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“A cura estd ligada ao tempo e, as vezes, também as circunstdancias.”

Hipocrates, Século V a.C.

2|Pagina



Daniela Sofia Lourenco Neto
Complicagdes Macrovasculares da Diabetes Tipo 2: Papel dos AGEs e do RAGE

INDICE
RESUMIO. . .. e 5
PalaVIasS-ChaVe. ... ...t e 7
N 0] 1 - T PP 8
K YO US. . .o ettt e 9
Lista de ADIeVIATUIES. ... . e 10
Lista de Tabelas. . ..o e 11
LISt A8 FIQUIAS. .. .ot 12
INErOTUGED. ...ttt e 14
Materiais € MELOUOS. ... ...t e e 16
ANIMAIS € tratameNTO. ......viit e e 16
Recolna de amOStras. ... ...ouieii e 17
Avaliagdo dos niveis de AGEse RAGEnaaorta...................ccooiiiiiiiinnn, 17
Avaliagdo dos niveis de stress oxidativo: anido superoxido..................oeeneee. 20
Estudos funcionais de vasodilatagdo dependente do endotélio......................... 20
ANALISE ESTAtISTICA. ..\ttt ettt e 21
RESUITAAOS. ...ttt e 22
Funcdo endotelial........ ... 22
AGES @ RAGE ... .o 25
Marcadores de StreSS OXidatiVo. .......euiueeeeii et 31
| DT LY 1o J PR 34
(01033 16] L1 T 1o J PR 38
F N 14 101100 1S 1 oL PP 39

3|Pagina



Daniela Sofia Lourenco Neto
Complicagdes Macrovasculares da Diabetes Tipo 2: Papel dos AGEs e do RAGE

Referéncias BibIIOGIrafiCas. ... ....cvii i 40

4|Pagina



Daniela Sofia Lourenco Neto
Complicagdes Macrovasculares da Diabetes Tipo 2: Papel dos AGEs e do RAGE

RESUMO

A diabetes mellitus é uma patologia em crescendo por todo o mundo. Doentes com
diabetes mellitus tém morbilidade e mortalidade cardiovascular aumentadas. A patogenia da
doenca cardiovascular na diabetes mellitus € multifatorial, estando a disfuncdo endotelial
implicada na sua patogénese. Esta alteracdo da fungdo vascular ocorre, precocemente, antes
da manifestacdo da doenca vascular, caracterizando-se por reducdo do vasorrelaxamento
dependente do endotélio. Ha evidéncias que afirmam que a disfuncdo endotelial é provocada,
em grande parte, pelo aumento dos produtos finais de glicacdo avancada (AGESs), que se
verifica em condi¢des de hiperglicemia.

Este trabalho pretendeu avaliar os efeitos da administracdo do metilglioxal (MG), um
intermediario da formacdo dos produtos finais de glicacdo avancada, na evolugdo da
disfuncé@o endotelial e principais alteragdes associadas e da administracdo de piridoxamina
(PM), um derivado da vitamina B6 e inibidor da formacdo de AGEs, ao nivel do endotélio e
em diferentes marcadores de glicacdo e stress oxidativo.

Foram estabelecidos seis grupos de estudo (ratos com 6 meses): dois grupos de
controlo, ratos normais (Wistar, W) e ratos diabéticos, Goto-Kakizaki (GK); dois grupos
submetidos ao tratamento com MG, ratos W+MG e ratos GK+MG; dois grupos submetidos
ao tratamento com MG e PM, ratos W+MG+PM e ratos GK+MG+PM. Foram avaliados a
capacidade de vasodilatacdo dependente do éxido nitrico, os niveis de stress oxidativo, com o
recurso a avaliacdo do anido superdxido, e os niveis de AGEs e RAGE na aorta. O MG
induziu disfuncéo endotelial nos ratos Wistar e agravou a disfuncdo endotelial nos ratos GK;
aumentou os niveis de AGEs e o stress oxidativo nos ratos Wistar e GK. Observou-se ainda,
um aumento dos niveis de RAGE nos GK diabéticos e nos ratos Wistar tratados com MG. O

tratamento com piridoxamina melhorou parte dos parametros avaliados. Este estudo permitiu
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conhecer algumas das alteragdes vasculares na diabetes mellitus tipo 2 e os efeitos benéficos
da PM nestas lesdes, contribuindo para o desenvolvimento de novas abordagens preventivas e

terapéuticas nesta patologia.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus is a growing disease worldwide. Patients with diabetes mellitus have
increased cardiovascular morbidity and mortality. The pathogenesis of cardiovascular disease
in diabetes mellitus is multifactorial and endothelial dysfunction has been implicated in its
pathogenesis. This abnormal function of the vasculature precedes cardiovascular disease and
Is associated with impaired endothelium-dependent vasorelaxation. Evidences prove that this
vascular dysfunction is mainly caused largely by increased advanced glycation end products

(AGEs), which occur under hyperglycemic conditions.

This work intended to study the effects of methylglyoxal, an intermediate of advanced
glycation end product formation, in the development of endothelial dysfunction and
associated major changes, and the role of pyridoxamine, a derivative of vitamin B6 and an

inhibitor of AGEs formation, on endothelial function and oxidative stress levels.

Six groups were studied (rats with 6 month old): two control groups, normal Wistar
rats (W) and diabetic Goto-Kakizaki rats (GK); two groups were treated with MG, W rats
with MG and GK rats with MG (W+MG and GK+MG, respectively); two groups were treated
with MG and PM, W+MG+PM and GK+MG+PM. The endothelium-dependent vasodilation,
levels of oxidative stress through the vascular content of superoxide anion, and AGEs and
RAGE levels were evaluated, showing significant increase on endothelial dysfunction,
oxidative stress and AGEs levels in the groups submitted to treatment with MG and a

significant improvement in some of the parameters after the PM introduction.

This study allowed understand some of the vascular abnormalities associated with type
2 diabetes and the beneficial effects of PM, helping to the development of new preventive and

therapeutic approaches in this disease.
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INTRODUCAO

A hiperglicemia associada a diabetes mellitus tipo 2 tem diversas consequéncias nos
tecidos do organismo, entre elas a glicacdo ndo-enzimatica e a oxidacdo de proteinas, lipidos
e nucleotidos, resultando na formacao de produtos de finais de glicacdo avancada (AGES).
Estes sdo formados a partir de interagdes amino-carbonilo ndo enzimaticas, entre agucares
redutores ou lipidos oxidados e proteinas, aminofosfolipidos ou 4cidos nucleicos.®*

Estes compostos modificam, de forma irreversivel, as propriedades quimicas e
funcionais das estruturas bioldgicas, pois estdo associados a formacdo de radicais livres e
consequente aumento do stress oxidativo, a formacdo de ligacbes cruzadas com proteinas, a
interacdo com recetores celulares, a alteracbes morfofuncionais e ao aumento da expressao
de mediadores inflamatdrios. Sao, por isso e também, altamente prejudiciais a integridade e
funcdo vasculares. Os mecanismos de acdo podem ser divididos em extracelulares e
intracelulares. Nos extracelulares, os AGEs interagem e modificam as propriedades
funcionais de moléculas fundamentais da matriz extracelular. Nos intracelulares, existem o0s
dependentes e os independentes de recetores. Na diabetes, a diminuicdo do diametro do
limen dos vasos, pode dever-se entre outras causas, a acumulacdo de proteinas plasmaticas
na regido sub-endotelial, (ex. albumina e lipoproteinas de baixa densidade), que ai ficam
retidas devido as ligacdes cruzadas entre os AGEs e o colagénio, causando diminui¢do da
elasticidade vascular.®¥ Por outro lado, os AGEs interagem com recetores na membrana de
células como os macrofagos, as células endoteliais e as células mesangiais, aumentando 0s
niveis de stress oxidativo, de processos pro-trombdticos e a producdo de citocinas pro-
inflamatorias.

Em condicdes fisioldgicas, ha um equilibrio entre a formacdo de AGEs (existem

fontes enddgenas e exdgenas de AGES), e a sua eliminacéo (através de sistemas enzimaticos,
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protedlise extracelular, células scavenger e clearance renal). Este equilibrio esta
comprometido em algumas situages patolégicas ©¥, pelo que, faz todo o sentido o estudo
destes produtos para tentar minimizar ou mesmo eliminar a sua producdo excessiva e/ou
atenuar os seus efeitos.

A reducdo dos niveis de AGEs e consequentemente da disfuncdo endotelial a eles
associada, pode ser conseguida intervindo a diversos niveis, nomeadamente, ao nivel da dieta
(reduzindo os niveis de AGEs exdgenos consumidos), pela administracdo de anti-oxidantes,
de inibidores da formagéo de AGEs, de AGEs cross-link breakers e de inibidores do recetor
de AGEs, e recorrendo, também, a potenciacdo de mecanismos de clearance (lizosimas e
RAGE soltvel) e & inibicdo da sinalizac&o induzida pela ligacdo dos AGEs ao seu recetor.®

A piridoxamina é um derivado da vitamina B6 e um inibidor da formacdo de AGEs,
blogueando a degradacdo oxidativa dos produtos Amadori. Também tem um papel importante
na reducdo da degradacdo oxidativa, pela inibicdo das espécies reativas de oxigénio (ROS), na
neutralizacdo dos produtos carbonilo altamente reativos e toxicos, na reducdo da dislipidemia
e da modificacdo quimica e cross-links do colagénio e na correcéo do equilibrio acido-base.”
Em alguns modelos animais, como os ratos obesos Zucker, foi descrito que a piridoxamina
tem a capacidade de reduzir os lipidos e retardar a progressdo da nefropatia diabética
associada.®

A combinacdo da eficacia com a baixa toxicidade sugere que a piridoxamina pode ser
util para retardar a progressao das complicacGes vasculares associadas a diabetes, sendo um
dos objetos de estudo neste trabalho. Assim, procurou-se mimetizar a progressdo da diabetes,
administrando metilglioxal, avaliou-se as consequéncias na funcéo endotelial e na agressédo

oxidativa e os efeitos benéficos da terapéutica com a piridoxamina a este nivel.

15|Pagina



Daniela Sofia Lourenco Neto
Complicagdes Macrovasculares da Diabetes Tipo 2: Papel dos AGEs e do RAGE

MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS E TRATAMENTO

Neste estudo, todos os procedimentos animais foram conduzidos de acordo com a Lei
Portuguesa de Experimenta¢do com Animais de Laboratorio (2004).

Foram estudados ratos ndo diabéticos Wistar (W) e os espontaneamente diabéticos
tipo 2 Goto-Kakizaki (GK), com 6 meses de idade, obtidos das colonias locais (Faculdade de
Medicina, Universidade de Coimbra, Portugal).

Constituiram-se seis grupos de estudo (n=6-16/grupo): ratos Wistar normais controlo
(W), ratos GK diabéticos controlo (GK), ratos W com metilglioxal (W+MG), ratos GK com
metilglioxal (GK+MG), ratos W com metilglioxal e piridoxamina (W+MG+PM) e ratos GK
com metilglioxal e piridoxamina (GK+MG+PM). O metilglioxal (MG = 50-75 mg/Kg de
peso) foi administrado por via oral (dgua do biberdo), durante 3 meses (dos 3 aos 6 meses de
vida). A piridoxamina foi, também, administrada pela mesma via (PM-1g/L, Sigma, EUA),
durante o ultimo més de tratamento. A quantidade de agua ingerida, com metilglioxal e com
piridoxamina, foi quantificada durante o tratamento.

Os animais foram mantidos num ambiente restrito sob temperatura e humidade
controladas (22-24°C e 50-60%, respetivamente), ventilacdo adequada e ciclos alternados de
luz (12 horas) e obscuridade (12 horas), tendo tido livre acesso a ragdo (dieta standard
laboratorial AO4-Panlab, Barcelona, Espanha) e a agua (utilizada como veiculo de

administracdo nos grupos tratados).
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RECOLHA DE AMOSTRAS

No final do tratamento, as amostras de sangue foram obtidas por puncdo cardiaca
com os animais anestesiados com cloridrato de quetamina (75 mg/kg) e cloridrato de
clorpromazina (3 mg/kg), (administragdo intramuscular). Na recolha das amostras foram
utilizados tubos BDVacutainer com e sem EDTA (4,5 mg), de modo a obter plasma e soro,
respetivamente. As amostras foram centrifugadas a 2500 r.p.m, & temperatura de 4°C,
durante 10 minutos, aliquotadas e armazenadas a -20°C.

Posteriormente, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Uma vez
expostos 0s 6rgdos, a aorta foi removida e limpa de tecido adiposo. Seccionou-se pequenas
fatias horizontais da artéria aorta toracica, uma foi conservada em meio de conservacdo
(Shandon Cryomatrix, Thermo Scientific, EUA) ou em formaldeido tamponado a 10% para
estudos histoldgicos subsequentes, enquanto um anel da artéria toracica foi utilizado para o
estudo funcional. A aorta abdominal foi congelada, de imediato, em azoto liquido e

armazenada a -80°C (para estudos de Western blot).

AVALIAQAO DOS NiVEIS DE AGEs E RAGE NA AORTA

Foram obtidos segmentos de artéria aorta, com cerca de 200 mg, sendo
homogeneizados em 2 mL de tampéo de lise (Tabela 1) e, seguidamente, sonicados.

Procedeu-se, entdo, a duas centrifugagdes (20°, 14000xg, 4°C,), recolhendo-Se,
sucessivamente, o sobrenadante. Calculou-se a concentracdo de proteina pelo método do
BCA (BCA protein assay, Pierce, USA) e as amostras foram aliquotadas e, apos adicionado
tamp&o Sample, armazenadas a — 80°C.

A identificacdo e quantificagdo dos AGEs totais foi efetuada utilizando a técnica de

Western blot. A B-actina serviu de controlo interno da quantidade de proteina das amostras.
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Tabela 1 - Solugdes utilizadas na técnica de Western Blot

Tampéo de lise

25 mM Tris-HCI (pH 7,6); 150 mMNaCl; 1% Triton X-100; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA;
20mMNaF; 2mM NazVO,4;, 10 mMp-glicerofosfato; 2,5mM pirofosfato de sédio; 10mM

PMSF e 20 ul cocktail inibidor de proteases por 0,5 g de tecido.

Tampéao Sample

62,5mM Tris-HCI, pH 6,6; 20% SDS 10%; 2,5 mL glicerol; 0,05% Bromefenol Blue

Tampé&o Resolving

0,75mM Tris-HCI; 0,2% SDS; pH 8,8

TampaoStacking

0,25mM Tris-HCI; 0,2% SDS; pH 6,8

Tamp&aoRunning

125mM Tris-Base; 480mM Glicina; 9mM SDS; pH 8,8

Tampao CAPS

50mM CAS; 2% NaOH; pH 11;10% metanol

Tampéo TBS

250mM Tris;1,5mM NaCl; pH 7,6

Tampéo TBST

Solucéo TBS; 1% Tween-20
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Os geéis de acrilamida para separacdo das proteinas por peso molecular foram

polimerizados no sistema de polimerizagéo (Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad, EUA), com o0s
tampBes Resolving e Stacking (Tabela 1). Apds as amostras terem sido desnaturadas e
sonicadas, correram-se 0s geis no sistema Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad, EUA) com
Running buffer, usando um padrdo de peso molecular (Precision Plus Protein Standards,
Dual Color, Bio-Rad, EUA), a voltagem constante de 160 V.
Apos a ativagdo das membranas PVDF (Polyvinylidene fluoride membrane, Bio-Rad, EUA)
com metanol, as proteinas foram transferidas para estas no sistema de transferéncia (Mini
Trans-Blot, Bio-Rad, EUA), a amperagem constante de +300mA, em tampdo CAPS (Tabela
1).

As membranas foram blogueadas com solucdo TBST-BSA a 5% (Tabela 1), a
temperatura ambiente, durante 2 horas e depois lavadas com TBST (Tabela 1). Apds o
bloqueio, procedeu-se a incubacdo das membranas overnight a 4°C, com o0s respetivos
anticorpos primarios. Repetiu-se a lavagem com TBST e, de seguida, incubou-se as
membranas com os respetivos anticorpos secundarios durante 2 horas, com agitacdo constante
e a temperatura ambiente.

Apos remocdo do anticorpo secundario em excesso, as membranas foram incubadas
durante aproximadamente 2 minutos com o substrato enzimatico ECF (Mouse ECF Western
Blotting Reagent Pack, Amersham Biosciences, UK) e reveladas através do leitor de
fluorescéncia (Typhoon, GE Healthcare, USA). A quantificacdo das bandas foi calculada com
0 programa ImageQuant, Molecular Dynamics, EUA.

ApOs efetuadas crio-sec¢bes, com cerca de 7 um de espessura, do material
conservado em meio de congelacdo, estas foram deixadas a secar durante 30 minutos e

procedeu-se a respetiva marcacdo com anticorpo contra AGEs totais, N°*-(Carboximetil)lisina
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(CML) e recetor para AGEs (RAGE). Seguiu-se a marcagdo com anticorpo secundério e a

determinacéo da fluorescéncia.

AVALIAC;AO DOS NIVEIS DE STRESS OXIDATIVO: ANIAO SUPEROXIDO
NA AORTA

Cortes histolégicos de segmentos de aorta, com cerca de 30 um de espessura, do
material conservado em meio de congelagéo, foram incubados com a sonda fluorescente para
anido superoxido (Dihydroethidium (hydroethidine) (DHE), Molecular Probes, Invitrogen,
USA), a uma concentragdo de 2 uM, durante 30 minutos, a 37°C e em ambiente humidificado.
Posteriormente, as laminas foram lavadas em PBS e fixadas durante 10 minutos com
paraformaldeido a 4%, a temperatura ambiente. As crio-sec¢fes foram, novamente, lavadas
em PBS e procedeu-se a montagem das prepara¢des, tendo sido colocados 50 ul de meio de
montagem (DPX, Panreac, Espanha) sobre cada lamina e cobrindo-se as crio-sec¢fes com
lamelas, deixando secar no escuro. Por fim, as laminas foram seladas com verniz e procedeu-

se a andlise por microscopia de fluorescéncia.

ESTUDOS FUNCIONAIS DE VASODILATAC}AO DEPENDENTE DO
ENDOTELIO

Anéis vasculares da aorta toracica de cada animal, foram cuidadosamente removidos
e limpos de tecido conjuntivo, de forma a preservar o endotélio.®

O endotélio foi mecanicamente removido de segmentos distintos da aorta dos
mesmos animais. Os anéis foram suspensos em camara de perfusdo com 10 ml de
capacidade, contendo solucdo de Krebs-Henseleit a pH 7.4 A solucdo foi mantida a 37°C e

oxigenada com uma mistura de gases contendo 95% de O, e 5% de CO,. Os anéis foram
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montados em 2 ganchos de metal, ligados a um suporte de um lado e a um transdutor de
forca (PowerLab) do outro lado. Os anéis foram distendidos a uma tensdo de 1g,
estabelecida previamente como tensdo ideal, através de curvas de comprimento-tensdo. Os
anéis da aorta foram perfundidos por um periodo de 15 minutos.

Os anéis da aorta, com e sem endotélio, foram contraidos com fenilefrina (10-" M).
Apo0s a estabilizacdo da contracdo, foi adicionada acetilcolina (ACh) ao banho, de forma
cumulativa, a fim de se obterem concentracdes de 10°, 10 *, 10°M e a serem produzidas
curvas dose-efeito na presenca e na auséncia de L-Nitro-Arginina Methyl Ester (L- NAME),
um inibidor das sintetases do Oxido nitrico. Os resultados foram expressos como

percentagem de relaxamento em relagdo a concentracdo de fenilefrina.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados sao apresentados com valor médio + epm (erro padrdo da média). A analise
estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prism version 3.0 por ANOVA one-
way, seguida de teste comparativo de Bonferroni. Valores de p<0.05 foram considerados

significativos.

21|Pagina



Daniela Sofia Lourenco Neto
Complicagdes Macrovasculares da Diabetes Tipo 2: Papel dos AGEs e do RAGE

RESULTADOS

FUNCAO ENDOTELIAL
Na avaliacdo da vasodilatacdo dependente do endotélio, foi observado que tanto na
auséncia de endotélio como na presenca de L-NAME, um inibidor da sintetase do Oxido

nitrico, ndo ocorreu qualquer relaxamento (Figura 1).
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Figura 1. Registo de tensdo de uma artéria aorta: efeito da fenilefrina e de diferentes

doses de acetilcolina.
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Na avaliacdo do efeito do MG na funcdo do vaso, foi observada uma diminui¢do do
mesmo relaxamento, em 35% nos GK+MG quando comparados com os ratos GK, uma
reducdo de 20% nos W+MG em comparagdo com os ratos W e, também, uma reducdo de

20% nos ratos diabéticos GK em relagéo aos ratos controlo W (Figura 2).
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Figura 2. Curvas dose-efeito de acetilcolina, em ratos Wistar (W), ratos diabéticos

(GK), ratos Wistar com metilglioxal (W+MG) e GK com metilglioxal (GK+MG).
Média +epm *** P<0,001 vs. ratos W; ¢odp P<0,001 vs. ratos GK.
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Em relacdo aos efeitos da PM na funcdo endotelial vascular, foi evidenciada uma
melhoria da mesma de cerca de 20% nos ratos GK com MG e PM (GK+MG+PM) em
comparacdo com o grupo GK+MG (Figura 3); observou-se, igualmente, uma melhoria da
funcdo endotelial nos ratos W com MG e PM (W+MG+PM) quando comparada com a do

grupo W+MG (Figura 4).
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Figura 3. Curvas dose-efeito de acetilcolina, em ratos Wistar (Wistar), ratos
diabéticos (GK), ratos GK com metilglioxal (GK+MG) e GK com metilglioxal e
piridoxamina (GK+MG+P).

Média + epm *** P<0,001 vs ratos W; ¢dd P<0,001 vs grupo GK; ### P<0,001 vs grupo
GK+MG.
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Figura 4. Curvas dose-efeito de acetilcolina, em ratos Wistar (W), ratos Wistar com
metilglioxal (W+MG) e em ratos Wistar com metilglioxal e piridoxamina (W+MG+PM).

Média +epm *** P<0,001 vs. ratos W.

AGEs e RAGE

Demonstrou-se um aumento acentuado dos niveis de AGEs totais (Figura 5), RAGE
(Figura 6) e CML (Figura 7) na parede dos vasos dos ratos Wistar com MG (W+MG),
relativamente ao grupo Wistar (W). Comparando os grupos GK e GK com MG (GK+MG)
esse aumento é menos visivel, uma vez que os ratos GK, por si s@, ja apresentam um
aumento destes compostos. Observou-se uma diminui¢do acentuada da quantidade de AGEs
totais na parede dos vasos dos GK com MG e PM (GK+MG+PM) (Figura 8) quando

comparada com a dos GK com MG (GK+MG) (Figura 5).
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Figura 5. Localizacdo, por imunofluorescéncia, de AGESs na parede da aorta de ratos Wistar
(W, painel A), Wistar com MG (W+MG, painel B), GK (painel C) e GK com MG (GK+MG, painel
D). No painel E esta representada a avaliacdo quantitativa da imunofluorescéncia nos diferentes
grupos de animais. Média +epm **p < 0.01, ***p < 0.001 vs ratos W; §88p < 0.001 vs grupo

W+MG; ¢dd p < 0.001 vs rato GK controlo.
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Figura 6. Localizacdo, por imunofluorescéncia, do receptor para AGEs (RAGE) na
parede da aorta de ratos Wistar (W, painel A), Wistar com MG (W+MG, painel B), GK
(painel C) e GK com MG (GK+MG, painel D). No painel E esta representada a avaliagédo
quantitativa da imunofluorescéncia nos diferentes grupos de animais. Média tepm ***p <

0.001 vs ratos W; §p<0.05, §88p < 0.001 vs grupo W+MG.
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Figura 7. Localizacdo, por imunofluorescéncia, de N-carboximetil-lisina (CML) na
parede da aorta de ratos Wistar (W, painel A), Wistar com MG (W+MG, painel B), GK
(painel C) e GK com MG (GK+MG, painel D). No painel E esta representada a avaliacdo
guantitativa da imunofluorescéncia nos diferentes grupos de animais. Média +epm **p <0.01,

***p < 0.001 vs ratos W; §888p < 0.001 vs grupo W+MG; ¢dd p < 0.001 vs rato GK controlo.
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Figura 8. Localizagdo, por imunofluorescéncia, de AGEs na parede da aorta de ratos

GK+MG+PM.

Na identificacdo e quantificagcdo dos AGEs totais por Western Blot, foi demonstrado
um aumento de 51% (p<0.001) no grupo W+MG e de 53% (p<0.01) no grupo GK+MG,
quando comparado com os respetivos controlos (Figura 9), tendo diminuido no grupo

GK+MG+PM (Figura 10).

29|Pagina



Daniela Sofia Lourenco Neto
Complicagdes Macrovasculares da Diabetes Tipo 2: Papel dos AGEs e do RAGE

kDa
75 — B e GE—
50 — — .
S L —

25 — b owen SN

W WHMG GK GK+MG
ddd
3001 888
Rk
1
—
o
e ke ke
E 200F Sk
(®) I
o
S
7))
G
100 —T—
<
0

W WHMG GK GK+MG

Figura 9. Efeitos do metilglioxal nos niveis de expressdo de AGEs totais na parede da
artéria aorta. Média +tepm ***p < 0.001 vs ratos W; 888p < 0.001 vs grupo W+MG; ¢ p <

0.001 vs rato GK controlo.
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Figura 10. Efeitos da piridoxamina nos niveis de expressdao de AGEs totais na parede

da artéria aorta em ratos GK tratados com MG.

MARCADORES DE STRESS OXIDATIVO

Neste estudo verificou-se que a quantidade de fluorescéncia emitida ap6s oxidagdo do
dihidroetideo pelos ides superdxido (O,*), presentes na parede vascular e traduzindo os
niveis de stress oxidativo, foi mais intensa na parede dos vasos dos GK quando comparada
com a dos ratos Wistar (Figura 11). Verificou-se, também, que hd um aumento da
intensidade da fluorescéncia na parede vascular no grupo GK+MG em relacdo a do grupo

GK e que diminui no grupo GK+MG+PM (Figura 12).
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Figura 11. Localizacdo, por imunofluorescéncia, do anido superdxido na parede da

aorta de ratos Wistar (W, painel A), Wistar com MG (W+MG, painel B), GK (painel C) e GK

com MG (GK+MG, painel D). No painel E estd representada a avaliacdo quantitativa da

imunofluorescéncia do brometo de etidio nos diferentes grupos de animais. Média +epm ***p

< 0.001 vs ratos W; 888p < 0.001 vs grupo W+MG; ddd p < 0.001 vs rato GK controlo.
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Figura 12. Efeitos da piridoxamina na localizagéo, por imunofluorescéncia, do anido

superoxido na parede da aorta de ratos GK tratados com MG.
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DISCUSSAO

Neste estudo, a administracdo de metilglioxal induziu disfuncdo endotelial nos ratos
Wistar e agravou a disfuncéo endotelial nos ratos GK, aumentou os niveis de AGESs e o stress
oxidativo nos ratos Wistar e GK. Observou-se, ainda, um aumento dos niveis de RAGE nos
ratos GK e nos ratos Wistar tratados com MG. O tratamento com piridoxamina melhorou, em
parte, os parametros avaliados.

Os ratos GK constituem um modelo animal espontaneamente diabético tipo 2, nao
obeso, insulino-resistente, com hiperglicemia crénica e hiperinsulinemia em jejum. Foi
evidenciado em estudos anteriores, que estes animais apresentam disfuncdo endotelial aos 4
meses.®) Neste modelo animal, a reducdo da vasodilatacio dependente do endotélio foi
observada experimentalmente em anéis de aorta isolados ®® e em artérias mesentéricas 2,
indicando que a disfuncdo endotelial associada a diabetes afeta quer vasos de resisténcia quer
de conducdo, como a aorta. Estudos prévios ja demonstraram que a diabetes mellitus contribui
para a disfuncdo endotelial e o desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas por mecanismos
oxidativos, pré-inflamatérios e pré-ateroscleréticos.® 10 1+ 12.13)

A diabetes mellitus estd associada a insuficiéncia renal e doenca cardiovascular. A
hiperglicemia, caracteristica da diabetes mellitus, decorre com um aumento da produgdo e
acumulacdo de AGEs. A presenca e 0 aumento destes compostos estdo associados a uma
maior severidade de vasculopatia associada a diabetes, a uma producdo aumentada de
espécies reativas do oxigénio e, consequentemente, a um aumento dos niveis de stress
oxidativo e de inflamacdo e a uma ativacdo excessiva de recetores RAGE que vao
desencadear a ativacdo de uma cascata de mediadores patogenicos que irdo potenciar 0s

efeitos dos AGEs.®
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A diabetes mellitus conduz a uma instabilidade entre a acdo oxidante e antioxidante,

favorecendo o lado oxidativo @4 1% 1©

, podendo ser avaliado através de marcadores de stress
oxidativo, como o ido superdxido. O anido superoxido provoca uma menor biodisponibilidade
de NO com consequente diminuicdo do relaxamento vascular dependente do endotélio.™”
Neste trabalho demonstrou-se que a administracdo exdgena de MG, a ratos Wistar, conduziu a
disfungdo endotelial. Outros autores observaram lesdes vasculares, apds tratamento com MG,
0 que esta de acordo com os nossos resultados.® 2!

O metilglioxal, um intermediario da formacdo dos produtos finais de glicagdo
avancada, estd associado a um aumento da producdo de ROS e de AGEs e consequente
ativacdo de um maior nimero de recetores RAGE, provocando dano tecidual, genotoxicidade
e teratogenecidade.®® Demonstrou-se, que associado ao aumento dos niveis de stress
oxidativo, ocorre agravamento da disfuncdo endotelial e aumento dos niveis de AGEs na
parede da aorta com a administracdo deste composto em ratos GK, de acordo com o que foi
anteriormente descrito por outros autores em diferentes modelos animais.®* 2% 2%

A elevada producéo de ROS tem sido correlacionada com a reducdo dos niveis de NO,
libertados a partir do endotélio ®®, que por sua vez condiciona uma diminuicdo do
relaxamento induzido pela acetilcolina. O tratamento com a piridoxamina melhora o
relaxamento induzido pela ACh, tanto em ratos W+MG como GK+MG, sugerindo que este
composto pode aumentar a biodisponibilidade de NO devido a efeitos scavenging de ROS.

A piridoxamina, um derivado da vitamina B6, cujo mecanismo de agédo inclui: i)
scavenging de uma variedade de carbonilos toxicos derivados da glicose e da peroxidacao
lipidica derivados da degradacdo de acucares e de lipidos, ii) inibicdo da formacdo de AGEs

pelo bloqueio da degradacao oxidativa de intermediarios Amadori na reacdo de Maillard pela

ligacdo de ides metalicos que catalizam a reagdo, iii) trapping de ROS.% ¥
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Estudos anteriores, mostraram que a administracdo de piridoxamina diminui os niveis
de stress oxidativo sistémicos em modelos animais C57BL/6J.“® Foi, também, descrito que a
piridoxamina inibe a modificacdo de proteinas pelos produtos de peroxidacdo lipidica, in
vitro.?”) Esta inibicdo é explicada pela capacidade da piridoxamina sequestrar intermediérios
carbonilo. Vérios estudos demonstraram que a piridoxamina inibe a peroxidacao lipidica em
ratos STZ e Zucker, respetivamente.®” ?® No presente estudo, verificou-se uma diminuicdo
dos niveis de stress oxidativo no grupo GK tratado com MG sujeito & administracdo de
piridoxamina, o que pode ser explicado pelo fato de a piridoxamina, dada a sua capacidade de
sequestrar intermediarios reativos, diminuir a peroxidagdo lipidica.

Na diabetes mellitus tipo 2, os danos na vasodilatacdo podem ser associados com 0s
niveis aumentados de AGEs. Os niveis sericos de AGEs em doentes com diabetes mellitus
tipo 2 séo inversamente relacionados com nivel de vasodilatacdo dependente e independente
do endotélio. Supde-se que a formacdo de AGEs induz a formacdo de ROS, que por
conseguinte reduz os niveis de NO, desenvolvendo-se um estado de stress oxidativo.?)

Considerando os estudos prévios, pretendeu-se avaliar a prevencdo da disfuncéo
endotelial com a inibicdo da formacdo de AGEs na presenca da piridoxamina, de modo a
preservar a producdo de NO na aorta. Para tal, avaliaram-se os niveis de AGEs totais e de
CML, um dos AGEs melhor caracterizado quimicamente e também um dos mais abundantes.
Por sua vez, sabe-se que elevados niveis de CML estdo associados a diabetes e a
aterosclerose.®V

Neste estudo, verificou-se que os niveis de AGEs totais e de CML sdo mais elevados
nos animais diabéticos, o que esta de acordo com o esperado,®” e que o tratamento com
metilglioxal aumentou os niveis de AGEs totais e de CML em ambos os modelos animais. A

administracdo de piridoxamina, como era previsivel, diminuiu significativamente os niveis de
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AGEs totais nos animais sujeitos a esta terapéutica. Os nossos resultados estdo de acordo com
0s de outros estudos, que demonstraram que a piridoxamina inibe a formagédo de CML e
carboxi-etil-lisina.®® Outros estudos observaram que a piridoxamina reage diretamente com
intermediérios da reacdo de Maillard, como o glioxal e o glicoaldeido, e inibe a formagéo de
CML.™ stitt e colaboradores verificaram que a piridoxamina retarda a retinopatia e a
acumulagdo de CML na estrutura vascular da retina.®®

O RAGE, um recetor para AGEs, participa numa grande diversidade de patologias,
como é o caso da diabetes. Assim, torna-se um alvo terapéutico atrativo no tratamento de
algumas patologias a que se associa.®” Os niveis de expressio de RAGE foram avaliados, e
verificou-se uma maior expressao deste no grupo de ratos GK, relativamente ao grupo de
ratos W controlo, e um aumento no grupo de ratos W tratado com metilglioxal, de acordo com
0 esperado. Outros estudos em modelos animais diabéticos mostraram uma elevada expressao
de RAGE no endotélio vascular.®*

A piridoxamina foi proposta como inibidor da glicacdo e numerosos estudos tém
revelado a sua excelente capacidade para inibir a formacéo de AGEs in vivo.?* ?® A sua
administragdo exdgena aumenta os seus niveis plasmaticos, sendo, posteriormente, excretada
sem alteracbes metabolicas.®® Este conjunto de propriedades associadas & sua reduzida
toxicidade sugere que a piridoxamina pode ser til para retardar a progressdo das

complicagBes vasculares associadas a diabetes.”
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CONCLUSAO

O nosso trabalho demonstrou que a diabetes mellitus tipo 2 envolve uma significativa
disfuncdo endotelial, que se traduz por uma reduzida capacidade de vasodilatagédo
dependente do endotélio, sendo um factor predisponente para o desenvolvimento de
complicacdes macrovasculares. Esta disfuncdo esta associada a aumento dos niveis de stress
oxidativo, como o anido superdxido. Os resultados do presente estudo fornecem, ainda,
evidéncias que nos indicam uma relacdo entre a disfuncdo endotelial observada e 0 aumento
de AGEs na parede vascular diabética. Demonstrou-se, também, que o metilglioxal induz
disfuncdo endotelial com caracteristicas semelhantes as presentes no modelo animal
diabético.

Concluimos, também, que a piridoxamina, ao diminuir os AGES e o stress oxidativo,
pode ter um papel importante no retardar da progressao da disfuncéo endotelial associada a

diabetes, o que podera estar na base do desenvolvimento de novos meios terapéuticos.
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