsal do pênis, que além de prover estrutura para o pênis 

funciona como um reservatório de sangue no estado erétil. Os corpos cavernosos são 

envoltos por uma camada fibrosa, túnica albugínea (Andersson e Wagner, 1995).

Os corpos cavernosos compreendem uma rede de sinusóides supridos pelas 

artérias helicinais, que são ramos terminais das artérias cavernosas. No estado flácido, 

as trabéculas do músculo liso dos corpos cavernosos, os quais sustentam os sinusóides 

vasculares, estão tonicamente contraídos por ação simpática e permitem apenas uma 

pequena quantidade de influxo arterial (Burnett el al., 1992). A liberação de 

neurotransmissores de terminais dos nervos cavernosos e do endotélio em resposta a 
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estimulação sexual resulta em relaxamento do músculo liso do corpo cavernoso e ereção 

peniana.

O balanço entre fatores contrateis (p.ex. neurotransmissão simpática, endotelina, 

angiostensisa II, tromboxano A2) e relaxantes (p.ex. óxido nítrico, acetilcolina, ATP, 

adenosina, entre outros) controla o grau de tônus da vasculatura do pênis e da 

musculatura lisa dos corpos cavernosos e determina o estado funcional do pênis: 

detumescência e flacidez ou tumescência e ereção (Andersson, 2001).

O pênis é inervado por fibras nervosas autonômicas e somáticas (Andersson e 

Wagner, 1995). Nervos simpáticos e parassimpáticos a partir da pélvis se unem para 

formar os nervos cavernosos, os quais inervam os corpos cavernosos regúfendo o fluxo 

sanguíneo para o pênis (Lue, 2000). O nervo somático pudcndo prove sensações para o 

pênis através do nervo dorsal do pênis. Nervos colinérgicos, não-adrenérgicos não- 

colinérgicos (NANC), óxido nítrico (NO), ATP e adenosina, polipeptídeo intestinal 

vasoativo (VIP) e peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) são fatores que 

mediam relaxamento do músculo liso dos corpos cavernosos (Tong el al., 1992; 

Andersson, 2001). Ademais, o estresse de cisalhamento estimula a produção de NO no 

endotélio dos sinusóides trabeculares. O NO liberado tanto das fibras NAN@ como do 

endotélio dos sinusóides difunde-se no músculo liso dos corpos cavernosos e das 

helicinais onde interagem diretamente com a guanilil ciclase aumentando as 

concentrações de GMPc (Burnett et al., 1992; Rajfer et al., 1992). O aumento de GMPc 

altera vários processos celulares que culminam com o relaxamento dos músculos lisos, 

tais como: ativação da proteina quinase dependente de GMPc (PKG), ativação de canais 

iônicos que reduzem as concentrações de Ca2+ intracelular através do sequestro ou 

extrusão do mesmo, abertura de canais de potássio que causam hiperpolarização das 

células dos músculo lisos e ativação das fosfatases da cadeia leve de miosina (Stief et 

al., 1997; Moreland el al., 1999; Lee et al., 1997). Os efeitos do GMPc são controlados 

por ação da fosfodiesterase do tipo 5 que hidrolisa a ponte 3’5’ (Moreland et al., 1999). 

O polipeptídeo intestinal vasoativo, o peptídeo relacionado ao gene da calcitonina e 

prostanóides (PGEi e PGE2, via receptores EP2/EP4) aumentam as concentrações 

intracelulares de AMPc, e podem contribuir em menor escala para 0 relaxamento do 

músculo liso do tecido erétil peniano (Andersson, 2001).
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Os principais sistemas contráteis que mantém o tônus de detumescência peniana 

são a neurotransmissão simpática noradrenérgica mediada principalmente por receptores 

a-1 com sinalização através de fosfolipase C com quebra de fosfoinositídeos de 

membrana c ação posterior de um metabólito (IP3) liberando cálcio dos estoques 

intracelulares e ativação de PKC (Christ, 1995).

Evidências mais recentes apontam para o papel da RhoA, uma GTPase citosólica 

e uma quinase serina/treonina citosólica (Rho quinase) que em reações de fosforilação 

subsequentes inativam a fosfatase da cadeia leve de miosina com manutenção do estado 

contraído das fibras de músculo liso dos corpos cavernosos (Chitaley, 2001).

No estado de detumescência peniana, as arteríolas e os sini&óides estão 

tonicamente contraídos, principalmente por ação da neurotransmissão noradrenérgica 

(Traish el al., 1999). Desta forma apenas uma pequena quantidade de sangue entra nos 

corpos cavernosos como aporte nutritivo. A drenagem sanguínea, neste estado, 

acontece normalmente para veias fora do pênis. Quando a atividade noradrenérgica, 

mantenedora do tônus, é bloqueada, a musculatura lisa das arteríolas e sinusóides relaxa 

em conjunto com a musculatura lisa do corpo cavernoso permitindo o influxo de sangue 

arterioso e com subsequente aumento da pressão intracavernosa. Estes fenômenos 

hemodinâmicos orquestrados levam à expansão máxima dos espaços lacunares que 

terminam por comprimir os plexo sub-albugíneos, levando à veno-oclusão e 

aprisionamento sanguíneo (tumescência) característico do estado erétil (Kim el al., 

1993).

Por outro lado, a ativação de nervos noradrenérgicos contrai as arteríolas 

helicinais e os sinusóides trabeculares reduzindo o influxo arterial e a pressão veno- 

oclusiva aumentando o efluxo sanguíneo e levando o pênis ao estado flácido 

(detumescência). Estes fenômenos estão associados também à diminuição de liberação 

dos neurotransmissores relaxantes, especialmente óxido nítrico e à degradação dos 

segundos mensageiros, especialmente GMPc, por ação da PDE5 (Lue e Lee, 2000). A 

inibição desta enzima, i.e. PDE5, é o mecanismo de ação que forma a base racional do 

tratamento da disfunção erétil com 0 sildenafil e derivados, vardenafil e tadalafil 

(Boolell el al., 1996; Stief el al., 1998).
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Um fator importante a ser considerado no processo erétil e que contribui ao 

tônus vascular é a presença de canais intercelulares conhecidos como junções “gap” nas 

membranas do músculo liso do corpo cavernoso (Christ el al., 1999). Estas 

comunicações permitem a passagem e movimento de íons de relevante físiologicamente 

([<’, Ca2') e segundos mensageiros (GMPc, AMPc), os quais governam relaxamento e 

contração sincicial necessária para ereção e detumescência unificada do pênis (Christ et 

cd., 1999).

1.4.2. Disfunção erétil secundária à diabetes

A disfunção erétil é definida como incapacidade de atingir e mantei^uma ereção 

peniana adequada para uma performance sexual satisfatória. Esta incapacidade deve 

perdurar por mais de três meses para caracterizar a disfunção erétil (National Institutes 

of Health Consensus - Development Panei on Impotence, 1993).

Estima-se que a disfunção erétil atinja cerca de 150 milhões de homens 

(McKinlay, 2000). No Brasil, as estimativas apontam que mais de 40% dos brasileiros 

entre 40 e 70 anos sofram desta condição (Moreira et al., 2001) e que pelo menos um 

milhão de novos casos surjam por ano nesta mesma faixa etária (Moreira, 2002 a e b).

Apesar dessa condição não ser fatal, não deve ser considerada um distúrbio 

benigno, uma vez que pode ter um efeito extremamente negativo na relação conjugal do 

paciente, em sua auto-estima, comprometendo seu bem estar e qualidade de vida (Krane 

etal., 1989).

Homens diabéticos têm disfunção erétil em idade mais precoce, c a população 

masculina diabética apresenta uma prevalência desta condição mais alta que a 

população masculina não diabética, chegando até 75% em algumas estimativas (Hakim 

e Goldstein, 1996).

A etiologia da disfunção erétil no diabetes é multifatorial. Ilá uma alta

incidência de neuropatia periférica, microangiopatia e insuficiência arterial em

indivíduos diabéticos com disfunção erétil quando comparados com aqueles com função

erétil preservada. DE maneira geral a patofisiologia da disfunção erétil está associada

*
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com uma diminuição da capacidade do músculo liso do corpo cavernoso em relaxar 

(devido à disfunção endotelial ou neuropatia das fibras nitrérgicas, p.ex.) c/ou um 

aumento do tônus contrátil (aumento da produção de prostanóides contracturantes, p.ex) 

(Lerner, Melman e Christ, 1993; Melman e Gingell, 1999).

Blanco e cols. (1990) relataram uma neuropatia de nervos colinérgicos nos 

corpos cavernosos de pacientes diabéticos que pode ser parcialmente responsável pela 

disfunção erétil nesses pacientes (Blanco el al., 1990).

O principal neurotransmissor mediando o .relaxamento do músculo liso do corpo 

cavernoso é o óxido nítrico (Burnett et al., 1992; Rajfer et al., 1992). As duas fontes de 

NO no corpo cavernosos são as isoformas constitutivas da enzima (NOS»e NOSn) do 

endotélio vascular e das fibras NANC (nitrérgicas) tanto em animais como em seres 

humanos. A transmissão não-adrenérgica não-colinérgica mediada por NO parece ser o 

fator mais importante com respeito ao relaxamento dos corpos cavernosos (Ignarro et 

al., 1990; Kim et al., 1991; Knispei, Goessl e Beckmann, 1991 e 1992 a e b; Pickard, 

Powell e Zar, 1991 e 1995; Bush et al., 1992; Holmquist, Hedlund, Andersson, 1992; 

Raj fer et al., 1992; Bush, Gonzalez e Ignarro, 1992 ).

gr

Um dos principais fatores que contribuem para a disfunção erétil em pacientes 

diabéticos é uma diminuição na densidade de fibras contendo NOSn c bloqueio do 

relaxamento endotélio-dependente, disfunção endotelial (Saenz de Tejada el al., 1989; 

Bivalacqua et al., 2001). Algumas pesquisas têm demonstrado que animais diabéticos 

com a função erétil prejudicada têm uma diminuição significativa da expressão das 

proteínas NOSe e NOSn (Vernet el al., 1995). Estes estudos propõem um provável 

mecanismo para o desenvolvimento de disfunção erétil em pacientes com diabetes, que 

é uma diminuição na produção de NO secundário à diminuição da expressão das 

isoformas constitutivas da óxido nítrico sintase .

O bloqueio do relaxamento neurogênico e endotélio-dependente relatado em 

pacientes humanos diabéticos (Saenz de Tejada el al., 1989) foi também observado em 

coelhos diabéticos por aloxana (Azadzoi e Saenz de Tejada, 1992). Posteriormente, 

Pickard e cols. (1994) demonstraram uma redução na resposta estimulação elétrica 

transmural em tiras de corpo cavernosos de pacientes diabéticos submetidos à 
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imphiiKuçilo de prótese, làssc eleito lei corrclacinundo com baixa t^rodução de NO 

(medido pela formação de nitrito) e demonstrou se resposta intacta do inusciilo a 

agentes niuseuloliépicos (1‘iekard <7 al.,

Alguns autores relataram que pacientes diabéticos têm níveis circulantes dc 

endotelina-1 (ET-1) aumentados (Lerrnan el al., 1991; Khan et al., 1998; Jagroop el al., 

1999) e que os níveis absolutos são maiores nos pacientes que tem disfunção erétil do 

que naqueles que não tem disfunção erétil, apesar de não diferirem dos de pacientes não 

diabéticos (Francavilla et al., 1997). Outros autores não encontram diferenças nos níveis 

de endotelina-1 nem no sangue periférico nem no sangue dos corpos cavernosos 

(Kadioglu el al., 1998; Becker el al., 2000).

Por outo lado, o status diabético induzido pela estreptozotocina em ratos e 

induzido por aloxana em coelhos resulta em marcada inibição da síntese de PGI2 

(Jeremy et al., 1985; Sullivan et al., 1998). A síntese de PGI2 é estimulada pela 

acetilcolina em receptores muscarínicos em ratos e no homem (Jeremy el al., 1986a; 

Jeremy et al., 1986b) tanto no músculo liso dos corpos cavenosos como nos vasos 

sinusóides e helicinais.

No modelo de diabetes induzido por estreptozotocina (STZ) uma série de 

explicações para a diminuição da função erétil no diabetes tem sido demonstrados 

experimentalmente, entre eles: disfunção de nervos autonômicos (Fishel et al., 2001); 

diminuição das propriedades condutoras nervosas; alteração na liberação ou ação pós- 

sináptica de neurotransmissores como o óxido nítrico, p.ex. (Vernet el al., 1995); 

funções do músculo liso alteradas (Burchardt et al., 2000), disfunção endotelial 

(Keegan, Cotter e Cameron, 2001), entre outras.

O relaxamento endotélio-dependente do corpo cavernoso humano depende 

primorrlialmente de NO. enquanto nas arteríolas de resistância do pênis, helicinais, c 

|>iiiiuiriaiiientc dependente do lalor hiperpolariziinlc derivado do endotélio (líl)lll') em 

conjunto com NO. Angulo e colaboradores, do grupo do prol". Saenz de Tejada, 

demonstraram que cm tecidos obtidos dc pacientes diabéticos submetidos à implantação 

de prótese que o relaxamento endotélio dependente induzido por acetilcolina está 

signiíkativamente reduzida no corpo1 cavernosos c nas arteríolas de resistências. O
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componente do relaxamento induzido pela acetilcolina que é resistente ao bloqueio da 

NOS e da síntese de prostaglandina, atribuído ao fator hiperpolarizante derivado do 

endotélio, está também inibido (Angulo et al., 2003). Este mesmo autor relata que o 

sildenafil melhora o relaxamento endotélio-dependente mediado por NO, mas não o 

mediado por EDHF, ao contrário do dobesilato de cálcio. Este fenômeno pode explicar 

a menos eficiência dos inibidores de fosfodieterase 5 na disfunção erétil diabética.

Bivalacqua e colaboradores (2003) demonstraram que a transfecção do gene da 

NOSe no corpo cavernoso corrige a resposta erétil mediada por NO em resposta à 

estimulação elétrica do corpo cavernoso em ratos diabéticos por estreptozotocina. O que 

corrobora com um déficit deste mediador na disfunção erétil diabética experimental.
'O»

1.5. Disfunção Endotelial na Senescência

1.5.1 Generalidades

A senescência, equivalente neste trabalho ao termo envelhecimento, é um 

processo natural que é acompanhado de novos problemas sociais e sanitários em países 

desenvolvidos e em desenvolvimento. Na verdade, o prolongamento da expectativa de 

vida é um fenômeno .geral em quase todo mundo (Folkow e Svanborg, 1993), e pessoas 

com idade acima de 65 anos constituem cerca de 15 % da população dos países 

desenvolvidos (Wadsworth, 1990). O envelhecimento normal está associado com uma 

habilidade diminuída de adaptação a mudanças ambientais (Roth, 1990). A 

complacência e distensibilidade do sistema cardiovascular estão diminuídas, assim *

como o debito cardíaco cm estação c repouso (Brandfonbrcner, Landownc c Shock, 

1955; Folkow e Svanborg, 1993). O volume sanguíneo e a massa total de eritrócitos 

estão diminuídas assim como o volume total de fluidos corporais, o que contribui para a 

relativa deficiência dos reflexos de regulação cardiovasculares (Messerli et al., 1983; 

Messerli, 1985).

Ademais, a senescência é usualmente associada com mudanças no sistema

cardiovascular, especialmente relacionadas à estrutura e função das artérias (Wei, 1989;

Safar, 1990). Isto contribui para a incidência aumentada de distúrbios cardiovasculares
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complacência e distensibilidade do sistema cardiovascular estão diminuídas, assim 

como o débito cardíaco em estação c repouso (Brandfonbrcncr, Landownc c Shock, 

1955; Folkow e Svanborg, 1993). O volume sanguíneo e a massa total de eritrócitos 

estão diminuídas assim como o volume total de fluidos corporais, o que contribui para a 

relativa deficiência dos reflexos de regulação cardiovasculares (Messerli el al., 1983; 

Messerli, 1985).

Ademais, a senescência é usualmente associada com mudanças, no sistema

cardiovascular, especialmente relacionadas à estrutura e função das artérias (Wei, 1989;

Safar, 1990). Isto contribui para a incidência aumentada de distúrbios cardiovasculares

*
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clinicamente significantes, como hipertensão, doença arterial coronariana, insuficiência 

cardíaca e hipotensão postural (Docherty, 1990). Semelhantemente, o risco de distúrbios 

cardiovasculares é 2-5 vezes maior em idosos hipertensos do que em normotensos de 

mesma idade (Smith, 1988), e duas vezes maior quando comparado com pacientes 

jovens com os mesmos níveis pressóricos (Vokonas, Kannel e Cupples, 1988). Os 

distúrbios cardiovasculares são responsáveis por 50% da morbidade e mortalidade na 

senescência (Lonergan e Krevans, 1991).

Nos idosos, a perfusão cerebral está reduzida, como consequência de uma 

autoregulação pobre associada com aterosclerose cerebral, o que altera tanto funções 

cerebrais quanto físicas. Ademais, em pacientes com hipertensão de longa data, os 

limites de autoregulação tendem a ser deslocados para valores maiores (Strandgaard êí 

al, 1983) de tal maneira que mesmo pequenas alterações na pressão sanguínea podem 

induzir diminuições significativas no fluxo de perfusão cerebral (Folkow e Svandborg, 

1993).

O sistema vascular é marcadamente alterado pela senescência. O conteúdo 

lipídico, de colágeno e minerais da parede vascular aumenta com a senescência 

(Wadsworth, 1990; Benetos et al., 1993). Este aumento reduz a distensibilidade arterial 

(Benetos et al., 1993; Abrams, 1988) e aumenta a rigidez arterial principalmente se a 

aterosclerose estiver presente (Wadsworth, 1990; Abrams, 1988). As modificações nas 

propriedades viscoelásticas da parede arterial, participam do aumento da pressão arterial 

que acompanha a senescência (Safar, 1985; Julius, 1988; Nielsen et al., 1992), e 

também das alterações na resposta a agentes vasoativos. Estas alterações estão 

provavelmente envolvidas também na diminuição da sensibilidade dos baroceptores 

associada à senescência (Julius, 1988). A camada subendotelial fica mais espessa com a 

senescência, pelo aumento de conteúdo do tecido conectivo (Yin, 1980), e também da 

camada média das grandes artérias (O’Rourke, 1982) devido a calcificação aumentada, 

deposição de conteúdo lipídico e protéico, principalmente em torno da membrana 

elástica interna (Goldberg el al., 1984; Epstein, 1992). Estas mudanças relacionadas à 

senescência contribuem para o aumento da rigidez vascular (Olivetti el al., 1991). A 

senescência também produz mudanças morfológicas graduais nas veias e uma 

diminuição em sua complacência (Bouissou e Maurel, 1991), levando a uma diminuição 

do retorno venoso (Folkow e Svanborg, 1993). O fluxo sanguíneo intraluminal pode ser
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menos laminar, independente da aterosclerose, porque as células endoteliais se tornam 

mais heterogêneas em forma, tamanho e orientação axial (Yin, 1980; Epstein, 1992).

Outro mecanismo importante que pode participar da deterioração da célula 

endotelial é a geração de um excesso de radicais livres derivados do oxigênio devido a 

uma redução das defesas antioxidantes naturais que está associada a senescência (Ames, 

Shigenaga e Hagen, 1993). A lipoperoxidação e produtos da lipoperoxidação, os quais 

estão aumentados com a idade, estão associados a certas alterações comuns na 

senescência (Emerit, Bonnefont e Galli, 1989). Um método indireto de detectar o grau 

de peroxidação lipídica baseia-se na mensuração das concentrações teciduais ou em 

líquidos orgânicos de um produto final derivado de hidroperóxidos, como o 

malondialdeído (MDA) (Janero, 1990). As concentrações plasmáticas de MDA 

aumentam com a idade (Rodríguez-Martinez e Ruiz-Torres, 1992) e este composto tem 

a capacidade, nas concentrações encontradas no plasma, de reduzir o relaxamento 

induzido por acetilcolina na artéria caudal do rato e este efeito é bloqueado pela 

superóxido dismutase (Rodríguez-Martinez et al., 1996). Levando em consideração 

esses achados, pode-se sugerir que um aumento nas concentrações de MDA associado a 

senescência pode estar envolvido nas alterações funcionais e estruturais observadas no 

endotélio senescente.

1,5.2. Alterações na reatividade vascular na senescência

A senescência além de produzir mudanças no músculo liso vascular como 

enrijecimento e aterosclerose prematura (Schleicher, Wagner e Nerlich, 1997) provoca 

também alterações na função endotelial (Wei, 1992). A disfunção endotelial na 

realidade desenvolve-se muito antes que mudanças estruturais ou que a ateroclerose 

vascular aconteçam (Barton, 1997). O endotélio atua como importante regulador do 

tônus do músculo liso vascular e consequentemente da pressão arterial e fluxo de 

perfusão tecidual (Moncada, Palmer e Higgs, 1991).
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Pesquisas distintas demonstram que a senescência reduz relaxamento endotélio- 

dependente induzido por vasodilatadores que liberam óxido nítrico (NO) do endotélio 

(Moritoki, Hosoki e Ishida, 1986; Hynes e Duclde, 1987; Hongo et al.A^ZZ). A 

vasodilatação induzida por agonistas agonistas [3-adrenérgicos tanto em vasos de ratos 

como de seres humanos está também reduzida (Van Brummelen et al., 1981; Tsujimoto, 

Lee e Hoffman, 1986; Xiao e Lakatta, 1992), enquanto aquelas induzidas por 

papaverina e nitrovasodilatadores estão essencialmente não modificadas (Dohi el al., 

1990; Tominaga t7 u/., 1994).

Com relação a mudanças provocadas pela senescência nas respostas 

vasoconstritoras, estudos realizados com segmentos vasculares de rato^ e em seres 

humanos demonstraram uma leve diminuição nas respostas induzidas por 

catecolaminas, enquanto aquelas produzidas por outros agonistas estão basicamente 

inalteradas (Fleisch, 1980; Toda e Shimizu, 1987; Hynes e Duckles, 1987; Vanhoutte, 

1988; Wanstall e O’Donnel, 1988; Angus e Cocks, 1989; Wadsworth, 1990; Docherty, 

1990). Esta pequena redução pode ser parcialmente devida a uma adaptação estrutural 

com aumento da razão parede-lúmen, que antagoniza o declínio da força. Pesquisas a 

respeito da homeostase do cálcio em artérias senescentes apontam para alterações nos 
gr

2 i-movimentos do Ca , tão bem quanto a sensibilidade aumentada a antagonistas do 

cálcio (Wanstall e O’ Donnell, 1988). Estas mudanças nos movimentos de cálcio podem 

também justificar as alterações vasculares já mencionadas. A atividade da bomba 

Na+,K+-ATPase é importante para regulação do tônus vascular e a modulação exercida 

pelo endotélio na atividade da enzima é alterada com idade, principalmente quando 

associada à hipertensão (Ponte el al., 1996).

De maneira geral a senescência tende a reduzir tanto a resposta vasodilatadora 

endotélio-dependente como a capacidade das células endoteliais de liberar óxido nítrico. 

A influência da senescência na resposta endotélio-dependente varia de acordo com a 

espécie, agente vasodilatador e leito vascular estudado. A resposta vasodilatadora 

induzida por acetilcolina e por agonistas colinérgicos muscarínicos, por exemplo, é 

reduzida com a idade em diferentes preparações vasculares (Gerhard el al., 1996; 

Rodriguez-Martinez el al., 1998). Este fenômeno acontece em diferentes espécies 
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(Donoso el al., 1994; Ragazzi el al., 1995) incluindo seres humanos (Celermajer et al., 

1994; Taddei et al., 1995; Gerhard et al., 1996). Este efeito, em humanos, depende do 

estímulo vasorelaxante (Corretti et al., 1995) e pode ser revertido agudamente pela 

administração de L-arginina (Chauhan et al., 1996). Ademais, a resposta vasodilatadora 

endotélio-dependente induzida pela bradicinina é paradoxalmentc convertida em 

contração em vasos de ratos senescentes (Mantelli, Amerini e Ledda, 1995). Da mesma 

forma, o relaxamento endotélio-dependente induzido por catecolaminas é bloqueado 

(Arribas et al, 1994), assim como a resposta de estímulos dependentes do fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio está reduzida (Fujii et al., 1993; Nakashima e 

Vanhoutte, 1993). Barton e colaboradores relacionaram uma resposta inalterada para 

ACh na artéria femoral de ratos senescentes, comparada com aquela obtida em tecidc/S 

de ratos jovens, a uma alta atividade da superóxido dismutase encontradâ*nesta  artéria 

(Barton et al., 1997).

Quando a senescência está associada à hipertensão, o relaxamento endotélio- 

dependente está ainda mais reduzido. Além disso, dieta com L-arginina, o substrato da 

NO sintase, diminui a pressão sanguínea em ratos hipertensos, e esta diminuição é 

atenuada com a idade (Ikeda et al., 1992). Concordando com o achado de que aSP 
senescência abole a resposta vasodilatadora renal à infusão de L-arginina em pacientes 

com hipertensão essencial (Campo el al., 1996). Estes achados corroboram com a 

existência de um ' defeito na vasodilatação endotélio-dependente associado a 

senescência, o qual contribui para o desenvolvimento da hipertensão arterial. A 

administração de inibidores da NO sintase, com N-nitro-L-arginina metil éster, produz 

um aumento no tônus basal da aorta de ratos Wistar-Kyoto (WKY) normotensos que é 

reduzido com a idade, sendo este aumento menor na aorta de ratos espontaneamente 

hipertensos (SHR) da mesma idade (Arribas et al., 1994). Estes resultados sugerem a 

existência de uma redução ou uma perda na liberação basal de NO nos animais 

hipertensos e senescentes (Marín e Rodríguez-Martinez, 1997; Rodríguez-Martinez et 

al., 1998). Tschudi e colaboradores (1996), por exemplo, encontraram uma diminuição 

na liberação de óxido nítrico na aorta de ratos senescentes. Esta disfunção na resposta 

vasodilatadora endotélio-dependente foi observada em diferentes leitosr vasculares 

incluindo não apenas artérias de condutância, como a aorta (Belmin et al., 1993; Kung e 

Lüscher, 1995), artéria carótida (Paterno, Faraci e Heistad, 1994) e artérias coronárias



72

(Donoso et al., 1994), mas também em vasos de resistência, como o leito vascular 

mcscntcrico (Atkinson, Tatchum-Talom e Corman, 1994).

A acetilcolina também pode produzir relaxamento pela liberação do fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio. A hiperpolarização das células do músculo liso 

induzida por este fator diminui o número de canais de canais de Ca2+ no estado aberto e 

produz relaxamento (Marin, 1995). Em artérias mesentéricas de ratos, a 

hiperpolarização causada pela ACh e sua contribuição para o relaxamento estão 

marcadamente danificados em SHR idosos e ratos WICY, o que explica, pelo menos 

parcialmente, a redução do relaxamento para com ACh com a idade.

A histamina induz relaxamento por meio da liberação de NO, o qual não sofre 

alterações com a idade em aorta de rato, no entanto se encontra reduzido em artéria 

mesentérica de rato (Moritoki, Hosoki e Ishida, 1986) e artérias cerebrais de beagle 

(Shimizu e Toda, 1986). A histamina também induz relaxamento em parte mediado pela 

liberação endotelial de prostaciclina (PGb); Sendo esta liberação menor em artérias 

mesentéricas do beagle jovem que no beagle idoso (Shimizu e Toda, 1986)
&

Mudanças com a idade no relaxamento endotélio-dependente podem ser 

influenciadas por mecanismos envolvidos na liberação de NO. Assim, em artérias 

coronárias de suíno, a noradrenalina (NA) produz relaxamento endotélio-dependente 

por meio da estimulação do a2-adrenoceptor, a qual se encontra reduzida em suínos 

senescentes (Murohara et al., 1991). O mesmo autor não encontrou bloqueio na 

vasodilatação endotélio-dependente induzida por outros agentes, tais como a substância 

P ou bradicinina na senescência. Da mesma forma, Koga e colaboradores (1989) não 

encontraram bloqueio na resposta relaxante vascular endotélio-dependente induzido 

pelo ATP na aorta de SHR senescentes (Koga et al., 1989). O mecanismo implicado na 

liberação de NO causada pela ativação tanto de a.2-adrenoceptor pela NA, como 

receptores muscarínicos M2 pela ACh, envolve proteínas G. Este mecanismo não está 

envolvido nas respostas para substância P, bradicinina, ATP, ou cálcio ionóforo 

A23187. Tais fatos indicam que a liberação de NO, na qual proteínas G estão 

envolvidas, é mais sensível a efeitos deletérios da senescência. Além disso, baixas 
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concentrações de NA são capazes de induzir contrações em anéis de aorta de SHR e 

ratos WKY, no entanto altas concentrações produzem relaxamento (Arribas et al., 

1994). Neste caso, a diminuição no relaxamento por NA foi devido a disfunção dos 

p-adrenoceptores endoteliais permitindo síntese e/ou liberação de NO reduzidas. A 

dessensibilização desses receptores pode se dever aos elevados níveis plasmáticos de 

catecolaminas na hipertensão e senescência (Vargas et al., 1986; Veith et al., 1986; 

Krall, 1981). Além do mais a diminuição da expressão ou alterações de proteínas G, 

provavelmente devido a redução na fluidez da membrana podem estar envolvidos. Vale 

salientar que alterações de proteínas G na hipertensão e senescência têm sido associadas 

a danos também na adenilil ciclase (Feldman et al., 1995).

Outro mecanismo que pode participar da diminuição do relaxamento endotélio- 

dependente associado com o envelhecimento é a geração de excesso de radicais livres 

derivados de oxigênio e nitrogênio. Isto pode ser devido a uma redução na defesa 

antioxidante natural que parece estar associada com a senescência. A nível vascular a 

interação de NO com radicais livres contribui para a regulação do tônus vascular. 

Assim, peroxidação lipídica e produtos da peroxidação, os quais parecem aumentar com 

a idade, podem participar do desenvolvimento de doenças vasculares, tanto quanto do st 
processo de envelhecimento. A lipoperoxidação e produtos da peroxidação que estão 

aumentados na senescência podem ter papel importante nas alterações vasculares 

associadas a senescência. Pelo menos, um aumento do estresse oxidativo tem sido 

observado em tecidos e órgãos de animais e seres humanos senescentes e este fenômeno 

é geralmente associado com disfunção e morte celular (Anglade et al., 1997; Edwards et 

al., 1998; Lenaz, 1998; Naoi e Maruyama, 1999; Ermark e Davies, 2002).

Um aumento .na produção de oxidantes e do dano oxidativo a macromoléculas 

em células senescentes incluindo células endoteliais acontece tanto in vitro quanto in 

vivo (Gutteridge et al., 1996; Allen et al., 1999; Lee e wei, 2001). Por exemplo, um 

aumento na produção de espécies reativas, de oxigênio é um fenômeno inicial no 

processo aterogênico (Cyrus et al., 2001; Pratico, 2001.
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A mitocôndria, como a maior fonte de espécies reativas na célula, tem sido 

associada a elevação dos níveis de peróxido de hidrogênio durante o envelhecimento 

celular (Dufour et al., 2000; Toescu et al., 2000; Kokoszka et al., 2001). 

Aparentemente, o complexo IV da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial está 

deficiente na senescência, devido a diminuição de atividade da citocromo c oxidase, 

aumentando o estresse oxidativo e nível de proteínas com resíduos nitrosotiol (Xin et 

al., 2003).

Por outro lado, vasodilatações endotélio-independentes são também modificadas 

com a idade (Fleisch, 1980; Toda e Bian, 1987; Hongo et al., 1988; Docherty, 1990; 

Tsujimoto, Lee e; Mayhan et al., 1990). O relaxamento induzido por isoproterenol, por 

exemplo, está reduzido durante o envelhecimento na artéria mesentcrica do beagle 

(Shimizu e Toda, 1986), artéria basilar do coelho (Toda e Hayashi, 1979), veias safena 

(Ikezono et al., 1987) e dorsal da mão (Pan et al., 1986) humanas, artéria e veia 

pulmonar do rato (O’Donnell e Wanstall, 1986). Este fato poderia ser atribuído à 

dessensibilização do [3-adrenoceptor devido ao aumento dos níveis de catecolaminas 

endógenas durante o envelhecimento (Krall et al., 1981; Deischer, Mankani e Hoffman,

1989) , ou a um aumento do tônus simpático (Veith et al, 1986).
&

Diferentes mecanismos podem participar da dessensibilização da estimulação |3- 

adrenérgica com a senescência. Estes mecanismos operam a nível dos próprios p~ 

adrenoceptores, proteínas G, subunidade catalítica da adenilil ciclase, ou em níveis 

distais a esses fenômenos (Kusiak e Pitha, 1983; Sibley e Lefkowitz, 1985; Tsujimoto, 

Lee e Hoffman, 1986; Levitzki, 1987; Docherty, 1990; Lefkowitz, Hansdorff e Caron,

1990) . Todos esses mecanismos proporcionam o mesmo resultado, isto c, uma produção 

insuficiente de AMPc após a estimulação de receptores p-adrenérgicos (Ziegler, Lake e 

Kopin, 1976; Docherty, 1990).

Alterações relacionadas à idade no relaxamento endotélio-independente causada 

por outros agentes são diferentes dependendo do leito vascular, espécie e agente usado. 

Assim, o relaxamento induzido por papaverina na artéria mesentérica de rato e PGh nas 

artérias mesentéricas do beagle não se alteram com idade (Shimizu e Toda, 1986). No 
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entanto, o relaxamento induzido pelo peptídeo relacionado ao gene da calcilonina, 

reduziu com o envelhecimento no leito vascular mesentérico isolado de ratos 

normotensos e hipertensos (Amerini et al., 1994). O mesmo ocorre com o relaxamento 

causado por nitroprussiato de sódio neste leito vascular (Amerini et al., 1994) e na aorta 

de coelho (Karaki el al., 1985).

As células endoteliais contribuem para a regulação do tônus por liberação de 

fatores contráteis derivados do endotélio. Dentre esses fatores a endotelina é o agente 

contrátil mais potente, e a senescência diminui a responsividade dos vasos a este agente 

talvez devido a regulação decrescente (‘downregulation”) dos receptores
* 

correspondentes (Dohi e Luscher, 1990). Koga e colaboradores (1988) observaram em 

vasos de ratos WKY idosos (12-25 meses) que a ACh gera fatores contráteis derivados 

do endotélio, mesmo em ausência da hipertensão. Isto significa que a redução do 

relaxamento endotélio-dependente com o envelhecimento pode não ser unicamente 

devido a uma redução da liberação e/ou atividade do NO, mas por uma superprodução 

de fatores contráteis derivados do endotélio ou a uma hipersensibilidade das células do 

músculo liso a fatores vasoconstritores, mascarando o efeito dos vasodilatadores (Koga 

ela!., 1988; Koga et al., 1989).

Alterações na resposta contrátil induzida por agonistas adrenérgicos ,como a 

noradrenalina, relacionadas com a senescência, tem sido relatadas. Nesses casos a 

resposta máxima tende a se mostrar reduzida em preparações arterial isoladas de ratos 

(Tuttle, 1966; Hayashi e Toda, 1978; Fleisch, 1980; Docherty, 1986; Vanhoutte, 1988; 

Docherty, 1990; Nielsen et al., 1992;). A redução da resposta à noradrenalina pode ser 

devida uma diminuição da sensibilidade do vaso, que parece ser secundária a uma 

diminuição da reserva de cq-adrenoceptor ou da densidade de cq-adrenoceptor pós- 

juncional. No entanto, alterações tanto no maquinário contrátil como no mecanismo de 

transdução de sinal pós-receptor não podem ser excluídos. A resposta vasoconstritora 

mediada por cq-adrenoceptores, além da afinidade e densidade desses receptores não 

são alteradas pela senescência na artéria carótida de ratos (Benetos et al., 1993).
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A contração causada por outras drogas, como 5-hidroxitriptamina (5-1TF), 

histamina e angiostensina II, são pouco alteradas com a senescência. Na verdade, tanto a 

contração a 5-ITT estão aumentadas nas artérias coronárias de ratos senescentes 

(Nyborg, 1991). Este efeito está associado com aumento da afinidade ao receptor 5-HTj 

e diminuição da reserva deste receptor (Nyborg, 1991). Redução ou alteração não 

significativa foi observada nas respostas vasoconstritoras à angiotensina II nas artérias 

mesentéricas de ratos senescentes (Konishi ei al., 1997; Moreau el al., 1998).

A senescência não modifica significativamente a resposta máxima contrátil 

induzida por soluções com alta concentração de cloreto de potássio (KC1), sugerindo 

que o maquinário contrátil não altera siginificativamente sua atividade co^n a idade. Por 

outro lado, um aumento na resposta ao KC1 nas artérias mesentéricas dc ratos Wislar- 

Kyoto foi relatado (Lang et al., 1995), assim como respostas vasocontritoras diminuídas 

ao KC1 nas artérias mesentéricas e aorta de ratos espontaneamente hipertensos (Lang et 

al., 1995; Ponte et al., 1996).

Alguns vasoconstritores agem através de mecanismos intracelulares que 

envolvem a GTPase RhoA, e produzem um componente contrátil fônico que. 

independente de aumentos significativos na concentração de cálcio intracelular (Somlyo 

e Somlyo, 2002). A transcrição da RhoA quinase está aumentada na artéria basilar e na 

aorta de ratos senescentes, tanto no endotélio quanto no músculo liso vascular (Miao et 

al., 2001). Esta GTPase tem um papel regulatório chave, além do tônus, de várias 

funções celulares como adesão, motilidade celular, crescimento e proliferação celular. 

Portanto, um aumento anormal na expressão da Rho. . vascular na progressão da 

senescência pode ter efeitos deletérios na vasoreatividade e remodelamento vascular.

Além disso, Marijic e cols. demonstraram, por análise de Western blot, que o 

número de canais de potássio, de alta condutância, ativados por cálcio (maxi-K ou 

BKca) está diminuído em torno de 50% nas artérias coronárias de ratos idosos e por 

técnicas eletrofisiológicas que a densidade da corrente mediada por essesr canais está 

diminuída em cerca de 65% em ratos senescentes (25-30 meses) quando comparados 

com jovens (3 meses). Este mesmo fenômeno foi demonstrado em artérias coronárias de 
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humanos, nos quais a densidade do canal diminuiu em aproximadamente 45% 

(indivíduos de 61 a 70 anos) quando comparados com indivíduos mais jovens (19 a 56 

anos) (Toro et al., 2002).

Portanto, a senescência parece estar associada com diminuição na 

disponibilidade/atividade do NO que em conjunto com a redução na densidade/atividade 

do canal BKca. Este mecanismo, nas artérias coronárias por exemplo, pode significar 

uma dramática redução na capacidade vasorelaxante desses vasos na senescência. Esse 

fenômeno se agrava quando se considera as evidências de perda de outras substâncias 

vasodilatadoras (p.ex. prostaciclina) e aumento da influência de vasocontritores.

Por outro lado, algumas alterações relatadas na resposta contrátiFdos vasos na 

senescência podem ser devidas a distúrbios na função das células endoteliais. A 

remoção do endotélio aumenta a resposta contrátil a vários agonistas, como 

noradrenalina e 5-HT (Angus e Cocks, 1989) e portanto, a disfunção endotelial pode ter 

consequências semelhantes. A resposta contrátil a agonistas muscarínicos secundária à 

liberação de produtos endoteliais derivados da ciclooxigenase está aumentada com a 

senescência em ratos normotensos e hipertensos (Koga et al., 1988, 1989). A potente 

vasoconstrição induzida pela endotelina está reduzida na aorta (Barton el mf®1997), não. 

alterada na artéria femoral (Barton, 1997) ou aumentada nas arteríolas mesentéricas 

(Moreau et al., 1998) de ratos senescentes.

Por outro lado, a produção de prostaciclina em cultura de células endoteliais da 

aorta está diminuída com senescência (Nakajima et al., 1 c

Várias evidências indicam que a senescência e a disfunção do endotélio cursam 

paralelamente. Em alguns desses estudos, homens >35-40 anos e mulheres > 50 anos 

apresentavam vasodilatação induzida por aumento de fluxo diminuída em relação a 

controles jovens indicando uma perda da função endotelial, apesar do início do processo 

acontecer mais tardiamente em mulheres (Celermajer el al., 1994; Jensen-Urstad e
£■

Johansson, 2001).
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A resposta a acetilcolina na circulação coronariana também está diminuída com 

o aumento da idade. Este fenômeno acontece em todas as seções (proximal, média e 

distai) da artéria descendente anterior esquerda e das artérias circumílexas esquerdas, 

com início da disfunção endotelial detectado em média aos 30 anos de idade (Yasue el 

al., 1990; Zeiher et al., 1993). Além do mais a acetilcolina contraiu a maioria dos 

segmentos no grupo de pacientes mais idosos, incluindo aqueles com angiografia 

normal (Yasue et al., 1990).

Pesquisas utilizando a medida do fluxo de vasos de resistência do antebraço de 

humanos também mostraram que a resposta vasodilatadora a acetilcolina em indivíduos
* 

normotensos é menor a medida que a idade aumenta. Tanto a resposta vasodilatadora 

máxima a acetilcolina (Taddei et al., 2001) como a inclinação da curva dose-resposta ao 

análogo metacolina (Gerhard et. al., 1996) estão diminuídas na quarta década de vida 

(30-39 anos) quando comparadas com indivíduos na terceira década (20-29 anos). Essas 

respostas vasodilatadoras continuam a diminuir entre aproximadamente 15 a 50% após 

os 60 anos (Gerhard el al., 1996; Taddei el al., 2001). A administração de vitamina C, 

um removedor de radicais livres, foi capaz de reverter parcialmente a capacidade dos 

vasos de responder à acetilcolina nos idoso mas não nos jovens (Taddei el al., 2001), 

corroborando para um aumento do estresse oxidativo como fator subjacente diminuindo 

a disponibilidade/atividade dos fatores relaxantes derivados do endotélio.

Experimentalmente, o relaxamento a acetilcolina está dramaticamente bloqueado 

em anéis de aorta de ratos senescentes e pré-contraídos c^m noradrenalina (Tschudi et 

al., 1996). Ademais, anéis de aorta e da artéria carótida p;. contraídos < fenilefrina, c 

então incubados com inibidor da NOS (metiléster de NG-nitro-L-arginina), desenvolvem 

um incremento na contração que é maior em animais jovens comparados com animais 

senescentes (Hamilton, 2001). O que sustenta uma diminuição na síntese, 

disponibilidade ou atividade do NO na senescência. Uma diminuição da disponibilidade 

de NO nas artérias de ratos Wistar Kyoto senescentes é reforçada pelo fato de que os 

níveis de superóxido estão concomitantemente aumentadas (Hamilton et al., 2001). Esse 

ânion reage rapidamente com NO gerando peroxinitrito e inativando NO. Por outro 

lado, medidas diretas de NO in situ demonstraram que tanto a taxa de liberação de NO e 

o pico da concentração de NO estão drasticamente diminuídas em aortas de ratos de 
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meia idade (18-19 meses) e senescentes (32-33 meses) (Tschudi et al., 1996). Esses 

resultados apontam para mecanismos mistos, incluindo diminuição da síntese e da 

disponibilidade do NO.

No modelo de artérias mesentéricas pressurizadas e pré-contraídas com 

fenilefrina em meio contendo guanetidina, a resposta vasodilatadora induzida por 

campo elétrico transmural está diminuída em ratos senescentes (26 meses) (Sullivan e 

Davidson, 2001). Esse relaxamento é dependente de NO endotelial (Buga e Ignarro, 

1992) e inibido significativamente por inibidor da síntese de NO (Sullivan e Davidson, 

2001). Ainda nas artérias mesentéricas de ratos, foi demonstrado que a produção de 

tromboxano A2 (TXA2) está aumentada com a senescência secundariamente a uma 

expressão aumentada de prostaglandina H sintetase-2 (Stewart et al., 2000).

A senescência também diminui substancialmente os relaxamentos induzidos por 

agentes que incrementam os níveis de AMPc intracelular (p.ex., forseolina e IBMX) nas 

aorta e artérias mesentéricas (Gaballa et al., 2000). Esse dado parece apontar para uma 

talha também na via de transdução de sinal intracelular para 0 AMPc no próprio 

músculo liso. No entanto, Hinschen e cols. (2001), demonstraram que na aorta e artérias 

mesentéricas de ratos a resposta ao nitrovasodilatador, nitroprussiato de sódio, em 

concentrações acima de 10 nM não variaram com a idade. Contudo, a resposta 

vasodilatadora obtida com a concentração menor (3 nM) foi levemente reduzida em 

animais senescentes (Hinschen el al., 2001). Neste sentido, Gaballa e cols.(2000) 

demonstraram que a- resposta ao trinitrato de glicerila (NTG) está significativamente 

diminuída em anéis de aorta de ratos Fisher 344 senescentes (23 meses).

Por outro lado, em seres humanos não foi demonstrada nenhuma alteração 

relacionada com a idade na resposta ao nitrovasodilatador SNP ou NTG em diferentes 

leitos vasculares (Gerhard et al., 1996; Taddei et al., 2001; Celermajcr el al., 1994; 

Yasue et al., 1990).
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Além do mais, muitos órgãos como pulmões, pele, articulações e ossos perdem 

sua elasticidade. Estas alterações estão aceleradas em pacientes diabéticos, que sofrem 

de elasticidade pulmonar diminuída, e particularmente de enrijecimento arterial e 

aterosclerose prematura. A observação de que a matriz extracelular dos tecidos afetados 

em pacientes diabéticos, consistindo de colágeno de longa meia-vida, exibe 

glicosilação-não-enzimática aumentada (Kennedy e Baynes, 1984), proveu as bases 

para a correlação entre hiperglicemia e complicações diabéticas (Vogt, Scheicher, 

Wieland, 1982; Lyons e Kennedy, 1985; Brownlee, Cerami e Vlassara, 1988).

Na senescência, também acontece um incremento, da glicosilação de proteínas 

do tecido conectivo, e.g., na aorta ou tendões (Scheilecher e Wieland, 1986), colágeno 

na pele de humanos (Dunn et al., 1991; Dyer el al., 1993) e em proteínas da retina 

humana (Dunn ei al., 1989) sugerindo que este processo está relacionado com o 

desenvolvimento de distúrbios, e.g., catarata, vasculopatias, associados à senescência. 

Ademais, a reação de glicação pode prosseguir ainda mais in vivo para iniciar uma 

complexa série de reações oxidativas, de clivagens e rearranjos que levam ao acúmulo 

de produtos fluorescentes, amarronzados, protease e ácido resistentes chamados de 

produtos finais de glicosilação avançada (AGEs) que estão também implicados nos 

distúrbios associados à senescência (Pongor et al., 1984; Monnier, Kohn e Cerami, 

1984; Chang et al., 1985; Sell e Monier, 1989; Ledl e Schleicher, 1990; Bucala e 

Cerami, 1992; Makita et al., 1992). Além do mais, esses compostos podem sofrer 

glicoxidação na presença de oxigênio, processo este dependente da participação de 

radicais superóxido e peróxido de hidrogênio (Smith e Thornalley, 1992). Uma vez que 

estas reações são irreversíveis, têm-se sugerido que seus produtos, como a carboximetil- 

lisina e a pentosidina, por exemplo, possam ser usados como biomarcadores do estresse 

oxidativo acumulado ao qual o tecido foi exposto (Schleicher, Wagner e Nerlich, 1997). 

Por exemplo, tanto a pentosidina quanto a carboximetil-lisina, se acumulam 

naturalmente em proteínas teciduais na pele, pulmões, coração, rins, intestino, discos 

intervertebrais, retina e particularmente nas artérias na senescência (Schleicher, Wagner 

e Nerlich, 1997) e em taxas mais aceleradas na diabetes (Dunn et al., 1989, Dunn et al., 

1991, Dyer et al., 1993; Sell et al., 1993). Altos níveis desses produtos também foram 

encontrados em células espumosas e em placas ateroscleróticas (Schleicher, Wagner e 

Nerlich, 1997) indicando uma possível papel desses compostos no desenvolvimento 
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destas lesões. Um aumento os níveis teciduais desses produtos, ajustado pela idade, está 

correlacionado com a severidade da retinopatia e nefropatia na diabetes (Sell et a!., 

1992; MacCance et al., 1993) e com processo degenerativos associados à senescência 

(Sell e Monnier, 1989; Schleicher, Wagner e Nerlich, 1997) sugerindo que as reações de 

glicoxidação e o estresse oxidativo, podem ser mecanismos importantes nesses 

processos.

Por outro lado, Challah e colaboradores (1997) demonstraram um aumento no 

número de células endoteliais circulantes, provavelmente relacionado com um 

“turnover” de células endoteliais asscoiado à senescência. Estes mesmos autores 

encontraram na aorta de ratos com 30 meses de idade uma expressão diminuída de RN A 

mensageiro para a isoformas constitutiva e induzida da enzima óxido nítrico sintase 

(NOSe e NOSi), diminuição da concentração de GMPc na parede arterial e diminuição 

na atividade da enzima conversora de angiostensina (EGA) no plasma e pulmões.

Woodman e colaboradores (2002), demonstraram uma diminuição na expressão 

da NOSe e da SOD-1 associada à senescênia na artérias do músculo soleus de ratos. 

Estas artérias estão. envolvidas na regulação do íluxo sanguíneo para o músculo 

esquelético durante exercício (Williams e Segai , 1993). A capacidade de aumentar o 

fluxo sanguíneo para o soleus e gastroenêmio durante o exercício está bloqueado em 

ratos senescentes (Irion, Vasthare e Tuma, 1987).

Outras alterações estruturais foram demonstradas que podem contribuir para os 

distúrbios de natureza vascular associados a senescência. O diâmetro lunrinal da 

carótida e da aorta de ratos e seres humanos, por exemplo, aumenta -progressivamente e 

regularmente com a idade, de maneira independente dos níveis de pressão arterial (Cox, 

1977; Toda et al., 1980; Michel et al., 1994). Portanto, a senescência modifica o 

estresse hemodinâmico e tanto a função como o fenótipo do endotélio c do músculo liso 

vascular e estas alterações em conjunto determinam a diminuição da função vascular na 

senescência.
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1.6. Glutation - GSH

O Glutation (y-L-glutamil-L-cisteinilglicina, GSH) é um tripeptídeo 

endógeno apresentando atividades de antioxidante, antitoxina e cofator enzimático. O 

GSH está presente em animais, plantas, e microorganismos, e sendo hidrossolúvel é 

encontrado principalmente no citosol das células e em outras fases aquosas do sistema 

vivo (Meister, 1994; Kehrez, 1994; Lomaestro e Malone, 1995). Normalmente, a 

concentração intracelular do glutation chega a níveis milimolares, ocorrendo em 

concentrações intracelulares de 0,5 a 10 niM. Em contraste, as concentrações 

extracelulares de GSH são normalmente de 3 a 4 ordens de magnitude abaixo. O 

Glutation existe em dois estados: o glutation reduzido (GSH) e a forma oxidada 

(GSSG). Essas formas são interconversíveis (ciclo redox) por ação das enzimas GSSG 

redutase, transformando GSSG em GSH e da GSSG peroxidase formando GSSG a 

partir de GSH. O GSH está presente principalmente dentro da célula na forma reduzida. 

Para manter o estado redox da célula, o GSSG gerado durante stress oxidativo deve ser 

reduzido através da ação da GSSG redutase, que utiliza NADPH como cofator. Em 

condições normais, a redutase GSSG é bastante efetiva para manter a maioria do GSH 

celular em seu estado reduzido (mais de 98% GSH) (Wang c Ballatori, 1998). Porém, 

em casos de estresse oxidativo severo ou quando a atividade das GSSG redutase está 

diminuída, a capacidade da célula para reduzir GSSG pode ser afetada, conduzindo a ao 

acúmulo de GSSG dentro do citosol. A relação de GSSG/GSH é um indicador sensível 

de stress oxidativo. (Meister, 1994). Na célula saudável, a forma oxidada (GSSH), 

raramente excede 10 % do glutation total da célula. No meio intracelular o GSH parece 

ser um indicador sensível da saúde global da célula e a depleção de GSH pode ativar 

apoptose celular (Slater, Stefan e Nobel, 1995; Duke, Ojcius e Young, 1996).

A síntese de glutation ocorre dentro da célula em duas etapas. Cada etapa 

utiliza um mol de ATP para cada mol dc produto. Na primeira etapa, são combinadas 

cisteína e glutamato (com ação da enzima y-glutamil cisteína sintetase) e nesta etapa a 

disponibilidade de cisteína é um fator limitante da reação. A cisteína é originada do 

aminoácido essencial metionina, da degradação de proteínas da dieta ou do “turnover" 

das proteínas endógenas. A enzima y-glutamil cisteína sintetase por sua vez é inibida 

por concentrações elevadas de GSH, funcionando como um mecanismo de controle
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negativo da síntese. Na segunda etapa ocorre a adição da gama-glutamilcistcína e 

glicina gerando GSH. Esse passo é catalisado pela GSH sintetase (Wang e Ballatori, 

1998).

A degradação metabólica do GSH, por sua vez, acontece no espaço 

extracelular. O GSH, por ação das GSH S-transfcrases, é conjugado no meio 

intracelular com formação de conjugados S-cisteína, os quais são transportados para o 

espaço extracelular na superfície apical celular. Nesse ponto, sofrem a ação da y- 

glutamil transpeptidadse (y-GT) e de dispeptidases, formando na reação y-glutamil e 

glicina, respectivamente (Meister, 1988 ; Hinchman el al., 1991).

O alto potencial redox faz do GSH um antioxidante potente pôr si só e um 

cofator conveniente para reações enzimáticas que requerem elétrons emparelhados 

prontamente disponíveis (Deleve e Kaplovitz, 1991). O poder redutor também é a 

chave das ações múltiplas do GSH a nível molecular, celular e tecidual, agindo como 

uma antitoxina sistêmica. A molécula de glutation reduzida consiste em três 

aminoácidos - ácido glutâmico, cisteína e glicina covalentemente unidas. O grupamento 

sulfidrila (-SH) do resíduo de cisteína confere à molécula seu caráter redutor (Meister, 

1994).

O glutation tem também a função de “estocar” cisteína, uma vez que este 

aminoácido se autoxida naturalmente de maneira rápida, em cistina, a qual é um 

composto dissulfeto citotóxico (Olney el al., 1990). A toxicidade dessa reação de aulo- 

oxidação faz com que a maioria das cisteínas não protéicas seja armazenada como GSH 

(Deleve e Kaplowitz, 1991). O GSH realiza um papel principal de detoxifícação de 

muitos metabólitos através da conjugação espontânea ou catalisada pela GSH S- 

transferase (Boyland e Chasseaud, 1969; Jakoby, 1978; Mannervik, 1985; Coles e 

Ketterer, 1990; Hinchman e Ballatori, 1994).

O GSH exerce uma variedade de funções fisiológicas e metabólicas 

importantes em todas as células de mamíferos, inclusive o detoxifícação de radicais 

livres, metais e outras combinações electrofílicas (Ballatori, 1994; Deleve e Kaplowitz, 

1991; Meister e Tate, 1976; Meister e Anderson, 1983). O GSEI forma complexos 

metálicos por reações não enzimáticas apresentando assim um papel importante no
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transporte, armazenamento e metabolismo de metais (Ballatori, 1994).

Por outro lado, o ácido ascórbico e GSH estão entre as substâncias redutoras 

mais ativas em tecidos vivos (Meister, 1994; Winkler el al., 1994). Ambas substâncias 

sofrem ciclo redox in vivo e parecem ter uma interrelação significante neste ciclo. Por 

exemplo, os efeitos tóxicos da deficiência de GSH podem ser prevenidos 

administrando-se ascorbato (Meister, 1994). Reciprocamente, GSH parece ser requerido 

para a regeneração de ácido ascórbico de sua forma oxidada, dihidroascorbato. O 

mecanismo para a conversão posterior envolve uma redução de dois-elétron do 

dihidroascorbato provavelmente por GSH, com a formação de intermediário do ácido 

GSH-ascórbico conjugado (Meister, 1994; Winkler et al., 1994).

Um mecanismo de detoxificação importante envolve a ligação do GSH a 

substâncias químicas electrofilicas e a exportação do S-conjugado do GSH resultante da 

célula. GSH forma tioéter conjugados com leucotrienos, prostaglandinas, hepoxilina, 

óxido nitrico, hidroxialcenos, ácido ascórbico, dopa, dopamina e ácido maléico e forma 

tioéster com cisteína, coenzima A, proteínas, e outros tióis celulares. A ligação de GSH 

para estes compostos endógenos possui vários papéis importantes: limitar e regular a 

reatividade das substâncias químicas; facilitar o transporte da membrana e eliminação 

por células do organismo; e em alguns casos, conduzir a formação de mediadores 

biológicos essenciais (Ignarro, 1990).

Neste sentido, alguns autores postularam que NO é estabilizado por uma 

molécula que preserva sua atividade biológica. Espécies de tiol reduzidas são candidatas 

para este papel, como elas reagem prontamente na presença de NO biologicamente ativo 

sendo o S-nitrosotiol mais estável c possivelmente mais potente, que NO per si (Ignarro 

el al., 1981; Mendelsohn et al., 1990). Há evidências que parte da atividade do NO seja 

devida a S-nitrosotióis gerados da reação do NO com tióis intracelulares, tais como SH- 

cisteína ou GSH (Ignarro, 1990; Myers et al, 1990). S-nitrosotióis apresentam a mesma 

ação do NO; com efeitos mais potentes e mais duradouros, como vasodilação e inibição 

da agregação plaquetária via aumento de GMPc (Ignarro et al., 1981; Mellion el al., 

1983). Estas observações sugerem que grupos de S-nitrosotióis possam servir como 

intermediários no metabolismo celular ou bioativação do NO e que a formação deles 

pode representar um mecanismo regulador celular importante (Stamler et al., 1992).
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Neste sentido, a S-nitrosoglutationa (GS-NO) foi encontrada endogenamente em 

neutrófílos e nas vias aéreas de seres humanos em concentrações micromolares (Gaston 

et al., 1993; Claney et al., 1994). A GS-NO pode gerar NO após redução por um- 

elétron, e vários investigadores tem sugerido que o papel fisiológico do NO pode ser 

mediado por GS-NO ou S-nitrosotióis de baixo peso molecular semelhantes à GS-NO 

(Mendelsohn et al., 1990; Armstrong e Aduela, 1973). Além disso, os S-nitrosotióis 

foram propostos como intermediários biologicamente ativos no metabolismo de nitrato 

orgânicos (Ignarro et al., 1981; Mellion el al., 1983; Loscalzo, 1985).

Ademais, foi demonstrado que o GSH é necessário para a síntese e liberação 

de NO (Cooke et al., 1990; Murphy et al., 1991; Hecker et al., 1992; Ghigo el al., 

1993). O GSH aumenta a síntese e liberação de NO em culturas de células endoteliais 

e espécies de tióis reduzidos reagem produzindo S-nitrosotióis biologicamente ativo que 

são mais estáveis e mais potentes que NO per si. (Cooke et al., 1990; Murphy et al., 

1991; Hecker et al., 1992). A incubação de GSH em anéis de aorta de coelhos e ratos 

aumenta os níveis de tióis intracelulares e aumenta a vasodilatação endotélio- 

dependente (Cooke et al., 1990; Murphy et al., 1991; Hecker et al., 1992; Lopez et al., 

1998). Alguns autores também demonstraram que o captopril aumenta o relaxamento 

vascular endotélio-dependente e que este efeito está relacionado ao seu grupamento tiol, 

uma vez que o enaprilato, outro inibidor da enzima conversora de angiotensina, que não 

possui grupo tiol não apresentou nenhum efeito (Lawson el al., 1991; Goldschmidt e 

Tallarida, 1991).

A síntese de NO é prejudicada quando há depleção do GSH nas células 

endoteliais da veia umbilical humana, sugerindo que a síntese de NO requer a presença 

de GSH e que o GSH pode ter papéis diferentes na síntese de NO e nos seus efeitos, tais 

como: agir como um cofator redutor na produção de NO em conjunto com NADPH; 

prevenir a inativação da NO sintase através de radicais intermediários ou do próprio NO 

e favorecer a conversão de NO para GS-NO que é relativamente mais estável que NO 

(Ghigo et al., 1993).

Por outro lado, o dano oxidativo é um fator que contribui no 

desenvolvimento e complicações do diabetes. (Wohaleb e Godin, 1987; Baynes,1991; 

Giugliano, Ceriello e Paolisso, 1996;.Tesfamariam, 1994). Por exemplo, alguns estudos



86

relataram diminuição nos níveis de glutation (GSH) intracelular e sérico e que a 

reposição de glutation protegia ratos da neuropatia e nefropatia diabéticas (Dincer el al., 

2002; Ueno et al., 2002). O GSH, aplicado por infusão intravenosa, melhorou também 

as respostas endotélio-dependentes na circulação coronariana de pacientes diabéticos 

(Kugiyama et al., 1998).

A concentração de glutationa plasmática também diminui com o 

envelhecimento em humanos (Samiec el al., 1998). Pelo fato da glutationa ser um 

importante cofator para enzimas antiperoxidativas que protegem a parede vascular, uma 

diminuição nos níveis plasmáticos com o avanço da idade podería representar também 

um fator de risco para o desenvolvimento da disfunção vascular associada a senescência

Além do mais, o GSH pode funcionar como uma coenzinra em várias 

reações catalisadas por enzima, inclusive a reação da glioxalase (Meister e Anderson, 

1983), enzima chave na detoxifícação de aldeídos tóxicos geradores de AGEs que são 

fatores subjacentes importantes na gênese das complicações vasculares da diabetes e 

senência.

1.7. Ácido Lipóico

Em 1937, um componente do extrato de batata, denominado “fator de 

crescimento da batata”, foi identificado como sendo necessário para o crescimento de 

Lactobacillus (Snell et al., 1937). Trabalhos subsequentes culminaram com isolamento 

e purificação do composto ativo em 1951 (Reed et al., 1951). O composto foi 

identificado como ácido oc-lipóico (AL; sinonímia- l,2-dithiolano-3-ácido pentanóico, 

ácido tióctico), contendo oito carbonos com grupamento ditiol e um centro quiral.

AL é sintetizado em vários organismos vivos desde a bactéria ao homem. Em

humanos, é sintetizado no fígado e outros tecidos, onde funciona como um cofator em

complexos multienzimáticos de desidrogenase, tais como a piruvato desidrogenase. A

piruvato desidrogenase está localizada na mitocôndria onde cataliza a descarboxilação

oxidativa de piruvato a acetil-CoA, um passo crítico no metabolismo oxidativo da

glicose. Assim, AL exerce um papel essencial nas vias específicas da mitocôndria que
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geram energia através da glicose (Fujiwara et al., 1995; Morris et al., 1995). Neste 

processo, o AL atua como um cofator. Se liga a grupamentos acyl e transferem estes de 

uma parte do complexo enzimático para outra. Neste processo, o ácido lipóico é 

reduzido a ácido dihidrolipóico (DHLA), o qual c subsequentemente rcoxidado pela 

lipoamida desidrogenase (Lip-DH) com a formação de NADH. Dessa forma, o ácido 

lipóico e o DHLA atuam como uma associação redox, carreando elétrons do substrato 

da desidrogenase para o NAD+.

O ácido a-lipóico é capaz de atuar como antioxidante em em meio aquoso e 

lipídico, tanto na forma oxidada como na reduzida. Apresenta também a vantagem de 

ser bem absorvido por via oral. Devido essas vantagens e sua baixa toxicidade, o ácido 

alfa-lipóico representa um potencial agente terapêutico nas condições clínicas 

associadas com danos ocasionados por radicais livres. Packer,Witt e Tristschler (1995), 

apresentam o ácido alfa-lipóico como um antioxidante ideal pela sua capacidade c 

especificidade de sequestrar radicais livres, pela atividade quelante de metal, pela 

interação com outros antioxidantes, e pelos efeitos na expressão gênica. O ácido alfa- 

lipóico é capaz de sequestrar radicais hidroxil, ácido hipocloro e singlet oxigênio, porém 

não peróxido de hidrogênio, peroxil, e superóxido (Suzuki et al., 1991; Scott, 1994; 

Paswswater, 1995).

O ácido lipóico se liga a proteínas e, consequentemente, não pode ser encontrado 

na sua forma livre na circulação (Hermann et al., 1996). No entanto, depois da aplicação 

terapêutica, a forma livre pode ser encontrada na circulação (Teichert e Preiss, 1995).

Na polineuropatia diabética, o ácido lipóico livre pode penetrar no tecido 

nervoso e previnir danos oxidativos relacionados à glicose (Gerreke et al., 1997).

Modelos experimentais utilizando ratos diabéticos por estreptozotocina 

demonstraram que o ácido lipóico retarda nestes animais o início da polineuropatia 

(Cameron et al., 1993; Vertommen el al., 1994; Nagamatsu et al., 1995). Achados 

clínicos mostraram que o ácido lipóico tem efeitos benéficos na polineuripatia após 

período de 3 semanas da administração. Estes efeitos consitem na redução da dor e 

parestesia (Ziegler et al., 1995).
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Nossa dieta diária contém ácido lipóico, especialmente em alimentos derivados 

de tecidos com alta atividade metabólica (Herbert e Guest, 1975; Mattulat e Baltes, 

1992). A maior parte do ácido lipóico se origina de complexos multienzimáticos. 

Enzimas proteolíticas não degradam efetivamente a ligação peptídica entre ácido lipóico 

e lisina. Portanto, tem sido sugerido que, depois da digestão o ácido lipóico é absorvido 

como lipoilisina (Mattulat, 1992). Ademais, o ácido lipóico pode ser obtido por síntese 

de novo através de ácidos graxos e cisteína (Carreau, 1979; Spoto et al., 1982). Em 

quaisquer dos casos, oriundo da dieta ou biossíntese, somente pequenas quantidades de 

ácido lipóico livre alcançam a circulação. Após uma administração oral, o ácido lipóico 

livre é obtido relativamente em altas concentrações. A dose terapêutica excede muito à 

ingestão de ácido lipóico da dieta e em humanos superior a 1200 mg IV (Ziegler et al., 

1995).

A meia vida plasmática é de aproximadamente de 30 min. O valor do clearance 

plasmático foi o mesmo encontrado no fluxo plasmático do fígado (cerca de 11- 

17ml/min/ kg). A biodisponibilidade absoluta foi calculada estar entre 20% e 38% 

dependendo do isômero eda formulação (Gerreke Ph. B. el al., 1997).

Nenhum efeito nocivo foi encontrado mesmo depois da administração de Ig de 

ácido lipóico. A injeção (i.v.) de 1200mg de ácido lipóico induziram reações adversas 

tais como náuseas ou vômitos em 28 de 86 pacientes diabéticos (Ziegler el al., 1995).

O ácido lipóico pode ser reduzido para o ditiol DHLA. Esta forma reduzida 

contribui fortemente para atividade antioxidante do ácido lipóico in vivo. Mais 

importante é a redução enzimática do ácido lipóico. Na mitocôndria, a desidrogenase do 

ácido lipóico, LipDEI, pode também realizar a reação reversa da 2-oxo desidrogenase 

ácida. Esta cataliza a redução de ácido lipóico livre com gasto de NADEI. No citosol, 

GSH redutase catalisa a redução com gasto de NADPH.

DHLA é um forte redutor, é capaz de reduzir grupos dissulfeto, tão bem quanto 

o ácido lipóico. Após a administração do ácido lipóico racêmico, R-DHLA e ácido S- 

lipóico irão coexistir no mesmo compartimento celular. A redução não-enzimática de 

um isômero pela forma reduzida de outros pode ocorrer.
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Quelação de metal consiste em uma propriedade de um composto que pode 

resultar tanto em atividade antioxidante como pró-oxidante. A atividade antioxidante é 

obtida quando um complexo é formado no qual o metal é protegido e todos os sítios de 

coordenação para O2 são ocupados. Além disso, a atividade antioxidante é obtida 

quando a densidade eletrônica é retirada do metal para 0 quelante, dessa forma os 

elétrons não poderão ser transferidos para 0 O2 . Foi demonstrado que 0 ácido lipóico 

forma complexos com Mn+, Cu2+’Zn2+, Cd2+ e Pb2+ (Sigel, 1982; Sigel e Prijs, 1978).

O ácido lipóico, depois de sua redução par 0 DHLA, é capaz de contribuir para a 

regeneração não-enzimática de GSH e vitamina C, que são moléculas endógenas que 

fazem parte da regeneração de antioxidantes oxidados.

DHLA + GSSH -> ácido lipóico + 2GSH

DHLA + DHAA -> ácido lipóico + vit C

A ocorrência destas reações têm sido confirmadas pela medição da formação de 

GSH (Bast e Haenen , 1988) e de vitamina C (Haenen e Bast, 1989) na presença de 

DHLA.

No camundongo, os níveis totais de GSH foram aumentados nas células de 

tecidos do fígado, rim e pulmão depois da administração de ácido lipóico (Busse et al., 

1992). Em contraste, 0 ácido lipóico não afetou os níveis de GSFI ou GSSH no nervo 

ciático de ratos saudáveis (Nagamatsu et al., 1995). Em animais submetidos a estresse 

oxidativo, 0 ácido lipóico previniu a depleção de GSH em todos os experimentos 

reportados (Maitra et al., 1995; Nagamatsu et al., 1995).

A neuropatia diabética experimental induzida pela estreptozotocina apresenta-se 

com um déficit no fluxo sanguíneo de 50% e promove hipóxia (Kihara el al., 1995; 

Cameron et al., 1991; Cameron et al., 1994; Stevens et al., 1994). Além do mais, a 

isquemia induzida pela hiperglicemia e a peroxidação lipídica auto-oxidativa têm sido 

postuladas como causas da neuropatia (Low et al., 1989). Similarmente, 0 nervo 

periférico diabético está mais sujeito a sofrer degeneração isquêmica da fibra do que os 

nervos normais (Nukada, 1992).
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O ácido lipóico corrige de maneira dose-dependente o déficit na condução e

perfusão nervosa, e na glutationa reduzida (Nagamatsu et al., 1995), além de diminuirr a

peroxidação lipídica (Nagamatsu et al., 1995).

De acordo com o Professor Lester Packer (Universidade da Califórnia, 

Berkeley), AL tem um potencial redox de aproximadamente -325mV, ao mesmo 

tempo que o valor para a vitamina C é de aproximadamente 290mV. A Glutationa, o 

outro principal antioxidante endógeno, tem um potencial de -250mV, sendo oxidada e 

reduzida mais rapidamente, AL, portanto, é considerado o antioxidante mais potente 

(Packer et al., 1995).

AL tem sido considerado um potente candidato terapêutico para aumentar o 

metabolismo energético e diminuir o estresse oxidativo. AL pode parcialmente reverter 

o declínio na função da mitocôndria e aumento no estresse oxidativo associado com o 

envelhecimento.

Radicais livres são moléculas altamente reativas aos produtos oriundos de todas 

as células como os resultantes do metabolismo normal, ou de estados patológicos ou do 

processo de envelhecimento. A produção excessiva de radicais livres ou sua 

neutralização inadequada por antioxidantes, proporciona danos nas proteínas, lipídios c 

no DNA. Devido seu esse3ncial papel no metabolismo celular, as mitocôndrias são as 

principais produtoras de radicais livres dentro da célula. De acordo com o Professor 

Bruce Ames (Universidade da Califórnia, Berkeley), um indivíduo produz 

aproximadamente 1 kilograma de radicais de oxigênio pôr ano, a consequência disso é 

aproximadamente 100000 “ataques” oxidativos ao DNA mitocondrial pôr célula cada 

ano. O efeito cumulativo destes ataques ao DNA mitocondrial proporciona um dano 

funcional acelerado (Packer et al., 1995).

O grau de danos provocados pôr radicais livres está diretamente relacionado à

idade (Michikawa et al., 1999). Este fato se torna evidente através de observações nas

quais ratos jovens têm aproximadamente 25000 DNA oxidativos danificados, ao mesmo

tempo em que ratos velhos têm mais de 75000 DNA oxidativos danificados. Os radicais

livres produzidos pela mitocôndria são do mesmo tipo‘que aqueles produzidos na
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radiação ionizante, fazendo com que o Professor Ames se refira às mitocôndrias como 

“mini-Chernobyls”.

Hagen, Lykkesfeldt, Ames e colaboradores relataram que a suplementação, pôr 

duas semanas, com AL (0,5%) na dieta de ratos idosos reverteu o dano associado ao 

envelhecimento no conteúdo e biosíntese de ascorbato (vitamina C) em hepatócilos 

(Lykkesfeldt et al., 1998). O mesmo grupo demonstrou que AL reverteu o declínio 

associado ao envelhecimento no consumo de O2 mitocondrial em hepatócitos e 

aumentou 0 potencial de membrana mitocondrial em ratos (Hagen el al., 1999). O 

tratamento com AL também reverteu o declínio no conteúdo de glutationa e a 

lipoperoxidação associados ao envelhecimento. Os benefícios no metabolismo da 

mitocôndria e no status antioxidante de ratos idosos mediados pela suplementação de 

AL foi refletido por uma significante melhora na atividade motora.

O papel do incremento do estresse oxidativo nos processos promovendo 

arterosclerose está relativamente bem estabelecido (Diaz et al., 1997; Greenberg e 

Spom, 1996; Schmidt et al., 1994) Várias linhas de pesquisa sugerem fortemente que a 

resistência insulínica e a diabetes mellitus estão também associadas com 0 aumento do 

estresse oxidativo e produção de radicais livres (Giugliano et al., 1995; Paolisso et al., 

1994; Nourooz-Zadeh et al., 1997). A produção aumentada de espécies reativas de 

oxigênio, assim como a diminuição dos mecanismos de defesa antioxidantes têm sido 

sugeridas como presentes no desenvolvimento da diabetes tipo I e tipo II em pacientes 

(Wolff et al., 1991; Nourooz-Zadeh et al., 1995; Jones et al., 1988). Muitas das vias 

bioquímicas (e. g. glicação de proteínas,via dos polióis, autoxidação da glicose) estão 

associadas com a hiperglicemia e podem também resultar em aumento da produção de 

radicais livres.

Estudos clínicos utilizando doses de 600 mg de ácido ct-lipóico lx, 2x, ou 3x pôr 

dia mostraram redução nos níveis de lipoperóxidos no plasma (Borcea el al., 1999), 

redução nos sintomas da neuropatia (Ruhnau et al., 1999), e um aumento na 

sensibilidade à insulina na diabetes tipo-II (Jacob et al., 1995). Uma dose de 600mg/dia 

em uma pessoa de 60-70kg é aproximadamente lOmg/kg de peso vivo, a qual é similar à 

dose usada em ratos. Investigações adicionais têm utilizado diferentes doses de AL, de
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10 a 100mg/kg de peso vivo para seus estudos experimentais com animais diabéticos, 

nos quais não foram reportados efeitos tóxicos (Maritim et al., 2003).

Tem sido reportado que o tratamento com ácido a-lipóico reduz o 

desenvolvimento dc complicações diabéticas tais quais a retinopatia (Obrosova et al,, 

2000), formação de catarata (Obrosova et al., 1998; Maitra el al., 1995; Borenshtein et 

al., 2001), neuropatia (Ziegler e Gries, 1997; Ford el al., 2001; Kishi el al., 1999), 

complicações vasculares (Kocak et al., 2000; Heitzer et al., 2001) e nefropatia (Morcos 

et al., 2001; Kishi et al., 1999; Arivazhagan el al., 2000). Em adição as suas 

propriedades antioxidantes, existe a evidência de que o ácido a-lipóico pode previnir a 

destruição das células P que promove a diabetes tipo I (Packer, 1998), aumento da 

captação de glicose na diabetes tipo II (Evans e Goldfine, 2000; Jacob et al., 1996; 

Jacob et al., 1995; Khamaisi et al., 1999; Estrada el al., 1996) e previnir a glicação de 

algumas proteínas, como albumina (Suzuki el al., 1992; Kawabata e Packer, 1994). No 

entanto, Maritim e colaboradores (2003) demonstraram que tanto o total de 

hemoglobina glicada como o de I-IbAic, os quais estão elevados em ratos diabéticos, não 

foram significantemente reduzidos após 14 dias de tratamento com ácido a-lipóico.

Não existem relatos de efeitos deletérios com o tratamento com ácido a-lipóico, 

o qual tem uma DL5o de aproximadamente 400-500mg/kg em ratos.

A incubação com ácido a-lipóico tem demontrado proteger as células endoteliais 

contra o estresse oxidativo induzido por alta concentração de glicose (Du et al., 1999) e, 

em modelos diabéticos, o ácido a-lipóico tem demostrados efeitos benéficos na função 

vascular (Stevens el al., 2000) e endotelial (Keegan et al., 1999).

O ácido a-lipóico e sua forma reduzida, ácido diidrolipóico (DHLA), reagem 

com espécies reativas de oxigênio tais como radicais de superóxido, radicais hidroxil, 

ácido hipocloroso, radicais peroxil e oxigênio (Packer et al., 1995).

Heitzer e colaboradores (2001) demonstraram que doses terapêuticas de AL 

atenuam a disfunção endotelial em pacientes diabéticos pôr aumento da vasodilatação 

mediada pôr óxido nítrico (NO) produzido no endotélio. No entanto AL não obteve 
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efeitos signiíicantes na vasodilatação endotélio-independente induzida pelo 

nitroprussiato de sódio. Além disso, os efeitos banéficos de AL foram bloqueados pelo 

inibidor da óxido nítrico sintase (NOS), L-NMMA, indicando que na presença de AL a 

atividade da via L-arginina-NO está aumentada (Heitzel et al., 2001).

As mitocôndrias são as organelas celulares que fornecem ATP para o 

metabolismo e ajuda a manter a homeostase do cálcio demtro da célula. Apesar da 

cadeia transportadora de elétrons mitocondrial ser um sistema muito eficiente, a 

natureza de alternar um elétron pôr reações de oxidação e redução predispoõe a cada 

eletron carrear reações laterais com moléculas de oxigênio.

A diminuição da resultante mitocondrial pode causar produção de energia 

inadequada e/ou a perdada homeostase do cálcio. Tais mudanças podem resultar em 

apoptose celular não “autorizada” promover um declínio metabólico geral evidente no 

envelhecimento.

Arivazhagan e colaboradores (2001) mostraram que há um aumento dos níveis 

de lipoperoxidação e glutationa oxidada e uma diminuição no conteúdo de glutationa 

reduzida, ácido ascórbico, e a-tocoferol na mitocôdria de fígado e rim de ratos idosos 

quando estes comparados a ratos jovens. Um aumento idade-dependente na produção de 

radicais livres na mitocôndria inevitavelmente eleva o dano oxidativo na própria, assim 

como dentro da célula (Ozawa, 1997; Wei, 1998). Em adição, o declínio no NADPH 

suprime a redução de glutationa oxidada pela glutationa redutase promovendo assim a 

formação de hidroperóxido e lipoperóxido (Bandyopadhyay et al., 1999).

Condiçãos de estresse oxidativo elevado promeveni a perda dos grupamentos 

tiol da proteína (GSH) em proteínas chave e adversamente afeta o transporte do 

substrato necessário para a função mitocondrial.

O ácido a-lipóico melhora a função mitocondrial através de uma série de 

mecanismos. A administração de ácido lipóico estimula a captação de glicose dentro das 

células insulino-dependente e independentes (Streeper el al., 1997) e aumenta o 

metabolismo oxidativo e não-oxidativo da glicose. O ácido lipóico também tem 
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demonstrado aumentar a atividade de síntese de ATP (Zimmer el al., 1991), a qual em 

combinação com o aumento da utilização da glicose provavelmente aumentaria o 

metabolismo celular total.

Estudo sugere que os níveis de ácidos lipóico estão diminuídos na diabetes e que 

a neuropatia ocorrentc nesta patologia resulta deste déficit (Maher, 2000)

O tratamento de ratos Zucker, resistentes à insulina, com ácido lipóico aumentou 

o metabolismo da glicose tanto oxidativo como não oxidativo, e reduziu a resistência 

insulínica (Jacob el al., 1996). O ácido lipóico também previniu o desenvolvimento da 

hipertensão, o aumento da produção de ânion superóxido na aorta, e a resistência 

insulínica em ratos alimentados com glicose (Midaoui et al., 2002). Consequentemente, 

uma significante correlação entre o nível da pressão sanguínea e o grau de produção 

basal de superóxido mitocondrial no coração foi observado neste estudo.

Rudich e colaboradores (1999) demonstraram que o tratamento com ácido 

lipóico protege contra o dano no transporte de glicose, estimulado pela insulina, 

induzido pelo estresse oxidativo em adipócitos. Outros estudos demonstram que o ácido 

lipóico reduz o estresse oxidativo mesmo em pacientes diabéticos com um pobre 

controle glicêmico (Borcea el al., 1999).

Em adição, Midaoui e colaboradores (2003) sugerem que os efeitos 

antihipertensivos e hipoinsulinêmicos do ácido lipóico podem estar relacionados com a 

redução do estresse oxidativo, como mostrado pela diminuição na produção de 

superóxido mitocondrial do coração em ratos alimentados cronicamente com glicose.

A administração de ácido lipóico a ratos Zucker obesos aumenta a captação de 

glicose estimulada pela insulina no músculo (Streeper el al., 1997). Além disso, 

Maddux e colaboradores (2001) mostraram que o ácido lipóico protege as células 

musculares do estresse oxidativo induzido pela resistência insulínica.

Três vias têm sido propostas para explicar os mecanismos pelos quais a 

hiperglicemia promove complicações cardiovasculares: através da ativação de isoformas 

da proteína cinase C (Koya e King, 1998), através da via da aldose redutase (Lee el al., 
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O tratamento de ratos Zucker, resistentes à insulina, com ácido lipóico aumentou 

o metabolismo da glicose tanto oxidativo como não oxidativo, e reduziu a resistência 

insulínica (Jacob el al., 1996). O ácido lipóico também previniu o desenvolvimento da 

hipertensão, o aumento da produção de ânion superóxido na aorta, e a resistência 

insulínica em ratos alimentados com glicose (Midaoui et al., 2002). Consequentemente, 

uma significante correlação entre o nível da pressão sanguínea e o grau de produção 

basal de superóxido mitocondrial no coração foi observado neste estudo.

Rudich e colaboradores (1999) demonstraram que o tratamento com ácido 

lipóico protege contra o dano no transporte de glicose, estimulado pela insulina, 

induzido pelo estresse oxidativo em adipócitos. Outros estudos demonstram que o ácido 

lipóico reduz o estresse oxidativo mesmo em pacientes diabéticos com um pobre 

controle glicêmico (Borcea et al., 1999).

Em adição, Midaoui e colaboradores (2003) sugerem que os efeitos 

antihipertensivos e hipoinsulinêmicos do ácido lipóico podem estar relacionados com a 

redução do estresse oxidativo, como mostrado pela diminuição na produção dc 

superóxido mitocondrial do coração em ratos alimentados cronicamente com glicose.

A administração de ácido lipóico a ratos Zucker obesos aumenta a captação de 

glicose estimulada pela insulina no músculo (Streeper et al., 1997). Além disso, 

Maddux e colaboradores (2001) mostraram que o ácido lipóico protege as células 

musculares do estresse oxidativo induzido pela resistência insulínica.

Três vias têm sido propostas para explicar os mecanismos pelos quais a 

hiperglicemia promove complicações cardiovasculares: através da ativação de isoformas 

da proteína cinase C (Koya e King, 1998), através da via da aldose redutase (Lee et al.,
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1995) como também através do aumento da formação de AGE (Brownlee, 1995). Essas 

três vias têm recentemente sido postuladas como consequência de um mecanismo 

comum constiltuído pela superprodução de superóxido mitocondrial induzido pela 

hiperglicemia.

Na nefropatia diabética, o aumento do estresse oxidativo decorrente da 

hiperglicemia tem sido documentado em todos os três componentes do córtex renal, i.e., 

glomérulo (Horie et al., 1997; Reddi e Bollineni, 1997), túbulo-interstício (Dobashi et 

al., 1991), e vasculatura (Schnackenbcrg e Wilcox, 2001), e tem sido implicada na 

expansão mcsangial da matriz extracelular (Cooper, 2001; Melhem el al., 2002) c outros 

eventos iniciais e tardios da nefropatia diabética, i. e., taxa de filtração glomerular 

aumentada (Lal et al., 2000), excreção de albumina urinária e proteinúria (Cooper, 

2001; Melhem et al., 2002; Melhem et al., 2001), glomeruloesclerose (Cooper, 2001; 

Trachtman et al., 1995) e fíbrose tubular interticial (Trachtman et al., 1995). Estudos em 

modelos animais de diabetes revelaram que algumas destas anormalidades funcionais e 

morfológicas podem ser previnidas por antioxidantes.(Cooper et al., 2001; Melhem et 

al., 2002; Lal el al., 2000; Melhem et al., 2001; Trachtman et al., 1995).

Obrosova e colaboradores (2003) demonstraram que o ácido lipóico previniu 

parcialmente ou completamente as mudanças induzidas pelo diabetes na fisiologia renal. 

O o ácido a-lipóico causou uma diminuição dramática de 5x na concentração de F2- 

isoprostano (produto do ácido araquidônico, marcador de lipoperoxidação) no córtex 

renal, e previniu parcialmente a acumulação de malondialdeído (MDA, marcador de 

lipoperoxidação), reverteu a depleção de GSH e ácido ascórbico (AA) induzida pela 

diabetes e aumentou as taxas de GSSI-I/GSH e de DHAA/AA. Estudos prévios dos 

efeitos do ácido oc-lipóico nas concentrações de MDA e GSH no córtex renal, também 

confirmam estes achadas (Melhem el al., 2002; Trachtman et al., 1995). O efeito 

antioxidante do ácido a-lipóico é também manifestado pela de diminuição (2.8 X) na 

atividade extramitocondrial da NADEl-oxidase e por uma supraregulação das enzimas 

da defesa antioxidante, i.e., SOD, GSSG redutase, e GSH transferase. O efeito na 

NADH-oxidase provavelmente está relacionado ao importante papel do ácido a-lipóico 

na sinalização redox (Roy et al., 1997; Sen, 1998).
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No coração de ratos diabéticos, altas doses de ácido a-lipóico primeiramente 

normalizaram a captação e utilização de glicose, e consequentemente normalizaram a 

captação de oxigênio, níveis de ATP miocardial, e o rendimento cardíaco, ao mesmo 

tempo que com um dose baixa de ácido a-lipóico houve a normalização da produção de 

lactato e piruvato (Strodter et al., 1995). Em outro estudo a administração de ácido 

a-lipóico previniu a diabetes em 70% dos animais induzidos. Acreditou-se que este 

efeito foi secundário ao efeito exercido pelo DHLA na supressão da liberação de NO 

por macrófagos involvidos na promoção da inflamação celular (Faust et al., 1994).

A administração de uma dose aguda de ácido a-lipóico (lOOOmg IV) a pacientes 

com diabetes tipo II causou um aumento da disponibilidade de glicose estimulada pela 

insulina em 50% dos pacientes (Jacob, 1995).

Na Alemanha, AL tem sido utilizado pôr 30 anos no tratamento da neuropatia 

diabética e cirrose hepática (Packer et al., 1995; Halliwell, 1995; Ziegler el al., 1999).

De acordo com Haugard e Haugard (1970) AL estimula a utilização de glicose 

no músculos hemidiafragmático de rato in vitro. Mais recentemente estudos têm 

identificado que a administração de AL a ratos obesos Zucker (fa/fa) aumenta a 

captação de glicose estimulada pela insulina no músculo (Jacob et al., 1996; Henriksen 

et al., 1997; Streeper et al., 1997). Em adição, em ratos diabéticos e não-diabéticos em 

jejum, AL causou hipoglicemia aguda pôr diminuição da produção hepática (Khamaisi 

et al., 1999). Este efeito na produção hepática da glicose poderia ser atribuído a um 

efeito do AL diretamente no fígado ou no tecido adiposo, onde a liberação de ácidos 

graxos livres regula a produção hepática da glicose (Randle et al., 1988).

1.8. Rutina

Flavonóides são um grupo de compostos polifenólicos que são largamente 

distribuídos no reino vegetal. Atualmente mais de 4000 variedades de flavonóides são 

conhecidas. Muito tem baixa toxicidade em mamíferos e alguns são utilizados na prática 

médica para manutenção da integridade capilar (Cesarone et al., 1992). Os flavonóides 

exibem várias ações biológicas como antiinflamatória, anti-hepatolóxica e anti- 
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ulcerativa (Bors et al., 1990, Formica e Regelson el al., 1995). Também inibem 

atividade enzimática como as da aldose redutase, ciclooxigenase, enzima conversora de 

angiostensina e xantina oxidade, por exemplo, (Rajnarayana et al., 2001). São potentes 

antioxidantes e “scavengers” de radicais livres. Muitos têm ação antialérgica e antiviral 

e alguns promovem proteção contra doenças cardiovasculares.

Pertencem a este grupo de compostos fenólicos oriundos de plantas cujo 

isolamento e identificação de propriedades biológicas foi primeiramente descrita por 

Szent-Gyorgyi em 1936, o que lhe valeu o prêmio Nobel de medicina de 1937 (Formica 

e Regelson, 1995).

Os flavonóides foram primeiramente identificados como vitamina P, os quais em 

conjunto com a vitamina C possuem importante capacidade de manutenção da 

integridade da parede capilar e resistência (Havsteen, 1983; Gabor, 1988).

Os flavonóides são classificados em: flavanas (p.ex., catequinas e meciadonol), 

flavanonas (p.ex., taxifolin, narigenina e naringina), flavona (p.ex. luteolin e apigenina) 

e flavonóis (p.ex. quercetina, miricetina, físetina, kaempferol, galangina, rutina e 

quercetrina) (Formica e Regelson, 1995).

A maioria dos flavonóides entra na dieta humana como glicosídeos, com rutina e 

quercetrina como os mais comuns (Bokkenheuser e Winter, 1988). A natureza 

hidrofílica dos glicosídeos seu peso molecular relativamente alto (p.ex. rutina, 610,5 

daltons) faz com que a absorção no intestino delgado seja baixa (Brown, 1980).

Ademais, flavonóides do grupo dos |3-glicosídeos, incluindo a rutina (quercetina- 

rutosídeo), resistem a ação das hidrolases intestinais e consequentemente passam cm 

grande parte inalterados até intestino grosso. A microflora residente do intestino grosso 

produz glicosiclases capazes de liberar a aglicona do seu açúcar e assim é absorvida em 

maior quantidade (Formica e Regelson, 1995). Esse processo foi verificado em 

humanos e em estudos com animais (Kühnau, 1976; Gugler et al., 1975; Murota e Terão 

2003).
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O potencial dos flavonóides, suplementados na dieta, tem sido estudada na 

prevenção do estresse oxidativo relacionado a doenças crônicas tais como doença 

arterial coronariana e diabetes (Hertog et al., 1993; Skibola e Smith, 2000; Murota e 

Terão, 2003). A maioria dos flavonóides se apresenta como glicosídeos nos quais um 

ou mais grupamentos de açúcar estão ligadas a grupos fenólicos por pontes glicosídicas 

(Herrmann, 1976). Numerosos estudos in vitro têm revelado diversas ações biológicas 

da quercetina, incluindo indução de apoptose, antimutagênese, inibição da proteína 

quinase-C (PKC), inibição da lipoxigenase, inibição da liberação de histamina, 

atividade semelhante a superóxido dismutase (SOD), modulação do ciclo celular, 

inibição da angiogênese e inibição da enzima conversora de angiotensina-II (Formica e 

Regelson, 1995).

O anel catecol (o-dihidroxil), que possui dois grupos hidroxila em posições 

vizinhas, é muito superior que outras disposições na capacidade redutora e, portanto os 

flavanóis, incluindo rutina que contém este anel podem exercer poderosa atividade 

removedora de espécies reativas (Bors et al., 1990; Rice-Evans, Millcr e Paganga, 

1996). Desta maneira tem se demonstrado que flavonóides contendo um grupo catecol 

(3- e 4-OH) no anel B (rutina and monohidroxietil rutosídeo) ou um anel-A e C com três 

grupos -OH (3-, 5-' and 7-OH) são potentes removedores de espécies reativas de 

oxigênio (p.ex., superóxido) e de nitrogênio (p.ex., peroxinitrito) (Heijnen et al., 2001; 

van Acker et al., 1996).

A atividade antioxidante destes compostos também é explicada por sua 

capacidade de quelar metais de transição, como o ferro, por exemplo, que tem um papel 

crucial na geração de espécies altamente reativas através de reações de Fenton (Brown 

et al., 1998).

Paganga e Rice-Evans (1997) e Aziz et al. (1998) em estudos farrmacocinéticos, 

demonstraram a presença de rutina no plama de seres humanos na forma de glicosídeo. 

O pico de concentração (Cm;ix), após administração oral de 100 mg, foi de 196 ng/mL 

(no tempo de aprox. 1 hora após administração) e após 48 h ainda havia níveis 

detectáveis. No entanto, Manach e cols. (1998) e Moon e cols. (2000) demonstraram 

que não eram as formas glicosídicas da quercetina, rutina incluída, mas seus metabólitos 
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se acumulam na circulação em concentrações que oscilam entre 100 nM/L e 10 pM/L 

após ingestão de uma dieta rica nos glicosídeos.

Ishii, Furuta c Kasuya (2001) utilizando HPLC determinaram a presença de 

quercetina no plasma de humanos e urina utilizando a fase de extração sólida e detecção 

ultravioleta. A administração de rutina (200 mg/Kg) a voluntários sadios permite 

detectar níveis de quercetina na urina e plasma superiores a sete ng/mL no plasma e 35 

ng/mL na urina.

Moon e cols. 2001, isolou o metabólito quercetin 3-O-b-D-glucuronide (Q3GA) 

no plasma de rato após administração oral e demonstrou que o mesmo possui 

considerável atividade removedora de espécies reativas por conservar o núcleo catecol.

A toxicidade da rutina foi avaliada através da suplementação dietética de ratos 

Wistar nas concentrações de 0; 0,2; 1 e 5% durante 13 semanas. Nenhuma mortalidade 

ou sinal clínico adverso foi observado durante o período experimental em nenhum dos 

grupos. O grupo de animais que recebeu rutina na concentração de 5% apresentou 

redução significativa nos triglicerídes séricos. Os exames histopatológicos dos 

principais órgãos não reveleram alterações digna de nota (Hasumura et al., 2004).

Vários autores demonstraram um efeito vasodilatador para quercetina, 

kaempferol e rutina, entre outros flavanóides, o qual foi relacionado a vários 

mecanismos, entre eles: diminuição do influxo de cálcio transmembrana (Ko et al., 

1991; Duarte et al., 1993a), e efeitos inibitórios nas fosfodisterases do AMPc e GMPc 

(Beretz et al., 1979) ou na proteína quinase C (Duarte et al., 1993a, 1993b). Ademais, 

Herrera e cols. Demonstraram que a rutina é capaz de inibir contrações tônicas 

induzidas por ativadores da PKC, como o PMA (miristato de forbol).

Utilizando anéis de aorta torácica isolada de rato e pré-contraídos com 

noradrenalina, Nishida e Satoh (2004) demonstraram que a rutina até uma concentração 

de 100 pM apresenta uma fraca atividade vasorelaxante.
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Por outro lado, Ajay, Gilani e Mustafa (2003) demonstraram que a quercetina e 

rutina possuíam potente atividade vasorelaxante em anéis de aorta torácica de rato pré- 

contraídas com fenilefrina ou solução despolarizante (K+ 80 mM) com maior inibição 

das resposta induzidas por fenilefrina. Esta atividade vasorelaxante foi correlacionada 

com aumento da liberação do óxido nítrico e prostaciclínas, além da inibição do influxo 

de cálcio e liberação de cálcio intracelular.

Os flavonóides protegem LDL da oxidação e inibem a aterogênese (Furhman e 

Aviran, 2002). Uma vez que a gênese e perpetuação da vasculite diabética que culmina 

com aterosclerose é um processo reconhecidamente inflamatório, a prevenção da 

angiopatia diabética deve considerar este fenômeno (Fuster, Badimin e Badimon, 1992). 

Neste sentido, Morikawa e colaboradores (2003) demonstraram que a quercetina tem 

ação antiinflamatória na dose de 10 mg/Kg quando administrada uma hora antes do 

desafio com carragenina no modelo de bolsa de ar subcutânea em ratos. O volume de 

exsudato, a quantidade de proteína total e células no exsudato foi significativamente 

reduzida no grupo tratado com quercetina. As concentrações de PGE2, TNF-a,e do 

RNAm para cicloxigenase-2 também estavam diminuídas nestes ratos. O exame 

histopatológico estava compatível com a diminuição do processo inflamatório no grupo 

tratado com quercetina. Todos estes efeitos foram similares em ratos tratados com 

isoquercercitrina ou rutina 0 que sugere que 0 substituinte açúcar não interfere no efeito 

anti-inflamatório destes flavonóides. Ademais, Selloum e colaboradores demonstraram 

que a administração oral de rutina (100 mg/Kg) reduz 0 edema de pata induzido por 

fMLP (fMet-Leu-Phe). A migração de neutrófilos em camâras de migração in viíro 

também é inibida de maneira dose-dependente quando se usa fMet-Leu-Phe como 

agente quimiotático (Selloum et al., 2001).

Zhao e cols (2003) demonstraram que a rutina remove oxidantes derivados do 

peroxinitrito. O maior parte do peroxinitrito (ONOO-/ONOOFI) formado em sistemas 

biológicos é oriundo da reação entre óxido nítrico e superóxido. A decomposição do 

peroxinitrito produz (30-35%) radical carbonato (CO3 ’) e dióxido de nitrogênio (NO2), 

os quais são intermediários com atividade oxidante forte e grandes responsáveis pela 

toxicidade do peroxinitrito. A rutina, neste estudo, foi demonstrada ser um eficiente 

removedor destes agentes oxidantes.
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A atividade antioxidante e citoprotetora da rutina e quercetina foram 

demonstradas em modelos de lipoperoxidação. A atividade de scavenger de superóxido 

foi demonstrada e mostrou ser superior a do ácido ascórbico. Estes agents também 

demonstraram possuir atividadee quelante de metais produzindo complexos estáveis 

com metais de transição como Fe2+, Fe3+ e Cu2+. Os flavonóides também protegeram 

macrófagos isolados dos danos induzidos por asbestos e este efeito citoprotetor tem alta 

correlação com capacidade de remover superóxido (Potapovich e Kostyuk, 2003).

A rutina e quercetina inibem a glicação de proteínas de músculo esqueléticos e 

renais in vitro, inibindo completamente a formação de frutoselisina, um marcador de 

estágio inicial de glicação. A formação de produtos de glicação avançada também é 

inibida com a incubação prévia de rutina (Nagasawa et al., 2003a).

Além do mais, em animais diabéticos por estreptozotocina, a rutina foi 

capaz de inibir a glicação de proteínas no músculo esquelético, rim e plasma e este 

efeito foi correlacionado também com diminuição do estresse oxidativo nestes animais. 

A concentração de N(£)-frutoselisina, um marcador precoce de glicação, no músculo e 

rim, está significativamente aumentada no diabetes e é diminuída de maneira 

signifícante pelo tratamento dos ratos com rutina. Produtos de glicação avançada 

(AGEs) em proteínas do soro e rim também foram redzidas em ratos tratados com 

rutina. A suplementação dietética com rutina também inibiu, de maneira menos potente, 

a atividade da aldose redutase nestes animais (Nagasawa et al., 2003b).

Oh e colaboradores (2003) demonstraram in vitro que a rutina possui atividade 

inibitória sobre a enzima conversora de angiotensina com concentração efetiva para 

inibir 50 % da atividade enzimática de 278 pg/mL.

Por outro lado, a quercetina, miricetina e kaempferol inibiram a formação de

ácido úrico da xantina pela xantina oxidasc, enquanto a rutina não teve efeito à geração

de radicais ânions superóxidos por esse sistema foi determinado tanto pela redução do

citocromo C quanto pela luminescência da folasina. A degração de superóxido foi

observada apenas pela miricetina e em pequena extensão pela rutina. Todos os

flavonóides testados inibiram a formção de superóxido nos neutrófilos estimulados por



102

fMet-Leu-Phe. A rutina inibiu a deflagração bursl oxidativo dos neutrófilos da mesma 

forma que wortmannin c LY294002, dois inibidores da fosfoinositídeo-3-quinasc. Além 

disso, a rutina inibiu a atividade dessa enzima, enquanto os três outros flavonóides não 

apresentaram efeito (Selloum el al., 2001).

A rutina é um antioxidante bioflavonóide e apresenta atividade inibitória da 

glicação não enzimática de maneira semelhante a aminoguanidina (Odetti el al., 1990). 

Similarmente, Nagasawa e cols. (2003b) demonstraram que as proteínas séricas e renais 

de ratos diabéticos têm grandes quantidades de frutoselisina, um marcardor precoce do 

processo de glicosilação. A suplementação oral de G-rutina reduziu o aumento do 

conteúdo de frutoselisina nas proteínas renais em ratos diabéticos em 20%. A G-rutina 

ainda suprimiu o acúmulo de AGEs nas proteínas séricas e renais em ratos diabéticos. A 

rutina dietética também inibiu significativamente a atividade da aldose redutase nos 

rins, mas não no fígado.

Os flavonóides tem vários grupos hidroxil-fenólicos em suas estruturas e tem 

sido mostrada sua inibição da modificação oxidativa do LDL (Cook e Samman, 1996).

Gryglewski e cols. (1987) demonstraram a atividade antitrombótica e 

trombolítica da quercetina e rutina as quais envolvem uma ação inibitória sobre a 

lipoxigenase e a cicloxigenase.

Além do mais, Vcssal, Hemmati e Vasci (2003), relataram o eleito 

hipoglicemiante significativo da quercetina em ratos diabéticos por estreptozotocina 

sem afetar os níveis glicêmicos de animais normogliccmicos além dc melhorar a 

tolerância à glicose em testes específicos. Ademais diminui os níveis de colesterol e 

triglicérides significativamente. Estes dados corroboram com os achados prévios de 

Nuraliev e Avezov (1992) em animais diabéticos por aloxana, nos quais a quercetina 

além de efeito hipoglicemiante diminuiu os níveis de colesterol e LDL.

1.9.Inositóis: Ação da Insulina e Resistência Insulínica

A família de esteroisômeros de inositóis incluem mio-, cis-, epi-, alo-, neo-, 

escilo-inositol e os isômeros ópticos D e L-quiro-inositóis.
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O mio-inositol é o mais largamente abundante e distribuído na natureza. Este 

composto é biossintétizado a partir da glicose (Daughaday, Larner e Hartnett, 1955), 

sendo que a enzima chave que converte frutose-6-fosfato a mio-inositol foi clonada 

mais recentemente (Dean-Johnson e Henry, 1989). D-quiro-inositol é produto da 

epimerização da hidroxila #3 do mio-inositol (figura x). Este composto tem sido 

encontrado em plantas e insetos. Um composto abundante em plantas é o pinitol, o 3-o- 

metil éter extraído do pinheiro (Anderson, 1953).

A presença de pequenas quantidades de D-quiro-inositol em tecidos humanos e 

animais foi relatada, incluindo tecido de granulação de ratos (Williamson et al., 1986), 

placenta humana, urina humana e soro de pacientes urêmicos (Niwa el al., 1983) em 

relação a quantidades muito maiores de D-quiroinositol. Também foi identificado quiro- 

inositol em conjunto com mio-inositol numa fração lipídica mista de 

glicosilfosfatidilinositol obtida de fígado de rato e células de linhagem H35 de 

hepatoma humano, sem no entanto, se obter a configuração absoluta do quiroinositol 

(Mato et al., 1987). Subsequentemente, dois fosfoglicanos de inositol, mediadores 

pulativos da ação da insulina, foram purificados do fígado de ralo. Um deles ativa a 

enzima piruvato desidrogenase e é composto por P-quiroinositol e galactosamina, 

enquanto o outro tem a capacidade de inibir as enzimas adenilil ciclase e quinase 

dependente de AMPc e é composta por mio-inositol e glucosamina (Larner el al., 1988). 

A caracterização parcial destes mediadores, sugerem similaridades com os 

glicosilfosfatidilinositóis (GPIs). Os IPG-A foram postulados ser originados de 

moléculas de ancoramento do tipo GPI, os quais servem para fixar, na face externa da 

membrana, através de ligações covalentes, proteínas e o resíduo fosfoetanolamina do 

componente glicano do GPI. A ação sequencial de uma protease e uma fosfolipase 

libera o IPG-A (Romero et al., 1988).

Um sistema de sinalização intracelular da insulina envolvendo a intermediação

de moléculas conhecidas como mediadores putatívos da insulina tem sido proposto

operar em conjunto com a cascata de tirosina quinase (Larner et al., 1990). Por este

mecanismo de ação hormonal, a insulina regula a divagem de um glicolipídeo ou
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precursor proteinado para gerar diacilglicerol e inositolglicano que seriam putativos 

segundos mensageiros. A estrutura química precisa destes mediadores putativos não foi 

ainda esclarecida. No entanto, duas famílias distintas dc mediadores têm sido 

identificadas baseados em dois inositóis e dois componentes hexosamina. Os 

inositolglicanos do tipo A (IPG-A), assim denominado pela sua atividade inibitória 

sobre a proteína quinase dependente de AMPC, contém mio-inositol e glucosamina. Os 

do tipo P (IPG-P), contém D-quiro-inositol e galactosamina e ativam a enzima piruvato 

desidrogenase fosfatase e a glicogênio sintetase, duas enzimas chaves limitantes do 

metabolismo oxidativo e não oxidativo, respectivamente, da glicose. Este glicoinositol 

cuja estrutura completa e síntese química foi recentemente publicada (Larner et al., 

2003) produz uma resposta semelhante à insulina in vivo, diminuindo rapidamente 

concentração de glicose plasmática a níveis de euglicemia quando administrado 

ijitríívenófinnitínti.! á rfitôs cliabétieos sem produzir hipoglicemtíi (Ikurng et al,, 1993; 

Ponteies et al., 1996; Larner et al,, 2003). Este composto também aumenta a 

sensibilidade de células do hepatoma II41IE à ação da insulina no sentido de incorporar 

a [C ]-ghcose em glicogênio. Também ativa in vitro, quando quelado ao MiT , a 

fosfatase da piruvato desidrogenase, a' qual desfosforila e ativa a piruvato 

desidrogenase, assim como a fosfoproteína fosfatase PP1 e PP2C que por sua vez 

desfosforilam e ativam a glicogênio sintetase (Huang et al., 1999; Larner, 2001). 

Portanto, estes compostos mimetizam algumas das ações intracelulares da insulina para 

regular o metabolismo da glicose. Estes compostos agem em adição ao clássico sistema 

tirosina quinase através do “bypass” do receptor de insulina, ativando IR.S2 após 

fosforilção da tirosina por ação de tirosina quinases intracelulares (Müller el al., 1998).

IPG-A em doses micromolares estimula a lipogênese, captação da 2-deoxi- 

glicose, translocação de GLUT-4, inibe a lipólise e inibe a atividade da proteína quinase 

A em adipócitos pré-tratados com glicose ou glicosamina para dessensibilizá-los à ação 

da insulina ou em adipócitos normais. Todas as ações foram dose-dependentes. 

Ademais este composto estimulou a glicogênese e ativação da glicogênio sintetase no 

diafragma de rato de maneira dose-dependente. Interessantemente, este composto 

também sensibilizou a ação da insulina neste modelo (Muller et al., 1997). Um 

dissacarídeo sintético, 3-O-metiLD-quiro-inositol galactosamina estimulou a síntese dc
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testosterona em células tecaís de mulheres com ovário micro' mi a 
dose-dependente e de maneira tão efetiva quanto a insulina (N

Por outro lado, a injeção intravenosa destes mediadores pu. 

aguda e dose-dependente, redução de 30-40% da hiperglicemia de ratos 

diabéticos após injeção de doses menores que as usuais ,i.e. 45 mg/, 

estreptozotocina. Este efeito foi obtido com doses nanomolares dos compostos e to 

duração entre 120-180 minutos quando os níveis glicêmicos alcançaram valores iguais 

aos iniciais. O nível de insulina destes animais não foi alterado de maneira significativa 

Estes compostos também aumentam a gliconeogênese em diafragmas de ratos normais 

após injeção intraperitoneal e para este efeito o mediador putativo inositol glicano 

contendo D-quiro-inositol foi 50-100 vezes mais potente que o mediador contendo mio- 

inositol (Huang el al., 1993).

A infusão do mediador putativo isolado a partir de fígado bovino normaliza os 

níveis glicêmicos de ratos diabéticos após injeção de estreptozotocina numa dose 

equivalente à de insulina, 2 nanomolar, sem no entanto induzir hipoglicemia (Ponteies, 

Huang e Larner, 1996). Este mediador consiste quimicamente de 3-O-metil-D-quiro- 

inositol e galactosamina quelada a manganês. Este mesmo mediador foi demonstrado 

mimetizar alguns efeitos da insulina em células ovarianas e promover um “bypass” de 

um defeito genético na biossíntese ou liberação do mediador demonstrada em 

homogenato de adipócitos da cepa de ratos insulino-resistentes Goto-ICakizaki. O 

mecanismo de ação deste mediador envolve a ativação de dois membros da família de 

fosfatases dependentes de Mg21, a piruvato desidrogenase fosfatase e fosfatase 2C 

(específica para glicogênio sintetase no fígado), levando a uma sensibilização destas 

enzimas ao magnésio. Esta ativação conjunta provê um mecanismo para a ativação de 

enzimas limitantes do metabolismo oxidativo (piruvato desidrogenase fosfatase) ou não- 

oxidativo (glicogênio sintetase) da glicose.

Em estudos posteriores, o efeito independente do 3-O-metil-D-quiro-inositol, D- 

quiro-inositol, manganês e de seus efeitos quando administrados quelados com 

manganês foram avaliados em ratos diabéticos por estreptozotocina. Demonstrou-se que 

os efeitos hipoglicemiantes destes componentes eram potenciados quando os mesmos
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eram quelados (Fontel.es, Almeida e Larner, 2000). Um mecanismo possível para 

explicar este fenômeno, é que o 3-O-metil-D-quiro-inositol ou D-quiro-inositol sozinhos 

ou em associação com manganês possam ser incorporados em um precursor que é 

subsequentemente clivado para formar o mediador ativo. Uma explicação alternativa é 

que o 3-0-metil-Z)-quiro-inositol ou D-quiro-inositol quelados com manganês podem 

agir como analógos menos potentes do mediador fosfatidilinositolglicano agindo na 

membrana celular para iniciar a cascata de fosforilação associada a tirosina quinase. 

Este último mecanismo foi demonstrado com fosfatidilinositolglicanos de 

tripanossomos c Leishincinia em macrófagos (Tachado el al., 1997), e também com 

inositóis sintéticos e derivados biológicos atuando na fosforilação de resíduos tirosina 

da caveolina em adipócitos e no diafragma (Muller et al., 1998). A incorporação de 3- 

O-metil-D-quiro-inositol triciado no precursor lipídico não é tão efetiva quanto a 

incorporação do D-quiro-inositol marcado radiotivamente, sugerindo que a 

desmetilação é um pré-requisito para a incorporação. Estudos em pacientes humanos 

demonstraram que após a administração de 3-O-metil-D-quiro-inositol, a concentração 

plasmática de D-quiro-inositol aumenta, mostrando que a desmetilação é um processo 

que acontece ativamente in vivo (Ostlund et al., 1996).

O significado funcional destes compostos ainda é objeto de intensa investigação. 

No entanto, algumas descobertas são reveladoras. A excreção de mio-inositol na urina é 

acentuada em pacientes com diabetes do tipo 2 quando comparada com controles não 

diabéticos (Daughaday e Larner, 1954) que é acompanhada por uma diminuição na 

excreção de D-chiro-inositol (Kennington el al., 1990). Um padrão similar também foi 

observado em macacos Rhesus, nos quais o aumento da excreção de mio-inositol e a 

diminuição da excreção de jD-quiro-inositol foi observada de maneira progressiva a 

partir de animais normais, para obesos não-diabcticos c diabéticos do tipo 2 

(Kennington et al., 1990). Este padrão de excreção também foi observado em ratos 

Goto-Kakizaki, uma cepa desenvolvida no Japão por cruzamentos seletivos para 

resistência insulínica (Suzuki et al., 1991).

A diminuição da excreção de D-quiro-inositol na urina foi posteriormente

demonstrada ser mais estritamente relacionada à resistência insulínica do que à diabetes

do tipo 2 em macacos Rhesus. Tanto a sensibilidade à insulina, como a taxa de



desaparecimento de glicose, ativação da glicogênio sintetase e inativação d' 

do músculo esquelético e tecido adiposo correlacionaram-se com a excreçíu.

D-chiroinositol (Ortmeyer el al., 1993). A taxa dc excreção urinária dc D-quiro-m 

se relaciona de maneira linear a diminuição da sensibilidade à insulina (resistência 

insulínica aumentada). Correlações similares foram obtidas em pacientes humanos 

comparados com controles com intolerância à glicose e pacientes com diabetes do tipo 2 

(Suzuki el al., 1994). Taxas alteradas da excreção urinária de mio-inositol e D-quiro­

inositol na urina tem sido propostas como um índice mais sensível de resistência 

insulínica em pacientes humanos (Larner e Craig, 1996). Por outro lado, a 

administração de D-quiro-inositol a ratos com diabetes do tipo 2 induzida por 

estreptozotocina (Ortmeyer et u/.,1993), macacos Rhesus (Ortmeyer el al., 1995) e 

humanos (Larner et al., 1998; Larner, 2002) efetivamente diminuiu a hiperglicemia, 

trigliceridemia e melhorou a utilização da glicose. Em mulheres com síndrome do 

ovário micropolicístico, a administração oral de D-quiroinositol por 6 a 8 semanas 

efetivamente aliviou significativamente muitos dos sinais clínicos comuns da doença, 

incluindo taxa de ovulação, níveis de testosterona scrica, concentrações de globulina 

ligadora dos hormônios sexuais, intolerância a glicose, hiperinsulinemia e pressão 

arterial sistólica e diastólica elevadas (Nestler et al., 1999). A agência americana Food 

and Drug Administration (PDA) aprovou testes clínicos de fase II multicêntricos em 

pacientes com diabetes do tipo 2 e mulheres com síndrome do ovário micropolicístico 

que já estão em andamento nos Estados Unidos da América.
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desaparecimento de glicose, ativação da glicogênio sintetase e inativação da fosforilasc 

do músculo esquelético e tecido adiposo correlacionaram-se com a excreção urinária de 

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

se relaciona de maneira linear a diminuição da sensibilidade à insulina (resistência 

insulínica aumentada). Correlações similares foram obtidas em pacientes humanos 

comparados com controles com intolerância à glicose e pacientes com diabetes do tipo 2 

(Suzuki et al., 1994). Taxas alteradas da excreção urinária de mio-inositol c D-quiro- 

inositol na urina tem sido propostas como um índice mais sensível de resistência 

insulínica em pacientes humanos (Larner e Craig, 1996). Por outro lado, a 

administração de D-quiro-inositol a ratos com diabetes do tipo 2 induzida por 

estreptozotocina (Ortmeyer et <a/.,1993), macacos Rhesus (Ortmeyer el al., 1995) e 

humanos (Larner et al., 1998; Larner, 2002) efetivamente diminuiu a hiperglicemia, 

trigliceridemia e melhorou a utilização da glicose. Em mulheres com síndrome do 

ovário micropolicístico, a administração oral de D-quiroinositol por 6 a 8 semanas 

efetivamente aliviou significativamente muitos dos sinais clínicos comuns da doença, 

incluindo taxa de ovulação, níveis de testosterona scrica, concentrações de globulina 

ligadora dos hormônios sexuais, intolerância a glicose, hiperinsulinemia e pressão 

arterial sistólica e diastólica elevadas (Nestler et al., 1999). A agência americana Food 

and Drug Administration (PDA) aprovou testes clínicos de fase II multicêntricos em 

pacientes com diabetes do tipo 2 e mulheres com síndrome do ovário micropolicístico 

que já estão em andamento nos Estados Unidos da América.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

A Avaliar o potencial dos antioxidantes (glutationa reduzida, ácido lipóico e rutina) e de 

componentes principais dos mediadores putativos da ação da insulina (mio-inositol, D- 

quiro-inositol e pinitol) na prevenção ou reversão direta da disfunção endotelial da 

diabetes ou senescência;

2.2 Objetivos específicos

■S Avaliar em ratos com diabetes induzida por injeção de aloxana ou senescentes (>24 

meses) se a administração oral de antioxidantes naturais (GSH, ácido lipóico, catequina 

ou rutina) ou dos inositóis, mio-inositol, D-quiro-inositol ou pinitol duas vezes ao dia 

por um período de 4 semanas podería prevenir ou atenuar a disfunção endotelial 

observada nestes animais;

A’ Investigar se a incubação dos tecidos in vitro com estes agentes por 1 hora podería 

reverter a disfunção endotelial;

A Estudar a variação da resposta de corpos cavernosos de coelhos diabéticos a estímulos 

relaxantes de natureza endotelial ou neuronal (nitrérgica) na ausência e presença destes 

compostos.

A Estudar o mecanismo de ação das drogas testadas e mostradas efetivas na prevenção ou 

reversão da disfunção endotelial e nitrérgica em ratos ou coelhos com diabetes por 

injeção de aloxana.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Animais

Os animais foram obtidos do biotério do Instituto de Biomedicina (IBIMED) e 

mantidos sob ciclo de claro-escuro de 12 horas com livre acesso à ração (Purina Rat 

Chow®) e água. Todos os protocolos experimentais seguiram estritamente as normas 

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

do colégio brasileiro de experimentação animal.

Os seguintes grupos de animais foram utilizados:

a) Ratos Senescentes: Ratos Wistar machos com idade entre 24-30 meses (26 ± 

2), pesando entre 400 e 500 g, foram utilizados para avaliar os efeitos da senescência na 

reatividade vascular e as respostas comparadas com aquelas obtidas em tecidos de ratos 

jovens machos (3-4 meses; 3,6 ± 0,7), com peso entre 200-250g;

b) Ratos Diabéticos: Ratos Wistar machos com 1 ano foram injetados com 

aloxana (45 mg/Kg) segundo Sannomiya et al., (1997) pela veia peniana. Imediatamente 

após a injeção estes animais foram mantidos em gaiolas (4 animais por caixa) com livre 

acesso à ração e com sacarose 10 % acrescida à agua de beber. Após 48 horas a glicose 

foi retirada. No terceiro dia após a indução os animais foram colocados em jejum por 12 

horas e no dia seguinte uma amostar de sangue foi retirada do plexo infraorbital e a 

glicemia e perfil lipídico determinados. Animais com glicemia igual ou acima de 200 

mg/dL (11 mM) foram incluídos nos estudos. As respostas vasculares foram 

comparadas com animais de mesma idade (6 meses) e sexo, os quais sofreram injeção 

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

sangue coletadas no plexo infra-orbital como euglicêmicos (< 100 mg/dL).

C) Coelhos da raça Nova Zelândia, normais e diabéticos pela aloxana (150 

mg/Kg, i.p), pesando entre 2,0-2,5Kg, foram utilizados neste estudo para coleta de aorta 

e corpo cavernoso.
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3.2 Drogas e reagcntes

Todas as drogas utilizadas neste trabalho, i.e., acetilcolina (ACh), ácido lipóico 

(AL), ácido deoxicólico, guanetidina, indometacina, atropina, tetrodotoxina (TTX), 

metiléster de NG-nitro-L-arginina (L-NAME), 7-nitroindazol (7-N1), 1H-[1,2,4]~ 

oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalin-l-ona (ODQ), apamina, caribdotoxina, glibenclamida, 

aloxana (ALX), superóxido dismutase (SOD-1), xantina (XA), xantina oxidase (XO), 

azul de nitrotetrazólio (NBT) foram obtidas da Sigma/Aldrich (Saint Louis, MO, USA) 

e diluidas apenas no dia de uso e estocadas a -20° C quando necessário. A acetilcolina 

foi diluída em solução 0,01 N de ácido acético em salina, estocada a -20° C e usada em 

isopor contendo gelo. A SOD-1 e XO foram diluídas apenas no dia de uso, mantidas em 

isopor com gelo e usadas em menos de 1 hora após diluição. O mesmo procedimento, 

em relação à estocagem e uso foi adotado para as demais drogas. A indometacina foi 

diluída em solução tampão de bicarbonato a 3%. O azul de nitrotetrazólio foi diluído em 

tampão fosfato (PBS) com pH ajustado para 7,8 a 25° C.

O nitroprussiato de sódio (SNP) foi obtido da (Merck, Darmsladt, Alemanha), 

diluído apenas no dia do uso, protegido da luz com uso de frascos âmbar envoltos em 

papel alumínio, utilizados em isopor com gelo e o volume residual descartado ao fim do 

experimento.

A rutina foi obtida da empresa Procarirí incubada no parque de desenvolvimento 

tecnológico (PADETEC) no campus do piei, UFC, Fortaleza, Ceará.

Os inositóis, metil-D-quiroinositol (pinitol, Me-DCI) e D-quiroinositol foram 

gentilmente cedidos pelo prof. Joseph Larner da Universidade da Virgínia, 

Charlottsville, USA.

Os reagentes utilizados eram de pureza analítica e obtidos das empresas Reagen 

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

SP, Brasil).



3.3 Protocolos Experimentais

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

relaxamento independente do endotélio, induzido por nitroprussiato de sódio foram 

comparados em tecidos obtidos de animais idosos (>2anos) versus animais jovens (3-4 

meses) e diabéticos versus euglicêmicos. Um primeiro conjunto de experimentos, 

utilizado para avaliar o potencial preventivo dos compostos, consistiu da administração 

oral por gavagem dos mesmos de acordo com o seguinte protocolo:

(I) Ratos jovens- tratados com salina (1 mL/Kg/12h; v.o) durante 4 semanas;

(II) Ratos senescentes- tratados com salina (1 mL/Kg/12h; v.o) durante 4 semanas;

(III) Ratos senescentes- tratados com ácido lipóico (20 mg/Kg/12h; v..o) durante 4 

semanas;

(IV) Ratos senescentes- tratados com rutina (50 mg/Kg/12h; v.o) durante 4 semanas;

(V) Ratos euglicêmicos- tratados com salina (1 mL/Kg/12h; v.o) durante 4 semanas;

(VI) Ratos diabéticos por aloxana- tratados com salina (1 mL/Kg/12 h; v.o) durante 4 

semanas;

(VII) Ratos diabéticos por aloxana- tratados com ácido lipóico (20 mg/Kg/12 h; v.o) 

durante 4 semanas;

(VIII) Ratos diabéticos por aloxana- tratados com rutina (50 mg/Kg/12h; v.o.) durante

4 semanas após o diagnóstico da diabetes;

(IX) Ratos diabéticos por aloxana- tratados com mio-inositol (20 mg/Kg/12h; v.o.) 

durante 4 semanas após o diagnóstico da diabetes;

(X) Ratos diabéticos por aloxana- tratados com D-quiro-inositol (20 mg/Kg/12h; 

v.o.) durante 4 semanas após o diagnóstico da diabetes;

(XI) Ratos diabéticos por aloxana- tratados com pinitol (20 mg/Kg/12h; v.o.) durante

4 semanas após o diagnóstico da diabetes;

Após os tratamentos amostra de sangue venosa foi coletada, sob anestesia etérea,

pelo plexo infra-orbital para dosagem de glicose e análise do perfil lipídico. Antes das

coletas dos tecidos, os animais foram anestesiados e a pressão arterial foi medida por

registro direto através de uma cânula inserida na artéria carótida e acoplada a um

transdutor de pressão (Statham P23, Gould, Oxnard, CA, USA) de registro em

fisiográfo (Narco Biosystems, modelo DMP-4B, Houston, TX, USA).
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Os animais foram então sacrificados e seus tecidos coletados e montados de 

acordo com métodos específicos detalhados mais abaixo. Nesses grupos de animais as 

respostas endotélio-dependente e endotélio-independente foram comparadas entre os 

grupos distintos e seus respectivos controle. O grau de disfunção endotelial, expresso 

em termos percentuais, foi calculado pela seguinte fórmula:

DE (%) =10ü-(Rm1-lx Fator de Risco x 100), onde:

DE=disfunção endotelial, RmáX= resposta relaxante máxima, obtida na mesma 

faixa de dose, ao agente vasodilatador endotélio dependente, fator dc risco=distúrbio 

que leva à disfunção endotelial (p.ex. senescência ou diabetes), controle= grupo de 

mesma idade e sexo que não apresentam fatores de risco para disfunção endotelial (p.ex. 

jovens euglicêmicos e normotensos).

Em um segundo grupo de experimentos, para verificar se as drogas possuíam 

ação direta nos tecidos, os animais foram divididos nos mesmos grupos anteriores mas 

não receberam tratamento por via oral, seus tecidos foram incubados (em experimentos 

em banhos de superfusão) ou infundidos (em experimentos de perfusão) com as drogas 

testes in vitro durante 1 hora e logo após as curvas dose-resposta para os agonistas 

endotélio-dependente e endotélio-independente foram realizadas. Nestes experimentos 

as seguintes doses foram usadas: 1 pM de glutationa reduzida (GSH), IpM de ácido a- 

lipóico, IpM de pinitol, IpM de d-quiroinositol, IpM de catequina ou 1 pM de rutina.

Em um terceiro conjunto de experimentos coelhos foram injetados com aloxana 

(150 mg/Kg; i.p) e após 4 semanas de diabetes foram sacrificados e rins, aorta torácica e 

corpos cavernosos isolados para análise da disfunção endotelial e nitrérgica. Neste caso, 

os tecidos também foram incubados com as mesmas drogas e nas mesmas doses 

descritas acima 1 hora antes de se realizar os estímulos endotélio-dependente 

(acetilcolina) ou endotélio-independente (SNP ou solução de nitrato de sódio com pH 

ajustado para 2 para obter-se óxido nítrico em solução). Testou-se ainda no corpo 

cavernosos de coelhos o efeito das drogas na resposta nitrérgica evocada por campo 

elétrico transmural.
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Em um quarto conjunto de experimentos, a resposta potencial izadora de tônus 

induzida por L-NAME (lOOpM) aplicado no platô da resposta vasoconstritora 

submáxima da fenilefrina (0,1 pM) foi comparada em animais jovens e senescentes. 

Neste mesmo conjunto de experimentos, a resposta potencializadora da SOD-1 no 

relaxamento induzido por NO (nitrato de sódio em pH 2,0; NO-1 pM) foi comparada 

com a resposta dos inositóis pinitol e D-quiroinositol (1 a 10 pM).

Os métodos utilizados para cada tecido, independente da fonte, são descritos 

mais detalhadamente, a seguir:

3.3.1 Anéis de Aorta

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

rapidamente excisada. Segmentos de 5 mm foram montados horizontalmente em banhos 

de 5 mL de capacidade em solução de Krebs-Henseleit. A solução de Krebs utilizada 

apresentava a seguinte composição (mM): NaCl 120 ; KC1 4,7 ; CaCl2 1,8; MgCl2 1,43; 

NaHCO3 25, KH2PO4 1,17 e glicose 11. Os registros das alterações dc tensão foram 

obtidos por intermédio de um transdutor de força acoplado a um polígrafo. Após um 

período de equilíbrio de 1 hora com lavagens a cada 15 minutos o anel vascular foi 

contraído com fenilefrina (FEN). No platô da contração (correspondente a 

aproximadamente 60% da resposta máxima) induzida pela FEN foi construída uma 

curva concentração resposta à acetilcolina (10' a 10’'M). A curva de relaxamento, que 

depende do endotélio, foi comparada em tecidos obtidos de animais idosos (>2 anos), 

diabéticos por aloxana ou espontaneamente hipertensos (1 ano) e seus respectivos 

controles de mesma idade e sexo. Todos os experimentos foram realizados na presença 

de indometacina no banho. Alguns experimentos foram realizados com anéis de aorta 

desendotelizados por fricção mecânica usando-se uma pinça inoxidável. Um grupo de 

experimentos com aortas de ratos diabéticos tratados com rutina foram realizados em 

anéis pré-contraídos com potássio 60 mM. Outros dois grupos foram realizados com 

anéis de ratos diabéticos tratados com rutina na presença de L-NAME ou da mistura 

caribdotoxina-apamina (0,1 pM). A catequina, uma flavana com atividade antioxidante 

extracelular foi usada para comparação nestes experimentos.
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3.3.2 Leito Vascular Mesentérico:

Ratos Wistar, com peso entre 400-500g, foram anestesiados com pentobarbital 

(50 mg/Kg; i.p) e após abertura da cavidade abdominal a artéria mesentérica superior foi 

perfundida por intermédio de uma cânula de polietileno (PE 40) inserida na artéria em 

sua origem na aorta abdominal com 10 mL de solução de Krebs modificada (mesma 

composição descrita anteriormente) contendo heparina (500 UI/mL). O intestino foi 

separado do mesentério rente à borda intestinal e o mesentério removido do rato foi 

imediatamente perfundido em um sistema de perfusão aberto (“water jacketed”) 

mantido a 37° C. O mesentério foi perfundido com solução de Krebs-I-Ienseleit com pH 

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

constante de 4 mL/min usando-se uma bomba peristáltica Watson-Marlow (Falmouth, 

Cornwall, England). A pressão de perfusão foi constantemente monitorada por um 

manômetro ou em alguns experimentos por intermédio de um transdutor de pressão 

acoplado a um polígrafo (Narco Biosystems, Houston, TX, USA). Após um período de 

30 min de estabilização foi adicionada fenilefrina (1 a 5 pM) à solução de perfusão até 

que uma pressão de perfusão constante fosse atingida (100-120 mmHg). Curvas dose- 

resposta dos vasodilatadores, i.e., acetilcolina (Ach; IO’9 a 10'3 M) e nitroprussiato de 

sódio (SNP; 10' a 10*'  M) foram injetadas em bolus em volumes (100 pil) que não 

afetavam a pressão de perfusão.

Nos experimentos em que a atividade direta dos compostos estivesse sendo 

avaliada, após as primeiras curvas de Ach ou SNP, 0 leito mesentérico foi perfundido 

por 30 min com a mesma solução adicionada das drogas a serem testadas, i.e., 1 pM de 

glutationa reduzida (GSH), lpM de ácido a-lipóico, lpM de pinitol, lpM de d- 

quiroinositol, lpM de catequina ou 1 pM de rutina, em experimentos separados.

Para avaliar 0 mecanismo de potenciação da resposta endotélio-dependente, após 

1 hora de infusão com rutina nos tecidos obtidos de ratos diabéticos, os seguintes 

protocolos foram utilizados. Em um primeiro conjunto de experimentos 0 inibidor das 

isoformas da óxido nítrico sintetase L-NAME foi infundido após prévia infusão de 

rutina e antes da realização das curvas dos agonistas. Em um segundo conjunto 

experimental os tecidos foram pre-tratados com ODQ (10 pM) após infusão de rutina c 

antes das curvas dos agonistas. Em' outro conjunto experimental os tecidos foram pré- 
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contraídos com Kh (60 mM) para bloquear a ação do fator hiperpolarizante derivado do 

endotélio (Resende, Ballejo e Salgado, 1998; Busse et al., 2002). Alguns experimentos 

foram realizados em leitos mesentéricos desendotelizados por infusão de deoxicolato de 

sódio (1 mg/mL durante 1 minuto) para comparar a resposta aos agonistas após a 

infusão de rutina. Todos os experimentos foram realizados com solução nutridora 

contendo indometacina (10 pM) para evitar a participação de prostanóides.

3.3.3 Corpo cavernoso

Coelhos Nova Zelândia foram sacrificados por injeção de pentobarbital sódico 

pela veia marginal e os pênis dos mesmos foram removidos e colocados em placas de 

Petri contendo solução de Krebs-Henseleit e dissecados com bisluri para remoção do 

corpo cavernoso. Os corpos cavernosos foram isolados e montados em banhos de 5 mL 

em Krebs-Idenseleit mantido a 37° C, pH 7,4 e oxigenado com mistura carbogênica. Os 

tecidos foram mantidos sob tensão de 1 g e permaneceram em repouso por 1 h com 

lavagens sucessivas de 15 em 15 min. As alterações na tensão foram registradas 

utilizando-se um transdutor de força isométrico conectado a um polígrafo de 4 canais 

(Narco Biosystems, Houston, Texas, USA). Após o período de equilíbrio, o corpo 

cavernoso foi contraído com 10 pM de fenilefrina e as respostas a estimulação de 

campo elétrico (ECE; 0,5ms, 20 V, 2-16 EIz), acetilcolina (Ach ; 1 pM), NaNCb (NO;1- 

100 pM) c nitroprussiato (SNP; 1 pM) obtida cm experimentos isolados na ausência c 

presença de IpM glutationa reduzida, IpM ácido lipóico, IpM de catequina, IpM 

rutina, IpM de d-quiroinositol ou IpM de pinitol. A indometacina (10 pM) e 

guanetidina (10 pM) foram adicionadas à solução de Krebs-Henseleit para diminuir a 

atividade mecânica basal do tecido.

Em um conjunto isolado de experimentos os efeitos da rutina nas respostas do 

EPS ou acetilcolina foram comparadas na presença do inibidor da óxido nítrico 

sintetase, L-nitro-metil-estér de arginina (L-NAME; 100 pM), do inibidor da isoforma 

neuronal (por ser captado ativamente pelo neurônio) da óxido nítrico sintetase, 7-nitro- 

indazol (7-NI; 100 pM), do inibidor da guanilato ciclase sóluvel, ODQ (100 pM), do 

bloqucador muscarínico atropina (10 pM), do bloqucador de canais dc sódio ncuronais, 

tetrodotoxina (TTX, IpM), dos inibidores dos canais de potássio cálcio-dependentes de 
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alta, intermediária e baixa condutância, caribdotoxina e apamina (0,1 pM) ou do 

inibidor de canais de potássio ATP-dependentes (glíbenclamida - 100 pM).

3.3.4 Perfusão de Rim de Coelho em Sistema Aberto.

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

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

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

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

renal. Imediatamente foi perfundido com solução de Krebs-Henseleit com pH ajustado 

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

constante de 4 mL/min, usando-se uma bomba peristáltica Watson-Marlo-w (Falmouth, 

Cornwall, England).

A pressão de perfusão foi constantemente monitorada por intermédio de um 

manômetro ou em alguns poucos experimentos através de um transdutor de pressão 

conectado a um polígrafo (Narco Biosystems, Houston, TX, USA) acoplado ao sistema 

de perfusão. Após um período de 30 min de estabilização foi adicionada fenilefrina (1 a 

5 pM) à solução de perfusão até que uma pressão de perfusão constante fosse atingida 

(100-120 mmHg). Curvas dose-resposta dos vasodilatadores, i.e., acetilcolina (Ach; 10~9 

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

volumes (100 pl) que não afetavam a pressão de perfusão.

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

as primeiras curvas de Ach ou SNP, 0 leito renal foi perfundido por 30 min com a 

mesma solução adicionada das drogas a serem testadas, i.e., 1 pM de glutationa 

reduzida (GSH), lpM de ácido a-lipóico , lpM de pinitol, lpM de d-quiroinositol, 

lpM de catequina ou 1 pM de rutina, em experimentos separados.

Para avaliar 0 mecanismo de potenciação da resposta endotélio-dependente após 

1 hora de infusão com rutina, alguns inibidores foram utilizados. Em um primeiro 

conjunto de experimentos o inibidor das isoformas da óxido nítrico sintetase L-NAME 

foi infundido após 0 protocolo de infusão da rutina e antes da realização das curvas dos
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agonistas. Em um segundo conjunto experimental os tecidos foram pré-tratados com 

ODQ (10 pM) após infusão de rutina e antes das curvas dos agonistas. Em outro 

conjunto experimental o leito vascular renal foi pré-contraído com K+ 60 mM para 

bloquear a ação do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (Resende, Ballejo e 

Salgado, 1998; Busse et al., 2002). Alguns experimentos foram realizados em leitos 

renais desendotelizados por infusão de deoxicolato de sódio (1 mg/mL durante 1 

minuto) para comparar a resposta aos agonistas após a infusão de rutina. Todos os 

experimentos foram realizados com solução nutridora contendo indometacina para 

evitar a participação de prostanóides.
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TRATAMENTO ORAL

Figura 1. Esquema mostrando os protocolos de tratamento ora1 nos experimentos de prevenção da disfunção endotelial com os 
protocolos dos testes farmacológicos utilizados a posteriori, no final dos tratamentos ou nos experimentos de reversão da disfunção 
estabelecida. RbCC= corpo cavernoso de coelho (do inglês rabbit corpus cavernosum).
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3.4. Métodos Bioquímicos para análise dos perfis glicêmicos, lípidicos

Todos os animais, tanto dos experimentos preventivos quanto dos experimentos 

de reversão direta da disfunção endotelial, tiveram sangue coletado para análise da 

glicemia e no caso dos animais tratados por via oral por 1 mês também para 

determinação do perfil lipídico.

As amostras de sangue foram coletadas por punção no plexo infraorbital 

utilizando-se tubos de microhematócrito em tubos de coleta de soro com gel separador 

(Vacuette do Brasil, São Paulo, SP). Após processamento em centrífuga a 3000 rpm por 

5 minutos as amostras foram utilizadas para dosagem de glicose e colesterol total e 

fracionado.

Para a determinação do perfil lipídico, foram utilizados kits para triglicerídios, 

colesterol total e HDL (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG, Brasil)’. As amostras 

foram processadas por métodos enzimáticos, seguindo a orientação do fabricante 

utilizando-se um analisador automático multicanal Selectra II (Wiener Lab, Holanda). 

Os níveis de LDL foram determinados utilizando-se a equação de Friedewald, Levy e 

Fredrickson (1972).

3.5. Detecção de superóxido

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

tetrazolium) foi realizada segundo o método descrito por Hartog et al., 2003. O 

princípio do método é o seguinte: o NBT pode ser reduzido pelo CV através de reações 

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

passos, gerando um intermediário estável parcialmente reduzido, monoformazan 

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

utilizando-se filtro de 550 a 560 nm: Ent=l,5xlO4 [mol/L]'1 x cm'1 (Tarpey e Fridovich, 

2001). Os radicais superóxido foram gerados pela reação de xantina (1 mM) e xantina 

oxidase (10 mU/mL) em uma solução de tampão fosfato (pH 7,8 a 25° C). Os radicais 

O2’ foram detectados pela reação com 0 sal de tetrazólio, azul de nitrotetrazólio (NBT; 

50 pM). A taxa de redução do NBT foi monitorada espectrofotometricamente na faixa 

dc 560 nm usando-se um Ultrospec 1000 (Pharmacia Biotech, Cambridge, England). A 

enzima SOD-1, reage com O2_ diminuindo a taxa de redução do NBT e foi usada como 

controle positivo. O volume de reação foi fixo em 2 mL. Os inositóis, D-quiro-inositol e 
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pinitol foram adicionados ao tubos de ensaio imediatamente antes da adição dos 

reagentes nas concentrações de 0,01 a 1 pM e a SOD1 nas concentrações de 0,03 a 3 

u/mL.

3.6. Análise dos dados e estatística:

Os dados da função vascular e do músculo liso do corpo cavernoso obtidos in 

vitro foram expressos com porcentagem das contrações prévias induzidas por fenilefrina 

e assim como os valores brutos dos parâmetros bioquímicos, foram expressos como 

média ± erro padrão da média (EPM). Cada animal foi considerado uma unidade 

experimental e os dados obtidos com tecidos obtidos de um único animal foram 

agrupados como medida única (ex.: dados obtidos em duplicata ou triplicata foram 

agrupados como média), de maneira que o n representa o número de animais utilizados 

e não o número de tecidos. Os dados brutos obtidos in vitro e in vivo (força em g, 

pressão em mmHg e fluxo em mL/min; valores dos perfis bioquímicos) foram 

analisados para diferenças estatísticas através da análise de variância ANOVA por 

intermédio do programa de computador GraphPad Prism 3.00 para Windows (GraphPad 

Software, San Diego Califórnia USA, www.graphpad.com). Os gráficos e os cálculos de 

CE50 e PD2 também foram realizados utilizando-se 0 programa de computador 

GRAPHPAD PRISM. Para avaliar a diferença entre médias de dois grupos foram 

utilizados os testes t de Student pareado (dentro do grupo) e não pareado (entre grupos).
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4. Resultados

4.1. Administração das drogo teste in vivo: avaliação do potencial preventivo.

4.1.1. Ratos diabéticos ou senescentes tratados por via oral com antioxidantes 

naturais (rutina, GSH e ácido lipóico)

A indução de diabetes por injeção intravenosa de aloxana (50 mg/Kg) 

caracterizou-se por hiperglicemia sustentada associada a leve hipercolesterolemia e 

hipertrigliceridemia (ver tabela 2). O ganho de peso percentual no período de quatro 

semanas de tratamento nos animais diabéticos (Db) também foi signifícativamente 

menor comparado com os ratos euglicêmicos (eugli) (27,5±3,8 % eugli -vs. 7,9±1,3% 

Db, p<0,05). Nos animais diabéticos tratados com rutina o ganho de peso foi restaurado 

completamente (7,9 ± 1,3% Db vs. 37,8± 4,7% Db +rutina, p<0,05) e apenas 

parcialmente nos tratados com ácido lipóico (13 ± 2,6%) (tabela 2).

A pressão arterial média dos animais diabéticos sofreu um significativo 

incremento (91 ±4,3mmHg- eugli vs. 125 ± 8,7 mmHg- Db, p<0,05). Esse incremento 

foi abolido nos animais tratados com rutina ou ácido lipóico (tabela 2).

A glicemia dos animais tratados com rutina foi significativamente menor que a 

dos animais controles diabéticos obtidos no fim do tratamento com salina (435,2±35,6 

mg/dL- Db vs. 331+16,9 mg/dL Db+rutina, p<0,05) e também dos valores iniciais deste 

grupo antes do tratamento (439±47,8 mg/dL Db+rutina vs. 331 ±16,9 mg/dL Db-pós- 

rutina, p<0,05) (Tabela 2).

O índice aterogênico medido nos animais diabéticos controles foi 

signifícativamente maior que seus respectivos controles euglicêmicos tanto antes como 

após o tratamento com salina (l,76±0,04-eugli vs. 2,36±0,06-Db, p<0,05). Tanto o 

tratamento com ácido lipóico (3,08±0,06-Db pre'-ác. lipóico vs.l,89±0,05 Db+ác. 

lipóico, p<0,05) como o tratamento com rutina (2,79±0,08 vs. l,17±0,03, p<0,05) 

diminuiu o índice aterogênico de seus respectivos controles antes do tratamento (Figura 

2).



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

lipóico

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

PAM
(mmHg)

Glicose sérica 
(mg/dL)

Colesterol
Total (mg/dL)

TG 
(mg/dL)

HDL
(mg/dL)

VLDL
(mg/dL)

LDL 
(mg/dL)

(I) euglicêmico 7 247±15,6 89,6± 9 77,3± 5,8 63±8,3 28±2,5 12,6±2,5 36,7±8,6
(I) euglicêmico salina 7 315 ±21* 91 ±4,3 77,3±6,6 73±12,7 82±12 21±1,9 17±1,6 35±4,6
(II) diabético 12 214 ± 12,3 392±31,7 88,7±7,9 132±29,7 26,4+2 26,5±5,9 35,8±5,0
(II) diabético+ salina 12 231 ± 15,4 125±8,7# 435,2±35,6 79,4±4,3 107±8 20,5±l,7 21,4±2,2 37,5±2.6

(III) diabético 11 216,3±21,4 439±47,8 100,5±10,4 159,5±28,4 24,6±3 31,9±5,7 44±5,9

(III) diabético+ 
rutina

11 298±18* 116,4±7,8 331±16,9* 70,8±5,4 138,7±18,4 24,5±3,7 27,7±3,7 18,6±6,1

(III) diabético 7 234,6±21 397±17,4 119,8±24,6 146,5±26 26,3±6,7 29,3±4,8 44,2±5.4
(III) diabético+ ácido 7 265±15,9 104±5,9& 384,3±6,6 113,6±27,3 82,1±8,6 52,3±3 16,4±4,7 44,9±5,7

Os dados são expressos como média ± EPM. * p<0,05, teste t de Student pareado bicaudal, comparado com grupo controle respectivo, i.e., com os 
valores obtidos antes do início dos respectivos tratamentos. # p<0,05, teste t de Student não-pareado bicaudal, comparado com grupo euglicêmico. & 
p<0,05, test t de Student não pareado vs. Diabético + salina. PAM= pressão arterial média; TG= triglicerídes; HDL= lipoproteína de alta densidade; 
VLDL= lipoproteína de densidade muito baixa e LDL= lipoproteína de baixa densidade.
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Figura 2. Variação do índice aterogênico (IA). calculado pela seguinte fórmula IA= (LDL+VLDL)/HDL nos grupos de ratos euglicêmicos 
tratados com salina ou nos ratos diabéticos por aloxana tratados com salina, ácido lipóico ou rutina. As barras representam a média ± erro padrão 
da média de pelo menos 7 animais. *p<0.05.  teste t de Student pareado vs respectivo controle antes do tratamento.
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A disfunção endotelial medida (ver fórmula na seção de materiais e métodos) em 

anéis de aorta torácica de ratos diabéticos foi de 51,9±4,6 % quando comparadas com 

ratos euglicêmicos de mesma idade e sexo (Figura 3). Após tratamento com ácido 

lipóico este valor diminui para 44,7±3,7 % e para 14,1±2,4% (p<0,05) nos animais 

tratados com rutina (Figuras 4). As respostas máximas relaxantes para acetilcolina, 

expressas como percentual da contração prévia, foram de 94,4±4,6 % nos animais 

euglicêmicos e de 45,4±2,5% (p<0,05 vs. eugli) nos animais diabéticos não tratados. A 

resposta máxima à acetilcolina foi de 52,2±3,1% nos tecidos obtidos de ratos diabéticos 

tratados com ácido lipóico e de 81,1 ±3,6% (p<0,05 vs.-Db) nos tecidos de animais 

tratados com rutina. A inibição percentual da disfunção endotelial nos ratos tratados 

com ácido lipóico foi de 13,9±2,5 % e de 72,9±5,6 % nos tratados com rutina quando 

comparados com a disfunção observada nos ratos diabéticos não tratados (Tabela 3 e 

Figura 4 e 6).

O relaxamento induzido por nitroprussiato de sódio não foi signifícativamente 

afetado nem em termos de resposta máxima nem em termos de sensibilidade dos 

tecidos. A resposta máxima relaxante foi de 100% em todos os tecidos (Tabela 3 e 

Figura 7).

No leito arteriolar mesentérico perfundido a pressão constante a disfunção 

endotelial observada nos ratos diabéticos foi de 44,6±5,8 % quando comparada com 

ratos euglicêmicos de mesma idade e sexo. O grupo de animais tratados com ácido 

lipóico apresentou disfunção endotelial de 24,8±3,7 % (p<0,05 vs. Db) e o grupo tratado 

com rutina apresentou disfunção na ordem de 21,4 ± 2,8 % (p<0,05 vs. Db). Neste 

tecido, a inibição percentual da disfunção endotelial foi de 44,4±3,1% nos ratos tratados 

com ácido lipóico e de 52 ± 4,3% nos ratos tratados com rutina.

Os valores de relaxamento máximo para acetilcolina foram de 100±0% nos 

animais euglicêmicos e de 55,4±3,9% (p<0,05 vs. eugli) nos tecidos de ratos diabéticos, 

enquanto que nos animais tratados com ácido lipóico foi de 75,2 ± 3,1% (p<0,05 vs. 

Db) e de 78,6±6,4 %'(p<0,05 vs. Db) nos tecidos de ratos diabéticos tratados com rutina 

(Tabela 4 e Figura 5).

O relaxamento endotélio-independente induzido por nitroprussiato de sódio 

também não foi afetado neste tecido em nenhum dos grupos (Tabela 4 e Figura 5).
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ura 3. Registro físiográfico representativo do efeito relaxante endotélio-depedente induzido pela acetilcolin 
ih) em anéis de aorta torácica de ratos euglicêmicos ou diabéticos (A) e (B), respectivamente, demonstrando • 
tis de disfunção endotelial nestes últimos. No final da curva de ACh (em B) foi adicionado nitroprussiato d 
io (lpM) para verificar a integridade da musculatura lisa. A resposta endotélio-independente induzida pc 
jprussiato de sódio contudo foi similar em (C), tecidos de ratos euglicêmicos e (D) tecidos obtidos dc rato 
>éticos. Os dois grupos foram tratados por 1 mês com salina (1 mL/Kg; 12/12h, p.o).
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Figura 4. Efeito do tratamento de ratos diabéticos por aloxana com ácido lipóico (20 
mg/Kg/12h) ou rutina (50 mg/Kg/12h) durante 1 mês na resposta endotélio-dependente 
induzida pela acetilcolina em anéis de aorta torácica. Cada ponto representa a média ± 
erro padrão de pelo menos 7 unidades experimentais. *p<0,05,  ANOVA seguida da 
correção de Tukey-Kramer vs. Diabético+salina. # p<0,05, ANOVA seguida da 
correção de Tukey-Kramer vs. euglicêmico+salina.

Figura 5. Efeito do tratamento de ratos diabéticos por aloxana com ácido lipóico (20 
mg/Kg/12h) ou rutina (50 nig/I<g/12h) durante 1 mês na resposta endotélio-dependente 
induzida pela acetilcolina no leito arteriolar mcsentérico. Cada ponto representa a média 
± erro padrão de pelo menos 7 unidades experimentais. *p<0,05,  ANOVA seguida da 
correção de Tukey-Kramer vs. Diabético+salina. # p<0,05, ANOVA seguida da 
correção de Tukey-Kramer vs. euglicêmico+salina.
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Figura 6. Registro fisiográfico representativo da resposta endotélio-dependente para 
acetilcolina em aortas obtidas de ratos euglicêmicos tratados com salina (lmL/Kg/12h; 
v.o por 4 semanas) (A), diabéticos tratados com salina (1 mL/Kg/12h- v.o durante 4 
semanas) (B), diabéticos tratados com ácido lipóico (AL; 20 mg/Kg/12h; v.o - 4 
semanas) (C) ou diabéticos tratados com rutina (50 mg/Kg/12h; v.o-4 semanas) (D).
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Figura 7. Registro fisiográfico representativo da resposta endotélio-dependente 
induzida pela acetilcolina no leito arteriolar mesentérico obtido de ratos euglicêmicos 
tratados com salina (1 mL/Kg/12h-v.o durante 4 semanas) (A), diabéticos tratados conrt 
salina (1 mL/Kg/12h-durante 4 semanas) (B) ou diabéticos tratados com rutina (50 
mg/Kg/12h; v.o-por 4 semanas).
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Figura 8. Efeito do tratamento de ratos diabéticos por aloxana com ácido lipóico (20 
mg/Kg/12h) ou rutina (50 mg/Kg/12h) durante 1 mês na resposta endotélio- 
independente induzida pelo nitroprussiato de sódio em anéis de aorta torácica. Cada 
ponto representa a média ± erro padrão de pelo menos 7 unidades experimentais.

Figura 9. Efeito do tratamento de ratos diabéticos por aloxana com ácido lipóico (20 
mg/Kg/12h) ou rutina (50 mg/Kg/12h) durante 1 mês na resposta endotélio- 
independente induzida pelo nitroprussiato de sódio no leito arteriolar mesentérico. Cada 
ponto representa a média ± erro padrão de pelo menos 7 unidades experimentais.
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Tabela 3. Parâmetros das curvas dose-resposta aos vasodilatadores endotélio- 
dependente (acetilcolina;Ach) ou endotélio-independente (nitroprussiato de sódio;SNP) 
em anéis de aorta torácica obtidas de ratos diabéticos por aloxana tratados com ácido 
lipóico (20 mg/Kg/12h) ou rutina (50mg/Kg/12h) durante um mês.

*p<0,05, teste t de Student não pareado vs. euglicêmico+salina. #p<0,05, teste t de 
Student não pareado vs diabético+salina. 95% IC=intervalo de confiança de 95%.

Grupo R,u.âx(%Fen) PD2 [95%IC] n
Diabéticos + salina

ACh 45,4 ±2,5* 7,5 [7,9-7,1] 12
SNP 100 6,8 [7,0-6,7] 12

Euglicêmico + salina
ACh 94,4 ± 4,6 8,0 [8,3-7,6] 7
SNP 100 7,7 [8,0-7,5] 7

Diabético + ác. lipóico
ACh 52,2±3,1 7,6 [8,0-7,2] 7
SNP 100 7,3 [7,4-7,2] 7.

Diabético + rutina
ACh 81,1+3,6# 7,6 [9,7-5,9] 11
SNP 100 6,7 [7,2-6,6] 11

Tabela 4. Parâmetros das curvas dose-resposta aos vasodilatadores endotélio- 
dependente (acetilcolina;Ach) ou endotélio-independente (nitroprussiato de sódio; SNP) 
no leito arteriolar mesentérico de ratos diabéticos por aloxana tratados com ácido 
lipóico (20 mg/Kg/12h) ou rutina (50mg/Kg/12h) durante um mês.

*p<0,05, teste t de Student não pareado vs. euglicêmico+salina. #p<0,05, teste t de 
Student não pareado vs diabético+salina.

Grupo Rmi-n(%Fen) PD2 [95% 1C] n
Diabéticos + salina

ACh 55,4 + 3,9* 5,7 [6,3-5,2] 12
SNP 100 6,8 [7,0-6,7] 12

Euglicêmico + salina
ACh 100 6,4 [6,6-6,2] 7
SNP 100 7,3 [7,5-7,0] 7

Diabético + ác.lipóico
ACh 75,2 ±3,1# 5,8 [6,1-5,5] 7
SNP 100 6,9 [7,2-6,71 7

Diabético + rutina
ACh 78,6 ± 6,4# 6,3 [6,6-5,9] 11
SNP 100 7,1 [7,5-6,7] 11



Tabela 5. Perfil lipídico (colesterol total, HDL, LDL, VLDL e triglicerídes), pressão arterial média, peso corporal e glicemia de ratos jovens ou senescentes 
antes e após 4 semanas de tratamento com rutina, salina ou ácido lipóico.

Grupos (I to IV) n Peso • 
corporal

(g)

PAM
(mmHg)

Glicose sérica
(mg/dL)

Colesterol 
Total

(mg/dL)

TG
(mg/dL)

HDL
(mg/dL)

VLDL
(mg/dL)

LDL
(mg/dL)

(I) ratos jovens 6 253,7±16,7 84,6±4,7 92,8±2,6 59,7±7,6 26±3 11,9±1,3 54,9±15,2
(I) ratos jovens + salina 6 280,6±13,4 87,9+5,2 82,3±4,4 89,9±2,3 66,4+3,8 24,8±2,9 13,3±1,4 51,8113,1
(II) ratos senescentes 6 432,5+24,2 108,6±3,7* 63,8±17,4 60,6+6,7 I6,7±4,l 12,1±2,1 35±3,7
(II) ratos senescentes + salina 6 487,6±21,3 124,3±14,7* 109,7±3,5 64,9±15 64,4±7 14,3±3,2 12,9±2,1 37,7±2,1

(III ratos senescentes 6 445,7±19,4 116,9±4 106,7±18,7 122,4+4,5* 25,1±3,7 24,5±2,9 57,1+4,9

(III ratos senescentes + rutina 6 493,5±27,3 108±7,2 118,6±4,3 99,6±16,9 86,7±13,1# 33,3±2,9 17,3±2,6 49±13,6

(III ratos senescentes 6 426,7±18,7 135±13.9 80,5±4,9 73,8±6,7 20,9±2,7 14,8±2,6 44,8±4,8
(III) ratos senescentes + ac. lipóico 6 457,5±23,8 112±5,4 97,9±7,I# 78,3±6,7 71,3±8.7 22,9±3,4 14,3±2,4 41,I±5,5

* p<0,05, teste t de Student não pareado bicaudal, comparado com ratos jovens. # p<0,05, teste t de Student pareado bicaudal, comparado com respectivo 
controle antes do tratamento. PAM= pressão arterial média; TG= triglicerídes; HDL= lipoproteína de alta densidade; VLDL= lipoproteína de densidade 
muito baixa e LDL= lipoproteína de baixa densidade.



p<0,001

Figura 10. Variação do índice aterogênico (IA), calculado pela seguinte fórmula IA= (LDL+VLDL)/HDL nos grupos de ratos jovens (3-4 meses 
de vida) tratados durante 4 semanas com salina ou nos ratos senescentes (>24 meses de vida) tratados com salina (1 mL/Kg/12h; p.o). ácido 
lipóico (20 mg/Kg/12h; p.o) ou rutina (50 mg/Kg/12h; p.o). As baixas representam a média ± eixo padrão da média de 6 animais. *p<0,05.  teste t 
de Student pareado vs respectivo controle antes do tratamento



Por outro lado o perfil dos animais senescentes revelou uma pequena elevação 

na pressão arterial média (87,9±5,2mmHg-jovem vs. 124,3±14,7mmHg-senescente , 

p<0,05) acompanhada de uma elevação nos valores glicêmicos (84,6±4,7 mg/dL vs. 

108,6±3,7 mg/dL). Em apenas um dos grupos (senescentes controle antes do tratamento 

com rutina) havia uma hipertrigliceridemia significante (122,4±4,5 mg/dL -Db pré- 

rutina vs. 59,7±7,6 jovens mg/dL p<0,05.) Esta hipertrigliceridemia ldi restaurada a 

níveis de normalidade pelo tratamento com rutina (122,4±4,5 vs. 86,7±13,1, p<0,05) 

(Tabela 5).

Nesse grupo de animais o índice aterogênico também foi significativamente 

maior que controles jovens cie mesmo sexo (2,62±0,04 vs 3,54±0,07 (p<0,05). O 

tratamento oral com ácido lipóico foi capaz de reverter o índice aterogênico de 

2,85±0,05 para 2,42±0,05 (p<0,05) e com o tratamento com rutina de 3,25±0,08 para 

l,99±0,09 (p<0,05) (Figura 9).

A resposta máxima vasodilatadora à acetilcolina foi de 89,4±2,9% nos ratos 

jovens tratados com salina e de 40,2±4,8% nos animais senescentes. Os animais tratados 

com ácido lipóico apresentaram uma resposta vasodilatadora máxima em resposta à 

acetilcolina de 63,5±4,9% (p<0,05 vs. senescentes) e 77,3±6,4% nos ratos tratados 

(p<0,05 vs. senescentes) com rutina (Tabela 6 e Figura 10 e 12). A disfunção endotelial 

calculada nestes animais foi de 55±5,2% comparada com 29±3,4% (p<0,05) nos 

animais tratados com ácido lipóico e 13,5±1,3% (p<0,05) nos ratos tratados com rutina. 

A inibição percentual da disfunção endotelial dos animais senescentes após tratamento 

com ácido lipóico foi de 47,4±3,7% (p<0,05) e nos animais tratados com rutina foi de 

75,4±4,9% (p<0,05).

Nesses animais a resposta ao nitrovasodilatador, nitroprussiato de sódio, também 

ficou inalterada entre os grupos (Tabela 6 e figura 13).

A diminuição máxima da pressão de perfusão do leito arteriolar mesentérico

induzida por acetilcolina nos animais senescentes foi de 46,6+2,3% comparada com

100±0% (p<0,05) obtidas em tecidos de ratos jovens. O grupo de animais tratados com
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ácido lipóico apresentou resposta máxima de 72,1±4,2% (p<0,05 vs. senescentes) e 

93,9±3,7% (p<0,05 vs. senescentes) nos animais tratados com rutina (Tabela 7 e Figura 

11). Os animais senescentes apresentaram uma disfunção endotelial de 53,4±4,2% 

comparada com 27,9 ±3,7% nos animais tratados com ácido lipóico e 6,1±1,3% nos 

tecidos obtidos de ratos senescentes tratados com rutina. A inibição percentual da 

disfunção endotelial no grupo de animais tratados com ácido lipóico foi de 47,8±5,4% e 

de 88,6±6,7% nos animais tratados com rutina.

De maneira similar, a resposta vasodilatadora ao nitroprussiato de sódio não foi

signifícativamente diferente nos diversos grupos estudados (Tabela 7 e Figura 14).
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—s— >24-rneses+veíciilo
-a— >24-meses+rutina

—3-4meses+veículo
>24-meses+ác lip.

Figura 11. Efeito do tratamento de ratos senescentes (idade >24 meses) com ácido 
lipóico (20 mg/Kg/12h) ou rutina (50 mg/Kg/12h) durante 1 mês na resposta endotélio- 
dependente induzida pela acetilcolina (Ach) em anéis de aorta torácica. Cada ponto 
representa a média ± erro padrão de 6 unidades experimentais. *p<0,05,  ANOVA 
seguida da correção de Tukey-Kramer vs. senescentes+salina. # p<0,05, ANOVA 
seguida da correção de Tukey-Kramer vs. jovens+salina.

Figura 12. Efeito do tratamento de ratos senescentes com ácido lipóico (20 mg/Kg/ 12h) 
ou rutina (50 mg/Kg/12h) durante 1 mês na resposta endotélio-dependente induzida por 
acetilcolina (Ach) no leito arteriolar mesentérico perfundido. Cada ponto representa a 
média ± erro padrão de 6 unidades experimentais. *p<0,05,  ANOVA seguida da 
correção de Tukey-Kramer vs. senesccntes+salina. # p<0,05, ANOVA seguida da 
correção de Tukey-Kramer vs. jovens+salina.
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Figura 13. Efeito do tratamento de ratos senescentes com ácido lipóico (20 mg/Kg/12h) 
ou rutina (50 mg/Kg/12h) durante 1 mês na resposta endotélio-independente induzida 
pelo nitroprussiato de sódio em anéis de aorta torácica. Cada ponto representa a média ± 
erro padrão de 6 unidades experimentais.

Figura 14. Efeito do tratamento de ratos senescentes com ácido lipóico (20 mg/Kg/12h) 
ou rutina (50 mg/Kg/12h) durante 1 mês na resposta endotélio-independente induzida 
pelo nitroprussiato de sódio no leito arteriolar mesentérieo Cada ponto representa a 
média ± erro padrão de 6 unidades experimentais.
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Tabela 6. Parâmetros das curvas dose-resposta aos vasodilatadores endotélio- 
dependente (acetilcolina; Ach) ou endotélio-independente (nitroprussiato de sódio; 
SNP) em anéis de aorta torácica obtidas de ratos senescentes tratados com ácido lipóico 
(20 mg/Kg/12h) ou rutina (50mg/Kg/12h) durante um mês.

*p<0,05, teste t de Student não pareado vs. euglicêmico+salina. #p<0,05, teste t de 
Student não pareado vs diabético+salina.

Grupo Rniâx (% Fen) PD2 [95%ICj n
Senescentes + salina

ACh 40,2 ± 4,8* 6,4 [7,6-5,2] 6
SNP ' 100 7,0 [7,3-6,8] 6

Jovens + salina
ACh 89,4 ± 2,9 7,5 [8,3-6,7] 6
SNP 100 7,8 [8,0-7,6] 6

Senescentes + ác. lipóico
ACh 63,5±4,9# 6,8 [15,4-7,9] 6
SNP 100 6,9 [7,2-6,6] 6

Senescentes + rutina
ACh 77,3±6,4# 7,1 [7,9-6,4] . 6
SNP 100 7,7 [8-7,4] 6

Tabela 7. Parâmetros das curvas dose-resposta aos vasodilatadores endotélio- 
dependente (acetilcolina; Ach) ou endotélio-independente (nitroprussiato de sódio; 
SNP) no leito arteriolar mesentérico de ratos senescentes tratados com ácido lipóico (20 
mg/Kg/12h) ou rutina (50mg/Kg/12h) durante um mês.

Student não pareado vs diabético+salina.

Grupo RI1Iilx(%Fen) PD2 [95%IC] n
Senescentes + salina

ACh 46,6±2,3* 7,0 [7,9-6,1] 6
SNP 91,4±4,6 6,8 [7,2-6,5] 6

Jovens + salina
ACh 100 6,5 [6,8-6,2] 6
SNP 100 7,1 [7,7-6,5] 6

Senescentes + ác. lipóico
ACh 72,1 ±4,2# 6,6 [7,5-5,7] 6
SNP 96,4±2,6 7,2 [7,9-6,6] 6

Senescente + rutina
ACh 93,9 ±3,7# 6,5 [6,6-6,3] 6
SNP 100 6,7 [7,2-6,1] 6

*p<0,05, teste t de Student não pareado vs. euglicêmico+salina. #p<0,05, tes±e t de
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4.1.2 Ratos diabéticos por aloxana tratados por via oral com componentes elo 

mediador putativo da insulina (d-quiro-inositol e metil-d-quiro-inositol)

Os ratos tratados com aloxana apresentaram hiperglicemia (89,6±9,0 mg/dL vs. 

392+31,7 mg/dL, p<0,05) persistente após indução que estava associada a 

hipertrigliceridcmia (63±8,3 mg/dL vs. 132±29,7 mg/dL, p<0,05). O ganho de peso foi 

reduzido nestes animais em comparação com ratos euglicêmicos de mesma idade e sexo 

(27,5±3,4%-eugli vs. 7,9±1,5%; p<0,05-Db). Nenhum dos tratamentos foi capaz de 

restaurar o ganho de peso desses animais (Tabela 8).

A hipertrigliceridemia associada foi signifícativamente restaurada após 

tratamento com D-quiro-inositol (254,6±53,6 mg/dL -Db e 123±12,1 mg/dL; p<0,05- 

Db+D-quiro-inositol) (Tabela 8).

O status diabético induzido por aloxana nesses animais também se caracterizou 

por um índice aterogênico maior em comparação aos animais euglicêmicos de mesma 

idade e sexo (2,03+0,04- eugli vs. 3,86±0,09-Db, p<0,05). O tratamento com D-quiro- 

inositol (4,36±0,06 vs. 2,08±0,06, p<0,05) ou com metil-D-quiro-inositol (3,97±0,08 vs. 

3,07±0,09, p<0,05) foi capaz de diminuir o índice aterogênico desses animais (Figura 

15)
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Tabela 8. Perfil lipídico (colesterol total, HDL, LDL, VLDL e triglicerídes), pressão arterial média, peso corporal e 
glicemia ratos euglicêmicos ou diabéticos'antes e após 4-semanas de tratamento com salina, D-quiro-inositol ou pinitol.

quiro-inosito

Grupos (I to III) N Peso
Corporal

(g)

PAM 
(mmHg)

Plasma 
glucose 
(mg/dL)

Colesterol 
total 

(mg/dL)

TG 
(mg/dL)

HDL
(mg/dL)

VLDL
(mg/dL)

LDL
(mg/dL)

(I) Euglicêmico 7 247±15,6 89,6± 9 63,62 5,8 6328,3 2121,9 12,621,6 3024,6

(I) Euglicêmico + salina 7 315 ±21* 91 ±4,3 77,3±6,6 91,1212,7 82212 2822,5 16,422,5 46,728,6

(II) Hipergiicêmico 12 214 ± 12,3 392±31,7 78,327,9 132229,7# 16,122 26,425,9 35,825,0

(II) Hipergiicêmico + salina 12 231 ± 15,4 125±8,7* 435,2±35,6 75,424,3 I07±8# 16,521,7 21,422,2 37,522,6

(III) Hipergiicêmico 9 223,4±I7,3 587248,6" 99,1 ±6,7 254,6253,6
#

18,521,9 50,9210,

7

24,622,4

29,727,2

(III) Hipergiicêmico + D- 9 246±24 116±5,4 410210,2 #* 80,824,6 123212,1* 26,221,4 30+3,3

ap<0.05, teste t de Student pareado bicaudal, comparado com controle respectivo, i.e., com os valores obtidos antes do início dos protocolos experimentais.# p< 0.05 teste t de 
Student pareado bicaudal, comparado do grupo euglicêmico. PAM= pressão arterial média; TG= triglicérides; HDL= lipoproteína de alta-densidade; VLDL= lipoproteína de 
densidade muito baixa e LDL= llipoproteína de baixa densidade

(III) Hipergiicêmico 7 221,4212 334,1215,2 89,524,4 240,7254,3 1823,0 48,1 ±3,4 23,422,6

(III) Hipergiicêmico + Pinitol 7 237±7 11326,8 245+24* 8825,6 221±28 21,624,6 44,225,3 22.223,7



140

Figura 15. Variação do índice aterogênico (IA), calculado pela seguinte fórmula IA= (LDL+VLDL)/HDL nos grupos de ratos 
euglicêmicos tratados com salina ou nos ratos diabéticos por aloxana tratados com salina, D-quiroinositol ou pinitol. As barras 
representam a média ± erro padrão da média de pelo menos 7 animais. *p<0,05,  teste t de Student pareado vs respectivo controle antes 
do tratamento. DCI=D-quiro-inositol: met-DCI=pinitol.
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A disfunção endotelial na aorta de ratos diabéticos foi de 50,5±5,1 % comparada 

com 38,0 ±2,4% nos animais tratados com D-quiro-inositol e 31,4±2,8% (p<0,05) nos 

ratos tratados com metil-D-quiro-inositol. A inibição percentual da disfunção nos 

animais tratados com D-quiro-inositol foi de 24,7±3,9% e nos tratados com metil-D- 

quiro-inositol foi de 37,9±4,7%.

A resposta endotélio-dependente evocada por acetilcolina em anéis de aorta 

torácica de ratos diabéticos foi de 43,7±7,6% comparada com 88,3±3,5% nos tecidos 

obtidos de animais euglicêmicos (p<0,05). Os tecidos de animais tratados por via oral 

com D-quiro-inositol apresentaram resposta máxima relaxante induzida por acetilcolina 

de 54,7±3,6% e de 60,6±3,6% (p<0,05 vs. Db) nos animais tratados com metil-D-quiro- 

inositol (Tabela 9 e Figura 16).

A resposta da musculatura lisa dos anéis de aorta ao nitroprussiato de sódio não 

diferiu significativamente (Tabela 9 e Figura 18).

A queda máxima na pressão de perfusão do leito arteriolar mesentérico induzida 

por acetilcolina foi de 96,9±2,1% nos ratos euglicêmicos comparada com. 32,1±4,3% 

(p<0,05) nos ratos diabéticos. A resposta vasodilatadora máxima nos animais diabéticos 

tratados com D-quiro-inositol foi de 58,7±6,0% (p<0,05 vs. Db) e de 55,4±7,6% 

(p<0,05 vs. Db) (Tabela 10 e Figura 17).

A disfunção endotelial apresentada no leito arteriolar mesentérico de ratos 

diabéticos, neste grupo, foi de 66,9±6,2% comparada com 39,4± 4,3% (p<0,05) nos 

ratos tratados com D-quiro-inositol e 48,8±5,2% (p<0,05) nos animais tratados com 

metil-D-quiro-inositol. O percentual de inibição da disfunção foi de 41 ±3,7% nos 

animais tratados com D-quiro-inositol e de 36,0±3,9% nos animais tratados com metil- 

D-quiro-inositol.

A resposta endotélio-independente não foi alterada em nenhum dos grupos 

estudados (Tabela 10 e Figura 19).
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Figura 16. Efeito do tratamento de ratos diabéticos por aloxana com D-quiro-inositol 
(DCI; 20 mg/Kg/12h) ou pinitol (20 mg/Kg/12h) durante 1 mês na resposta endotélio- 
dependente induzida pela acetilcolina em anéis de aorta torácica. Cada ponto representa 
a média ± erro padrão de pelo menos 7 unidades experimentais. *p<0,05,  ANOVA 
seguida da correção de Tukey-Kramer vs. Diabético+salina. # p<0,05, ANOVA seguida 
da correção de Tukey-Kramer vs. euglicêmico+salina.

Euglicêmico+salina

Hiperglicêmico+salina 

Hiperglicêmico+DCI 

Hiperglicêmico+ pinitol

Figura 17. Efeito do tratamento de ratos diabéticos por aloxana com D-quiro-inositol 
(DCI; 20 mg/Kg/12h) ou pinitol (50 mg/Kg/12h) durante 1 mês na resposta endotélio- 
dependente induzida pela acetilcolina no leito arteriolar mesentérico. Cada ponto 
representa a média ± erro padrão de pelo menos 7 unidades experimentais. *p<0,05,  
ANOVA seguida da correção de Tukey-Kramer vs. Diabético+salina. # p<0,05, 
ANOVA seguida da correção de Tukey-Kramer vs. euglicêmico+salina.
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Figura 18. Efeito do tratamento de ratos diabéticos por aloxana com D-quiro-inositol 
(20 mg/Kg/12h) ou pinitol (20 mg/Kg/12h) durante 1 mês na resposta endotélio- 
independente induzida pelo nitroprussiato de sódio em anéis de aorta torácica. Cada 
ponto representa a média ± erro padrão de pelo menos 7 unidades experimentais.

Figura 19. Efeito do tratamento de ratos diabéticos por aloxana com D-quiro-inositol 
(20 mg/Kg/12h) ou pinitol (20 mg/Kg/12h) durante 1 mês na resposta endotélio- 
independente induzida pelo nitroprussiato de sódio no leito arteriolar mesentérico. Cada 
ponto representa a média ± erro padrão de pelo menos 7 unidades experimentais.
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Tabela 9. Parâmetros das curvas dose-resposta aos vasodilatadores endotélio- 
dependente (acetilcolina;Ach) ou endotélio-independente (nitroprussiato de sódio;SNP) 
em anéis de aorta torácica obtidas de ratos diabéticos por aloxana tratados com D-quiro­
inositol (20 mg/Kg/12h) ou pinitol (20mg/Kg/12h) durante um mês.

*p<0,05, teste t de Student não pareado vs. euglicêmico+salina. *p<0,05, teste t de Student não pareado

Grupo Rn,áx(%Fen) PD2 [95%IC] n
Diabéticos + salina

ACh 43,7 ±7,6* 7,2 [7,3-7,11 12
SNP 100 ±0 6,6 [6,8-6,4] 12

Euglicêmico + salina
ACh 88,3 ±3,5 7,5 [7,6-7,31 7
SNP 100 ±0 7,7 [7,9-7,5] 7

Diabético + DCI
ACh 54,7 ±3,6 8,8 [8,9-8,5] 7
SNP 100 ±0 7,3 [7,6-7,2] 7

Diabético + met-DCI
ACh ■ 60,6 ±3,6# 8,8 [9,0-8,61- 9
SNP 100 ±0 7, 0 [7,2-6,91 9

vs. euglicêmico+salina.

Tabela 10. Parâmetros das curvas dose-resposta aos vasodilatadores endotélio- 
dependente (acetilcolina;Ach) ou endotélio-independente (nitroprussiato de sódio;SNP) 
no leito arteriolar mesentérico de ratos diabéticos por aloxana tratados com D-quiro­
inositol (20 mg/Kg/12h) ou pinitol (20mg/I<g/12h) durante um mês.

*p<0,05, teste t de Student não pareado vs. euglicêmico+salina. *p<0,05, teste t de Student não pareado 
vs. euglicêmico+salina.

Grupo Rniáx(%Fen) pd2 n
Diabéticos ± salina

ACh 32,1 ±4,3* 6,7 [7,1-6,31 12
SNP 100 ±0 6,7 [6,9-6,4] 12

Euglicêmico + salina
ACh 96,9 ±2,1 5,4 [5,7-5,21 7
SNP 100 ±0 7,4 [7,9-6,91 7

Diabético ± DCI
ACh 58,7 ± 6,0# 7
SNP 100 ±0 6,2 [6,8-5,7'|

7,1 [7,3-6,81
7

Diabético ± met-DCI
ACh 55,4 ± 7,6# 6,7 [6,9-6,51 9
SNP 100 ± 0 7,1 [7,7-6,61 9
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4.2. Incubação ou infusão das drogas testes in vitro-. avaliação do potencial curativo

4.2.1. Efeito dos antioxidantes GSH, ácido lipóico e rutina na disfunção endotelial em 

anéis de aorta torácica e leito vascular mesentérico de ratos diabéticos por aloxana

Os ratos desse conjunto experimental (ver Tabela 11) foram utilizados para testes de 

reversão da disfunção endotelial por incubação ou infusão in vitro por 1 hora dos agentes 

testes. A disfunção endotelial apresentada nos anéis de aorta torácica obtidas de ratos 

diabéticos por aloxana foi de 58,2+4,6%. Nos tecidos incubados com catequina a disfunção foi 

de 62±4,8% e naqueles tratados com rutina foi de 38,3+4,5% (p< 0,05). A resposta máxima 

relaxante para acetilcolina foi de 40,4±2,3% nos tecidos de ratos diabéticos comparada com 

96,8+1,2% nos tecidos obtidos de ratos euglicêmicos (p<0,05 vs. Db) (Tabela 12). Nos tecidos 

pré-incubados com catequina a resposta máxima foi de 36,8+4,6% e naqueles pré-tratados com 

rutina foi de 59,7±4,5% (p<0,05) (Tabela 12 e Figura 20a e 22).

Tabela 11. Perfil glicêmicó e peso corporal, após 4 semanas da indução, dos ratos diabéticos 
por aloxana utilizados para os testes in vitro,.

‘p<0,05, teste t de Student não pareado bicaudal, comparado com os animais euglicêmicos. Eístes animais foram 
itilizados para experimentos de anéis de aorta torácica e perfusão de leito vascular mesentérico isolado.

Grupo n Peso corporal(g) Glicose sérica
(mg/dL)

Euglicêmicos 6 245+ 13 75,9+5,4
Diabéticos (controle) 6 196+11,4* 321+25,9*
Diabéticos (rutina) 6 184+9,7* 284+17,6*
Diabéticos +rutina+Sem endotélio 4 213,6+11,4 245,6+12,7*
Diabéticos (rutina)-K+ 60mM 4 182,2+6,3* 221,6+12,3*
Diabéticos (rutina-L-NAME 4 221,3+12,1 324,5+13,4*
Diabéticos (rutina)-ODQ 4 216,7+87 287,6+15,4*
Diabéticos (rutina)-Caribdotoxina-apamina 4 234+123 315,4+12,4*
Diabéticos (catequina) 6 211±13,6 263,8+15,4*
Diabéticos (GSH) 6 215+14,2 315,4+21,4*
Diabéticos (ác. Lipóico) 6 176,3+8,9* 291,3+15,7*
Diabéticos (DCI) 6 209,6+10,9 245,3+1 1,3*
Diabéticos (me-DCI) 6 224,6+14,3 256,7+12,8*
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Em outro conjunto de experimentos a incubação dos tecidos com GSH ou ácido lipóico 

mostrou-se ineficiente em melhorar a resposta endotélio-dependente após incubação por 1 

hora nos tecidos de ratos diabéticos. A resposta máxima para acetilcolina foi de 45,8±6,5% 

(p>0,05 vs. Db) nos ratos tratados com GSH e de 50,4±5,7% (p>0,05 vs. Db) nos pré-tratados 

com ácido lipóico (Tabela 12 e Figura 20b). A leve inibição na disfunção endotelial de 

9,6+1,5% e 17,7±2,1% obtida nestes protocolos não foi estatisticamente significante.

A resposta ao nitroprussiato de sódio foi similar em todos os grupos estudados. A 

resposta máxima relaxante para este agonista foi de 100% em todos os grupos com variação 

não significante dos cologaritmos das concentrações necessárias para produzir metade da 

resposta máxima (PD2) (Tabela 12 e Figura 21 a e b).
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Figura 20. Efeito da incubação por 1 hora dos flavonóides do grupo dos flavonóis (rutina) ou 
do grupo das flavanas (catequina) na concentração de 1 pM no relaxamento vascular 
endotélio-dependente induzido por acetilcolina em anéis de aorta de ratos diabéticos (A). Em 
B é mostrado o efeito dos antioxidantes endógenos GSH e ácido lipóico na concentração de 1 
pM. Os dados são apresentados como média i EPM de seis unidades experimentais/ grupo. 
*p<0.05 vs. respostas obtidas em tecidos de ratos diabéticos pré-tratados apenas com salina. # 
p<0.05 vs. respostas obtidas em tecidos de ratos euglicêmicos. Os controles diabéticos e 
euglicêmicos são os mesmos em A e B e os gráficos estão separados por questão de clareza.
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ugura 21. Eleito da incubação por 1 hora dos flavonóides do grupo dos flavonóis (rutina) ou 
o grupo das flavanas (catequina) na concentração de 1 pM no relaxamento vascular 
ndotélio-independente induzido por nitroprussiato de sódio em anéis de aorta de ratos 
iabéticos (A). Em B é mostrado o efeito dos antioxidantes endógenos GSH e ácido lipóico na 
oncentração de 1 pM. Os dados são apresentados como média ± EPM de seis unidades 
xperimentais/ grupo. Os controles diabéticos e euglicêmicos são os mesmos em A e B e os 
ráficos estão separados por questão de clareza.
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Fen(lp.M)

Figura 22. Registro fisiográfico representativo da resposta endotélio-dependente induzida pela 
acetilcolina em anéis de aorta de ratos euglicêmicos e incubados por 1 hora com salina (A), de 
ratos diabéticos e incubadas com salina (B), de ratos diabéticos e incubadas com ácido lipóico 
iAL) (C) e de ratos diabéticos incubados com rutina (D).
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Tabela 12. Parâmetros das curvas dose-rcsposta aos vasodilatadores endotélio-dependente
(acetilcolina;Ach) ou endotélio-independente (nitroprussiato de sódio;SNP) em anéis de aorta
torácica obtidas de ratos diabéticos por aloxana e incubadas in vitro com lpM de rutina,
catequina, GSH ou ácido lipóico.

P-0,05, teste t não paieado vs. euglicêmico+veículo. #p<0,05, teste t não pareado vs. diabético i veículo.

Grupo Rmáx (%Fcn) PD2 [95%IC] n
Diabéticos + salina 

ACh 40,4 ±2,3* 8,1 [8,3-7,8| 6
SNP 100 6,8 [7,4-7,0] 6

Euglicêmico + salina
ACh 96,8 ± 1,2 7,2 [8,0-6,4| .6
SNP 100 7,5 [7,6-7,3] 6

Diabético + rutina
ACh 59,7±4,5# 7,7 [8,4-7,0] 6
SNP 100 7,6 [7,9-7,1] 6

Diabético + catequina 
ACh 36,8±4,6 8,5 [9,0-8,0] - 6
SNP 100 6,6 [7,4-6,1] 6

Diabético + GSH
ACh 45,8+6,5 8,4 [8,7-8,1] 6
SNP 100 7,5 [7,8-7,1] 6

Diabético + ác. lipóico 
ACh 50,4±5,7# 7,6 [8,3-6,9] 6
SNP 100 7,1 [7,3-6,8] 6
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Tabela 13. Parâmetros das curvas dose-resposta aos vasodilatadores endotélio- 
dependente (acetilcolina;Ach) ou endotélio-independente (nitroprussiato de 
sódio; SNP) leito vascular mesentérico obtidas de ratos diabéticos por aloxana 
infundidos in vitro com lpM de rutina, catequina, GSH ou ácido lipóico na taxa 
de 0,1 mL/min).

“'p<0,05, teste t não pareado vs. euglicêmico+veículo. #p<0,05, teste t não pareado vs. diabético+veícuío.

Grupo Rmáx (%Fcn) PD2 [95%IC] n
Diabéticos + salina

ACh 43,6± 4,6* 6,4 [6,9-5,9] 6
SNP 100 6,8 [7,4-6,4] 6

Euglicêmico + salina
ACh 100 6,7 [7,3-6,1] 6
SNP 100 7,4 [7,9-6,9] 6

Diabético + rutina'
ACh 60,2±5,2# 7,3 [7,6-7,0] 6
SNP 100 7,1 17,7-6,5] 6

Diabético + catequina
ACh 51,1±6,5 6,5 [7,3-5,7] 6
SNP 100 6,1 [6,6-5,71 6

Diabético + GSH
ACh 48,7±5,4 5,9 [6,8-5,11 6
SNP 100 7,3 [7,7-6,9] 6

Diabético + ác. lipóico
ACh 46,6±4,8 6,1 [6,8-5,4] 6
SNP 100 . 6,4 [7,2-5,6] 6
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No sentido de investigar o possível mecanismo de ação da rutina na reversão da

sfunção endotelial nos vasos de ratos diabéticos por aloxana avaliou-se seus efeitos em vasos

an endotélio removido, na presença de alguns bloqueadores farrnacológicos e em tecidos

é-contraídos com solução despolarizante (K+ 60mM).

A remoção mecânica do endotélio aboliu complctamentc a melhora da resposta 

laxante da acetilcolina induzida pela rutina. A resposta máxima relaxante evocada pela 

jetileolina nos anéis de aorta desendotelizados e pré-tratados com rutina foi dc 11,1 ±4,3% 

nnparada com 59,7±4,5% nos tecidos não desendotelizados (p<0,05) (Tabela 14 e Figura 

3).

A resposta obtida com o pré-tratamento dos anéis de ratos diabéticos com rutina não 

>i significativamente afetada em anéis pré-contraídos com solução despolarizante (K1 

3mM). A inibição da disfunção endotelial foi de 34,2±3,1% nos anéis obtidos de ratos 

iabéticos e pré-contraídos com fenilefrina e dc 47±3,9% (p>0,05) nos anéis pré-contraídos 

om solução despolarizante (Tabela 14 e Figura 24).

A exposição, por 5 min, dos anéis, após 1 hora dc incubação com rutina com o 

loqueador da óxido nítrico sintetase (L-NAME) ou da guanilil ciclase solúvel (ODQ) também 

iloquearam a melhora da resposta endotélio-dependente observada no grupo tratado com 

utina apenas. A resposta máxima à acetilcolina nos tecidos pré-tratados com rutina foi de 

9,7±4,5%, enquanto que naqueles tratados com L-NAME ou ODQ foram dc 14,7±2,9% 

p>0,05) e 12,4±3,5% (p>0,05), respectivamente (Tabela 14 e Figura 25 ).

O uso dos bloqueadores de canais de potássio Ca ’ -sensíveis, caribdotoxina e apamina, 

ião afetou a melhora da resposta endotélio-dependente induzida pela rutina quando utilizada 

soladamente. A inibição da disfunção endotelial nos dois grupos não diferiu estatisticamente 

;endo de 28,3±1,9% e 34,2±3,1, respetivarnente (Tabela 14 e Figura 26).
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ACh (!og M)

igura 23. Efeito da incubação por 1 hora da rutina na concentração de 1 pM no relaxamento 
ascular endotélio-dependente induzido por acetilcolina em anéis de aorta de ratos diabéticos 
om endotélio ou em anéis que tiveram o endotélio removido mecanicamente. Os dados são 
presentados como média ± EPM de pelo menos 4 unidades experimentais/ grupo. *p<0,05,  
dMOVA seguida de Tukey-Kramer vs. diabético+veículo. #p<0,05, ANOVA seguida de 
ukey-Kramer vs. euglicêmico+veículo

v
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rigura 24. Efeito da incubação por 1 hora da rutina na concentração de 1 pM no relaxamento 
■ascular endotélio-dependente induzido por acetilcolina em anéis de aorta de ratos diabéticos 
iré-contraídos com solução despolarizante (K+ 60mM). Os dados são apresentados como 
nédia ± EPM de 4 unidades experimentais/ grupo. *p<0,05,  ANOVA seguida de Tukey- 
Cramer vs. diabético+veículo. #p<0,05, ANOVA seguida de Tukey-Kramer vs. 
uglicêmico+veículo
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gura 25. Efeito dos bloqueadores da NOS (L-NAME) e da guanilato ciclase sóluvel (ODQ) 
) relaxamento endotélio-dependente induzido por acetilcolina em anéis de aorta pré-tratado 
i não com rutina (1 pM). Os dados são expressos como média ± EPM de pelo menos 4 
íidades experimentais. *p<0,05  vs. tecidos de animais diabéticos infundidos com veículo, #p 
0,05 vs. resposta obtida em tecidos de ratos euglicêmicos.&P< 0,05 vs. resposta obtida em 
cidos de coelhos diabéticos e pré-tratados com rutina.

'igura 26. Efeito da mistura caribdotoxina-apamina (bloqueadores dos canais de potássio 
la"+-sensível) no relaxamento endotélio-dependente induzido por acetilcolina em anéis de 
orta pré-tratado ou não com rutina (1 pM). Os dados são expressos como média ± EPM de 
elo menos 4 unidades experimentais. *p<0,05  vs. tecidos de animais diabéticos infundidos 
om veículo, #p < 0,05 vs. resposta obtida em tecidos de ratos euglicêmicos.
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Diabético+ác. lipóico

Figura 27. Efeito da infusão por 1 hora dos flavonóides do grupo dos flavonóis (rutina) ou do 
>rupo das flavonas (catequina) na concentração de 1 pM no relaxamento vascular endotélio- 
dependente induzido por acetilcolina no leito arteriolar mesentérico (A). Em B é mostrado o 
efeito dos antioxidantes endógenos GSH e ácido lipóico na concentração de 1 pM. Os dados 
são apresentados como média ± EPM de seis unidades experimentais/ grupo. Os controles 
diabéticos e euglicêmicos são os mesmos em A e B e os gráficos estão separados por questão 
ie clareza.
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abela 14. Parâmetros das curvas dose-resposta aos vasodilatadores endotélio-dependente 
.cetilcolina; ACh) em anéis de aorta obtidos de ratos diabéticos por aloxana incubados in 
tro com 1 p.M de rutina na ausência e presença de diversos bloqueadores farmacológicos ou 
anipulações fisiológicas.

d<0,05, teste t não pareado vs. diabético+rutina.

Grupo Rimix(% Fen) PD2 [95%IC] n
Diabéticos + veículo 

ACh 40,4 ±2,3* 8,1 [8,4-7,8] 6
Euglicêmico + veículo 

ACh 96,8 ± 1,2 7,2 [8,0-6,4] 6
Diabético + rutina

ACh 59,7±4,5# 7,7 [8,4-7,0] 6
Diabético + rutina (- endot.) 

ACh ■ 11,1±4,3& 8,4 [8,8-8,0] 4
Diabético + rutina + L-NAME 

ACh 14,7±2,9& 7,9 [8,4-7,4] ' 4
Diabético + rutina + ODQ 

ACh 12,4±3,5& 6,7 [7,7-5,7] 4
Diabético + rutina + caribdo-apamin 

ACh 56,4±3,6# 7,4[8,1-6,8] 4
<0,05, teste t não pareado vs. euglicêmico+veículo. #p<0,05, teste lt não pareado vs. diabético+veíciilo

No leito arteriolar mesentérico, a disfunção endotelial calculada para os tecidos obtidos 

; ratos diabéticos foi de 56,7±5,4%, enquanto nos tecidos que foram infundidos com 

itequina foi de 48,9±4,7% (inibição de 13,7±2,4%; p>0,05) e 39,8±4,1% nos tratados com 

tina (inibição de 29,8±3,1%; p<0,05) (ver Tabela 13 e Figura 27 e 28).

Novamente, para melhor entender a ação da rutina na melhoria da resposta do leito 

scular mesentérico à acetilcolina, bloqueadores farmacológicos, remoção do endotélio e 

anipulação das concentrações extracelulares de potássio foram utilizados.

De maneira similar ao observado em anéis de aorta, a remoção do endotélio do leito 

teriolar mesentérico impediu a melhora da resposta vascular induzida pela rutina. A resposta 

áxima relaxante para acetilcolina foi de 60,2±3,2% no leito arteriolar obtido de ratos 

ibéticos e pré-tratados com rutina, de 26,8±4,3% (p<0,05 vs. diabético+rutina) no leito 

.eriolar mesentérico desendotelizado e pré-tratado com rutina. (ver Tabela 15 e figura 29).

Nos tecidos em que o incremento pressórico foi induzido por solução despolarizante 

60 mM) as respostas obtidas na presença da rutina foram semelhantes às obtidas em 
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tecidos pré-contraídos com fenilefrina. A disfunção endotelial calculada nos tecidos de ratos 

diabético pré-contraídos com fenilefrina e pré-tratados com rutina foi de 39,8±4,l% 

comparado com 32,4±3,5% (p>0,05) no leito pré-contraído com K+ 60 mM e também pré- 

tratado com rutina. A inibição da disfunção endotelial obtida nos dois grupos foi de 29,8±3,1% 

comparada com 34,3±2,7% (p>0,05), respectivamente.(Tabela 15 e figura 30).

Em leitos arteriolares mesentéricos pré-tratados com rutina e expostos a L-NAME ou 

ODQ a melhora da função endotelial observada nos tecidos tratados com rutina isoladamente 

foi abolida. A resposta máxima relaxante para acetilcolina em leitos arteriolares obtidos de 

ratos diabéticos e pré-tratados com rutina foi de 60,2±3,2% comparado com 18,8+4,5% 

(p<0,05) na presença de L-NAME e 24,7±6,2% (p<0,05) na presença de ODQ. (Tabela 14 e 

figura 31).

Por outro lado, em outros conjuntos experimentais, a infusão de GSH ou ácido lipóico 

não afetou a resposta endotélio-dependente nos tecidos obtidos de ratos diabéticos de maneira 

significativa. A resposta máxima para acetilcolina nos diabéticos na tratados foi de 43,3±4,6% 

comparada com 48,7±5,4% (p>0,05 vs. Db) e 46,6±4,8% (p>0,05 vs. Db) (Figura 27b). 

Novamente, a resposta ao nitrovasodilatador não diferiu entre os grupos (Tabela 20 e Figura 

28 a e b).
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Tabela 15. Parâmetros das curvas dose-resposta aos vasodilatadores endotélio- 
dependente (acetilcolina; ACh) no leito arteriolar mesentérico obtido de ratos 
diabéticos por aloxana incubados in vitro com IpM de rutina na ausência e 
presença de diversos bloqueadores farmacológicos ou manipulações fisiológicas.

Grupo K-niáx PD2 [95%IC| n
Diabéticos + veículo 

Ach 43,3 ± 4,6 6,5 [6,7-6,2] 6
Euglicêmico + veículo 

Ach 100 ±0,0 5,6 [5,9-5,4] 6
Diabéticos + veículo (- endot.) 

Ach 19,7±5,2 3,3 [-19,3-(+)12,7] 4
Euglicêmico + veículo (- endot.) 

Ach 16,4±4,3 8,3 [11,6-5,0] 4
Diabético + rutina 

Ach 60,2±3,2 5,8 [6,4-5,2] 4
Diabético + rutina (- endot.) 

Ach 26,8±4,3 7,3 [8,0-6,5] 4
Diabético + rutina + L-NAME 

Ach 18,8±4,5 8,9 [10,2-7,6] 4
Diabético + rutina + ODQ

Ach 24,7±6,2 8,1 [5,9-5,4] 4



159

B

Figura 28. Efeito da infusão por 1 hora dos flavonóides do grupo dos flavonóis (rutina) ou do 
grupo das flavonas (catequina) na concentração de 1 pM no relaxamento vascular endotélio- 
independente induzido por nitroprussiato de sódio no leito arteriolar mesentérico (A). Em B é 
mostrado o efeito dos antioxidantes endógenos GSH e ácido lipóico na concentração de 1 pM. 
Os dados são apresentados como média ± EPM de seis unidades experimentais/ grupo. Os 
controles diabéticos e euglicêmicos são os mesmos em A e B e os gráficos estão separados por 
questão de clareza.
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igura 29. Efeito da incubação por 1 hora da rutina na concentração de 1 pM no relaxamento 
ascular endotélio-dependente induzido por acetilcolina no leito arteriolar mesentérico, com 
adotélio removido quimicamente, de ratos diabéticos. Os dados são apresentados como média 
EPM de pelo menos 4 unidades experimentais/ grupo.

igura 30. Efeito da incubação por 1 hora da rutina na concentração de 1 pM no relaxamento 
ascular endotélio-dependente induzido por acetilcolina no leito arteriolar mesentérico de 
atos diabéticos pré-contraídos com solução despolarizante (K+ 60mM). Os dados são 
presentados como média ± EPM de 4 unidades experimentais/ grupo. *p<0,05,  ANOVA 
eguida de Tukey-Kramer vs. diabético+veículo. #p<0,05, ANOVA seguida de Tukey-Kramer 
s. euglicêmico+veículo
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Figura 31. Efeito dos bloqueadores da NOS (L-NAME) e da guanilato ciclase sóluvel (ODQ) 
no relaxamento endotélio-dependente induzido por acetilcolina no leito arteriolar mesentérico 
pré-tratado ou não com rutina (1 pM). Os dados são expressos como média ± EPM de pelo 
menos 4 unidades experimentais. *p<0,05  vs. tecidos de animais diabéticos infundidos com 
veículo, #p < 0,05 vs. resposta obtida em tecidos de coelhos euglicêmicos.&P< 0,05 vs. 
resposta obtida em tecidos de coelhos diabéticos e pré-tratados com rutina.
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4.2.2. Efeito dos componentes do mediador putativo da ação da insulina na disfunção 
endotelial em anéis de aorta torácica e leito vascular mesentérico de ratos diabéticos por 
aloxana

O efeito dos principais componentes do mediador putativo da ação da insulina na 

reversão da disfunção endotelial diabética também foi avaliado.

A incubação de anéis de aorta torácica com D-quiro-inositol (DCI) inibiu a disfunção 

endotelial em 17,9±2,4%, mas este valor não foi estatisticamente significativo. A disfunção 

endotelial apresentada nos anéis de aorta desses ralos diabéticos foi de 53,8±4,6% comparado 

com 44,2±3,2% nos tecidos pré-tratados com DCI. O pré-tratamento com metil-D-quiro­

inositol reverteu parcialmente a disfunção endotelial observada nos anéis não tratados. A 

disfunção nesse grupo foi de 37,7±2,4% correspondendo a uma inibição," em relação ao 

controle não tratado, de 29,9±2,4% (p>0,05). (ver Tabela 16 e figura 32a).

De maneira semelhante ao observado nos anéis de aorta apenas o metil-D-quiro­

inositol foi capaz de reverter significativamente a disfunção endotelial diabética no leito 

arteriolar mesentérico. A disfunção endotelial no leito arteriolar mesentérico após infusão com 

DCI foi de 39,7±3,2% comparada com 49,2±4,3% (p>0,05) obtida em tecidos pré-tratados 

com salina. Estes valores correspondem a uma inibição da disfunção de 25,4±2,8%, que apesar 

de representarem uma tendência não foram estatisticamente significativos. Nos tecidos pré- 

tratados com me-DCI, por sua vez, a disfunção endotelial foi de 27,6±2,2% (p>0.05 vs. 

diabético não tratado). A inibição da disfunção endotelial calculada foi de 43,8±3,7% com 

resposta máxima relaxante à acetilcolina de 68,8±4,7% comparada com 48,3±5,7% (p<0,05; 

n=6) obtida nos tecidos não tratados (ver Tabela 17 e Figura 32b).

A resposta ao agonista endotélio-independente, nitroprussiato de sódio não diferiu 

estatisticamente entre os grupos (Tabela 16 e 17 e figura 33a e b).
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Figura 32. Efeito da incubação por 1 hora de 1 pM dos inositóis D-quiro-inositol (DCI) ou 
metil-D-quiro-inositol (me-DCI) no relaxamento vascular endotélio-dependente induzido por 
acetilcolina em anéis de aorta torácica de ratos diabéticos pela aloxana. (A). Em B é mostrado 
o efeito da infusão desses compostos na resposta endotélio-dependente no leito arteriolar 
mesentérico de ratos diabéticos. Os dados são apresentados como média ± EPM de seis 
unidades experimentais/ grupo.
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Figura 33. Efeito da incubação por 1 hora de 1 pM dos inositóis D-quiro-inositol (DCI) ou 
metil-D-quiro-inositol (me-DCI) no relaxamento vascular endotélio-independente induzido 
por nitroprussiato de sódio em anéis de aorta torácica de ratos diabéticos pela aloxana. (A). 
Em B é mostrado o efeito da infusão desses compostos na resposta endotélio-independente no 
leito arteriolar mesentérico de ratos diabéticos. Os dados são apresentados como média ± EPM 
dc seis unidades experimentais/ grupo.
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Tabela 16. Parâmetros das curvas dose-resposta aos vasodilatadores endotélio-dependente 
(acctilcolina;ACh) ou endotélio-independente (nitroprussiato de sóclio;SNP) cm anéis de aorta 
torácica obtidas de ratos diabéticos por aloxana incubados in vitro com lpM de D- 
quiroinositol (DCI) ou metil-D-quiroinositol (me-DCI).

*p<0,05, teste t não pareado vs. euglicêmico+veículo. #p<0,05, teste t não pareado vs. diabético+veículo.

Grupo Rllliix(%Fcn) PD2 [95%IC] n
Diabéticos + veículo

ACh 43,6±2,5* 7,4 [7,9-6,9] 6
SNP 100 7,6 [8,1-7,2] 6

Euglicêmico + veículo
ACh 94,4±4,6 8,0 [8,3-7,61 6
SNP 100 8,0 [8,6-7,8] 6

Diabético + DCI
ACh 52,7±3,6# 7,4 [7,8-7,1] 6
SNP 100 8,2 [8,6-7,8] 6

Diabético + me-DCI
ACh 58,8±3,1# 7,6 [8,0-6,9] . 6
SNP 100 8,1 [8,4-7,8] 6

Tabela 17. Parâmetros das curvas dose-resposta aos vasodilatadores endotélio-dependente 
(acetilcolina;ACh) ou endotélio-independente (nitroprussiato de sódio; SNP) no leito vascular 
mesentérico obtidas dc ratos diabéticos por aloxana infundidos in vitro com 1 pM de D- 
quiroinositol (DCI) ou metil-D-quiroinositol (me-DCI) na taxa de 0,1 mL/min).

*p<0,05, teste t não pareado vs. euglicêmico+veículo. #p<0,05, teste t não pareado vs. diabético+veículo.

Grupo Rn,f,x(%Fcn) Pi)2 [95%IC] n
Diabéticos + veículo

ACh 48,3 ± 5,7* 4,6 [6,8-2,4] 6
SNP 100 6,3 [6,8-5,8] 6

Euglicêmico + veículo
ACh 95±2,9 6,6 [8,1-5,1] 6
SNP 100 6,4 [6,5-6,3] 6

Diabético + DCI
ACh 60,2±4,9# 5,9 [7,6-3,2] 6
SNP 100 6,2 [6,5-5,9] 6

Diabético + me-DCI
ACh 68,8±4,7# 5,6 [7,1-4,1] 6
SNP 100 6,7 [6,9-6,5] 6
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4.2.3. Efeito dos antioxidantes GSH, ácido lipóico, rutina e catequina na disfunção 

endotelial cih anéis de aorta torácica e leito vascular mesentérico de ratos senescentes.

De maneira similar ao observados nos ratos diabéticos, a resposta endotélio- 

dependente nos anéis de aorta dos ratos senescentes apresentou-se diminuída quando 

comparados com ratos jovens de mesma idade e sexo. A disfunção endotelial nos tecidos de 

ratos senescentes foi de 37,2+4,1% comparada com 45,1+3,6% nos diabéticos (p>0,05 

diabéticos vs. senescentes) e 27,6±1,9% nos jovens (p<0,05 jovens vs. senescentes). A 

resposta máxima nos ratos jovens foi de 93,5±4,8% e de 58,7±4,3% nos tecidos de ratos 

senescentes (p<0,05 vs. jovens). O pré-tratamento dos tecidos com catequina não alterou a 

resposta máxima a acetilcolina (51,3±6,2%-senescentes+catequina vs. 58,7±4,3%- 

senescentes). Por outro lado, o pré-tratamento com rutina reverteu .levemente a disfunção 

endotelial na aorta de ratos senescentes (67,7±4,l%-senescentes+rutina vs. 58,7±4,3%- 

senescentes) com inibição percentual da disfunção endotelial de 25,9±2,3% (Tabela 18 e 

Figura 34a). O pré-tratamento dos tecidos de ratos senescentes com GSH ou ácido lipóico não 

reverteu a disfunção endotelial de maneira significativa (Tabela 18 e Figura 34b). A resposta 

ao nitroprussiato de sódio não diferiu entre os grupos (Tabela 18 e Figura 35 a e b).

A disfunção endotelial no leito arteriolar mesentérico do ratos senescentes não tratados 

foi de 48,2±5,1%. A resposta máxima a acetilcolina foi de 51,1±5,9% nos tecidos obtidos de 

ratos senescentes comparada com 98,7±1,5% obtidas nos tecidos de ratos jovens (p<0,05 vs. 

senescentes). A infusão de catequina não alterou a resposta endotélio-dependente nesse grupo 

de animais (Tabela 19 e Figura 36a). Por outro lado, a infusão de rutina inibiu a disfunção 

endotelial em 45±3,9% (p<0,05). A resposta máxima à acetilcolina neste grupo foi de 

72,6+4,3% comparado com 51,1±5,9% obtidos nos tecidos de ratos senescentes não tratados 

(Tabela 19 e Figura 36 a).

Novamente nem a infusão de GSH nem a infusão de ácido lipóico alteraram a resposta 

endotélio-dependente em tecidos obtidos de ratos senescentes. A resposta máxima pra 

acetilcolina nos ratos senescentes foi de 51,1 ±5,9% comparada com 44,6±4,7 (p>0,05 vs. 

senescentes não tratados) nos tecidos infundidos com GSH e 51,4±5,2% nos tratados com 

ácido lipóico (p>0,05 senescentes não tratados) (Tabela 19 e Figura 36b).

As curvas-coneentração resposta ao nitrovasodilatador, nitroprussiato de sódio não 

diferiram entre os grupos estudados (Tabela 19 e Figura 37 a e b).
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Figura 34. Efeito da incubação por 1 hora dos flavonóides do grupo dos flavonóis (rutina) ou 
do grupo das flavanas (catequina) na concentração de 1 pM no relaxamento vascular 
endotélio-dependente induzido por acetilcolina em anéis de aorta de ratos senescentes (A), Em 
B é mostrado o efeito dos antioxidantes endógenos GSH e ácido lipóico na concentração de 1 
pM. Os dados são apresentados como media ± EPM de seis unidades experimentais/ grupo. 
*p<0.05 vs. respostas obtidas em tecidos de ratos senescentes pré-tratados apenas com salina. 
#. p<0.05 vs. respostas obtidas em tecidos de ratos jovens. Os controles senescentes (<24 
meses) ejovens são os mesmos em A e B e os gráficos estão separados por questão de clareza.
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Figura 35. Efeito da incubação por 1 hora dos flavonóides do grupo dos flavonóis (rutina) ou 
do grupo das flavanas (catequina) na concentração de 1 pM no relaxamento vascular 
endotélio-independente induzido por nitroprussiato de sódio em anéis de aorta de ratos 
senescentes (A). Em B é mostrado o efeito dos antioxidantes endógenos GSH e ácido lipóico 
na concentração de 1 pM. Os dados são apresentados como média ± EPM de seis unidades 
experimentais/ grupo. Os controles senescentes e jovens são os mesmos em A e B e os 
gráficos estão separados por questão de clareza.
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Figura 36. Efeito da infusão por 1 hora dos flavonóides do grupo dos flavonóis (rutina) ou do 
grupo das flavanas (catequina) na concentração de 1 pM no relaxamento vascular endotélio- 
dependente induzido por acetilcolina no leito arteriolar de ratos senescentes (A). Em B é 
mostrado o efeito dos antioxidantes endógenos GSH e ácido lipóico na concentração de 1 pM. 
Os dados são apresentados como média ± EPM de seis unidades experimentais/ grupo. Os 
controles senescentes e jovens são os mesmos em A e B e os gráficos estão separados por 
questão de clareza.
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7igura 37. Efeito da infusão por 1 hora dos flavonóides do grupo dos flavonóis (rutina) ou do 
'rupo das flavanas (catequina) na concentração de 1 pM no relaxamento vascular endotélio- 
ndependente induzido por nitroprussiato de sódio no leito arteriolar de ratos senescentes (A), 
im B é mostrado o efeito dos antioxidantes endógenos GSH e ácido lipóico na concentração 
le 1 pM. Os dados são apresentados como média ± EPM de seis unidades experimentais/ 
>rupo. Os controles senescentes e jovens são os mesmos em A e B e os gráficos estão 
oparados por questão de clareza.
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Tabela 18. Parâmetros das curvas dose-resposta aos vasodilatadores endotélio-dependente
(acetilcolina;Ach) ou endotélio-independente (nitroprussiato de sódio;SNP) em anéis de aorta
torácica obtidas de ratos senescentes e incubadas in vitro com lpM de rutina, catequina, GSH
ou ácido lipóico.

Grupo Rmáx (%Fen) PD2 [95%1C] n
Senescentes + salina

ACh 58,7 ±4,4* 7,7 [8,1-7,3] 6
SNP 100 6,4 [6,9-5,9] 6

jovem ± salina
ACh 93,5 ±4,8 7,4 [7,8-7,0] 6
SNP 100 7,3 [7,9-6,6] 6

Senescentes + rutina
ACh 67,7±3,1# 7,9 [8,4-7,4] 6
SNP 100 6,2 [6,8-5,8] 6

Senescentes + catequina
ACh 51,3±6,2 6,7 [7,4-6,0] 6
SNP 100 7,1 [7,8-6,4] 6

Senescentes ± GSH
ACh 49,6±3,8 7,9 [8,4-7,4] 6
SNP 100 6,5 [7,4-5,6] 6

Senescentes + ácido lipóico
ACh 62,2±5,4# 8,1 [9,0-7,2] 6
SNP 100 6,2 [6,8-5,8] 6

*p<0,05, teste t não parcado vs. jovenU veículo. #p<0,05, teste t não parcado vs. senescenic+veiculo.
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fabela 19. Parâmetros das curvas dose-resposta aos vasodilatadores endotélio-dependente 
acetilcolina;Ach) ou endotélio-independente (nitroprussiato de sódio; SNP) leito vascular 
ncscntcrico obtidas dc ratos senescentes c infundidos in vitro com IpM dc rutina, catequina, 
jSH ou ácido lipóico na taxa de 0,1 mL/min).

Grupo Rináx (% Fcn) PD2 [95%IC] n
Senescentes + salina

Ach 51,1 ±5,9* 6,1 [6,9-5,3] 6
SNP 100 6,2 [6,9-5,5] 6

jovem + salina
Ach 98,7± 1,1 7,0 [8,1-5,9] 6
SNP 100 6,9 [7,4-6,4] 6

Senescentes + rutina
Ach 72,6±4,3# 5,8 [6,3-5,3] 6
SNP 100 6,5 [6,8-6,2] 6

Senescentes + catequina
Ach 58,4±5,7 6,5 [6,9-6,1] • 6
SNP 100 5,9 [6,7-5,1] 6

Senescentes + GSH
Ac li 44,6±4,7 6,3 [6,8-5,8] 6
SNP 100 6,8 [7,4-6,2] 6

Senescentes + ac. lipóico
Ach 51,4±5,2 6,8 [7,4-6,2] 6
SNP 100 6,4 [6,9-6,0] 6

*p<0,05, teste t não pareado vs. jovenrit-veículo. #p<0,05, teste t não pareado vs. senescente--i-veíciilo.
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4.2.4. Efeito dos antioxidantes GSH, ácido lipóico e rutina na disfunção endotelial no leito 
vascular renal e anéis de aorta torácica de coelhos diabéticos por aloxana.

O perfil glicêmico dos coelhos após quatro semanas da indução por injeção 

intraperitoneal de aloxana é mostrada na Tabela 20.

Os experimentos de perfusão de rim isolado revelaram uma resposta aos agonistas 

endotélio-dependentes, bradicinina e acetilcolina diminuídas. A disfunção endotelial no rim de 

coelhos diabéticos foi de 71,5±6,7% utilizando-se a bradicinina como agonista e 69,6±5,8% 

para a acetilcolina em comparação às respostas obtidas em coelhos euglicêmicos. A resposta 

máxima para bradicinina nos animais euglicêmicos foi de 26±3,6% e de 7,4±1,2% nos animais 

diabéticos (p<0,05). O tratamento dos tecidos por infusão contínua com duração de 1 hora 

com GSH foi capaz de inibir em 65% a disfunção endotelial para bradicinina'. Nesse grupo a 

resposta máxima para bradicinina foi de 19,5±3,7% (p<0,05 vs. Db) com uma disfunção em 

relação aos animais euglicêmicos de 25±4,3%. A infusão de rins de coelhos diabéticos com 

ácido lipóico por uma hora foi capaz de reverter a disfunção endotelial em 50±4,2%. A 

resposta vasodilatadora máxima para bradicinina nesse grupo foi de 16,7±3,5% (p<0,05 vs. 

Db). O grupo de rins infundidos com rutina apresentou uma resposta máxima de 20,6±4,6% 

(p<0,05 vó\Db) com uma reversão da função endotelial em 71±5,9% (Tabela 21 e Figura 38).

A resposta vasodilatadora máxima à acetilcolina em animais euglicêmicos foi de 

52,7±4,7% comparada com 16±2,0% (p<0,05 vs. eugli) obtida no rim de coelhos diabéticos. A 

disfunção endotelial calculada nesse grupo de coelhos diabéticos pré-tratados com veículo foi 

de 69,6±5,8%. Por outro lado, a disfunção endotelial no grupo de rins infundidos com GSH foi 

de 56,3±3,6% comparada com 69,6±5,8% nos diabéticos, não havendo entre estes grupos 

diferença significativa. A resposta máxima vasodilatadora para acetilcolina no grupo pré- 

tratado com GSH foi de 23±5,4% comparada com 16±2,0% obtido nos tecidos de coelhos 

diabéticos controles. A inibição da disfunção endotelial foi de 19,1±3,6% não sendo, no 

entanto significativa estatisticamente. A disfunção endotelial diabética medida no leito 

arteriolar renal foi inibida em 40,9±3,8% (p<0,05) após infusão com ácido lipóico nestes 

tecidos. A resposta máxima nesses tecidos foi de 31±3,9% (p<0,05 vs. Db) comparada com 

16,2±2,0% obtida nos tecidos de animais diabéticos infundidos com veículo. A infusão de 

rutina no leito arteriolar renal foi capaz de reverter a disfunção endotelial em 70,8±6,3%
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(p<0,05 vs. Db). A resposta máxima de decréscimo na pressão de perfusão do leito vascular 

renal foi de 42±3,4% (p<0,05 vs. Db).(Tabela 21 e Figura 39a).

Em todos os grupos a resposta ao nitrovasodilatador, nitroprussiato de sódio 

permaneceu inalterada (ver Tabela 21 e Figura 39b).
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Tabela 20. Perfil glicêmico e peso corpc.ral de coelhos diabéticos por aloxana após 4 semanas da indução.

GrU; to n Agonista

endotélio-dependente

Massa

corporal (Kg)

Glicose sérica (mg/dL)

(I) Eugl icêmicos 6 BK 2,1+0,2 85,7x6.3

(II) Diabéticos (controle) 6 BK l,6±0,l 262,4+11,7*

(III) Diabéticos (GSH) 6 BK 1,9+0,1 254,6±13,3*

(IV) Diabéticos (Ác. lipóico) 6 BK 1,4+0,1 347,5±16,6*

(V) Diabéticos (rutina) 6 BK 1,6+0,2 316,4±17,4*

(VI) Euglicêmicos 8 ACh l,7±0,2 76,4±5,7

(VII) Diabéticos (controle) 6 ACh l,4±0,2 339,6±21,7*

(VIII) Diabéticos (GSH) 6 ACh l,2±0,l 284,3±16,8*

(IX) Diabéticos (Ác. lipóico) 5 ACh l,6±0,2 343, 1±18,5*

(X) Diabéticos (rutina) 7 ACh l,3±0,l 243,6±15,7*

(XI) Diabéticos (rutina+L-NAME) 4 ACh l,5±0,2 352,3±23,8*

(XII) Diabéticos (rutina+ ODQ e caribdotoxbaa-r pamina) 4 ACh l,4±0,l 412.5124,7*

*p<0,05, teste t de Student não pareado bicaudal, comparado com os animais euglicêmicos. Estes animais foram utilizados para experimentos de perfusão renal e anéis de 
aorta torácica.
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Fig’--a 3<i. Efeito de antioxidantes (glutation reduzido=GSH, ácido lipóico e rutina, na 
concentração de lpM) na vasodilatação endotélio-dependente induzida por bradicinina no 
leito vascular renal de coelhos quando infundidos durante 1 hora antes da realização das 
curvas. O tônus da preparação foi mantido por infusão contínua de fenilefrina (1-5 pM). Os 
dados são expressos como média ± EPM de seis unidades experimentais. *p<0,05  vs. tecidos 
dc ultimais diabéticos infundidos com veículo, #p < 0,05 vs.resposta obtida cm tecidos de 
coelhos euglicêmicos.
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Figura 39. Vasodilatação endotélio-dependente induzida por acetilcolina (A) ou endotélio- 
independente induzida por nitroprussiato de sódio (B) no leito vascular renal de coelhos na 
ausência e presença dc 1 pM de glutationa reduzida (GSH), ácido lipóico ou rutina infundidos 
durante 1 hora antes da realização das curvas. O tônus do leito foi aumentado com infusão de 
fenilefrina (1-5 pM). Os dados são expressos como média ± EPM de seis unidades 
experimentais. *p<0,05  vs. tecidos de animais diabéticos infundidos com veículo, #p < 0,05 
vs.resposta obtida em tecidos de coelhos euglicêmicos.



Tabela 21. Parâmetros das curvas dose-resposta aos vasodilatadores endotélio-dependenles
[acctilcolina;ACh e bradicinina-BK) ou ao agonista cndolélio-indcpcndcnlc (niboprussiato de
sódio;SNP) na pressão de perfusão de rins obtidos dc coelhos diabéticos por aloxana na
ausência e presença de antioxidanles (glulationa reduzida^GSH, ácido lipóico e rutina,
concentração de IpM) comparado com a resposta obtida em animais cugliccmicos.

*p<0,05, teste t não pareado vs. cugüccniico+veículo. //p<0,()5, teste t não pareado vs. diabético tvcículo.

Grupo Rm«x (%é’ca) PD; |95%ÍC] n
Diabéticos + veículo 

BK 7,4 ± 1,2* 8,0 [15,3-3,6] 6
ACh 16 ±2,0* 7,3 [10,4-4,2] 6
SNP 100 ±0 6,8 [7,4-6,3] 6

Eugliccmico + veículo
BK 26 ± 3,6 9,0 [14,7-4,6] 8

ACh 52,7 ± 4,9 11,3 [16,4-6,2] 8
SNP 100 ±0 7,7 [8,2-7,1] 8

Diabético +GSH
BK 19,5 ±3,7# 9,1 [13,3-4,9] ■ 6

ACh 23 ± 5.4 7,6 [11,4-3,8] 6
SNP 100 ±0 6,4 [6,7-6,1] 6

Diabético ± tic. lipóico
BK 16,7 ±3,5# 8,4 [ 14,0-3,0] 5

ACh 31 ± 3,9# 9,8 [14,3-5,3] 5
SNP 100 ±0 7,2 [7,4-7,0] 5

Diabético + rutina
BK 20,6 ± 4,6# 9,0 [11,0-7,0] 7

ACh 42 ± 3,4# 7,5 [10,2-4,7] 7
SNP 100 ±0 6,9 [7,2-6,5] 7
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Em um grupo de rins pcrfundidos o agonista contrátil utilizado para incrementar a 

pressão de perfusão foi uma solução de Krebs-Henscleit com concentração de potássio de 60 

nM (solução despolarizante). A resposta vasodilatadora máxima a acetilcolina cm tecidos de 

mimais euglicêmicos, nestas condições, foi dc 62,3±3,5% comparada com 34,6±3,6% (p<0,05 

/s. eugli) obtido cm tecidos dc coelhos diabéticos. A infusão dc tecidos dc coelhos diabéticos 

:om rutina reverteu a disfunção endotelial nesse grupo cm 44±3,2%. Nesse grupo a resposta 

náxima de queda na pressão dc perfusão do rim isolado foi dc 46,83:2,9% (Tabela 22 e Figura 

10). Quando comparamos o percentual de inibição da disfunção endotelial nos grupos pre- 

:oiitraídos com fenilefrina (70,8+6,3%) c nos grupos pré-contraídos com K' 60 mM 

44±3,2%) constatamos que existe diferença estatística significativa (p<0,05).

Em dois grupos de perfusão renal distintos, a infusão dc rutina foi seguida por infusão, 

lurante a realização das curvas conccntração-rcsposta para acetilcolina, do bloqucador da 

mzimaNOS, L-NAME (100 pM) ou do bloqucador da enzima guanilil ciclase solúvel, ODQ 

100 pM). Nesses grupos a resposta máxima à acetilcolina foi de 10,6±4,3% (na presença de 

,,-NAME e pós infusão dc rutina) e 11,6+5,6% (na presença de ODQ e pós-infusão de rutina). 

Nses valores de resposta máxima foram signifícativamente menores do que aqueles obtidos 

ia ausência dos bloqueadores (p<0,05 vs. Db l rutina) (Tabela 23 e Figura 41).
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-o- Euglicêmico + veículo

ACh (log

Icgura 40. Eleito da rutina (1 piM), infundida durante 1 hora antes da realização das curvas, na 
vasodilatação endotélio-dependente induzida por acetilcolina no leito vascular renal de coelhos. 
O tônus do leito foi aumentado com solução dcspolarizante (K+ 60 mM). Os dados são expressos 
como média ± EPM dc pelo menos 4 unidades experimentais. ;|:p<0,05 vs. tecidos de animais 
diabéticos infundidos com veículo, i/p < 0,05 vs. resposta obtida cm tecidos dc coelhos 
euglicêmicos.

Tabela 22. Peso corporal c gliccmia de coelhos após 4 semanas da indução dc diabetes por 
aloxana ou injeção de veículo e parâmetros das curvas dose-resposta ao agonista endotélio- 
dependente (acetilcolina;ACh) na pressão dc perfusão dc rins, mantida por perfusão contínua 
com solução dcspolarizante (K+ 60 mM), obtidos de coelhos diabéticos por aloxana na ausência c 
presença dc rutina, na concentração de lpM, comparado com a resposta obtida cm animais 
euglicêmicos.

*p<0,05, teste t não pareado vs. cuglicêmico+vcículo. #p<0,05, teste l não pareado vs. diabético+veículo.

Grupo Peso Gliccmia
(mg/dL)

R •lllil X
(%Kh) IT)2 [95%IC] N

Diabéticos + veículo 
ACh l,6±0,2 327,5±14,6 34,6 ± 3,6 7,4 [7,7-7,2] d

Euglicêmico + veículo
ACh . 2,3±0,3 83,624,8 62,3 ± 3,5 7,7 [7,9-7,51 4

Diabético 4-rutina
ACh 1.82.0.2 297212,4 46,8 ± 2,9 7,9 [8,3-7,5] 4
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'igura 41. Efeito dos bloqueadores da NOS (L-NAME) e da guanilato ciclase sóluvcl (ODQ) 
o relaxamento endotélio-dependente induzido por acetilcolina no leito arteriolar renal pré- 
•atado ou não com rutina (1 pM). O tônus do leito foi aumentado com infusão dc fenilefrina 
1-5 pM). Os dados são expressos como média ± EPM dc pelo menos 4 unidades 
xperimentais. *p<0,05  vs. tecidos de animais diabéticos infundidos com veículo, #p < 0,05 
s. resposta obtida cm tecidos de coelhos euglicêmicos. '>P< 0,05 vs. resposta obtida cm 
ccidos dc coelhos diabéticos e pré-tratados com rutina.

.abcla 23. Parâmetros das curvas dose-rcsposla ao agonista endotélio-dependente (ACh) na 
iressão de perfusão de rins obtidos de coelhos diabéticos por aloxana na ausência e presença 
Ia rutina (lpM), ou rutina (lpM) em conjunto com L-NAME (100 pM) ou ODQ (100 pM). 
omparados com a resposta obtida em animais euglicêmicos.

,)<0,05, teste t não parcado vs. euglicêmico+veículo. //p<0,05, teste t não parcado vs. diabético+veículo. 
,p<0,05, teste t não parcado vs. diabético+rutina.

Grupo R-nv.íx i‘l)2 [95%ÍC] N
Diabéticos + veículo

ACh 16 ±2,0* 7,3 [10,4-4,2] 6

Euglicêmico + veículo
ACh 52,7 ± 4,9 11,3 [16,4-6,2] 8

Diabético + rutina
ACh 42 ±3,4# 7,5 [10,2-4,7] 7

Diabético + rutina + L-NAME
ACh 10,6 ± 4,3& 7,0 [7,5-6,4] 4

Diabético + rutina I ODQ
ACh 11,4 ± 5,6& 6,4 [7,1-5,7] 4
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Por outro lado, a disfunção endoíeiial apresentada nos anéis dc aorta lorácica dc 

coelhos diabéticos foi de 71,3±6,4%. A resposta rclaxante máxima à acctilcolina foi de 

100x0% nos tecidos obtidos dc coelhos cugliccmicos e dc 28,7±2,4 cm anéis dc aorta dc 

„oclhos diabéticos (p<-0,05 vs. cugli). A incubação dos tecidos por 1 hora com GS11 promoveu 

ama reversão de 33,2±4,1% na fur.vão cndotclial cem resposta máxima dc 52,4±3,2% 

:omparada com 28,7±2,4% (p<0,05 vs. Db+GSII) obtida nos tecidos dc coelhos diabéticos, 

am tecidos que foram pré-incubados com ácido lipóico a resposta máxima à acctilcolina foi de 

17±4,0% (p<0,05 vs. Db), correspondendo a um... inibição de 25±3,1% na disfunção endotelial 

iprcscntada pelos tecidos não tratados. Dc maneira similar, a incubação dos tecidos por uma 

.íora com rutina foi capaz de reverter a função endotelial em 55±4,3% (p<0,05 vs. Db). Nesses 

.ccidos a resposta máxima à acctilcolina foi dc 68±4,6% (p<0,05 vs. Db) (Tabela 24 e Figura 

12a).

A sensibilidade para acctilcolina dos tecidos tratados com GS1I, ácido lipóico c rutina 

ratmee ter aumentado urna vez que os valores dc PD2 nestes animais foram significativamenle 

naiores, revelando maior potência agonista (Tabela 24).

A resposta endotélio-indcpendcnte está inalterada entre os grupos (tabela 24 e fig. 42).
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igura 42. Efeito de antioxidantes (glutationa reduzida=GSH, ácido lipóico e rutina, 
)ncentração de 1 pM), incubados por 1 hora, no relaxamento vascular endotélio-dependente 
iduzido por acetilcolina (A) ou no relaxamento induzido por nitroprussiato de sódio, agonista 
rdotélio-independente (B) em anéis de aorta de coelhos. Os dados dão apresentados como 
léclia ± EPM de pelo menos 5 unidades experimentais. *p<0.05  vs. respostas obtidas em 
:cidos de coelhos diabéticos pré-tratados apenas com veículo. #. p<0.05 vs. respostas obtidas 
n tecidos de coelhos euglicêmicos.
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i'abí.4;’ 24. Parâmetros cias curvas dosc-resposta aos vasodilatadorcs endotélio-dcpendcnte 
[acctilcolina;ACh) ou cndotélio-indepcndcnte (nitroprussiato de sódio;SNP) na ausência c 
presença de antioxidantes (glutationa reduzida=GSI-I, ácido lipóico e rutina, concentração dc 
1 piM) em anéis de aorta torácica obtidas dc coelhos diabéticos por aloxana

•p<0,05, teste t não pareado vs. etiglicêinico i veículo. #p<0,05, teste t não pareado vs. diabético+veículo.

Grupo is (%2*  Csâ) roço/A . -? /Oí t. | n
Diabéticos + veículo

ACh 28,7 ± 2,4* 9,8 [10,7-8,8] 6
SNP 100 ± 0 8,3 [8,6-8,0] 6

Euglicênrico + veículo
ACh 100±0 9,7 [9,9-955] 8
SNP 100±0 9,4 [9,8-9,2] v

Diabético + GSII
ACh 52,4 ± 3,24 12,3 [13,4-11,4] 6
SNP 100 ±0 8,8 [9,0-8,6] 6

Diabético + ác. lipóico
ACh 47 ± 4,04 12,6 [13,6-11,7] 5
SNP 100 ±0 8,9 [9,2-8,6] 5

Diabético + rutina ■
ACh 68 ± 4,64 12,2 [12,5-11,8] 7
SNP 100 ±0 9,5 [9,7-9,2] 7
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A resposta máxima à acetilcolina cm anéis dc aorta de coelhos diabéticos pré- 

conlraídos com K+ 60 mM foi dc 46,8+3,7% comparado com 87,7±2,3% (p<0,05 vs. Db). A 

reversão da função endotelial nos tecidos tratados com rutina foi 50,6±4,9% (p<0,05 vs. Db) 

com resposta máxima de 67,5±3,2%. Essa resposta foi semelhante a obtida nos tecidos pré- 

contraídos com fenilefrina ( Tabela 25 e Figura 43).

A incubação de L-NAME (100 pM) ou ODQ (100 pM), após 1 h de incubação com 

rutina e na presença desta, Li capaz de prevenir a melhora na função endotelial induzida pela 

rutina. A resposta máxima acetilcolina nos tecidos tratados com L-NAME foi de 10,7±3,1 % e 

dc 5,1±1,3% nos tratados com ODQ. Este relaxamento foi significativamente menor do que 

aquele obtido nos animais diabéticos tratados com veículo (ver Tabela 26 c Figura 44).

Por outro lado, a rmrosta rclaxantc à acetilcolina em tecidos diabéticos incubados com 

rutina por lh c depois expostos a caribdoloxina ' -’pamina, bloqueadores dc canais de potássio 

ativados por cálcio (BKca, , ü-Qa e SKca), não foi signifícativamcntc diferente da resposta 

obtida na ausência desse bloqucmlor. A resposta relaxante máxima foi cie 68,6±4,6% nos 

tecidos obtidos de coelhos diabéticos e incubados com rutina e dc 56,8±3,5 nos tecidos de 

coeíhos diabéticos incubados com rutina por 1 hora e expostos à mistura caribdotoxina- 

apamina (Tabela 26 e Figura 44). A inibição da disfunção do grupo ' incubado com rutina 

foi dc 55±4,3% comparado com 39,4+2,6% obtido nos tecidos incubados com rutina c 

expostos à mistura caribdotoxina-apamina.
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43. Efeito da rutina (1 p.M), infundida durante 1 hora antes da reaiização das curvas, na 
/asodilatação endotélio-dependente induzida por acetilcolina em anéis de aorta torácica de 
■.oelhos. O tônus do leito foi aumentado com solução dcspolarizantc (K+ 60 mM). Os dados 
;ão expressos como media ± EPM dc quatro unidades experimentais. *p<0,05  vs. tecidos de 
mimais diabéticos infundidos com veículo, //p < 0,05 vs. resposta obtida cm tecidos de 
lúcidos euglicêmicos.

1'nbch 25. Parâmetros das curvas dosc-rcsposta ao agonista endotélio-dependente 
acctilcolina;ACh) cm anéis dc aorta torácica, prc-contraídas com solução dcspolarizantc (K1’ 
>0 mM), obtidas de coelhos diabéticos por aloxana na ausência e presença de rutina, na 
•.oncentração de lpM, comparado com a resposta obtida em animais euglicêmicos.

Grupo lítóx (%K+) PD2 [95% IC] N
Diabéticos + veículo

ACh 46,8 ±3,7* 8,4 [8,7-8,1] 4
Euglicêmico + veículo

ACh 87,7 ±2,3 8,6 [8,9-8,2] 4
Diabético -l-rutina

ACh 67,5 ± 3,2// 8,1 [8,4-7,7] 4
j>-~-0,05, teste t não parcado vs. euglicêniico+vcículo. #p<0,05, tes>tc t não parcado vs. diabético i veículo.
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Figura 44. Efeito dos bloqueadores da NOS (L-NAME), da guanilil ciclase sóluvel (ODQ) c 
dc canais de potássio cáício-sensívcis (caribdotoxina e apamina) no relaxamento induzido por 
acetilcolina em anéis dc aorta pré-traladas com rutina (1 pM). Os dados são expressos como 
media v EPM de pelo menos 4 unidades experimentais. *p<0,05  vs. tecidos de animais 
diabéticos infundidos com veículo, #p < 0,05 vs. resposta obtida cm tecidos de coelhos 
eugliccmicos. &P< 0,05 vs. resposta obtida em tecidos de coelhos diabéticos e pré-tratados 
com rutina.
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Tabela 26. Parâmetros das curvas dose-resposta a acetilcolina cm anéis de aorta de coelhos 
diabéticos na ausência e presença da rutina (lpM), ou rutina (lpM) com L-NAME (100 pM), 
ou ODQ (100 pM), ou da mistura caribdotoxina (0,1 pM) e apamina (1 pM)

*p<0,05, teste t não pareado vs. euglicônúco4-vcículo. #p<0,05, teste t não pareado vs. diabético+veículo.

Grupo R„,âx (%Fsm) PD2 [95%IC] n
Diabéticos + veículo

ACh 28,7± 2,4* 9,8 [10,7-8,8] 6

Euglicêmico + veículo 
ACh 100 ±0 9,7 [10-9,4] 8

Diabético + rutina
ACh 68 ± 4,6# 12,1 [12,5-11,6] 7

Diabético + rutina + L-NAME 
ACh 10,7 ± 3,1& 9,2 [9,6-8,8] . 4

Diabético + rutina + ODQ
ACh 5,1 ± 1,3& 8,2 [8,7-7,7] 4

Diabético + rutina + caribdo-apamina
ACh 56,8 ± 3,5# 9,7 [10.1-9,3] 4

&p<0,05, teste t ’’~o pareado vs. diabético+rutina.
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4.2.5. Efeito dos componentes do mediador putativo da insulina na disfunção endotelial 
no leito vascular renal e anéis de aorta tcró.dca de coelhos diabéticos por aloxana.

A incubação dos componentes principais dio mediador putativo da ação da insulina. 

DCI c me-DCI, por 1 hora cm anéis dc aorta de coelhos diabéticos melhorou 

significativamente a resposta endotélio-dependente evocada pela acctilcolina. A disfunção 

endotelial apresentada nos tecidos não tratados foi de 57,8±4,6% comparada com 41,9±3,4% 

(p<0,05) e 35,l±2,8%(p<0,05) obtidas nos tecidos tratados com DCI c me-DCI, 

respectivamente. Esses valores correspondem a uma inibição percentual da disfunção 

endotelial de 27,4±2,3% c o9,2±3,4%, respectivamente. Os valores de resposta máxima para 

acctilcolina nos tecidos não tratados foi de 41,3+2,5% comparada com 56,8+3,4% e 

63,5±5,4% obtidas nos tecidos tratados com DCI e me-DCI, respectivamente. (Tabela 27 e 

Figura 45a).

DE maneira similar, a infusão de D-quiro-inositol ou melil-D-quiro-inositol melhorou 

a resposta cndotélio-dcpcndcnte no leito vascular renal em 49,9±3,7% (p<0,05 Db+DCI vs. 

Db+Veículo) e 63,8±5,6% (p<0,05 Db+me-DCI vs. Db+Veículo), respectivamente. A resposta 

relaxante máxima induzida pela acetilcolina nos tecidos de animais diabéticos não tratados foi 

de 22,9±3,5% comparada com 63,6±4,3% (p<0,05 vs. Db). Nos tecidos infudidos com D- 

quiro-inositol por uma hora a resposta relaxante máxima para acetilcolina foi de 43,2±5,2% 

(p<0,05 vs. Db) e de 48,7±3,2% (p<0,05 vs. Db) nos tecidos obtidos de coelhos diabéticos e 

infundidos com metil-D quiro-inositol (Tabela 27 e Figura 46a).

A resposta endotélio-independente induzida por nitroprussiato de sódio não foi afetada 

cm nenhum dos tecidos pelo diabetes ou por quaisquer dos tratamentos utilizados (Tabelas 27 

e 28 e Figuras 45b e 46b).
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abeia 27. Parâmetros das curvas dose-resposta aos vasodilatadores endotélio-dependente 
icetilcolina;ACh) ou endotélio-independente (nitroprussiato dc súdio;SNP) em anéis de aorta 
)rácica obtidas de coelhos diabéticos por aloxana incubados in vilro com 1 pM de D- 
uiroinositol (DCI) ou metil-D-quiroinositol (me-DCI)

0 PD2 |95%IC 1 N
Diabéticos + veículo

ACh 41,3 ±2,5* 7,2 [7,6-6,91 6
SNP 100 6,8 [7,0-6,6] 6

Euglicêmico + veículo
ACh 97,9 ±0,3 6,1 [6,3-5,81 6
SNP 100 7,0 [7,3-6,?] 6

Diabético + DCI
ACh 7,3 [7,6-7,0] 6
SNP 100 6,6 [6,8-6,4] 6

Diabético + mc-DCI
ACh 63,5±5,4# 7,0 [7,3-6,7 ] 6
SNP 100 6,9 [7,0-6,7] 6

p<0,05, teste t rãio pareado vs. ei igliccmico+vcículo. tlp<■0,05, teste t não pareado vs. diabético-ir VCÍCUlo.
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'igura 45 No painel (A) é mostrado o efeito da incubação por 1 hora dc Ü-quiroinositol ou 
ánitol (me-DCI) na vasodilatação induzida pelo agonistas endotclio-dcpendcníc, acetilcolina 
ACh). Em (B) a resposta endotélio-independente induzida pelo nitroprussiato dc sódio em 
néis de aorta torácica obtidas de coelhos diabéticos por aloxana comparadas com a resposta 
>1?tida em coelhos euglicêmicos. Os dados são apresentados como média ± EPM dc 4 unidades 
:xperimentais. *p<0,05,  ANOVA seguido de Tukey-Kramer vs. tecidos dc animais diabéticos 
afundidos com veículo. // p<0,05 vs. euglicêmicos.



192

Tabela 28. Peso, glicemia Jc coelhos após 4 semanas da indução de diabetes por aloxana ou 
injeção de veículo c parâmetros das curvas dosc-rcsposta ao agonisla cndolélio-dependenle 
(acetilcolinajACh) na pressão de perfusão de rins obtidos de coelhos diabéticos por aloxana na 
ausência e presença da D-quiroinosilol (DCI; IpM) ou pinitol (me-DCI;l pM).

*p<0,05, teste t não pareado vs. cuglicêmico+veículo. #p<0,05, teste t não pareado vs. diabctico+veículo.

Grupo Peso
(Kg)

GkaCCalHil
(mg/d.L)

Rmáx (% i'en) PD2 [95%IC] N

Diabéticos + veículo
ACh l,3±0,l 253,7±13,6* 22,913,6* 10,7 [11,4-10,11 4
SNP 100 ±0 6,8 [7,l-6,5] 4

Euglicêmico + veículo
ACh l,ó±0,2 74,3±4,5 63,6 ± 4,3 9,8 [10,1-9,5] 4
SNP 100 ± 0 7,4 [<8,0-6,8] 4

Diabético + DCI
ACh 1,1 ±0,1 316,3±18,7* 43,2 ± 5,2# 9,7 [9,9-9,5] 4
SNP 100 ± 0 6,6 16,9-6,4] 4-

Diabético + me-DCl l,2±0,l 269,4±17,3*
ACh 4 8,7 ±3,2# 9,4 [9,9-8,9] 4
SNP 100 ±0 6,9 [7,2-6,6] 4
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Figura 46. Efeito da infusão por 1 hora dc D-quiroinositol ou pinitol na vasodilatação 
induzida pelo agonistas endotélio-dependente, acetilcolina (ACh; A) e endotélio- 
independente, nitroprussiato de sódio (SNP; B) no leito vascular renal de coelhos diabéticos 
por aloxana comparadas com a resposta obtida em coelhos euglicêmicos. Os dados são 
apresentados como média ± EPM de 4 unidades experimentais. *p<0,05,  ANO VA seguido dc 
Tukey-Kramer vs. tecidos, de animais diabéticos infundidos com veículo. # p<0,05 vs. 
euglicêmicos.
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4.2.6 Efeito dos antioxidantas naturais GSH, ácido lipóico c rutina na disfunção 
endotelial e nitrérgica de corpos cavernosos de coelhos diabéticos por aloxan.;.

Em experimentos iniciais controles o efeito da estimulação transmural por campo 

elétrico (EPS), que evoca uma resposta nervosa não-adrcnérgica não-coünérgica cujo maior 

componente é nitrérgico, isto é mediado por óxido nítrico de origem neuronal, lbi investigada 

cm tiras de corpo cavernoso obtidas dc coelhos cugliccmicos na ausência e presença de 

bloqueadores farmacológicos em experimentos isolados. Os bloqueadores utilizados nos testes 

com estimulação por campo elétrico transmural foram o L-NAME, bloqueador inespecífíco 

das enzimas óxido nítrico sintetase; ODQ, bloqueador da enzima guanilil ciciaste solúvel; 7- 

NI, bloqueador inespecífíco da enzima óxido nítrico sintetase, que sofre captação neuronal e 

TTX, bloqueador de potenciais de ação ncuronais. A resposta relaxante obtida -na frequência 

máxima utilizada (16 Hz) foi dc 72±4,0%. A resposta máxima oLÁJa nos tecidos pre-tratados 

com L-NAME (100 pM), ODQ (100 pM), 7-N1 (100 pM) ou TTX (lpM) foi de 8,9±2,1% 

(bloqueio de 87,6±4,7%; p<0,05;n=4), 7,6±2,3% (bloqueio dc 89,5±5,7%; p<0,05;n=4), 

8,1±3,4% (bloqueio de 88,8±6,3%; p<0,05;n=4) e 3,1+0,4% (95,7±1,3% de bloqueio; 

p<0,05;n=4), respectivamente (Figura 47a c 48)

A resposta endotélio-dependente induzida por acctilcolina (lpM) cm tiras de corpos 

cavernosos prc-contraídos com fenilefrina foi de 87±8,0%. O pre-tratamento das tiras com 

atropina (10 pM), L-NAME (100 pM) e ODQ (100 pM) reduziu a resposta máxima para 

9,3±4,3% (bloqueio de 89,3±6,4%; p<0,05,n=4), 7,611,6% (bloqueio de 91,3±7,8%; 

p<0,05;n=4) e 3,6±0,7% (bloqueio de 95,9±8,4%; p<0,05;n=4), respectivamente (Figura 47b e 

48).

O relaxamento induzido pelo óxido nítrico (30 pM; nitrato de sódio em solução com 

pll 2,0) foi de 56±4,7% quando estudado na ausência de bloqueadores c de 53,3±3,6% 

(p>0,05) na presença de L-NAME (100 pM) e 5,9±1,2% (bloqueio dc 89,5±7,2%; 

p<0,05;n=4) na presença de ODQ (100 pM) (Figura 47b e 48)

O relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sódio (SNP; 1 pM) foi dc 84±3,6% nos 

tecidos controle, de 85±9,3% (p>0,05) nos tecidos pré-tratado*  com L-NAME (100 pM) e dc 
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12:63,4% (bloqueio de 85,7±6,8%; p<0,05) nos tecidos pré-tr;;'.ados com ODQ (100 pM) 

1Figura 47b).

A diabetes aloxânica causou após 4 semanas da indução unia significativa diminuição 

na resposta nitrcrgica nas tiras de corpos cavernosos isolados. A resposta máxima obtida (com 

frequência de 16 Hz) por estimulação através de campo elétrico transraural diminuiu cm 

58,7±4,3% (p<0,05; n=5) nos tecidos obtidos de coelhos diabéticos (Figura 49a). Os valores 

de resposta relaxante máxima foram de 89,6±6,8% (n=12) nos corpos cavernosos de coelhos 

cuglicêniicos e de 37+4,0 % (p<0,05; n=5) nos tecidos obtidos de coelhos diabéticos, 

respectivamente. De maneira similar, a resposta endotélio-dependente induzida pela 

acetilcolina (1 pM) foi reduzida em 68±5,7% (p<0,05; n=5). A resposta máxima obtida com 

adição de 30 pM ele solução de óxido nítrico foi significativamente menor (45±3,6%, p<0,05) 

nos tecidos de obtidos de coelhos diabéticos (Figura 49b).
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Tabela 29. Perfil glicêmico e peso corporal de coelhos diabéticas por aloxana após 4 semanas 
da indução.

*p<0,05, teste t de Stuucnt não pareado bicaudal, comparado com os animais euglicêmicos. Estes animais foram 
utilizados para experimentos de corpos cavernosos isolados.

C.E a 0

(Kg)

Glicose sérica

(mg/dL)

Euglicêmicos (controle) 12 3,6±0,4 77,4 ±4,3

Diabéticos (controle) 10 2.£±0,3 320,2 ±12,3*

Diabéticos (GSII) 4 3,1 ±0,4 342,3±14,3*

Diabéticos (Ac. lipóico) 4 2,6±0,3 273,4± 11,6*

Diabéticos (rutina; rutina +TT.X) 5 2,42.9,4 257,1±13,2*

Diabéticos (rutina+I.-NAME; rutina+7-NI) 3 2,6+0,3 311±14,6*

Diabéticos (rutina+ ODQ; rutina+ caribdotoxina- 3 3,0±0,4 ’ 265,2± 11,1*

apamina)

Euglicêmicos (K+ 60 mM) 4 2,5±0,3 83,6±7,

Diabéticos (K+ 60 mM; I<+60 mM+ruliaa) 4 3,4±0,2 228,5±15,6*
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Drogas (pM)

Figura 47. Efeito do L-NAME (lOOgM), ODQ (lOOpM), 7-NI (lOOpM) e TTX (lpM) no 
relaxamento induzido por estímulo elétrico transmural (EPS) no corpo cavernoso de coelhos 
euglicêmicos (A). Em (B) é mostrado o efeito do L-NAME (lOOpM) e ODQ (lOOpM) na 
resposta endotélio-dependente induzida por acetilcolina (lpM) e nas respostas endotélio- 
independentes induzida por nitrato de sódio (NO; 30 pM) e nitroprussiato de sódio (1 p.M), 
além do efeito da atropina na resposta da acetilcolina (lpM). Fen = fenilefrina; EPS = 
estimulação por campo elétrico transmural (do inglês “Eletrical Field Stimulation”). * p<0,05, 
ANOVA seguida de Tukey vs. euglicêmicos. Os dados são expressos como média ± erro 
padrão (n=4), tanto para o painel A como para o B.
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Figura 48. Registros fisiográflcos representativos do efeito do L-NAME, ODQ, 7~NI ou 
TTX no relaxamento induzido por acetilcolina (lpM), nitrato dc sódio (100 pM; pH 2.0; 
NO) ou estímulo elétrico transmural (EFS) no corpo cavernoso dc coelhos euglicêmicos. 
Fen=fenilefriiia; EFS = estimulação por campo elétrico transmural (do inglês ‘Eletrical 
Field Stimulation”).
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A incubação dos tecidos com ácido lipóico ou GSH por uma hora não afetou a 

resposta ao estímulo por campo elétrico cm nenhuma das ircqücncias estudadas. A resposta 

obtida na frequência máxima utilizada (16 Hz) foi dc 41,3±5,4% (P>0,05) nos tecidos 

tratados com ácido lipóico e de 53,4±5,7% (p>0,05) nos tecidos tratados com GSH (Figura 

49a e 50a). Por outro lado, a resposta relaxante induzida por acetilcolina foi 

significativamente afetada pelo tratamento com ácido lipóico ou GSH. A resposta máxima 

nos tecidos de animais diabéticos foi dc 27,8±3,8% comparada com 47±5,0% (69±5,7% de 

incremento; p<0,05 vs. Db) e 42,3±5,6% (52±4,6% dc incremento; p<0,05 vs. Db) nos 

corpos cavernosos dc coelhos diabéticos e pré-tratados com ácido lipóico ou GSH, 

respectivamente (Figura 49b e 50b). Apesar da tendência ao incremento nos grupos pré- 

tratados com ácido lipóico ou GSH (aumento de 26±3,4% e dc 12,5±2,1%, 

respectivamente), não houve diferença estatisticamente significante entre a resposta 

induzida por óxido nítrico nos grupos diabéticos e tratados.

Por outro lado, a resposta ao estímulo por campo elétrico foi significativamente 

incrementada nos tecidos incubados com rutina em todas as frequências utilizadas. A 

resposta induzida pela frequência máxima utilizada foi de 63,8±4,0% (p<0,05 vs. Db) 

comparada com 37±4,0% obtidas nos tecidos de coelhos diabéticos (Figura 51 a e b). A 

resposta relaxante induzida pela acetilcolina em tiras de corpo cavernosos de coelhos 

diabéticos não tratados foi de 27,8±3,8% comparada com 74±7,0% (p<0,05 vs. Db) nos 

tecidos pré-incubados com rutina (Figura 52 a e b). A resposta ao óxido nítrico em solução 

foi incrementada em 60,4±6,7% (p<0,05 vs. Db) nos tecidos dc coelhos diabéticos 

incubados com rutina. A resposta máxima obtida na concentração de 100 pAl foi de 

48±5,9% nos tecidos de corpo cavernoso de coelhos diabéticos antes da incubação com 

rutina e de 77±4,1% (p<0,05) após 1 hora de incubação (Figura 52b).



A

Euglicêmico+salina
EZD Diab+salina
I IDiab+ác. lipóico
SE Diab+GSH

B

Drogas (p.M)

Euglicêmico+salina
D Diab+salina

Diab+ác. lipóico
Diab+GSH

Figura 49. Efeito do ácido lipóico (lpM) ou GSH (lpM) no relaxamento induzido por 
estímulo elétrico transmural (EFS) no corpo cavernoso de coelhos diabéticos por aloxana 
(A) comparado com aquele obtido em coelhos euglicêmicos. Em (B) é mostrado o efeito do 
do ácido lipóico (IpM) ou GSH (lpM) nas respostas relaxantes induzidas por ACh (lpM) 
ou óxido nítrico (NO); l-30pM) em tiras de corpos cavernosos obtidas de coelhos 
diabéticos. Fen = fenilefrina; EFS = estimulação por campo elétrico transmural (do inglês 
“Eletrical Field Stimulation”). * p<0,05, ANOVA seguida de Tukey vs. euglicêmicos. # 
p<0,05, ANOVA seguida de Tukey vs. diabéticos. Os dados são expressos como média ± 
erro padrão (n=4), tanto para o painel A como para o B.
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FenlOptM

Figura 50. Registro fisiográfico representativo do eleito da incubação, por 1 hora, de tiras 
de corpo cavernosos obtidas de coelhos com 4 semanas de diabetes aloxânica com 
glutationa reduzida em (A) ou ácido lipóico em (B) nas respostas relaxardes evocadas por 
campo elétrico transmural (20V; 0,5 ms; 2-16Hz).
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Figura 51. No painel (A) é mostrado um traçado representativo do efeito da rutina na resposta 
nitrérgica evocada por campo elétrico transmural e da resposta colinérgica endotélio-dependente. 
em (B) é mostrado o efeito da rutina no relaxamento induzido por campo elétrico transmural (2- 
16Hz) no corpo cavernoso de coelho. *p<0,05,  ANOVA com Tukey como teste post-hoc 
comparado com animais euglicêmicos. # p<0,05, ANOVA com Tukey como teste post-hoc 
comparado com animais diabéticos. Os dados são expressos como média ± erro padrão (n=5).
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Rutina lu.M

(ZZJ Euglicêmico+veículo
EZJ Diabético+veículo

I Diabético+rutina

Figura 52. Registro fisiográfico representativo do efeito da rutina na resposta endotélio- 
dependente induzida por acetilcolina em tiras de corpos cavernosos de coelhos diabéticos (A). Em 
(B) é mostrado o efeito da rutina no relaxamento induzido por acetilcolina (1 pM), nitrato de 
sódio (pH 2,0; NO; 3-100 pM) c nitroprussiato de sódio (1 pM) no corpo cavernoso de coelho. 
*p<0,05, AMOVA com Tukey como teste post-hoc comparado com animais euglicêmicos. # 
p<0,05, ANOVA com Tukey como teste post-hoc comparado com animais diabéticos. Os dados 
são expressos como média ± erro padrão (n=4).
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A resposta relaxante máxima induzida por campo elétrico em tiras de corpo 

cavernosos pré-contraídos com K+60 mM lòi de 83,5±4,6% em tecidos obtidos de coelhos 

euglicêmicos e de 51,3±3,8% (p<0,05 vs. eugli) em tiras de coelhos diabéticos. Em tecidos 

incubados por 1 hora com rutina a resposta relaxante máxima foi de 72,3±4,0% (p<0,05 vs. 

Db).(Figura 53a). Este valor de relaxamento foi semelhante ao obtido em tiras prc- 

contraídas coin fenilefrina. Por outro lado, os tecidos de coelhos diabéticos tratados com 

100 |1M L-NAME, 7-N1 ou ODQ apresentaram resposta ao estímulo transmural 

significativamente reduzidas. As respostas à estimulação elétrica na freqíiência de 16 Hz 

foram de 11,3±1,6% (p>0,05, vs. Db), 15,3±0,3% (p>0,05, vs. Db) e 5,6±1,2% (p>0,05, vs. 

Db) (Figura 53b).

A resposta nitrérgica evocada por campo elétrico em tiras de corpos cavernosos de 

coelhos diabéticos pré-tratados com rutina foi também bloqueada na presença de 

tetrodotoxina. A resposta de coelhos diabéticos na presença de rutina foi de 63,8±4,0% e de 

4,6±0,5% (p<0,05 vs. Db+rutina) em tecidos pré-tratados com rutina e expostos a 

tetrodotoxina (Figura 54a). A mistura caribdotoxina-apamina, porém, não foi capaz de 

afetar a resposta ao estímulo por campo elétrico em coelhos diabéticos após a incubação 

com rutina. A resposta relaxante evocada nesses tecidos foi de 63,8±4,0% comparada com 

59,8±5,4% (p<0,05 vs. Db+rutina) obtidas nos tecidos tratados com rutina e expostos aos 

bloqueadores de canais de potássio cálcio dependente (Figura 54b).

De maneira similar, a resposta a estimulação por campo elétrico transmural, após 

incubação com rutina e glibenclamida, não difere da resposta na presença de rutina 

isoladamente. A resposta à frequência máxima utilizada (16 Hz) foi de 66,6±2,9% nos 

tecidos incubados com rutina e expostos a glibenclamida comparada com 63,8±4,0% 

(p>0,05) nos tecidos tratados apenas com rutina.(Figura 55).
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I 1 Euglicêmico+veículo
I I Diabético+veículo
I 1 Diabético+rutina

EFS (Hz)B

EZZI Euglicêmico + veículo
EZZI Diabético + veículo
....J Diabético + rui

Diabético + rut + L-NAME 
FAZI Diabéiico+rut + 7-Ni 
□HE Diabético+rut+ODQ

Figura 53 No painel (A) é mostrado o efeito da rutina na resposta nitrérgica evocada por campo 
elétrico transmural em tiras de corpos cavernosos de coelhos diabéticos c pré-contraídas com K' 
60 mM. No painel (B) é mostrado o efeito da rutina no relaxamento induzido por campo elétrico 
transmural (2-16Hz) no corpo cavernoso de coelhos diabéticos na ausência e presença de L- 
NAME (IOOpM),7-nitroindazol (7-NI; lOOpM) ou ODQ (lOOpM). *p<0,05,  ANOVA com 
Tukey como teste post-hoc comparado com animais euglicêmicos. # p<0,05, ANOVA com 
Tukey como teste post-hoc comparado com animais diabéticos. & p<0,05, ANOVA seguido de 
Tukey-Krainer comparada com respostas de tecidos diabéticos não tratados. Os dados são 
expressos como média ± erro padrão (n=5) nos três primeiros grupos e (n=3) nos testes com 
bloqueadores.
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EZZD Euglicêmico + veículo
EZ~j Diabético + veículo
EZZD Diabético + rut
Bffl Diabético+rut+TTX

EZZI Euglicêmico + veículo
EE3 Diabético + veículo
CZ~! Diabético + rut

I Diabético+ rut + caribdo-apamina

Figura 54. No painel (A) é mostrado o efeito da tetrodotoxina (bloqueador neuronal) na resposta 
nitrérgica evocada por campo elétrico transmural em tiras de corpos cavernosos dc coelhos 
diabéticos pré-tratados ou não com rutina. No painel (B) é mostrado o efeito da mistura 
caribdotoxina (caribdo; 0,1 pM) c apamina (lj.i.M) relaxamento induzido por campo elétrico 
transmural (2-16Hz) no corpo cavernoso de coelhos pré-tratados ou não com rutina (lpM). 
*p<0,05, ANOVA com Tukey como teste post-hoc comparado com animais euglicêmicos. # 
p<0,05, ANOVA com Tukey como teste post-hoc comparado com animais diabéticos. & p<0,05, 
ANOVA seguido de Tukey-Kramer comparado com respostas de tecidos diabéticos não tratados. 
Os dados são expressos como média ± erro padrão (n=5) nos três primeiros grupos e (n=3) nos 
testes com bloqueadores.
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[..-J Euglicêmico + veículo
EZZ1 Diabético + veículo
f I Diabético + rut
I_ _J Diabético+rut+gliblenclamida

Figura 55. Efeito da glibenclamida (1OpM) (bloqueador de canais de potássio ATP-sensíveis) na 
resposta nitrérgica evocada por campo elétrico transmural em tiras de corpos cavernosos de 
coelhos diabéticos pré-tratados ou não com rutina (IpM). *p<0,05,  ANOVA com Tukey como 
teste post-hoc comparado com animais euglicêmicos. # p<0,05, ANOVA com Tukey como teste 
post-hoc comparado com animais diabéticos. Os dados são expressos como média ± erro padrão 
(n=5) nos três primeiros grupos e (n=3) nos testes com bloqueadores.
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4.2.7 Efeito dos componentes do mediador putativo da insulina «a disfunção 
endotelial e nitrérgica de corpos cavernosos de coelhos diabéticos por aloxana.

A incubação por 1 h de 1 pM dos componentes principais do mediador putativo da 

ação da insulina, D-quiro-Inositol (DCI) e metil-D-quiro-inositol (me-DCI) não alterou a 

resposta ao óxido nítrico exógeno e nem a resposta relaxante induzida por estimulação 

nitrérgica. Apesar de haver urna tendência global ao incremento das respostas nenhuma 

delas alcançou significância estatística.

A incubação dos tecidos com DCI aumentou em 22±3,8% a resposta induzida por 

30 pM dc óxido nítrico enquanto que o me-DCI incrementou essa resposta cm 24,2±3,9% 

sem no entanto apresentar significância estatística. O valor de relaxamento máximo na tiras 

de corpo cavernoso obtidas de coelhos diabéticos foi de 46,5± 3,4% comparada com 

59,6+3,4% nos tecidos pré-tratados com DCI e 61,3±6,3% nos pré-tratados com me-DCI 

(Figura 57a).

Por outro lado, o relaxamento nitrérgico induzido por campo elétrico transmural em 

tiras de corpos cavernos obtidos de coelhos diabéticos foi incrementado em 13±1,6% após 

incubação com DCI e em 28,4±3,4% após pré-tratamento com me-DCI, mostrando uma 

tendência, embora sem significância estatística, a uma melhora da resposta. Os valores de 

resposta a estimulação na frequência de 16 Hz foram de 37±4,0% nos tecidos diabéticos 

não tratados, de 42,5±3,6% naqueles pré-tratados com DCI e de 51,7±2,6% nos incubados 

com me-DCI (Figura 56 e 57b).

Tabela 30. Perfil glicêmico e peso corporal de coelhos diabéticos por aloxana após 4 semanas da 
indução.

*p<0,05, teste t de Student não pareado vs. euglicêmico.

Grupo n Peso corporal (Kg) Glicose sérica 
(mg/dL)

Euglicêmicos (controle) 12 3,6±0,4 77,4 ±4,3
Diabéticos (DCI) 4 2,7±0,l 234,6±1 1,8*
Diabéticos (me-DCI)- 4 2,5±0,l 246, 5±9,6*
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EFS(Hz) DCI1 uM RFftfRVi

Fen 10 pM
me-DCI 1 pM

Lavagem

Fen 10 pM

Figura 56. No painel (A) é mostrado um traçado representativo do efeito da D-quiroinositol na resposta nitrérgica evocada por campo elétrico 
transmural (EFS; 20 V; 0,5 ms; 2-16 Hz) em tiras de corpos cavernosos de coelhos diabéticos por aloxana. Em (B) é mostrado o efeito do pinitol 
(me-DCI) no relaxamento induzido por campo elétrico transmural (2-16Hz) no coipo cavernoso de coelho diabético.



Wi Euglicêmico + veículo
E=3 Diabético + veículo
m Diabético + DCI
EZ3 Diabético + me-DCI

Drogas (p,^)

B

Euglicêmico + veículo
Diabético + veículo
Diabético + DCI
Diabético + me-DCI

Figura 57. Efeito do D-quiroinositol e pinitol, ambos na concentração de 1 pM, no relaxamento 
endotélio-dependente induzido por acetilcolina (1 pM) ou no relaxamento endotélio-independente 
induzido por nitrato de sódio (pH 2,0; NO) no corpo cavernosos isolado de coelhos diabéticos por 
aloxana comparado com a resposta obtida em coelhos euglicêmicos (A). Em B é mostrado o 
efeito das mesmas concentrações destes inositóis no relaxamento nitrérgico induzido por 
estimulação transmural por campo elétrico (EFS). Os dados são expressos como média ± erro 
padrão da média de 4 unidades experimentais. * p<0,05, ANOVA seguida de Tukey vs. 
euglicêmicos.



4.1.8. Efeito dos componentes do mediador putativo da insulina na resposta vasodilatadora 
induzida por oxido nítrico em anéis de aorta torácica e estudo do potencial “scavenger” de 
superóxido desses compostos

Em experimentos iniciais o incremento do tônus, de anéis de aorta pré-contraídos 

submaximalmentc com fenilefrina (0,1 pM), induzido por L-NAME (100 pM) foi utilizado como 

medida indireta da função endotelial. O incremento induzido pelo L-NAME em tecidos obtidos de 

animais jovens foi 111,3±12,3% (ver figura 59 para ilustração) e nos tecidos obtidos de animais 

senescentes foi de 41 ±3,4% (p<0,05 vs. jovens) (Figura 58 e 59).

Nesses tecidos a resposta ao óxido nítrico (NO; 1 pM) foi obtida duas vezes como 

controle interno (1NO e 2NO) e a seguir o tecido foi incubado com superóxido dismutase (15 

u/mL) por 1 minuto e a resposta óxido nítrico repetida. A resposta ao óxido nítrico na segunda 

curva nos ratos senescentes foi de 24,4±3,6% comparada com 43,4±4,2% (p<0,05) obtida após 

incubação com SOD-1. A incubação dos tecidos com DCI nas concentrações de I, 3 e W pM foi 

capaz nas doses maiores de aumentar a resposta ao óxido nítrico para 40,6±2,3% (p<0,05) e 

52,4±5,4% (p<0,05), respectivamente (Figura 60a). De maneira semelhante a incubação dos 

tecidos com SOD-1 nesse grupo incrementou a resposta relaxante do NO de 31,3±4,6% para 

52,6±5,4% (p<0,05) e a incubação do me-DCI (3 e lOpM) incrementou para 57±6,4% (p<0,05) e 

63,1 ±6,4%(p<0,05), respectivamente (Figura 60b e 61).
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B

Figura 58. Registro poligráfico representativo do incrementro no tônus da aorta de ratos jovens (A) ou 
senescentes (B) induzido por L-NAME (100 pM) quando aplicado no platô da resposta contrátil à fenilefrina 
;0,l pM). Em alguns experimentos uma curva dose-resposta ao NO (nitrato de sódio em pH 2,0) foi realizada 
sara experimentos posteriores de potenciação da resposta relaxante induzido por MO pela enzima superóxido 
.lismutase.
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Figura 59. Incrementro no tônus da aorta dc ratos jovens ou senescentes induzido por L- 
NAME (100 jiM) quando aplicado no platô da resposta contrátil à fenilefrina (0,1 pM).*  p< 
0,05, teste t de Student não pareado.
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B
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Figura 60. Efeito do D-quiroinositol (DC1), em A, ou pinitol (me-DCl), em B, na concentração de 1,3 ou 
10 pM na resposta relaxante induzida por 1 pM de nitrato de sódio (pH 2,0 NO) em anéis de aorta torácica 
de ratos idosos normotensos. Este efeito foi comparado com o da adição de superóxido dismutase (SOD; 15 
u/mL) Os dados são expressos como média ± erro padrão da média de 5 e 7 unidades experimentais, 
respectivamente. * p< 0,05 vs. 2NO, análise de variância ANOVA com correção de Tukey. # p<0,05 vs. 
dose anterior de me-DCl, análise de variância ANOVA com correção de Tukey.
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S0D(i5LJ/mD íne-DCIl(fiM) me-DCI3(uM) me-DCIlO(gM)

Figura 61. Efeito do D-chiro-inositol (A) ou metil-D-quiro-inositol (B) na resposta relaxante induzida por lpM de óxido nítrico adicionado 
no platô de uma contração submáxima para acetilcolina. DCI= D-chiro-inositol e me-DCI= metil-D-quiro-inositol.



A potencial atividade scavenger dc superóxido dos inositóis, DCI e me-DCI foi 

avaliada pela capacidade dc inibir a redução do azul dc nitrotctrazólio num sistema gerador 

de superóxido (xantina/xantina oxidase). Na concentração de 1 U/mL a taxa de redução do 

azul de nitrotctrazólio foi dc 0,00610,0003 comparado com 0,02310,0008 (p<0,05) nos 

tubos onde a reação acontecia na ausência de SOD-1. A adição de SOD na concentração 

máxima utilizada (3 U/mL) zerou a reação de redução do azul de nitrotctrazólio (NBT), 

enquanto no mesmo período a taxa de reação nos tubos controle foi de 0,02310,0008 

(p<0,05) nos tubos onde a reação acontecia na ausência de SOD-1 (Figura 62a). A adição 

dos inositóis também foi capaz de diminuir a taxa de redução do NBT. Nas concentrações 

de 0,1, 0,3 e lpM estes compostos inibiram a reação de maneira significativa. A taxa de 

redução do NBT no controle foi de 0,022710,0008, 0,022210,0008 e 0,02310,0008. Nos 

tubos contendo DCI (0,1, 0,3 e 1 pM) as taxas respectivas foram de 0,009510,0009 

(p<0,05), 0,005510,00040 (p<0,05) e 0,003210,0014 (p<0,05). Nos tubos contendo me- 

DC1 as taxas foram respectivamente de 0,0092 1 0,0009 (p<0,05), 0,006210,005 (p<0,05) e 

0,002010,0003 (p<0,05) (Figura 62b).
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A potencial atividade scavenger de superóxido dos inosilóis, DC1 e me-DCl foi 

avaliada pela capacidade de inibir a redução do azul de nilrotctrazólio num sistema gerador 

de superóxido (xantina/xantina oxidase). Na concentração de 1 U/mL a taxa de redução do 

azul de nilrotctrazólio foi de 0,006±0,0003 comparado com 0,023±0,0008 (p<0,05) nos 

tubos onde a reação acontecia na ausência de SOD-I. A adição de SOD na concentração 

máxima utilizada (3 U/mL) zerou a reação de redução do azul de nitrotetrazólio (NBT), 

enquanto no mesmo período a taxa de reação nos tubos controle foi de 0,023±0,0008 

(p<0,05) nos tubos onde a reação acontecia na ausência de SOD-1 (Figura 62a). A adição 

dos inositóis também foi capaz de diminuir a taxa de redução do NBT. Nas concentrações 

de 0,1, 0,3 e lpM estes compostos inibiram a reação de maneira significativa. A taxa de 

redução do NBT no controle foi de 0,0227±0,0008, 0,0222±0,0008 e 0,023±0,0008. Nos 

tubos contendo DCI (0,1, 0,3 e 1 pM) as taxas respectivas foram de 0,0095±0,0009 

(p<0,05), 0,0055±0,00040 (p<0,05) e 0,0032±0,0014 (p<0,05). Nos tubos contendo me- 

DCI as taxas foram respectivamente de 0,0092 ± 0,0009 (p<0,05), 0,0062±0,005 (p<0,05) e 

0,0020±0,0003 (p<0,05) (Figura 62b).
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Figura 62. Em (A) é mostrado o efeito do controle positivo a enzima superóxido dismulase 
(SOD) nas concentrações de 0,03 a 3 (J/mL também comparado com veículo. Em (B) é mostrado 
o efeito dos inositóis D-quiroinositol (DCI) e pinitol (Me-DCI) na taxa de redução do nitrato de 
azul de tetrazólio (NBT- do inglês nitroblue tetrazolium) quando adicionados aos tubos dc reação, 
em conjunto com os rcagentes xantina e xantina oxidase (XA/XO), nas concentrações dc 0,01 a l 
pM comparado com o efeito da adição isovolumétrica do veículo dos mesmos (A). * p< 0,05, 
ANOVA seguido de Tukey-Kramer para medidas repetidas vs. veículo.
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5. Discussão

O endotélio é um importante modulador do tônus e reatividade do músculo liso 

vascular (Furchgott c Zawadzi, 1980), e existe um consenso generalizado que a 

disfunção endotelial pode contribuir para complicações vasculares dc fatores de risco 

cardiovascular, como diabetes, senescência, hipertensão, entre outros (Vriese et al.. 

2000).

O modelo de diabetes aloxânica tanto no rato como no coelho, c caracterizado 

por significativa disfunção endotelial, medida como uma diminuição da resposta 

vasorelaxante endotélio-dependente na vigência de uma resposta inalterada para um 

agente agonista com ação direta no músculo liso vascular (Azadzoi e de Tejada, 1989, 

Tcsfamariam, et al., 1993, Costa e Ford e Fontelcs, 1998).

Extensas experiências conduzidas em seres humanos apontam a disfunção 

endotelial como fenômeno precoce no curso de complicações vasculares como 

aterosclerose, por exemplo. (Ludmer, el al., 1986).

No entanto, o que ainda não está totalmente estabelecido é quais leitos 

vasculares ou quais fatores endoteliais podem ser implicados neta disfunção. Kiff e 

colaboradores, por exemplo, demonstraram que apesar do efeito de vasodilatadores 

endotélio-dependente e endotélio-independentes na pressão arterial de ratos diabéticos 

não anestesiados estar normal quando comparada com euglicêmicos, a resposta destes 

agonistas varia cm diferentes leitos vasculares quando estudados isoladamente (Kiff et 

al., 1991). Tais diferenças refletem, pelo menos em parte, diferenças na contribuição de 

vários fatores relaxantes derivados do endotélio em diferentes leitos vasculares (Nagao, 

llliano e Vanhoutte, 1992; Zygmunt, Ryman c Hõgestãtt, 1995). Por exemplo, o 

relaxamento endotélio-dependente à acetilcolina na artéria fcmoral c quase que 

totalmente dependente de óxido nítrico, enquanto outro fator relaxante derivado do 

endotélio, principalmente o EDFIF, tem um papel importante na artéria inescntérica 

(Zygmunt, Ryman e Hogestatt, 1995).

Os principais fatores de risco identificados nos nossos animais foram 

hiperglicemia persistente, leve dislipidemia com índice aterogcnico aumentado, 

revelando maior concentração de apolipoproteínas contendo LDL, reconhecido fator dc 
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risco para disfunção endotelial principalmente na forma oxidada. Pritchard e cols, 

(1995) c Vergnani e cols. (2000), demonstraram que, por exemplo que o LDL oxidado 

pode causar desacoplamcntos do NOS c diminuir a captação dc L-arginina.

Estes achados, dos fatores de risco encontrados em nossos animais, corroboram 

com os descritos por Kobayashi e Kamata (1999) que relatam aumento no colesterol 

LDL c diminuição da atividade da superóxido dismutase na aorta de ratos diabéticos já 

na quarta semana dc diabetes. Estes fatores podem ser responsáveis pelo leve 

incremento pressórico observado nestes animais, uma vez que cm conjunto com 

glicação não enzimátiea levam a desacoplamento da NOS e também consumação dc 

óxido nítrico, com diminuição da síntese e liberação, além da disponibilidade e 

atividade desta molécula.

O tratamento oral com ácido lipóico, ou rutina bloqueia este incremento 

pressórico. Este efeito pode dever-se a dois fenômenos distintos, quais sejam, uma ação 

direta destes agentes sobre fatores causais importantes como ánion superóxidos, 

peroxinitrito, inibição de glicação avançada, etc. Achados similares foram descritos para 

ácido lipóico no modelo de hipertensão Doca-sal, na qual a administração oral de ácido 

lipóico bloqueia o desenvolvimento da hipertensão cm modelos animais dc resistência 

insulínica (Jacob et al., 1996; Midaoui, 2003).

No caso da rutina, além de sua atividade antioxidante (Zhao et al., 2003). 

Bloqueio da glicação não-enzimática (Nagasawa, et al.. 2003 a e b; Odctti et al., 1990), 

atividade hipoglicemiante (Vcssal el al., 2003), inibição da via da aldose rcdulase 

(Nagasawa, et al, 2003), possui também efeito vasorelaxantc direto in vitro (Duarte, et 

al., 1993 a e b). Além do mais, em animais diabéticos por estreptozotocina, a rutina foi 

capaz dc inibir a glicação de proteínas no músculo esquelético, rim e plasma c este 

efeito foi correlacionado também com diminuição do estresse oxidativo nestes animais. 

A concentração de N(s)-frutoselisina, um marcador precoce de glicação, no músculo e 

rim, está significativamente aumentada no diabetes e é diminuída de maneira 

significante pelo tratamento dos ratos com rutina. Produtos de glicação avançada 

(AGEs) cm proteínas do soro e rim também foram rcdzidas em ratos tratados com 

rutina. A suplemcntação dietética com rutina também inibiu, de maneira menos potente, 

a atividade da aldose redutase neStes animais (Nagasawa el al., 2003b). Gryglcwski c 
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colaboradores (1984) demonstraram a atividade antitrombótica c trombolilica da 

quercetina c rutina as quais envolvem uma ação inibitória sobre a lipoxigcnasc c a 

cicloxigenasc.

O tratamento com rutina, também, diminui sigiiificativamciitc o índice 

aterogênico e os níveis glicêmicos, como também relatado por Versai c colaboradores 

(2003) c Nuraliev e Avczov, 1992. Vessal, Hcmmati c Vasci (2003), relataram o efeito 

hipoglicemiante significativo da quercetina cm ratos diabéticos por estreptozotocina 

sem afetar os níveis glicêmicos de animais normogliccmicos além dc melhorar a 

tolerância à glicose cm testes específicos. Adernais diminui os níveis dc colesterol c 

trigliccrides significativamcntc. Estes dados corroboram com os achados prévios dc 

Nuraliev c Avczov (1992) em animais diabéticos por aloxana, nos quais a quercetina 

além de efeito hipoglicemiante diminuiu os níveis de colesterol e LDL.

A resposta endotélio-dependente da aorta c leito mesentérico de ralos diabéticos 

está diminuída em nossos experimentos com taxas dc disfunção acima dc 50%, o que 

cs1 á de acordo com dados.da literatura (Angulo et al., 1998 c Vailcjo el al., 2000).

Nos anéis de aorta torácica a disfunção do endotélio foi prevenida pelo 

tratamento oral com rutina, mas não com ácido lipóico. Uma vez que os níveis 

glicêmicos destes animais eram comparáveis e não havia severa dislipidemia cm 

nenhum dos grupos, este resultado nos sugere que a atividade antioxidante per si pode 

não ser não ser condição si ne qua non para prevenção da disfunção endotelial. Urna 

peculiaridade da rutina em relação ao acido lipóico, alcnt das já citadas anteriormente, é 

a sua atividade antiinflamatória, uma vez que a doença macrovascular c considerada um 

processo inflamatório. (Shimokawa, 1999). O tratamento oral, com rutina, durante 4 

semanas, foi capuz dc prevenir a disfunção endotelial em ralos diabéticos por aloxana dc 

maneira independente dos níveis glicêmicos desses animais.

for outro lado, no leito vascular arteriolar mesentérico ambos os compostos 

foram eficazes na prevenção parcial do dano endotelial secundário ao diabetes 

revelando talvez uma maior importância do estresse oxidativo nos leitos dc resistência.
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A ausência de diferença entre as curvas de concentração-resposta do 

nitrovasodilatador revela que o mecanismo dc ação destes agentes é específico e 

direcionado ao endotélio. Além do mais, permite concluir que o maquinário contráli 1 do 

músculo liso vascular não é afetado pelo diabetes mcllitus, ou seja, não parece haver 

dano ao músculo liso vascular neste modelo experimental

De maneira similar no outro modelo de disfunção endotelial utilizado a 

scnesccncia, houve um pequeno incremento pressórico no grupo sencsccnte não tratado 

cm comparação ao controle jovem de mesma idade e sexo. Esta leve hipertensão foi 

acompanhada de pequena elevação nos níveis glicêmicos, provável sinal de resistência 

insulínica senil.

O tratamento oral dos ratos por 1 mês com ácido lipóico ou rutina atenua 

parcialmciite a disfunção endotelial tanto nos anéis de aorta como no leito vascular 

mesentérico dos ratos scncsccntes.

Por outro lado, apesar da atividade insulina-símile descrita para os inositóis 

(Larncr e 1-Iuang, 1994) os animais tratados por via oral com estes compostos não 

apresentaram diminuição significativa dc seus níveis glicêmicos. Isto provavelmente se 

deve ao fato da meia-vida da droga ser curta (<2 horas) c ao intervalo entre última dose 

e coleta de sangue ser muito longo (8-12 horas) e que os efeitos hipoglicemiantcs destes 

duram no máximo três horas (Huang al al. 1993). Outra explicação provável é que o 

modelo de diabetes utilizados em nossos experimentos (diabetes tipo 1) não é o modelo 

para o qual estas drogas são indicadas, uma vez que sensibilizam os tecidos para a ação 

da insulina. Estes inositóis tem ação mais evidente na vigência da resistência insulínica 

(diabetes tipo 2), pois além do “bypass” do receptor da insulina e mimetização de 

algumas de suas ações, estes compostos também sensibilizam os tecidos a este 

hormônio (Ortmeyer el al, 1991 e 1995; Nestler el al. 1999). Por exemplo, a 

administração de D-quiro-inositol a ratos com diabetes do tipo 2 induzida por 

estreptozotocina (Ortmeyer et al., 1993), macacos Rhesus (Ortmeyer et al., 1995) e 

humanos (Larncr el al., 1998; Larncr, 2002) cfctivamcntc diminui a hipcrgliccmia, 

trigliceridcmia e melhora a utilização da glicose.
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Apenas o DCI foi capaz dc diminuir significativamente a hiperlrigliceridemia 

apresentada cm todos os grupos de animais diabéticos. A ausência dc eleito do mctil-D- 

quiroinositol, que in vivo é extensamente metabolizado em D-quiro-inositol (Ostlund e 

Sherman, 1996), revela, em conjunto com a tendência do grupo controle diabético de 

retornar a níveis dc controle não-diabético, que este efeito deve ter sido devido a uma 

recuperação espontânea da hipcrlrigliceridemia.

No entanto, ambos os compostos diminuíram os índices atcrogcnicos de maneira 

significativa. Este efeito pode estar associado à melhora do metabolismo da glicose 

induzida por estes compostos com ativação dc enzimas limitantes do metabolismo 

oxidativo da glicose, indução de lipogênese e glicogênese e aumento da captação de 

ácidos graxos livres (Larner e Huang, 1999).

O tratamento dos ratos diabéticos pela aloxana com DCI não preservou 

significativamente a função endotelial nos anéis de aorta, apesar de apresentar uma 

tendência. Os ratos tratados com mc-DCI no entanto, apresentaram uma disfunção 

endotelial significativa. Esta discrepância pode dever-se a uma amostragem pequena o 

suficiente para não permitir a distinção clara entre o grupo tratado e controle. 

Alternativamente, como o me-DCI c mais lipossolúvcl talvez tenha sofrido maior 

absorção e biodisponibilidade, mesmo a nível intracelular.

Por outro lado, no leito vascular mcsentérico ambos os compostos preveniram a 

disfunção endotelial talvez refletindo uma maior concentração no sítio dc absorção c/ou 

maior sensibilidade deste tecido à ação destes compostos, uma vez que o grau dc 

disfunção endotelial foi maior neste tecido em relação à aorta.

Novamente, a resposta aos nitrovasodilatadores não diferiu entre grupos, 

mostrando que o efeito preventivo na disfunção endotelial não está relacionado a uma 

melhora inespecífica da reatividade vascular.

Vale a pena ressaltar que em todos esses experimentos, dc avaliação da 

função/disfunção endotelial in vitro, os tecidos foram mantidos em solução contendo 

indomelacina (lOpM) e que, portanto, a participação de prostanóides vasodilaladorcs no 

fenômeno é improvável. No entanto a possibilidade de que estes compostos, como a 
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rutina, por exemplo, que possui atividade inibitória da COX relatada (Gryglewski el al., 

1984), possam diminuir in vivo a síntese dc prostanóides vasoconstritorcs (PGIX, 

TXA?) e de superóxido derivado da atividade da COX (Witt el al., 1993) c assim 

preservar a função endotelial não foi descartada.

A próxima etapa do estudo foi avaliar o efeito direto dos agentes antioxidantes c 

dos componentes do mediador putativo da insulina na resposta endotélio-dependente cm 

animais com disfunção endotelial estabelecida. Nesse conjunto de experimentos os 

efeitos da rutina, billavanol com atividade antioxidante mista (extra e intracelular) foi 

comparado com os da catequina uma monoflavona (flavan-3-ol) com atividade 

antioxidante extracelular semelhante à vitamina C (Fukuhara el al., 2003).

A catequina não melhorou a resposta endotélio-dependente em nenhum dos 

tecidos estudados. Talvez porque, ao contrário da rutina, este composto sofre de auto- 

oxidação considerável em solução (Galati et al., 2002), principalmente na presença dc 

altas concentrações de oxigênio como as apresentadas na solução, nutridora. 

Corroborando com esta hipótese, de que a catequina age como pró-oxidanlc, a disfunção 

endotelial no grupo pré-tratado com catequina foi maior do que no grupo não tratado.

Usando esta mesma abordagem, mostrou-se que nem o ácido lipóico e nem o 

GSH são capazes de reverter agudamente a disfunção endotelial dos tecidos estudados, 

i.e., anéis de aorta torácica e leito arteriolar mesentérico. No entanto, uma tendência a 

inibição foi observada sem, contudo mostrar significância estatística. Talvez em 

concentrações maiores ou com um número maior de observações seja possível observar 

diferenças significativas.

A rutina mostrou-se eficiente em reverter agudamente a disfunção endotelial nos 

tecidos estudados. Estes dados são reforçados pelos achados de Abeywardena e cols. 

(2001), que demonstraram proteção da resposta endotélio dependente em ratos 

hipertensos c bloqueio de vasoconstrição paradoxical induzida por acetilcolina.

A remoção mecânica do endotélio nos anéis de aorta torácica bloqueou o 

incremento da resposta induzida pela rutina. Desta forma, o sítio provável dc ação da 

rutina é o próprio endotélio vascular.
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A hiperpolarização endotélio dependente das células do músculo liso vascular 

por ação do EDHF, é abolida por concentrações extracelularcs de potássio maiores que 

25mM (Cheu e Suzuki, 1989). No entanto, a reversão da disfunção endotelial induzida 

pela rutina é a mesma num tecido pré-contraído com fenilefrina ou K1 60mM. Portanto, 

uma relação entre o efeito da rutina e incremento da via do EDHF (síntese, liberação, 

aumento da sensibilidade do tecido, proteção de degradação c /ou inativação, etc) e 

improvável. A resposta mediada pelo EDHF também é bloqueada pelo uso da 

combinação de apamina (inibidor de canais de potássio Ca2+-sensíveis de baixa 

condutância) e caribdotoxina, que inibe canais dc potássio Ca2'-sensíveis de 

condutância intermediária e alta (Zygmunt e Hoggestatt,1996; Corriu et al.,1996). 

Reforçando o dado obtido em tecido pré-contraído com K+60mM, o pré-tratamento dos 

tecidos com apamina e caribdotoxina, cm doses relatadas como eficazes no bloqueio da 

resposta mediada pelo EDHF, não altera o efeito da rutina quando comparado com 

grupos tratados apenas com rutina.

A incubação dos tecidos com L-NAME, inibidor da NOSe ou ODQ bloqueador 

da GC solúvel inibe a reversão da disfunção endotelial provocada pela rutina. Este dado 

corrobora com uma provável potenciação da via NO-GMPc como mecanismo de ação 

provável da rutina. Neste sentido este composto foi demonstrado aumentar a 

disponibilidade do NO e inibir inespecificamente íòsfodiesterases (Buetz et al^WQa 

Ajay el al., 2003).

A possibilidade de aumento da síntese e liberação de prostaciclina participar do 

incremento da resposta endotélio-dependente induzida pela rutina foi descartada, pois 

todos os experimentos foram realizadas na presença de indometacina (lOpM).

Por outro lado, a infusão de GSH ou ácido lipóico não foi eficaz em reverter a 

disfunção endotelial no leito arteriolar mesentérico. Apesar de haver tendência à 

melhora, não foi demonstrada diferença estatisticamente significante.

Este dado reforça a idéia de que a rutina pode estar agindo por um mecanismo 

que independe de seu efeito antioxidante, uma vez que o ácido lipóico, também um 

antioxidante misto c quelante de metal, não teve eficácia na reversão aguda da disfunção 
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endotelial. Por outro lado revela que o estresse oxidativo deve ser muito mais 

importante para instalação da disfunção endotelial do que para a sua manutenção.

Os principais componentes do mediador putativo da ação da insulina, D- 

quiroinositol (DCI) e metil-D-quiro-inositol (me-DCI) também foram testados. Para 

avaliar uma provável ação direta na vasculatura que incrementasse a resposta endotélio- 

dependente induzida pela acetilcolina.

Nos tecidos estudados inicialmcntc aorta c leito mcsenlcrico, apenas o me-DCI 

foi capaz de reverter agudamente a disfunção endotelial observada nos tecidos não 

tratados. Todavia, o D-quiroinositol apresentou uma clara tendência à reversão da 

disfunção endotelial que não se mostrou significativa. A maior eficácia do me-DCI 

pode estar relacionada à sua maior lipossolubilidade e sua eficácia pode estar 

relacionada a adequação do metabolismo intracelular às altas concentrações de glicose e 

seu potencial efeito scavenger de superóxido, que culminam com desacoplamento da 

NOSe. Da mesma forma, o efeito do nitrovasodilatador, nitroprussiato de sódio não é 

afetado pelo pré-tratamento com os inositóis revelando o endotélio como sítio de ação 

mais provável.

Nos anéis de aorta e leito arteriolar mesentérico de ratos senescentes, o padrão 

de resposta foi similar aos observados nos animais diabéticos. Dentre os agentes 

utilizados, apenas a rutina reverteu significativamente a disfunção endotelial observada 

nos animais controle não tratados. Ácido lipóico e GSH apresentaram tendência a 

reversão que não foi estatisticamente significativa. Novamente, este efeito da rutina não 

deve ser dependente apenas de sua atividade antioxidante uma vez que GSH c ácido 

lipóico tiveram apenas um efeito parcial. Este efeito da rutina pode dcver-sc à 

facilitação do relaxamento endotélio-dependente através de mecanismos como inibição 

inespecífica de fosfodiesterases do AMPc e GMPc (Buetz et al., 1980), inibição da 

proteína quinasc C (Duarte et al., 1993a e b). Ajay el al. (2003), por exemplo, relata um 

aumento na liberação de NO e prostaciclina induzida pela rutina. O aumento na 

liberação de prostaciclina não pode ser responsável pelo efeito da rutina, uma vez que 

os experimentos foram realizados com solução nutridora enriquecida com indometacina 

(10j.tM). A resposta endotélio-independente, induzida pelo nitrovasodilatador não foi 
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endotelial. Por outro lado revela que o estresse oxidativo deve ser muito mais 

importante para instalação da disfunção endotelial do que para a sua manutenção.

Os principais componentes do mediador putativo da ação da insulina, D- 

quiroinositol (DCI) e metil-D-quiro-inositol (me-DCI) também foram testados. Para 

avaliar uma provável ação direta na vasculatura que incrementasse a resposta endotélio- 

dependente induzida pela acetilcolina.

Nos tecidos estudados inicialmente aorta c leito mesentérico, apenas o me-DCI 

foi capaz de reverter agudamente a disfunção endotelial observada nos tecidos não 

tratados. Todavia, o D-quiroinositol apresentou uma clara tendência à reversão da 

disfunção endotelial que não se mostrou significativa. A maior eficácia do me-DCI 

pode estar relacionada à sua maior lipossolubilidade e sua eficácia pode estar 

relacionada a adequação do metabolismo intracelular às altas concentrações de glicose e 

seu potencial efeito scavenger de superóxido, que culminam com desacoplamento da 

NOSe. Da mesma forma, o efeito do nitrovasodilatador, nitroprussiato de sódio não é 

afetado pelo pré-tratamento com os inositóis revelando o endotélio como sítio de ação 

mais provável.

Nos anéis de aorta e leito arteriolar mesentérico de ratos senescentes, o padrão 

de resposta feri similar aos observados nos animais diabéticos. Dentre os agentes 

utilizados, apenas a rutina reverteu significativamente a disfunção endotelial observada 

nos animais controle não tratados. Ácido lipóico e GSH apresentaram tendência a 

reversão que não foi estatisticamente significativa. Novamcntc, este efeito da rutina não 

deve ser dependente apenas de sua atividade antioxidante uma vez que GSPI c ácido 

lipóico tiveram apenas um efeito parcial. Este efeito da rutina pode dcvcr-sc à 

facilitação do relaxamento endotélio-dependente através de mecanismos como inibição 

inespecífica de fosfodiesterases do AMPc e GMPc (Buetz el al., 1980), inibição da 

proteína quinase C (Duarte el al., 1993a c b). Ajay el al. (2003), por exemplo, relata um 

aumento na liberação de NO e prostaciclina induzida pela rutina. O aumento na 

liberação de prostaciclina não pode ser responsável pelo efeito da rutina, uma vez que 

os experimentos foram realizados com solução nutridora enriquecida com indometacina 

(lOpM). A resposta endotélio-independente, induzida pelo nitrovasodilatador não foi 



alterada pela rutina revelando o endotélio como provável sítio de ação de coelhos 

diabéticos. A infusão de GSH aumentou a resposta mas não de maneira significativa.

Um mecanismo que pode participar da diminuição do relaxamento endotélio- 

dependente associado com o envelhecimento é a geração dc excesso dc radicais livres 

derivados de oxigênio e nitrogênio. Isto pode ser devido a uma redução na defesa 

antioxidante natural que parece estar associada com a senescência. A nível vascular a 

interação de NO com radicais livres contribui para a regulação do tônus vascular. 

Assim, peroxidação lipídica e produtos da peroxidação, os quais parecem aumentar com 

a idade, podem participar do desenvolvimento de doenças vasculares, tanto quanto do 

processo de envelhecimento. A lipoperoxidação e produtos da peroxidação que estão 

aumentados na senescência, podem ter papel importante nas alterações vasculares 

associadas a senescência. Pelo menos, um aumento do estresse oxidativo tem sido 

observado em tecidos e órgãos de animais e seres humanos senescenles c este fenômeno 

é geralmente associado com disfunção e morte celular (Anglade et al., 1997; Edwards et 

al., 1998; Lenaz, 1998; Naoi e Maruyama, 1999). Portanto a eficácia parcial de GSH e 

ácido lipóico e a prevenção da disfunção induzida por rutina podem dever-se as suas 

fortes atividade antioxidantes, pelo menos parcialmente.

Gryglewski, Palmer e Moncada demonstraram que o ânion superóxido 

rapidamente degrada NO diminuindo sua biodisponibilidade(Gryglewski el a/.,1986).

Os dois agentes, rutina e ácido lipóico, podem aumentar a disponibilidade de NO 

por diminuir o estresse oxidativo e consequente geração de superóxido e por preservar 

NADH c tetrahidrobiopterina no estado reduzido para servirem de cofator para a NOSe. 

O GSH apesar de ser potente agente redutor e poder gerar nitrosotióis, não penetra bem 

nas células, e promoveu uma melhora apenas parcial..

Recentemente, Prasad e cols. (1999), demonstrarm que o glutation reverte a 

disfunção endotelial e aumenta a biodisponibilidade do óxido nítrico (Prasad el al., 

1999).

Os mecanismos potenciais pelos quais os antioxidantes ácido lipóico, GSH e 

rutina melhoraram a função vascular está provavelmente associada a seus efeitos 
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protetores sobre o NO e a atividade da enzima NOSe. GSH por exemplo, foi 

demonstrado aumentar a síntese de NO por células endoteliais cm cultura (Ghigo e/ al.. 

1993; Ilecker ei al., 1992; Murphy ei al., 1991; Cooke et al., 1990).

A disponibilidade de tetrahidropterina, cofator da NOSe, depende do estado 

redox intracelular, e deficiência deste cofator desacopla a NOSe e a mesma passa a 

produzir superóxido ao invés de NO. A incubação de GSH com anéis dc aorta dc ratos e 

coelhos a concentração de tióis intracelulares e potência o relaxamento endotélio- 

dependente (Ilecker el al., 1992; Murphy el al., 1991; Mugge et al., 1991; Ghigo et al., 

1993; Cooke el al., 1990; Lopez el al., 1998). Alguns autores demonstraram também 

que o captopril melhora a resposta vascular endotélio-dependente e que esse fenômeno 

depende de seu conteúdo tiol, uma vez que o enaprilato, também um inibidor da EGA 

mas destituído de tiol não afeta a função vascular endotélio-dependente (Lawson el al., 

1991; Goldschmidt and Tallarida, 1991).

A S-nitrosilação de resíduos cisteína resulta da adição de um grupo NO1 

modifica a atividade de uma série de moléculas (Davis el al., 2001). NO entanto c 

improvável que o NO atue diretamente no resíduo cisteína, interagindo inicialmcnte 

com Oi ou O2 para produzir uma espécie reativa de nitrogênio (p.ex. peroxinitrito) 

capaz de nitrosilar resíduos de cisteína. A nitrosilação é uma reação química, não uma 

reação catalisada cnzimaticamente. Vários antioxidantes podem reagir com peroxinitrito 

e inibir sua reações de oxidação e nitrosilação (Ducrocq el al., 1999). Entre os 

antioxidantes relatados como removedores de peroxinitrito se incluem flavanóidcs, 

como a rutina (Haenen et al., 1997; Zhao et al., 2001; Heijnen el al., 2001), e glutation 

(Maycr et al., 1998). Em adição ao efeito antioxidante, 0 glutation ao reagir com 0 

peroxinitrito pode gerar compostos com propriedades citoprotctoras, nitrosotióis dc 

baixo peso molecular com propriedade de doadores dc NO dc longa meia-vida (Moro el 

al., 1995).

Tióis endógenos, compostos com um grupo sulfidrila (-SII), como 0 GSH, 

podem formar derivados do NO biologicamente ativos em vários sistemas biológicos. 

Esses nitrosotióis têm meia-vida consideravelmente mais longas que 0 NO e são 

capazes de ativar potentenente a guanilil ciclase e parecem ser importantes 

intermediários na ação do NO. A Glutation;; também trem participação importante na 
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defesa cardiovascular por suas propriedades antioxidantes. Alguns autores 

demonstraram também que GSH melhora a resposta dc agonistas vasodilatadorcs 

endotélio-dependente e potência também a ação antiagregantes plaquetária desses

Uma vez que as espécies reativas que caracterizam o estresse oxidativo da 

diabetes e senescência podem reagir e inativar o NO e também causar dcsaeoplamcnto 

do NOSe, essa ação antioxidante do GSH é potencialmente benéfica. Uma vez que o 

GSH não é transportardo intracelularmente inalterado, o GSH administrado de maneira 

exógena aumenta o potencial antioxidante extracelular e aumentar a disponibilidade de 

NO.

Em adição a sua atividade de “scavenger” de radicais livres, AL pode modular a 

bioatividade do NO endógeno pôr sua conhecida habilidade de aumentar os níveis 

intracelulares de glutationa (Sen et al., 1997). Apesar do mecanismo ainda não estar 

bem esclarecido, o aumento da disponibilidade da glutationa tem mostrado aumentar a 

síntese de NO dentro das células endoteliais (Ghigo el al., 1993). A glutationa excrcc 

papel central na regulação do estado redox intracelular . Neste contexto, há evidências 

de que o estado redox intracelular tem substancial influência na atividade da NO-sintasc 

endotelial pôr modular a disponibilidade de coíatores como a tetrahidrobiopiterina, que 

quando deficiente pode causar um desacoplamento (uncoupling) da NOS endotelial, 

passando a mesma a gerar ânion superóxido . Assim, por melhorar o estado redox 

intracelular, AL pode proteger a tetrahidrobiopiterina da oxidação, aumentando a 

capacidade da célula endotelial de produzir NO.

O leito vascular renal de coelhos diabéticos por aloxana apresentou resposta 

diminuída para os agonistas endotélio-dependentes acetilcolina e bradicinina. Estes 

achados confirmam os de Costa e Forti e Fonteles (1998), que encontraram disfunção 

endotelial já nas três primeiras semanas após a indução.

A vasodilatação endotélio-dependente está diminuída em modelos animais de 

diabetes experimental cm artérias renais isoladas (Dai el al., 1993) e no rim isolado dc 

coelho e de rato c pertundido (Costa e Forti e Fonteles, 1998; Kamata c Hurokawa. 

1997) e nas arteríolas aferentes dc coelhos (Schanackenbcrg c Wilcox, 2001).
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A infusão de rutina e ácido lipóico por uma hora reverteu a disfunção endotelial 

nos rins isolados . A qucrcetina, a forma como a rutina c absorvida, é capaz de atenuar 

disfunção renal e estresse oxidativo em ratos diabéticos (Anjaneyulu e Chopra, 2004). A 

nefropatia diabética é uma complicação microvascular importante e uma das principais 

causas dc doença renal terminal.

Altas concentrações de glicose na solução dc perfusão renal (após três horas) 

induzem disfunção endotelial no rim de coelho perfundido (Affonso el o/.,2003). Neste 

trabalho, de Affonso e cols., a resposta ao agonista endotélio-independente permanece 

inalterada, o que corrobora com nossos achados. Este efeito coloca o endotélio como 

provável sítio de ação da rutina e ácido lipóico.

Por outro lado Wang e colaboradores (2003) demonstraram que a vasodilalação 

induzida pela acetilcolina nas arteríolas renais depende tanto de NO agindo via 

guanilato ciclase solúvel como de um EDHF agindo via canais de K'-Ca’+- sensíveis 

(Wang el al., 2003).

A perfusão de rim de coelhos diabéticos com solução contendo 60mM de K + 

extracelular para incrementar o tônus não altera a resposta inibitória da disfunção 

endotelial induzida pela rutina quando comparada com a obtida em tecidos pre- 

contraídos com fenilefrina. Por outro lado, tanto o bloqueio da NOS como da guanilato 

ciclase solúvel bloqueiam significativamente a melhora da resposta endotélio- 

dependente induzida pela rutina. Estes dados reforçam a idéia dc que a melhora da 

função endotelial induzida pela rutina é dependente da via NO-GMPc, talvez pelo 

aumento da síntese, disponibilidade c bioatividade do NO.

A rutina também restaurou a resposta endotélio com anéis de aorta torácica dc 

coelhos diabéticos. A disfunção endotelial na aorta de coelhos diabéticos por aloxana 

foi descrita primeiramente por Abiru c colaboradores (1990) e foi associada à 

diminuição de níveis dc nucleotídeos cíclicos na aorta. A resposta ao doador de NO, 

nitroprussiato de sódio não foi alterada pelo diabetes e portanto, uma diminuição 

significativa da via GMPc dependente e improvável.



Estes fenômenos de aumento do estresse oxidativo acontecem de maneira 

associada à diminuição da capacidade do organismo diabético de se contrapor aos 

mesmos. Por exemplo, Yue e colaboradores (2003) demonstraram que as concentrações 

do principal agente redutor intracelular, o GSH está reduzida signifícativamentc tanto na 

aorta como nos tecidos oculares de ratos diabéticos e que esta redução acontece logo 

após 1 semana da indução da diabetes c se mantém até a oitava semana (Yue el al.. 

2003).

Por outro lado, o dano oxidativo foi sugerido como um fator que contribui no 

desenvolvimento e complicações do diabetes. (Wohaleb e Godin, 1987; Baynes, 1991; 

Tesfamariam, 1994; Giugliano, Ceriello e Paolisso, 1996). Por exemplo, alguns estudos 

relataram a atividade diminuída de enzimas antioxidantes, níveis diminuídos de 

glutation (GSH) intracelular e sérico, aumento nos marcadores celulares de peroxidação 

de lipídio no córtex renal dc animais diabéticos e reversão destas alterações através da 

suplemenlação dietctica com Vitamina E, ácido a-lipóico ou GSH reduzido (Jachec el 

al., 2002, Dincer el al, 2002, Ueno el al., 2002). Uma relação causai entre stress 

oxidativo c a disfunção endotelial durante o diabetes c apoiada pelos resultados de 

transferência dc gene c expressão aumentada dc isoformas de superóxido dismulase 

reverterem a disfunção endotelial na aorta diabética (Zanetti el al., 2001) c pelo fato da 

disfunção endotelial ser acompanhada pela expressão diminuída de SOD em aortas de 

ralos diabéticos. (Kobayashi e Kamata, 1999). Além disso, Ohishi e Carmines (1995) 

demonstraram que a SOD-l restaura a resposta ao óxido nítrico cm arteríolas renais. Da 

mesma forma, alguns autores relataram recentemente que radicais de oxigênio 

contribuem no aumento do tônus vascular basal, na retroalimentação tubuloglomerular, 

na infiltração de monócito/macrófagos e no relaxamento endotélio-dependente 

prejudicado no rim diabético (Park el al., 2001; Schnackcnberg, 2001).

Outro fenômeno agravante no diabetes é a diminuição das defesa antioxidantes. 

Vários autores tem mostrado uma marcante diminuição nos mecanismos de defesa 

antioxidantes no diabetes. Esses incluem glutation, superóxido dismulase, ácido 

ascórbico, ácido úrico vitamin E (Wolff e Dean, 1987; Arai el al., 1987; Jain, 1989; Del 

Boccio, 1990). Essa diminuição na atividade dos sistemas antioxidantes pode significar 

um aumento na sensibilidade da célula endotelial ao estresse oxidativo .
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Hcitzcl e colaboradores (2001) demonstraram que doses terapêuticas de Al, 

atenuam a disfunção endotelial em pacientes diabéticos pôr aumento da vasodilatação 

mediada pôr óxido nítrico (NO) produzido no endotélio. No entanto AL não obteve 

efeitos significantes na vasodilatação endotelio-independente induzida por 

nitroprussiato de sódio. Além disso, os efeitos banéficos de AL foram bloqueados pelo 

inibidor da óxido nítrico sintase (NOS), L-NMMA, indicando que na presença de AL a 

atividade da via L-arginina-NO está aumentada (Hcitzcl el al., 2001).

Obrosova c colaboradores (2003) demonstraram que o ácido lipóico preveniu 

parcialmente ou complctamente as mudanças induzidas pelo diabetes na fisiologia renal. 

O ácido a-lipóico causou uma diminuição dc marcadores dc üpoperoxidação no córtcx 

renal, e preveniu parcialmente a acumulação de malondialdeido (MDA, marcador de 

lipoperoxidação), reverteu a depleção de GSH e ácido ascórbico (AA) induzida pela 

diabetes e aumentou as taxas de GSSH/GSH e de DIIAA/AA. Estudos prévios dos 

efeitos do ácido a-lipóico nas concentrações de MDA e GSH no córtex renal, também 

confirmam estes achadas (Melhem el al., 2002; Trachtman el al., 1095). O efeito 

antioxidante do ácido a-lipóico é também manifestado pela de diminuição atividade 

extramitocondrial da NADH-oxidase e por uma supraregulação das enzimas da defesa 

antioxidante, i.e., SOD, GSSG redutase, e GSH transferasc. O efeito na NADH-oxidase 

provavelmente está relacionado ao importante papel do ácido a-lipóico na sinalização 

redox (Roy et al., 1997; Sen, 1998).

A adição dc scavengers dc superóxido como SOD ou tempol são capazes de 

restaurar a resposta endotélio-dependente na aorta (Hattori el al., 1991) c nas arteríolas 

renais (Schnackenberg e Wilcox, 2001) Portanto, a rutina e o ácido lipóico por sua 

capacidade de antioxidante mista (extra e intracelular) podem cficientcmente reduzir o 

estresse e melhorar a resposta endotélio-dependente.O GSH por sua limitada capacidade 

de entrar na célula tem eficiência apenas parcial.

A melhora da resposta endotélio dependente na aorta de coelho é independente 

do aumento da síntese do EDHF uma vez que permanece inalterado em meio contendo 

60mM [K+] e/ou na presença da mistura caribdotoxina-apamina.
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Por outro lado, a infusão dc L-NAME ou ODQ bloqueia a melhora da resposta 

endotélio-dependente induzida por rutina revelando a dependência da via NO-GMPc 

nesse fenômeno. Pelo menos, a participação de outros mediadores derivados do 

endotélio como prostaciclina ou EDHF na reversão da disfunção endotelial está 

descartada, uma vez que nesta situação, i.e., bloqueio da NOS ou GC, as vias do EDHF 

e prostaciclina estão liberadas.

Nossos achados corroboram com a idéia dc que a rutina potencic a resposta 

endotélio-dependente via mecanismo NO-GMPc uma vez que este fenômeno é sensível 

ao bloqueio desta via por L-NAME e ODQ, respectivamente. A participação de canais 

de potássio, quer cálcio-dependente quer ATP-dependente parece não ser importante 

uma vez que nem a combinação carabdotoxina-apamina, nem glibenclamida, nem meio 

contendo altas concentração de potássio afetam este fenômeno.

A infusão de D-quiro-inositol ou me-DCI reverte a disfunção endotelial no leito 

vascular renal de coelhos diabéticos. Novamente, o me-DCI tem uma eficiência melhor 

e que pode ser atribuída à sua melhor permeabilidade celular.

Por outro lado, a resposta relaxante do corpo cavernoso a estímulo por campo 

elétrico transmural, é de natureza neuronal e o mediador liberado é o óxido nítrico. A 

acetilcolina agindo em receptores M2 promove relaxamento das artérias dc resistência 

via liberação de NO endotelial.

A diabetes diminui a resposta nitrérgica neuronal Azadzoi e Saenz dc Tejada, 

1989) e endotélio dependente no coelho diabético por aloxana (Saenz de Tejada et al. 

1984). A resposta dependente de EDHF também está prejudicada no diabetes (Angulo 

el al.,2003). A resposta endotélio-dependente e nitrérgica, no nosso estudo, foi 

significativamente inibida após quatro semanas dc diabetes aloxânica.

A incubação dos tecidos com ácido lipóico ou GSH não alterou a resposta 

nitrérgica cm nenhuma das freqüências de estímulo estudadas. Estes dados confirmam 

os achados de Keegan, Cotter e Cameron, 2001, que demonstraram que 0 ácido lipóico 

não reverteu a resposta nitrérgica deficitária cm ratos diabéticos.No entanto, estes
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compostos aumentaram significativamente a resposta endotélio-dependente a 

acetilcolina.

A rutina potenciou a resposta nitrérgica em todas as freqüências utilizadas e a 

resposta endotélio-dependente induzida por acetilcolina. Estes processos são 

dependentes da liberação do óxido nítrico e portanto, os dados discutidos até agora 

sustentam um incremento da disponibilidade e/ou bioatividade do NO como mecanismo 

potencial de ação da rutina.

Por outro lado, o stcitus diabético induzido pela estreptozotocina cm ratos e 

induzido por aloxana em coelhos resulta em marcada inibição da síntese de PGP 

(Jeremy el al., 1985; Sullivan el al., 1998). A síntese dc PGIj c estimulada pela 

acetilcolina em receptores muscarínicos em ratos e no homem (Jeremy et al., 1986a: 

Jeremy et a!., 1986b) tanto no músculo liso dos corpos cavenosos como nos vasos 

sinusóides e helicinais. No entanto, uma provável potenciação desta via foi descartada, 

uma vez que nossos experimentos foram realizados na presença dc indometacina

O bloqueio do i'cf,:.amento neurogemeo e endotélio-dependente relatado em 

pacientes humanos diabéticos (Saenz de Tejada el al., 1989) foi também observado em 

coelhos diabéticos por aloxana (Azadzoi c Saenz de Tejada, 1992).

No modelo dc diabetes induzido por estreptozotocina (STZ) uma série de 

explicações para a diminuição da função erétil no diabetes tem sido demonstrados 

experimentalmente, entre eles: disfunção dc nervos aulonômicos (Fishcl et al., 2001); 

diminuição das propriedades conduloras nervosas; alteração na liberação ou ação pós- 

sináptica de neurotransmissores como o óxido nítrico, p.cx. (Vcrnct el al., 1995)-. 

funções do músculo liso alteradas (Burchardt et al., 2000), disfunção endotelial 

(Keegan, Cotter c Cameron, 2001; Angulo et al., 2003), entre outras.

A incubação com os mediadores putativos da insulina não alterou a resposta ao 

óxido nítrico exógeno e nem a resposta relaxante induzida pelo estímulo nitrérgico. 

Contudo havia uma tendência global ao incremento das respostas. O mesmo fenômeno 

aconteceu na resposta nitrérgica (Mian. e Martin, 1995)



Estes compostos, que potenciaram a resposta endotclio-dcpcndcntc cm vários 

leitos vasculares foram avaliados para sua potencial atividade de scavenger.

Em experimentos pilotos, o incremento de tônus de anéis de aorta contraído 

submaximalmente induzido pelo L-NAME, foi utilizado como um medida indireto da 

atividade da NOS, cm aorta de ratos sencscentes c demonstrou-se que as mesmas foram 

significativamente menor dc que aquela obtida cm aorta dc ratos jovens. Demonstrando 

um cléfici na atividade da NOS ou ainda que neste estado a enzima já está parcialmente 

inibida.

Por outro lado, a incubação dc tecidos com SOD potência a resposta relaxanle 

do NO exógeno (Palmer rt al., 1987; Haltori el al., 1991. Müggc el al., 1991). Quanto 

maior o estresse oxidativo, menor a resposta ao NO exógeno e maior à potcnciação 

induzida pela SOD (Hattori et al., 1991)

Os inositóis aumentam a resposta relaxanle do NO exógeno dc maneira 

semelhante a SOD (15 U/ml) e de maneira relacionada a concentração. Este efeito 

revela uma possível atividade scavenger de superóxido destes compostos.

A diminuição da taxa de redução do azul de nitrotetrazólio in vilro indica que 

este composto tem capacidade dc remover âiiions superóxido o que pode explicar parle 

de sua atividade vasoprotetora e a potcnciação do relaxamento induzido pelo NO 

exógeno.

Estes achados são corroborados pelas recentes demonstrações do grupo do prol’. 

Michael Brownlec, que estes inositóis diminuem a produção de superóxido mitocondrial 

c conscqiicntcs aumentos nas taxas das vias da hexosamina, aldose redutase e PKC 

(comunicação pessoal)

O grupo do prof. Brownlec demonstrou que a normalização da produção dc 

superóxido mitocondrial bloqueou o dano induzido pela hiperglicemia em células do 

endotélio vascular (Nishikawa el al., 2000b). Nishikawa e cols. (2000b) demonstraram 

que altas concentrações de glicose aumentam a produção de espécies reativas de 

oxigênio cm cultura de células endoteliais da aorta dc bovinos. NO reage com o O/' 

produzindo o forte oxidanle, pcroxihilrilo (ONOO‘) (Iluic c Padmaja, 1993)- ONOO' 
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pode agir como um agente que promove nitração ou oxidação e pode assim modificar 

proteínas, lipídios e ácidos nuclcicos.

Portanto, uma vez que o incremento da produção mitocondrial dc superóxido 

parece ser um evento central comum na epigênese das complicações macro e 

microvasculares associados a uma serie de fatores de risco é racional supor que 

compostos como os inositóis que sensibilzam os tecidos à ação da insulina e ao mesmo 

tempo tem atividade vasoprotetora direta possam ter efeitos benéficos no tratamento 

adjuvante do diabetes tipo 2. Ainda mais, compostos derivados de flavonóides com 

capacidade antiinflamatória, antitrombótica, inibidora da glicação não enzimática, 

inibidora da aldose redutase, inibidora da enzima conversora, hipoglicemiante e 

hipolipemiante, poderosos antioxidantes possam ser desenvolvidos para prevenir ou 

mesmo reverter a disfunção endotelial associada a fatores de risco cardiovasculares.
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6. CONCLUSÕES

« O modelo de diabetes aloxânica, 4 semanas a partir da indução e a senescência 

apresentam disfunção endotelial nos vasos de resistência e condutância com 

percentual de disfunção endotelial maior que 50%;

® O tratamento oral com rutina e ácido lipóico diminuem o índice aterogênico e 

incremento pressórico nestes animais;

® A rutina previne a disfunção endotelial em ratos diabéticos e senescentes 

independente dos níveis glicêmicos nestes últimos;

• Os outros agentes antioxidantes, ácido lipóico, GSH previnem parcialmente a 

disfunção endotelial nos tecidos estudados

® A rutina reverte a disfunção endotelial de maneira aguda in vi!ro c este efeito é 

endotélio-dependente.

• A reversão da disfunção endotelial induzida pela rutina independe de incremento 

da via da prostaciclina ou do EDHF

• O ácido lipóico reverteu significativamente a disfunção endotelial diabética na 

aorta e leito mesentérico

« O me-DCI previniu após administração oral e reverteu agudamente a disfunção 

endotelial in vitro nos vasos obtidos de animais diabéticos.

® A rutina potência a resposta nitrérgica induzida pelo choque de maneira NOS e 

guanilil ciclase dependente e potência também a resposta endotélio-dependente.

• Os inositóis agem como scavenger dc superóxido

• Os inositóis incrementam o relaxamento induzida pelo óxido nítrico de maneira 

significativa e dose-relacionado.
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