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RESUMO

O Diabetes mellitus (DM) é um relevante problema de salde publica devido a sua alta
prevaléncia, morbidade e mortalidade. E caracterizado por hiperglicemia cronica, ocasionada
pela auséncia ou incapacidade da insulina de exercer de maneira adequada seus efeitos nos
tecidos-alvo. ComplicagGes vasculares, como a disfuncdo endotelial vascular, podem ser
resultado do inadequado controle da glicemia e/ou reflexo de um estresse oxidativo excessivo.
Uma maior concentracdo de radicais livres (RL), como as espécies reativas de oxigénio
(EROS), diminui a biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO), que é o principal agente
vasodilatador enddgeno que regula o tdnus vascular, caracterizando a disfuncdo endotelial. O
tratamento farmacolégico do DM envolve o uso de insulina e/ou hipoglicemiantes orais, mas
dados etnofarmacoldgicos e experimentais mostram que extratos e compostos isolados de
diversas espécies de plantas tem sido usados para tratar os sintomas desta doenca. Uma
hipotese é a de que as propriedades antioxidantes dos polifendis presentes nestes extratos
podem proteger 0s vasos sanguineos das consequéncias deletérias do estresse oxidativo.
Experimentos prévios mostram o efeito antidiabético do acido galico extraido de plantas e na
forma isolada em ratos diabéticos. Nesse estudo, avaliamos a hipotese de que o acido géalico
(AG), um &cido fendlico presente em diversas plantas, pode apresentar efeito antioxidante e,
consequentemente, efeito protetor bioquimico e vascular em individuos diabéticos. Com o
intuito de avaliar a atividade antioxidante e protetora do acido galico, cinco grupos de ratos
Wistar, um normoglicémico e quatro diabéticos induzidos por estreptozotocina (50 mg/kg/i.p)
(n=10/grupo) foram tratados oralmente com o &4cido galico (Acido Galico - AG) (60 ou 80
mg/kg/dia), veiculo (dgua, Normoglicémicos - Normog e Diabéticos ndo tratados - DC) ou
metformina (controle positivo, Diabéticos Tratados com Metformina - DTM) (500 mg/kg/dia)
durante 4 semanas. O ganho de massa, 0 consumo de agua e racdo e a glicemia de jejum
foram observadas a cada sete dias. Com a utilizacdo de um sistema AVS de banho de 6rgéos
isolados (midgrafo), estudos de reatividade vascular foram realizados para avaliar a contracao
induzida por fenilefrina (Fen) e o relaxamento produzido por acetilcolina (ACh) e pelo doador
de 6xido nitrico (NO), nitroprussiato de sédio (NPS), em anéis de aorta toracica de ratos
normoglicémicos e diabéticos. Os resultados mostraram que o AG ndo reduziu o nivel
glicémico dos animais diabéticos. O grupo DC apresentou perda de massa corporal e aumento
da ingestdo de agua e racdo. O tratamento com acido galico ndo foi capaz de reverter estas
alteracdes. As curvas concentracdo-efeito para a fenilefrina (Fen) demonstraram que a
resposta contratil induzida foi dependente da concentracdo e ndo houve diferencas entre 0s
grupos. Os anéis de aorta de ratos diabéticos apresentaram um relaxamento menor do que o
grupo controle, o que caracteriza a disfuncdo endotelial. Normoglicémicos (Emax: 116,317 +
12,432%; pD2: 7,399 + 0,322; n=3) e DC (Emax: 73,899 + 8,669%; pD>: 6,476 + 0,379; n=4).
O relaxamento induzido pelo NPS induziu relaxamento dependente da concentracdo e foi
semelhante entre os grupos. Portanto, o tratamento oral com &cido galico durante 28 dias
consecutivos em doses de 60 e 80 mg/kg ndo foi capaz de reduzir os niveis de glicose no
sangue de ratos com diabetes induzida por estreptozotocina. No entanto, este tratamento
impediu a disfuncdo endotelial induzida por diabetes.

Palavras-chave: Acido’ Galico, Diabetes Mellitus, Radicais Livres, disfuncdo endotelial,
reatividade vascular e Oxido Nitrico.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is an important public health problem due to its elevated prevalence,
morbidity and mortality. It is characterized by chronic hyperglicaemia due to the absence of
insulin or by its inability to exert its effects properly. The inappropriate control of glycaemia
and/or excessive oxidative stress may cause vascular complications, such as endothelial
dysfunction. Great quantities of free radicals, such as oxygen or nitrogen reactive species,
diminish the bioavailability of nitric oxide (NO), which is the main endogenous vasodilator
that regulates the vascular tonus. This reduced bioavailability of NO characterizes the
endothelial dysfunction. The pharmacological treatment of DM involves the use of insulin
and/or oral hypoglycemic drugs, but ethnopharmacologic and experimental data show that
extracts of or compounds isolated from plants have been used to treat the symptoms of DM.
The hypothesis is that the antioxidant properties of polyphenols present in those extracts
protect the blood vessels from the deleterious consequences of oxidative stress. Previous
experiments have shown the antidiabetic effect of galic acid extracted from plants or in the
isolated form in diabetic rats. In this study, we have evaluated the hypothesis that galic acid, a
phenolic acid present in many plants, may present antioxidant effect and, thus, biochemical
and vascular protector effects in diabetic animals. Male Wistar rats were ramdomically
divided in 5 groups (n=10/group): normoglicemic rats (Normog) and streptozotocin-induced
diabetic rats treated with water (vehicle), metformin (positive control, 50 mg/kg) or galic acid
(AG 60 or 80 mg/kg) by oral route for 28 consecutive days. The body mass gain, the water
and food intake and the fasting glucose were analyzed weekly. Vascular reactivity studies
were performed and cumulative concentration-effect curves for phenylephrine, acetylcholine
and sodium nitroprusside were done in thoracic aorta rings isolated from normoglycaemic and
diabetic rats. Our results have shown that the oral treatment with galic acid at the doses used
was not able to reduce the serum glucose levels in diabetic animals. The diabetic group
presented body mass loss and augmented water and food intake, and the oral treatment with
galic acid was not able to prevent these effects. The contraction induced by phenylephrine
was concentration-dependent and it was not different among the groups. The aortic ring from
diabetic rings presented a smaller relaxation to acetylcholine (normoglicaemic: Emax:
116,317 + 12,432%, n=3, diabetic max: 73,899 + 8,669%, n=4), characterizing endothelial
dysfunction. The treatment with galic acid prevented this effect (AG 60 mg/kg: Emax: 92,403
+ 3,172%, n=2; AG 80 mg/kg: Emax: 93,061 + 3,917%, n=3). The endothelium-independent
relaxation induced by sodium nitroprusside was similar in aortic rings from normoglicemic
and diabetic rats. Therefore, the oral treatment with galic acid for 28 consecutive days at the
doses of 60 and 80 mg/kg was not able to reduce the blood glucose levels of streptozotocin-
induced diabetic rats. However, this treatment prevented the endothelial dysfunction induced
by diabetes.

Key words: Diabetes mellitus, endothelial dysfunction, free radicals, galic acid, nitric oxide
and vascular reactivity.
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1. INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) é um grave problema de satde publica por causa da sua alta
prevaléncia, morbidade e mortalidade (Mendes et al., 2010). Segundo a Federacdo
Internacional de Diabetes (IDF, 2009), a cada ano, 7 milhdes de pessoas desenvolvem os
sintomas do diabetes em todo o mundo.

A insulina produzida pelas células B-pancreéticas é agente facilitador da homeostase
da glicose ao promover sua captacdo e estoque no musculo esquelético, figado e adipdcitos. A
falta ou a ineficiéncia das acBes da insulina nos alvos periféricos causam o diabetes,
caracterizado por hiperglicemia, que ao longo do tempo, pode ocasionar uma série de
alteracdes metabdlicas e neurais (Kahn; Hull; Utzschneider, 2006).

Os dois principais tipos de Diabetes mellitus séo o tipo 1, que corresponde a 10-20%
dos casos e, o tipo 2, que corresponde a 80-90% dos casos. Esses dois tipos distinguem-se
pela apresentacdo clinica, origem genética, patogénese, lesdo das ilhotas pancreaticas e
resposta a insulina (Contreras, 2004).

O tratamento farmacologico do DM envolve o uso de insulina e/ou hipoglicemiantes
orais. Por outro lado, muitas espécies de plantas tém sido usadas etnofarmacologicamente ou
experimentalmente para tratar dos sintomas do DM. Estas plantas representam mais de 725
géneros em 183 familias (Negri, 2005). Mais de 1000 plantas tém sido descritas como
eficazes no tratamento do DM. No entanto, muitas dessas descricdes sdo relatos de uso
tradicional, e menos da metade destas plantas ou extratos de plantas obtiveram uma avaliacéo
médica ou cientifica completa de seus supostos beneficios (Mohamed et al., 2012).

A grande diversidade de classes quimicas encontradas nessas preparacfes vegetais
usadas no tratamento desta enfermidade indica que diferentes mecanismos de acdo devem
estar envolvidos na regulacdo e/ou reducdo do nivel glicémico. Estas espécies vegetais podem
agir aumentando a liberacdo de insulina através da estimulacdo das células B-pancreéticas;
promovendo resisténcia aos horménios hiperglicemiantes; produzindo um aumento do
namero e da sensibilidade do sitio receptor de insulina; diminuindo a utilizacédo de glicogénio;
aumentando o consumo de glicose nos tecidos e érgaos; eliminando radicais livres;
promovendo a resisténcia a peroxidacdo de lipideos; corrigindo a desordem metabdlica
causada em lipideos e proteinas; promovendo aumento da microcirculacdo do sangue no
organismo e estimulando a ativagdo de enzimas metabdlicas (Dornas e al., 2009).

Uma inadequacéo no controle da diabetes mellitus, muitas vezes leva a varias doencas

letais, incluindo complicagdes vasculares (Salsali & Nathan, 2006; Balakumar & Dhanaraj,
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2013; Cooper et al., 2001). Radicais livres e o estresse oxidativo estdo entre os fatores
envolvidos na patogénese do diabetes e, particularmente, parecem ter um papel importante na
destruicdo das células B-pancreaticas e no desenvolvimento das complicacdes crbnicas da
doenca (Baynes, 1991). A disfuncdo endotelial vascular (DEV), um evento inicial que
corresponde a vasculopatia diabética (Srinivasan et al., 2004; Lee et al., 2012), é uma das
consequéncias do diabetes que pode ser causada pelo estresse oxidativo excessivo.

Os compostos fendlicos sdo uma das maiores classes de metabdlicos secundarios de
plantas. Véarias propriedades quimicas e efeitos biol6gicos dos polifendis na dieta podem estar
envolvidos na protecdo contra o risco cardiovascular. Uma hipétese 6bvia € a de que as
propriedades antioxidantes dos polifendis podem proteger 0s vasos sanguineos das
consequéncias deletérias do estresse oxidante associado com muitos, se ndo todos, os fatores
de riscos cardiovasculares (Stoclet et al., 2004). O &cido galico, importante acido fenolico
encontrado em fontes naturais, possui acdo antioxidante e protetora cardiovascular
(Punithavathi et al., 2011).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da administracdo por
via oral do acido galico sobre a glicemia de ratos diabéticos, bem como o consumo de agua e
racdo e o ganho de massa corporal. Também foi investigado o efeito do &cido galico sobre a
contracdo/relaxamento em anéis de aorta toracica de animais diabéticos. A nossa hipdtese € a
de que o &cido galico apresenta efeito anti-hiperglicemiante, antioxidante e previne a

disfuncao endotelial em ratos diabéticos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Diabetes mellitus (DM)

As Doengas Cronicas Ndo Transmissiveis (DCNT) representam um dos principais
desafios de saude para o desenvolvimento global nas proximas décadas. Elas ameacam a
qualidade de vida de milhdes de pessoas, representam 0 maior custo para os sistemas de saude
de todo o mundo com grande impacto econdmico para os portadores, suas familias e a
sociedade em geral dos paises, especialmente os de baixa e média renda (Ministério da Salde,
2011).

Estimativa da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) aponta que as DCNT ja sédo
responsaveis por 58,5% de todas as mortes ocorridas no mundo e por 45,9% da carga global
de doencas. No Brasil, em 2008, elas foram responsaveis por 62,8% do total das mortes por
causa conhecida e séries historicas de estatisticas de mortalidade indicam que a proporg¢éo de
mortes por DCNT aumentou em mais de trés vezes entre as decadas de 30 e 90. As transi¢oes
demogréfica, nutricional e epidemioldgica ocorridas no século passado determinaram um
perfil de risco em que doencas crénicas como a Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) e o
Diabetes mellitus (DM) assumiram énus crescente e preocupante. Ambas sao doengas muito
frequientes, constituindo sérios problemas de sadde publica (Ministério da Saude, 2011).

O DM configura-se hoje como uma epidemia mundial, traduzindo-se em grande
desafio para os sistemas de salde de todo o mundo. O envelhecimento da populacédo, a
urbanizacao crescente, o sedentarismo, dietas pouco saudaveis e a obesidade sdo os grandes
responsaveis pelo aumento da prevaléncia do DM (Ministério da Saude, 2011). Segundo
dados de 2013 da IDF, cerca de 8,3% da populacdo global de adultos, o que corresponde a
382 milhdes de habitantes, sdo diabéticos. NUmero que aumentard para mais de 592 milhdes
em menos de 25 anos. Com 175 milhGes de casos ndo diagnosticados atualmente, o que
representa 46% dos casos, uma grande parcela da populagdo mundial ird desenvolver
progressivamente complicacdes de forma ndo consciente.

A maior parte dos 382 milhdes de diabéticos estd compreendida na faixa etaria entre
40 e 59 anos, dos quais, 80% sdo oriundos de paises de média e baixa renda. O aumento dos
casos de diabetes ocorre a cada ano, em especial os portadores de Diabetes mellitus tipo 2
(DM2), que apresentam uma tendéncia em dobrar seu nimero até 2035. Estima-se que mais

de 21 milhGes de casos de Diabetes Gestacional contribuam para a carga global do nimero de
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portadores da doenga. Mées de 17% dos nascidos vivos em 2013 apresentaram glicemia
elevada durante a gestacéo (International Diabetes Federation, 2013).

Tanto em termos humanos, como financeiros, o énus do DM ¢ enorme. O DM ¢é
responsavel por 5,1 milhdes de mortes e representou aproximadamente 548 milhdes de
dolares em custos para o sistema global de saude (11% da despesa mundial) em 2013
(International Diabetes Federation, 2013). O grande impacto econdmico da doencga ocorre
notadamente nos servicos de salde, como consequéncia dos crescentes custos do tratamento
e, sobretudo das complica¢des, como as doencas cardiovasculares, dialise por insuficiéncia
renal crénica e as cirurgias para amputacdes de membros inferiores (Ministério da Saude,
2011).

No Brasil, de acordo com o VIGITEL 2009 (Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao
para Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico) que faz parte do Sistema de Vigilancia de
Fatores de Risco e Protecdo para DCNT do Ministério da Saude, a ocorréncia média de
diabetes na populacdo adulta (acima de 18 anos) é de 5,8%, 0 que representa cerca de 7,5
milhdes de pessoas que confirmaram ser portadoras da doenca.

O DM é uma sindrome de etiologia multipla, caracterizada por hiperglicemia crénica e
resulta da falta de insulina ou da incapacidade desta de exercer de maneira adequada seus
efeitos. Este disturbio enddcrino envolve o metabolismo dos carboidratos, dos lipideos e das
proteinas, e esta associado com graves complicacdes micro e macrovasculares, incluindo
neuropatias, nefropatias, retinopatias, doencas cardiovasculares e vasculares periféricas
(Brahmachari, 2011). O DM esté relacionado a uma série de sintomas comuns tais como
polifagia e polidpsia excessivas, fraqueza muscular, perda de peso, elevacdo da glicemia e
glicosdria (Shoelson, 1995; Said et al., 2002).

A classificacdo atual do DM ¢é baseada na sua etiologia. Segundo a classificacdo
proposta pela OMS e pela American Diabetes Association (ADA) inclui quatro classes
clinicas: DM insulino dependente ou tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), DM gestacional e
outros tipos especificos de DM (Tabela 1). Ainda existem duas categorias, referidas como
pré-diabetes, que sdo a glicemia de jejum alterada e a tolerancia a glicose diminuida. Essas
categorias ndo sdo entidades clinicas, mas fatores de risco para o desenvolvimento do DM e

de doencas cardiovasculares (Associacdo Americana de Diabetes, 2011).
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TABELA 1. Classificacdo etiologica de Diabetes mellitus proposta pela Organizacdo
Mundial de Satde (OMS) e pela American Diabetes Association (ADA). Fonte: Gross et al.,
2002.

I. Diabetes tipo 1

e Destruicdo das celulas beta, usualmente levando a deficiéncia completa de insulina.
A. Autoimune
B. Idiopatico

1. Diabetes tipo 2
e Graus variados de diminuicdo de secrecdo e resisténcia a insulina.

I11. Outros tipos especificos

Defeitos geneticos da fungao da célula B
Defeitos genéticos da acdo da insulina
Doencas do pancreas exocrino
Endocrinopatias

Inducdo por drogas ou produtos quimicos
Infeccdes

Formas incomuns de diabetes imuno-mediado

@mmoow>

IV. Diabetes Gestacional

O DML é responsavel por cerca de 5 a 10% de todos os casos de Diabetes mellitus,
sendo subdividido em tipo 1A, tipo 1B e Latent Autoimmune Diabetes of the Adult (LADA).
Geralmente o DML1 se inicia antes dos 30 anos de idade, mas pode acometer individuos em
qualquer faixa etaria. Ha destruicdo das células B pancreaticas e seu tratamento exige o uso de
insulina (Gross, 2002; Imagawa et al., 2000; Groop et al., 1986).

A forma presente na maioria dos casos (90-95%) é o DM2 e caracteriza- se por graus
variaveis de resisténcia a insulina e deficiéncia relativa de secrecdo de insulina. A maioria dos
pacientes com essa forma de DM apresenta sobrepeso e cetoacidose. Raramente desenvolve-
se espontaneamente, ocorrendo apenas quando associada a outras condi¢cbes como infec¢coes
graves (Torquato et al., 2003). Os pacientes ndo sdo dependentes de insulina exdgena para
sobrevivéncia, mas o tratamento com esse horménio pode ser necessario para a obtencdo de
um controle metabdlico adequado (Wild et al., 2004). O diagnostico pode ocorrer em
qualquer idade, mas é geralmente feito a partir dos 40 anos de idade. E de extrema
importancia destacar que nos ultimos anos a incidéncia de DM2 vem crescendo entre criangas

e jovens nos Estados Unidos, em associagédo ao aumento da obesidade (Kempf et al., 2008).
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Diabetes mellitus gestacional é definido como qualquer nivel de intolerancia a
carboidratos, resultando em hiperglicemia de gravidade varidvel, com inicio ou diagndstico
durante a gestacdo. Sua fisiopatologia é explicada pela elevacdo de hormdnios
contrarreguladores da insulina, pelo estresse fisiologico imposto pela gravidez e a fatores
predeterminantes (genéticos ou ambientais). Embora o principal horménio relacionado a
resisténcia a insulina durante a gravidez seja o hormdnio lactogénico placentario, outros
hormdnios hiperglicemiantes como cortisol, estrégeno, progesterona e prolactina também
estdo envolvidos (Miranda & Reis, 2008). O diabetes gestacional acomete de 2-10% das
mulheres americanas gravidas. Outros tipos de diabetes resultantes de cirurgia, medicagdes,
infeccOes e doencas pancreéticas correspondem de 1-5% de todos os casos diagnosticados de
diabetes (CDC, 2011).

Pertencem a categoria "outros tipos” as formas menos comuns, cujos defeitos ou
processos causadores podem ser identificados. Estdo incluidos nessa categoria defeitos
genéticos associados com outras doencas, com uso de farmacos diabetogénicos e outras
condicdes (Koro et al., 2004).

A correta classificacdo do tipo do DM leva precocemente ao tratamento adequado,
com maior indice de sucesso na obtencdo de um bom controle glicémico, o que por sua vez
comprovadamente reduz as complicagdes microvasculares, tanto em pacientes com DM1,
quanto no DM2 (Gross et al., 2005; Campagnolo et al., 2008).

O diagnostico do DM esta baseado na identificacdo dos sintomas clinicos: polidipsia,
politria, polifagia e perda de massa corporal; e em resultados de exames laboratoriais:
glicemia de jejum > 126 mg/dL e o teste de tolerancia oral a glicose (realizado 2 horas apds a
ingestdo de uma sobrecarga de 75g de glicose) acima de 199 mg/dL. Valores de hemoglobina
glicada, também conhecida como glicohemoglobina ou HbA1C maiores ou iguais a 6,5%

também indicam o diagnostico de DM (Associagdo Americana de Diabetes, 2009).

2.2. Manejo farmacoldgico

Reduzir o impacto do DM significa, antes de tudo, reduzir a incidéncia da doenca,
antecipando-se ao seu aparecimento com medidas preventivas, sobretudo em individuos de
alto risco, tais como os portadores de tolerancia diminuida a glicose e de glicemia de jejum
alterada. Intervences comportamentais e farmacoldgicas tém sido estudadas e aplicadas com

esse objetivo. ModificacBes no estilo de vida, tais como controle dietoterapico e prética
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sistematica de exercicios fisicos, bem como o uso de alguns farmacos orais tém se mostrado
eficazes (Lima et al., 2012).

O manejo farmacoldgico atual para o tratamento do DM é focado principalmente em
elevar os niveis plasmaticos de insulina (por agentes orais que promovem secrec¢do de insulina
ou pela administracéo direta de insulina), melhorando a sensibilidade dos tecidos ao hormdnio
e eventualmente, reduzindo a taxa de absorgéo de carboidratos a partir do trato gastrintestinal.
Estas acBes sdo produzidas por variadas classes de farmacos como sulfonilureias, glinidas,
glucagon-like peptide 1 (GLP-1), metformina, tiazolidinedionas, inibidores de a-glicosidase,
entre outros (Verspohl, 2012).

Os farmacos anti-hiperglicemiantes desempenham um papel importante, pois
conseguem compensar 0s defeitos na secre¢do de insulina como também a sua agdo nos
tecidos periféricos. No entanto, como o DM é multifacetado, diversos aspectos relevantes
como a perda de células secretoras (destruicio das células [ pancreaticas),
hiperglucagonemia, o esvaziamento gastrico retardado, neuropatia diabética, retinopatia,
nefropatia e as complicacBes vasculares decorrente do diabetes como aterosclerose e
hipertensdo arterial que sdo principalmente desencadeadas por alteracdes no endoteélio
vascular, ainda ndo foram resolvidos. Uma reducao continua da hiperglicemia ird diminuir o
risco do desenvolvimento de doencas microvasculares e reduzir suas complicacdes (Kim et
al., 2006).

Dentre estes farmacos, a metformina tem sido usada como farmaco de primeira
escolha para o tratamento do DM2, pois além das suas ac¢Oes anti-hiperglicemiantes como
aumento da sensibilidade a insulina e inibi¢do da lipolise no tecido adiposo, melhora o perfil
lipidico, reduz a pressdo arterial, promove maior acdo antioxidante, ativa a AMP-kinase,
reduz mortalidade e morbidade macrovascular e induz protecdo da funcdo endotelial (Sena et
al., 2011).

O controle do DM permanece insatisfatério na grande maioria da populagdo mesmo
com a introducdo de novos farmacos e da melhor compreensdo dessa entidade clinica nos
altimos anos. Koro et al. (2004) analisando os niveis de hemoglobina glicada (HbA1C),
mostraram que menos de 50% dos portadores do DM mantém sua doenca adequadamente
tratada, tendo havido até piora no controle metabdlico, quando comparados 0s anos de 1988-
1994 (44,5%) e 1999-2000 (35,8%).

2.3. Disfuncéo endotelial (DE)
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A disfungdo endotelial pode ser definida como uma redugdo na vasodilatagéo
dependente do endotélio, causada por uma reducdo na biodisponibilidade do NO (Cai &
Harrinson, 2000). Esté associada a condicOes fisiopatologicas severas, incluindo o Diabetes
mellitus (Savoia & Schiffrin, 2006).

O termo “disfun¢do endotelial” refere-se a um desequilibrio na producédo endotelial de
mediadores que regulam o tdnus vascular, agregacdo plaquetaria, coagulacao e fibrindlise,
sendo o tbnus vascular o aspecto mais estudado. A disfuncdo endotelial também é
freqlientemente referida como piora no relaxamento dependente do endotélio, causado pela
perda da biodisponibilidade do NO, muito embora a producdo de outras substancias
vasoativas derivadas do endotélio, como a prostaciclina I, Fator Hiperpolarizante Derivado
do Endotélio (EDHF), endotelina-1, angiotensina Il, tromboxano A., também possa estar
alterada (Mombouli & Vanhoute, 1999).

A disfuncdo endotelial esta presente em diversas doencas metabdlicas e/ou
cardiovasculares, como na obesidade, intolerancia a glicose, hiperglicemia (Diabete mellitus),
hipertenséo arterial e dislipidemia. Em todas essas condigdes, ocorre resisténcia insulinica, a
qual se apresenta como um disturbio metabdlico que se manifesta por reducao na utilizacéo da
glicose pelo masculo esquelético periférico (Ferranini et al., 1997), e tem sido fortemente
associada a DE, que tem se mostrado ocorrer precocemente (Hsueh et al., 2004).

A relacdo entre DM1 e doenca cardiovascular € bem conhecida (Kannel & McGee,
1979) e tem sido atribuida a associacdo entre hiperglicemia crénica, DE e inflamacéo crénica
(Schram et al., 2003; Stehouwer et al., 2002). E bem conhecido, em estudos cléssicos, que a
hiperglicemia crénica € um importante preditor de complicacdes micro e macrovasculares
(Nejm, 1993; Diabetes Care, 1998; Nathan et al., 2005). A DE tem sido sugerida como um
evento precoce na patogénese das complicacGes vasculares do DM1 (Jarvisalo et al., 2004).
Ela reflete a presenca de um fenotipo propenso a aterogénese e pode, dessa forma, servir de
marcador de risco para aterosclerose, ja tendo sido demonstrada constituir-se em um fator de
risco independente para eventos cardiovasculares (Juonala et al., 2004).

Embora a natureza da ligacdo patogénica entre niveis elevados de glicose circulantes e
complicacbes cardiovasculares seja uma fonte de debate, é reconhecido que a hiperglicemia é
a responsavel pela patogénese de complicacBes vasculares associadas com o DM.
Demonstrou-se que a hiperglicemia pode causar varias alteracbes na fungdo vascular,
incluindo uma diminuigdo do relaxamento dependente do endotélio (Pieper, 1999; Davel et
al., 2000; Akamine et al., 2006), um aumento da resposta de contragdo do musculo liso
vascular (Davel et al.,, 2000; Abebe & MacLeod, 1990; Xavier et al.,, 2003) e uma



24

predisposicdo para 0 desenvolvimento de eventos inflamatorios, trombdticos e
ateroscleréticos (Cohen & Tong, 2010). Fatores de risco recentemente reconhecidos como
obesidade (Steinberg et al., 1996), a proteina C-reativa elevada (Fichtlscherer et al., 2000), e
infeccdo sistémica crbnica (Prasad et al., 2000) também estdo associados a disfuncdo
endotelial.

S0 mecanismos causais da disfuncdo endotelial nos estados de resisténcia a insulina e
DM: alteracdo de vias de sinalizacdo que levam a inativacdo da eNOS, ativacdo do endotélio
por moléculas pro-inflamatorias, disfungdo mitocondrial e aumento do estresse oxidativo na
vasculatura (Tabit et al., 2010), os quais podem ser particularmente importantes de acordo
com fatores genéticos predisponentes (Piccoli et al., 2008). O estresse oxidativo é induzido
pelas espécies reativas, por exemplo, o anion superéxido, que reage com o NO para formar
peroxinitrito (ONOQ"), substancia altamente reativa.

A progressdo da doenca vascular no DM é em grande parte relacionada com os
mecanismos da disfuncdo endotelial. Uma reducéo da vasodilatacdo dependente do endotélio
tem sido demonstrada em diversos leitos vasculares de modelos experimentais em animais
diabéticos e em pacientes humanos com os tipos 1 e 2 da doenca (Pieper, 1999; Davel et al.,
2000; Akamine et al., 2006). Nestas condi¢des existe a vasoconstricdo, aumento da adesédo de
plaquetas e de leucdcitos, crescimento descontrolado de células, especialmente as células do
musculo liso nas paredes dos vasos, aumento da deposicédo de lipideos no subendotélio e uma
elevacdo da tendéncia para o desenvolvimento de trombose vascular. Os mecanismos
associados a estes eventos podem ser multiplos e incluem mudangas na sintese, liberacdo,
difusdo ou degradacdo de varios fatores produzidos pelas células endoteliais (6xido nitrico,
fator hiperpolarizante derivado do endotélio, prostaciclina, prostaglandina Hz, tromboxana A,
angiotensina Il, endotelina-1, anions superoxido ou espécies reativas de oxigénio).

Varios estudos demonstram as evidéncias da ocorréncia de DE no Diabetes mellitus.
Na década de 80, equipes de pesquisadores ja demonstravam a disfungdo vasomotora em
modelos experimentais, onde podemos citar os estudos desenvolvidos por Oyama et al. (1986)
e Tesfamariam et al. (1989). Na década de 90, estudos clinicos desenvolvidos por Calver et al.
(1992) e Johnstone et al. (1993), com portadores do DML e os desenvolvidos por McVeigh et
al. (1992) e Williams et al. (1996) com portadores do DM2, também apresentaram evidéncias
de disfuncdo endotelial.

A funcdo endotelial no DM1 é modulada pelo grau de hiperglicemia (Williams et al.,
1998), pela duracdo do diabetes (Jarvisalo et al., 2004; Houben et al., 1996; Singh et al.,

2003), pelas concentragfes séricas de insulina (Steinberg et al., 1994), pela presenca de
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complicagbes cronicas, especialmente neuropatia autondmica (Makimattila et al., 1997) e
microalbumindria (Elliott et al., 1993).

No DM1 o tempo com a doenca € um determinante relevante para a presenca da DE.
Pacientes que sdo portadores da doenca hd mais de 10 anos, a disfuncdo endotelial € um
achado relativamente comum. No periodo compreendido entre cinco e dez anos de DML, a
DE ocorre ocasionalmente. No estudo de Singh et al. (2003), adolescentes com pelo menos
um ano de DM1 e mau controle glicémico apresentaram comprometimento da vasodilatagéo
dependente do endotélio quando comparados a individuos normoglicémicos. Quando
avaliadas a vasodilatacdo independente do endotélio e a espessura da camada intima-média da
carétida, nenhuma diferenca foi encontrada entre os dois grupos.

Resultados de outros estudos sugerem que a DE pode ser ainda mais precoce,
ocorrendo antes de cinco anos do inicio da doenca. A pesquisa realizada por Jérvisalo et al.
(2004) comparou criangas de 11 anos de idade, com DM1 h& quatro anos, ndo-obesas, com
mau controle glicémico a criangas sem DM, em relacdo a dilatacdo mediada por fluxo (DMF)
e a espessura intima-media da cardtida. Como resultado, em 36% dos casos ficou evidente a
presenca de DE e a espessura intima-média da carotida foi maior nas criancas com DM1. Os
autores concluiram que DE é comum em criancas com DML1 inicial e pode ser um preditor
para o desenvolvimento de aterosclerose prematura.

Os mais diversos mecanismos pelo qual o DM1 leva a DE sdo complexos e
parcialmente compreendidos. Embora a presenca concomitante de hipertensdo e dislipidemia
possa contribuir diretamente para a DE, uma combinacdo de diversos mecanismos
diretamente relacionados é determinante para o desenvolvimento desta condigéo.

A maioria, se ndo todos os fatores de risco que estdo relacionados com aterosclerose,
morbidade e mortalidade cardiovascular, incluindo os fatores de risco tradicionais e nédo
tradicionais, também estdo associados a disfuncdo endotelial. Muitos deles, incluindo
hiperlipidemia, hipertensdo, diabetes e tabagismo estdo associados com excesso de producéo
de espécies reativas de oxigénio ou aumento do estresse oxidativo (Cai & Harrison, 2010).
Além disso, embora o radical NO atue como um antioxidante e limite as reacdes em cadeia de
peroxidacao lipidica, ele também possui efeitos pro-oxidantes por formacdo de peroxinitrito a

partir de sua reacdo com o anion superéxido (Patel et al., 2000).

2.4. Endotélio vascular
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O primeiro sistema a ser estabelecido durante o processo embrionario é o vascular
(Manner et al., 2001; Brade et al., 2006). Na fase embrionaria, durante o processo de
gastrulacdo, se estabelecem os trés folhetos germinativos: endoderme, ectoderme e
mesoderme (Risau, 1997). A indugdo da mesoderme por morfégenos da familia dos fatores de
crescimento de fibroblastos (FGF) tem papel essencial na indugdo da mesoderme lateral e
paraxial e na formacdo dos angioblastos e células hematopoiéticas. Além dos FGFs, membros
da familia dos fatores de crescimento e transformacdo (TGF-B) também foram encontrados
induzindo mesoderme, incluindo notocorda e somitos, 0 que sugere uma atuacdo sinérgica
desses morfégenos durante a formagdo da mesoderme (Risau & Flamme, 1995).

Nos mamiferos, observam-se na formagdo da mesoderme lateral do saco vitelinico os
primeiros sinais do desenvolvimento de um plexo vascular primitivo. Os hemangioblastos
induzidos na mesoderme pela sinalizacgdo de FGF sdo os precursores das células
hematopoiéticas e endoteliais (Risau & Flamme, 1995). O agregado celular formado por esses
hemangioblastos no saco vitelinico é conhecido por ilhotas sanguineas.

Estas ilhotas sanguineas sdo aglomerados celulares solidos originados do mesoderma
esplancnico. Na porcdo periférica desses agregados celulares estdo localizados o0s
angioblastos, enquanto que a porcdo central é constituida por precursores hematopoiéticos
(Risau, 1997; Carmeliet, 2000). A diferenciacdo dos precursores endoteliais em células
endoteliais vasculares € o primeiro passo na formacdo dos vasos sanguineos, que mais tarde
irdo constituir a superficie interna de revestimento dos vasos maduros. Todo este processo €
denominado vasculogénese e se da através da diferenciacdo in situ dos hemangioblastos em
angioblastos (Ratajska et al., 2006).

As células formadoras da camada intima dos sistemas vasculares sanguineos e
linfaticos, tipicamente epiteliais quanto a sua estrutura, posicdo e funcdo, desenvolvem-se a
partir do mesoderma sdo chamadas de células endoteliais. A membrana que essas células
constituem é denominada endotélio (Marsh & Coombes, 2005; Kelishadi et al., 2008).

O endotélio vascular é considerado um tecido ativo e dindmico. Controla funcdes
importantes, tais como a regulacdo do ténus vascular, fluidificacdo, coagulacdo, manutencéo
da circulacdo sanguinea, assim como respostas inflamatérias. Dessa forma, o endotélio
representa uma interface entre os elementos da circulacdo e os varios sistemas do organismo
(Marsh & Coombes, 2005).

O endotélio vascular € uma Unica camada de células que reveste todo o sistema
vascular. Em adultos, aproximadamente 10 trilhdes de células formam um “6rgdo” de quase 1

kg. A integridade estrutural e funcional das células endoteliais & importante na manutencéo da
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parede do vaso e da funcdo circulatoria. Como uma barreira, o endotélio € semipermeével e
regula a transferéncia de moléculas. As células endoteliais sdo dindmicas e tém funcGes
metabolicas e sintéticas. Exercem agles endocrinas, autdcrinas, parcrinas e influenciam as
células musculares lisas, plaquetas e leucécitos periféricos (Galley & Webster, 2004).

Elas mantém a homeostase da vasculatura por meio da sintese de substancias
vasoativas que modulam o ténus vascular, inibem a agregacdo plaquetéria e a proliferacdo das
células musculares lisas vasculares. O 6xido nitrico (NO) tem papel fundamental neste
equilibrio (Palmer & Moncada, 1987).

Foi em 1980 que se tornou evidente que o endotélio vascular ndo se restringe a ser
apenas uma monocamada que funciona como uma barreira fisica entre o sangue e o tecido
subjacente, mas também funciona como um 6rgao enddcrino com capacidade de produzir e
liberar as substancias ativas metabolicamente diferentes. Em 1980, Furchgott e ZawadzkKi
mostraram pela primeira vez que as celulas endoteliais s&o fundamentais no relaxamento
induzido pela acetilcolina na aorta isolada de coelho.

Estes pesquisadores também demonstraram que a acetilcolina ativa receptores
muscarinicos em células endoteliais e que esta ativacdo libera uma substancia que foi
denominada "Fator Relaxante Derivado do Endotélio (EDRF)". O EDRF se difunde para o
musculo liso e induz o relaxamento. Rapoport et al. (1983), verificaram que agentes que
induzem relaxamento devido a liberacdo de EDRF também sdo responsaveis pela ativacéo da
enzima guanilil ciclase e a conseqiiente formagdo de 3”,5’-monofosfato de guanosina (GMPc).
Estudos desenvolvidos por Arnold et al. (1977) ja tinham apresentado resultados parecidos
para solucGes saturadas com NO. As semelhancas quimicas e biologicas existentes entre o
EDRF e o NO se tornaram objetos de pesquisas, e em 1987, Ignarro et al. e Palmer et al.

identificaram o EDRF como sendo o 6xido nitrico.

2.5. Oxido nitrico (NO)

A biossintese do 6xido nitrico ocorre a partir da oxidacdo de um dos dois nitrogénios
da L-arginina, que é convertida em L-citrulina, sendo esta reacdo catalisada pela enzima NO-
sintase (NOS) (Moncada et al. 1991). Existem trés isoformas da NOS, uma induzida pelo
estimulo imunoldgico (iNOS) e duas constitutivas, a NOS endotelial (eNOS) e neuronal
(nNOS) (Moncada et al., 1991). A NOS induzida (iNOS) é predominantemente associada com
macrofagos, mas ja foi isolada do musculo liso, hepatdcitos, condrdcitos, células microgliais,

neutrofilos, células endoteliais vasculares e outras células parenquimais. A NOS endotelial
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(eNOS) esté associada a membrana e é expressa nas celulas endoteliais, e a NOS neuronal
(nNOS) € expressa no citoplasma de neurdnios e de outros tipos de células (Di Rosa et al.
1971; McCall et al. 1989; Bredt & Snyder, 1990; Pollock et al. 1991; Schmidt & Murad,
1991; Fukuto & Chadhuri, 1995; Evans et al. 1996; Kirkeboen et al., 1999). As isoformas
constitutivas dependem de ions calcio (Ca?*) e da proteina calmodulina para sua ativagio. Os
jons Ca?* complexam com a calmodulina para formar o complexo Ca?*-calmodulina
(Moncada et al., 1991). As trés isoformas da NOS sdo hemoproteinas e ha mais de 50% de
homologia entre elas (Li & Forstermann, 2000; Li & Poulos, 2005).

A medida que o NO é gerado no endotélio, ele difunde-se rapidamente para o limen
vascular e para as células alvo vizinhas, as celulas do musculo liso vascular, determinando a
comunicagéo intercelular (Busconi & Michel, 1993). Algumas caracteristicas, como alta
lipofilicidade, pequeno tamanho molecular e natureza gasosa favorecem a difusdo do NO
(Ignarro, 1991). O NO possui acéo fisiologica sobre diversos leitos vasculares, produzindo
vasodilatacdo por diversos mecanismos que possuem como finalidade diminuir a
concentracdo citoplasmatica de calcio no musculo (Ignarro, 1989).

Existem diversos alvos para atuacdo do NO, mas o principal deles é a enzima guanilil
ciclase, que se apresenta em duas isoformas: uma ligada & membrana, denominada particulada
e uma solavel no citoplasma, denominada guanilil-ciclase soluvel (GCs). Apenas a isoforma
GCs é alvo para acdo do NO (Thippeswamy et al., 2006). A elevacao dos niveis intracelulares
de GMPc ¢é feita pela ativacdo da GCs pelo NO, que atua como segundo mensageiro
intracelular amplificando a resposta celular (Arnold et al., 1977; Ignarro, 1991). No interior da
célula muscular, o NO interage com o ferro do grupo heme da enzima guanilil ciclase solavel,
acarretando alteracdo da conformacdo desta enzima, tornando-a ativa (GCa). A guanilil
ciclase catalisa a saida de dois grupamentos fosfato da molécula de guanosina trifosfato
(GTP), que tem como resultado a formacdo de guanosina monofosfato ciclica (GMPc) (Dusse
et al., 2003). O principal alvo do GMPc ¢é a familia das proteina-quinases dependentes do
GMPc, denominadas G quinases (GKs). A ativacdo da GK e a consequente fosforilacdo de
varias proteinas constitui uma cascata, que leva a reducdo da concentracdo citoplasmatica de
calcio ([Ca?*]c) e, assim, ao relaxamento vascular.

Outro mecanismo de a¢do do NO também pode ser a ativacao direta de canais idnicos,
principalmente canais para potassio, contribuindo para o relaxamento muscular via
hiperpolarizacdo de membrana (Bolotina et al., 1994). A instabilidade do NO em condigdes
fisioldgicas € muito alta e, assim, ele pode reagir quase instantaneamente com moléculas que

apresentem elétrons desemparelhados (Mcintyre et al., 1999), fundamentalmente outros
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radicais livres e metais de transicdo como o anion superdxido (O2) e o aomo de ferro
localizado no sitio heme de vérias proteinas. Esta alta reatividade explica o curto tempo de
meia vida do NO, tanto in vitro (de aproximadamente 5 segundos) quanto in vivo (0,1
segundos) (Nishida et al., 1992). O mecanismo pelo qual o NO é removido da GC ap6s
ocorrer a vasodilatacdo necessaria € desconhecido. Sabe-se que a producdo de GMPc é
interrompida segundos apds a remogdo do NO da enzima guanilil ciclase (Beckman &
Koppenol, 1996).

O NO que deixa a célula endotelial em direcdo a corrente sangiiinea pode penetrar nas
plaquetas, especialmente nas que se encontram justapostas a parede do vaso ou nas hemacias.
No interior das plaquetas, de modo analogo ao discutido para a célula muscular, o NO
promove um aumento de GMPc e a conseqliente diminuicdo do Ca*™ livre. Como o Ca*™ é
essencial para o processo de ativacao plaquetaria, esse processo estara inibido (Wolin, 2000).
As plaquetas humanas possuem e-NOS e sdo também produtoras de NO. Tanto o NO oriundo
das células endoteliais quanto o produzido endogenamente sdo importantes no controle da
funcdo plaquetaria (Radomski, 1990; Vasta et al., 1995). Das et al. (1995) sugeriram que a
propriedade de inibir a agregacdo plaquetaria apresentada pelo alho resulta da sua capacidade
de estimular a c-NOS.

Se 0 NO penetra nas hemécias, ele é eliminado atraves de sua reagdo com o ferro da
hemoglobina, tanto oxigenada (Hb-O2) quanto desoxigenada (Wolin, 2000). Recentemente, 0
citrato de sildenafil mostrou-se eficaz para tratamento da disfuncdo erétil. A acdo deste
medicamento se da pela inibicdo potente e seletiva da enzima fosfodiesterase tipo 5 (PDES),
que promove a degradacdo da GMPc. Com a inibicdo a concentracdo de GMPc que é

responsavel pelo relaxamento da musculatura lisa se mantem elevada (Dusse, 2003).

2.6. Estresse oxidativo

Diversas pesquisas que foram desenvolvidas nos ultimos anos apresentaram uma
elevada quantidade de evidéncias que demonstram a relevancia dos radicais livres (RL) e
outros oxidantes no processo do envelhecimento e das doencas degenerativas associadas a ele,
como cancer, doencas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune, disfuncdes
cerebrais e Diabetes mellitus tipo 1 (Atoui et al., 2005; Barreiros et al., 2006; Sousa et al.,
2007; Fukai & Ushio-Fukai, 2011). Os radicais livres quando em altas concentra¢Ges podem

gerar o estresse oxidativo (EO) (Nascimento et al.,, 2011), que é caracterizado pelo
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desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na inducdo de danos
celulares (Sies, 1993).

A formac&o de radicais livres in vivo ocorre via agao catalitica de enzimas, durante os
processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo celular e pela exposi¢do a
fatores exdgenos (Bianchi et al., 1999). Contudo, na condicdo de pré-oxidante, a concentracdo
desses radicais pode aumentar devido a maior geracdo intracelular ou pela deficiéncia dos
mecanismos antioxidantes (Cerutti, 1991; Cerutti, 1994). O EO esta presente em uma grande
variedade de condicdes patoldgicas e acredita-se que funcione como agente patogenético em
muitas delas.

As anormalidades metabdlicas relacionadas com DM sdo complexas e de forma direta
ou indireta resultam em disfuncdo do endotélio e da musculatura lisa vascular (Creager et al.,
2003) e o estresse oxidativo tem um papel primordial no desenvolvimento de tal disfuncéo
(Schalkwijk & Stehouwer, 2005; Rask-Madsen & King, 2007). Alem disso, demonstrou-se
que os portadores de DM apresentam concentracfes abaixo do ideal de varios antioxidantes,
que predispde para o desenvolvimento do estresse oxidativo (Peerapatdit et al., 2006; Ford et
al., 2003).

O EO é a causa final das alteracdes estruturais e funcionais nas células vasculares em
pacientes diabéticos, e o anion superoxido (O2") é responsavel pela reducdo da
biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) (Capellini et al., 2010). A reacdo entre O, e NO
forma o peroxinitrito (ONOO") (Nishikawa et al., 2000), o qual é capaz de promover a
peroxidacdo lipidica (Wajchenberg, 2002). Alem disso, ONOO~ pode oxidar a
tetrahidrobiopterina (BH4), que leva ao desacoplamento da NOS, resultando na sintese de O>™
em substituicdo a sintese de NO pela NOS (Satoh et al., 2005).

2.7. Radicais livres (RL)

As moléculas organicas e inorganicas e os &tomos que contém um ou mais elétrons
ndo pareados, com existéncia independente, podem ser classificados como radicais livres
(Halliwell, 1994). Essa configuracdo faz dos RL moléculas altamente instaveis, com meia-
vida curtissima e quimicamente muito reativas. A presenca dos radicais é critica para a
manutencdo de muitas funcgdes fisioldgicas normais (Pompella, 1997).

Os RL podem ser gerados no citoplasma, nas mitocdndrias ou na membrana e o seu
alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta relacionado com o seu sitio de

formacdo (Anderson, 1996; Yu & Anderson, 1997). Esses RL cujo elétron desemparelhado
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encontra-se centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados ERO ou ERN
(espécies reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio) (Finkel & Holbrook, 2000;
Halliwell, 2000; Pietta, 2000). O organismo humano sofre acdo constante de ERO e ERN
geradas em processos inflamatorios, por alguma disfuncdo biolégica ou proveniente dos
alimentos. As principais ERO distribuem-se em dois grupos, os radicalares: hidroxila (HO"),
superoxido (O27), peroxila (ROO") e alcoxila (RO"); e os ndo-radicalares: oxigénio, perdxido
de hidrogénio (H20.) e acido hipocloroso (HOCI). Dentre as ERN incluem-se o 6xido nitrico
(NO", oxido nitroso (N20s), &cido nitroso (HNO2), nitritos (NO2), nitratos (NOs3") e
peroxinitritos (ONOO-) (Halliwell, 1999; Chatgilialoglu & O’neill, 2001; Wiseman et al.,
1995; Cadet et al., 1999).

Entre as principais formas reativas de oxigénio, o O™ apresenta uma baixa capacidade
de oxidagdo, 0 HO® mostra uma pequena capacidade de difuséo e € o mais reativo na inducéo
de lesbes nas moléculas celulares. O H,O> n&o é considerado um radical livre verdadeiro, mas
é capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir danos na molécula de DNA por meio de
reacOes enzimaticas (Anderson, 1996). Enquanto alguns deles podem ser altamente reativos
no organismo atacando lipideos, proteinas e DNA, outros sdo reativos apenas com os lipideos.
Existem ainda alguns que sdo pouco reativos, embora ainda assim possam gerar espéecies
danosas.

O anion superoxido ("O2) pode ser sintetizado in vivo tanto enzimaticamente quanto
ndo enzimaticamente. Enzimaticamente o "O>" é produzido por reagdes mediadas por NADPH
oxidase (Babior, 2000; Vignais, 2002; Babior et al., 2002), citocromo Paso (Coon et al., 1992)
ou Xantina oxidase (Yokoyama et al. 1990). A auto oxidacdo em exposicdo ao ar, onde
moléculas ndo radicais como epinefrina, dopamina, tiois, entre outros, reagem lentamente
com o oxigénio molecular (O2) produzindo ‘O2" séo vias ndo enzimaticas de produgéo de
anion superoxido.

A reacdo enzimatica por NADPH oxidase consiste em um complexo protéico
composto por um citocromo de baixo potencial associado a membrana (bsss), constituido
pelas unidades (gp91P"™* e p22P"®), por algumas subunidades regulatorias encontradas no
citosol (p47P1°%, p40P"°X e p67P"*) e uma pequena proteina G (Racl ou Rac2). Apesar dessa
enzima ser melhor caracterizada em células fagociticas, outras células apresentam semelhanca
quanto a produgdo de ‘O, via NADPH oxidase, diferenciando-se quanto ao local (intra e
extracelular) e ao ritmo de producéo de ‘O (Li & Shah, 2004). A producdo de ‘O via

Xantina oxidase, que € uma enzima envolvida em processos de isquemia-reperfusdo, se da
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pela oxidacdo dos compostos hipoxantina a xantina e da xantina a urato com concomitante
reducdo monoeletrénica do O e formacédo do radical superéxido (Pritsos, 2000).

Apesar destas formas de producdo de superdxido, para alguns tipos celulares a
principal fonte é a mitocondria através da atividade da cadeia transportadora de elétrons
(CTE) (Halliwell, 2006; Jackson, 2008). A CTE é constituida por cinco distintos complexos,
do quais quatro possuem uma variedade de componentes potencialmente capazes de receber e
doar elétrons na forma de hidrogénio (H* + €’) ou como ion hidreto (H*). O complexo IV é o
responsavel por reunir os elétrons transferidos através da cadeia e reduzir completamente o
oxigénio molecular através da transferéncia de quatro elétrons e consequente formacdo de
duas moléculas de agua (2H20). Contudo, estima-se que, em condi¢des fisioldgicas normais,
2-5% do O utilizado na CTE seja reduzido de forma incompleta, principalmente pelos
complexos I e 111, onde a transferéncia de apenas um elétron para o oxigénio origina o ion ‘Oz
(Raddatz et al., 2011; Turrens, 2003; Wang & Michaelis, 2010). Em solugdo aquosa o anion
"O2” é um forte agente redutor e um fraco oxidante. Como agente redutor sua habilidade em
reduzir Fe®* a Fe?" pode acelerar a reacdo de Fenton. Embora seja um oxidante fraco em
solugdes aquosas, sua reacdo com o NO® tem como produto o ONOO™ que é uma especie
reativa de nitrogénio (ERN) (Vasconcelos et al., 2007).

O superdxido € um ion negativamente carregado e com relativa impermeabilidade a
membrana sendo a primeira espécie reativa de oxigénio formada pelas células. Comparado a
outras especies reativas, possui um tempo de meia vida relativamente alto o que lhe permite
uma maior difusdo intracelular e conseqliente propagacdo de reacdes oxidativas seqiienciais
que lhe necessitem como precursor (Fridovich, 1989; Fridovich, 1999; Powers & Jackson,
2008; Turrens, 2003).

O peroxido de hidrogénio (H202) é um composto intermediario formado pela reacéo
de dismutacdo de "O, catalisada pela enzima SOD, pela reducdo de 2 e"na molécula de Oz e
pela acdo de diversas enzimas oxidases in vivo, localizadas nos peroxissomas (Vasconcelos et
al., 2007). O peroxido de hidrogénio possui permeabilidade e tempo de vida superior ao
superdxido (Halliwell & Gutteridge, 2007). E um fraco agente oxidante e um fraco agente
redutor, reage lentamente com tidis, com sais de ferro e cobre reduzidos, com proteinas heme
e peroxidases para iniciar reacdes radicalares e peroxidacdes lipidicas. Em presenca de metal
de transicdo gera "OH, através da reacdo de Fenton, é incapaz de oxidar diretamente DNA ou
lipideos (Halliwell & Gutteridge, 2007).

O radical hidroxila (OH") é o mais reativo e mais lesivo radical conhecido e para o

qual, uma vez formado, o organismo humano ndo dispde de mecanismo de defesa. Ele reage
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com uma série de endobidticos, causa modificagdo no DNA (com modificacdo das bases e
quebras das fitas), danos nas proteinas, inativacdo enzimatica e peroxidacdo lipidica
(Vasconcelos et al., 2007). O OH' é uma espécie reativa de oxigénio que pode ser formada
pelas reacdes de H20O2 com ions metdlicos, principalmente aquelas que envolvem sais de ferro
(Fe?") devido ao seu favorecimento termodinamico (reagdo de fenton) e a partir da fissdo
homolitica do ONOO™ em sua forma prontonada (ONOOH); através de uma fissdo homolitica
do H20- induzida pela luz solar ou por uma fonte de UV em baixo comprimento de onda em
laboratério (Alvarez & Radi, 2003; Halliwell & Gutteridge, 2007). O OH" destaca-se ainda
quanto a sua variabilidade de reacdo com ndo radicais através de: abstracdo de um atomo de
hidrogénio; adicdo de grupamento hidroxila ou transferéncia de elétrons; e por ndo possuir
permeabilidade as membranas celulares. Estima-se que o dano celular provocado pela mesma
ocorra proximo aos seus locais de formacao (Powers & Jackson, 2008).

Classificada como uma Espécie Reativa de Nitrogénio (ERN) (Vasconcelos et al.,
2007), o oxido nitrico (NO") é sintetizado nos organismos vivos pela a¢do da enzima 0xido
nitrico sintase (NOS).

O peroxinitrito (ONOQO") é um agente oxidante relativamente forte, que pode causar
deplecdo de grupos tiois, nitracdo de proteinas e danos ao DNA. Formado da reacédo
espontanea entre os radicais ‘Oz e oxido nitrico (NO), estima-se que sua formacgdo sempre
ocorra na presenca de ambos, uma vez que a velocidade desta reacéo é aproximadamente trés
vezes maior que a velocidade de dismutacdo do ion superoxido (Powers & Jackson, 2008;
Radak et al., 2008). A reacdo do peroxinitrito com alvos moleculares ocorre em trés formas:
reacao direta com aminoacidos tais como cisteina, triptofano e metionina; reacdo com centros
metélicos de forma monovalente e através de radicais derivados (carbonato de didxido de
nitrogénio), além de hidroxila. Se tais reacdes nao ocorrem, o0 peroxinitrito é rapidamente
prontonado a acido peroxinitroso, o qual pode reagir com um metal de forma bivalente ou

sofrer uma fissdo homolitica e originar dois radicais livres (Alvarez & Radi, 2003).

2.8. Antioxidantes

Devido principalmente as descobertas sobre os efeitos dos radicais livres no
organismo, tem-se observado um enorme interesse no estudo de antioxidantes (Barreiros et
al., 2006). De acordo com Halliwell (2000) “Antioxidante € qualquer substancia que, quando
presente em baixa concentragdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou

previne significativamente a oxidagdo do mesmo”. Os antioxidantes produzidos pelo corpo ou
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absorvidos na dieta sdo fundamentais no combate ao excesso de radicais livres no organismo
(Barreiros et al., 2006). Tanto a utilizacdo de compostos antioxidantes encontrados na dieta
quanto os sintéticos funcionam como mecanismos de defesa contra os radicais livres que
podem ser empregados nas inddstrias de cosméticos, bebidas, alimentos e também na
medicina, sendo que muitas vezes 0s proprios medicamentos aumentam a geracao intracelular
desses radicais (Doroshow, 1983; Halliwell et al., 1995; Weijl et al., 1997).

Em condicfes normais, os sistemas antioxidantes controlam os niveis das espécies
reativas (ER), protegendo as células contra excessiva exposicdo aos radicais livres (RL)
através da diminuicao na sua formacao e biodisponibilidade; conversdo a biomoléculas menos
ativas; ou pela substituicdo de biomoléculas a serem oxidadas. Essas defesas antioxidantes sdo
formadas por vitaminas, tiois protéicos ou ndo protéicos e enzimas (Blokhina et al., 2003;
Halliwell & Gutteridge, 2007; Powers & Jackson, 2008; Radovanovic et al., 2009).

Os agentes antioxidantes podem ser classificados em enzimaticos ou nao-enzimaticos
(Sies, 1993). O corpo produz antioxidantes que agem enzimaticamente, a exemplo da SOD,
CAT e GPx (Finkel & Holbrook, 2000) ou, ndo enzimaticamente a exemplo de GSH,
peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina), acido diidrolipdico
e CoQH.. Alem dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o organismo utiliza aqueles
provenientes da dieta como o a-tocoferol (vitamina-E), B-caroteno (pro-vitamina-A), acido
ascorbico (vitamina-C), e compostos fenolicos onde se destacam os flavonoides e
poliflavonoides (Pietta, 2000; Halliwell et al., 1995).

Sé&o diferentes os niveis de atuacdo dos antioxidantes na protecdo dos organismos. O
mecanismo de defesa inicial contra os radicais livres € o impedimento de sua formacéo,
principalmente pela inibicdo das reacdes em cadeia com o ferro e o cobre. A interceptacéo dos
radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas impede os ataques
dos RL aos lipideos, os aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos &cidos graxos
poliinsaturados e as bases do DNA, evitando a formacdo de lesGes e perda da integridade
celular. Os antioxidantes obtidos da dieta, tais como as vitaminas C, E e A, os flavonoides e
carotendides também sdo extremamente importantes na intercep¢do dos radicais livres. Outro
mecanismo de protecdo € o reparo das lesdes causadas pelos radicais. Esse processo esta
relacionado a remocdo de danos da molécula de DNA e a reconstituicdo das membranas
celulares danificadas. Em algumas situacdes, pode ocorrer uma adaptacdo do organismo em
resposta a geracdo desses radicais com o aumento da sintese de enzimas antioxidantes
(Bianchi & Antunes, 1999).
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O controle do nivel das enzimas antioxidantes nas células é extremamente importante
para a sobrevivéncia no ambiente aerébico (Barnett & King, 1995).

Além dos efeitos protetores dos antioxidantes enddgenos, a inclusdo de antioxidantes
na dieta € de grande importancia e o consumo de frutas e vegetais esta relacionado com a
diminuig&o do risco do desenvolvimento de doengas associadas ao acimulo de RL (Pompella,
1997).

Embora os estudos sobre antioxidantes ressaltem o uso de nutrientes isolados no
tratamento e prevencdo de doencas, 0 sinergismo entre uma grande variedade de substancias
encontradas nos alimentos pode atuar na protecdo de células e tecidos (Jacob, 1995; Niki et
al., 1995; Hercberg et al.,, 1998). O efeito cooperativo entre as vitaminas C e E é
freqlientemente mencionado na literatura, mostrando que a interacdo dessas vitaminas é
efetiva na inibicdo da peroxidacdo dos lipideos da membrana e na protecdo do DNA (Gey,
1998).

A importancia concernente ao desempenho dos antioxidantes in vivo depende dos
fatores: tipos de radicais livres formados; onde e como sdo gerados esses radicais; analise e
métodos para a identificacdo dos danos, e doses ideais para obter protecdo. Assim, €
perfeitamente possivel que um antioxidante atue como protetor em determinado sistema, mas
que falhe na protecdo, ou mesmo que aumente as lesbes induzidas em outros tecidos ou
sistemas (Halliwell et al., 1995).

2.8.1. Antioxidantes enzimaticos

Um grupo de enzimas oxirredutases conhecidas como Superoxido Dismutases (SOD)
é a primeira e principal forma enzimatica de defesa celular contra algumas espécies reativas
de oxigénio (EROS) (Fridovich, 1999). O combate a producdo de ERO ocorre por meio da
dismutagdo do anion superdxido em Oz e H20z, reacéo catalisada por esse grupo de enzimas.
A SOD ¢ classificada de acordo com os tipos de cofatores metélicos presentes em seu sitio
ativo, 0s quais atuam alternadamente como agentes redutores e oxidantes para formar o
peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio (Oz). Nos mamiferos, existem trés isoformas de
SOD (SOD1 [CuznSOD]; SOD2 [MnSOD]; SOD3 [ecSOD]), e cada uma é um produto de
genes distintos e localizacdo subcelular diferente, mas catalisam a mesma reacdo (Fridovich,
1989; Fukai & Ushio-Fukai, 2011; Halliwell & Gutteridge, 2007; Abreu & Cabelli, 2010).

A matriz mitocondrial contém uma forma especifica de SOD, com 0 manganés no sitio

ativo (Fridovich, 1995), que elimina o O2" formado na matriz ou no lado interno da membrana
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interna. A expressdao de MnSOD ¢é ainda induzida por agentes que causam O estresse
oxidativo, incluindo a radiagéo e hiperoxia, num processo mediado pela ativagcéo oxidativa do
fator nuclear de transcricdo NFKB (Oberley et al., 1987; Das et al., 1995; Warner et al. 1996;
Tsan et al. 2001; Murley et al. 2001).

A concentracdo em estado estacionario de O2™ no espago intermembranar é controlada
por trés mecanismos diferentes. Em primeiro lugar, este compartimento contém uma isoforma
de SOD diferente, que contém cobre e zinco no lugar de manganés (CuzZnSOD) (Okado-
Matsumoto & Fridovich, 2001) e é também encontrada no citoplasma de células eucariéticas.
Em segundo lugar, o espago intermembranar contém citocromo C, que pode ser reduzido pelo
O. (Butler et al., 1975) regenerando oxigénio no processo. O citocromo ¢ reduzido pode
entdo transferir elétrons para a oxidase terminal. Assim, alguns dos elétrons que escaparam da
cadeia respiratéria produzindo O2" pode voltar a reduzir citocromo c e ainda contribuir para a
producdo de energia, fornecendo a energia necessaria para bombear H* através do Complexo
IV. Finalmente, a dismutagdo espontanea de O2™ no espago intermembranar é facilitado pelo
baixo pH neste compartimento, resultante da extrusdo de H* acoplado a respiragcdo (Guidot et
al., 1995).

A catalase € uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a reducdo do peroxido de
hidrogénio a 4gua e oxigénio molecular. E encontrada no sangue, medula 6ssea, mucosas, rim
e figado. A catalase também tem funcéo na destoxificacdo de diferentes substratos, ex. fenois
e alcodis, via reducdo acoplada do peroxido de hidrogénio. Um papel antioxidativo da
catalase é diminuir o risco de formacdo do radical hidroxila a partir do H20 via reacdo de
Fenton. Para aumentar sua eficiéncia e protegé-la da inativacao, a catalase se liga ao NADPH
(Ferreira & Matsubara, 1997; Nordberg & Arnér, 2001).

A catalase (CAT) é uma enzima localizada principalmente em peroxissomas de células
de mamiferos onde, juntamente com B-nicotinamida adenina dinucleotido reduzido 2'fosfato
(NADPH), que a protege da inativacdo e aumenta a sua eficiéncia, catalisa a dismutacdo do
H20, para agua (H20) e O2. Tambeém cumpre a funcdo de destoxificar outros substratos, tais
como fenois e alcodis, mediante uma via de reducdo acoplada ao H203, e tem atribuido a ela
um papel antioxidante de grande importancia ao diminuir o nivel de H20., reduzindo
conseqlientemente o risco de formacdo de OH por reacdo Fenton (Martinez et al., 2011). Na
dismutagdo do perdxido de hidrogénio (H202) catalisada pela enzima CAT, ocorrem duas
reacOes entre o peroxido de hidrogénio (H202) com o grupo ferro heme, constituido por um
anel organico com um atomo de ferro no seu centro catalitico e capaz de realizar ligacGes com

0 oxigénio (Fridovich, 1999).
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Na primeira reacdo, o peroxido de hidrogénio ira oxidar o grupo ferro heme contido
em uma das subunidades da enzima alterando conseqlientemente o estado fundamental da
mesma, onde teremos a formacdo de uma radical porfirina (Por) de carga positiva ligado ao
(Fe) e ao (O), chamado de composto | (Cpd I) e a libera¢do de uma molécula de H.O. Cpd I é
um potente oxidante e na segunda reacdo 0 mesmo atuard oxidando uma molécula de H>O,
restabelecendo o estado fundamental da enzima, liberando O e formando mais uma molécula
de H20 (Kirkman & Gaetani, 2007).

Um dos sistemas antioxidantes mais importantes em animais superiores é o sistema
das glutationas. O sistema é constituido por trés enzimas, Glutationa Peroxidase (GPXx),
Glutationa redutase (GR) e a Glutationa-S-Transferase (GST), e ainda a glutationa redutase
(GSH) que é um tiol intracelular. Tem como objetivo a detoxificacdo de agentes toxicos
provenientes do estresse oxidativo ou de fatores exogenos toxicos (Circu & Aw, 2008;
Fridovich, 1999; Halliwell & Gutteridge, 2007). As peroxidades constituem uma familia que
utiliza uma variedade de agentes, tais como: ascorbato; ferrocitocromo c; tioredoxina; NADH
e glutationa, para reduzir H2O. a H.O, porém sua atividade é relativamente baixa quando
comparada a catalase. Como exemplos, temos a Glutationa peroxidase, a Tioredoxina
peroxidase e a Citocromo c peroxidase (Fridovich, 1999; Chance et al., 1979).

O peroxido de hidrogénio, o produto da dismutacdo Oz é o precursor principal do OH
na presenca de metais de transicdo reduzidos, é principalmente decomposto pela enzima
glutationa peroxidase. No figado, as mitocondrias sdo responsaveis por cerca de um terco do
total da atividade da glutationa peroxidase (Chance et al. 1979).

Glutationa peroxidase, descrita inicialmente por Mills (1957), ndo tem sido encontrada
em plantas superiores ou bactérias. A atividade enzimatica de GSH-Px & um dos meios de
controle do organismo dos niveis de peréxido de hidrogénio e hidroperédxidos lipidicos,
oriundos do ataque de espécies radicalares (Meister & Anderson, 1983; Cohen & Hochstein,
1963). A enzima glutationa peroxidase possui uma caracteristica importante, apresentando um
residuo de cisteina contendo selénio covalentemente ligado ao restante da enzima. O selénio
foi caracterizado como um componente essencial da enzima (Rotruck et al., 1973) e a forma
do selénio na enzima, presente em figado de rato, foi identificada em 1978 como uma
selenocisteina (Forstrom et al., 1978). A deficiéncia de selénio no organismo, um nutriente
essencial, apresenta uma diminuicdo na atividade desta enzima em sua forma reduzida, e tem
sido associada com alteragdes no metabolismo celular (Ip et al., 1991; Foster & Sumar, 1997).
Plecko et al.,, (1999) determinadou a distribuicdo de selénio em plasma humano por

cromatografia liquida, onde as maiores fragdes deste elemento encontram-se associadas junto
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a enzima GSH-Px e albumina. Neste sentido, um controle dos niveis de glutationa (GSH)
torna-se importante, ja que niveis normais de GSH em células de mamiferos est&o na faixa de
0,5a 10 mmol L-1.

A GPx catalisa a redu¢do do perdéxido de hidrogénio e de outros per6xidos organicos
(ex: perdoxidos de lipideos na membrana celular) para seus alcoois correspondentes,
convertendo GSH a GSSG (Ferreira & Matsubara, 1997; Nordberg & Arnér, 2001).

A glutationa peroxidase (GSH-Px) catalisa a reducdo do peroxido de hidrogénio
(H202) e peroxidos organicos para seus correspondentes alcoois, convertendo glutationa
(GSH) a glutationa oxidada ou glutationa dissulfito (GSSG) (Shan et al., 1990). Embora a
GSH-Px tenha acdo fundamentalmente citosolica, in vitro ela é capaz de reduzir
hidroperoxidos de membrana (Hebbel, 1986). Em modelo de hemocromatose experimental foi
demonstrada reducdo de 36% na atividade da GSHPx em figado de ratos (Galleano &
Puntarulo, 1994).

Uma segunda glutationa peroxidase associada com a membrana mitocondrial,
conhecido como fosfolipido-hidroperéxido de glutationa peroxidase, esta especificamente
envolvido na reducdo perdxidos lipidicos associados com a membrana (Ursini et al., 1999;
Nomura et al., 2000).

Quatro diferentes tipos de glutationa peroxidases sdo conhecidas (GPx1 a 4), dentre as
quais a fosfolipideo hidroperoxido glutationa peroxidase (PHGSH-Px) também consegue
promover a reducdo de hidroperoxidos a partir de complexos lipidicos como colesterol,
mesmo quando 0s peroxidos estdo presentes na membrana celular (Lehmann et al., 1998).

Foi descoberta que a GPx4 tem dupla funcéo na célula espermatica: é enzimaticamente
ativa na espermatide e insolivel funcionando como uma proteina estrutural, no
espermatozéide maduro. Uma variante da GPx4 diferindo no N-terminal é também, especifica
do nucleo do espermatozoOide onde participa na condensacdo da cromatina espermatica
(Nordberg & Arnér, 2001). Segundo Imai & Nakagawa (2003) a GPx4 pode reagir com
perdxido de hidrogénio e uma ampla variedade de hidroperdxidos de lipidios sendo, portanto,
considerada responsavel pela protecdo da membrana contra os danos oxidativos.

Outra enzima que age conjuntamente com a glutationa peroxidase é a enzima
glutationa redutase (GR). Esta enzima ndo age diretamente na remocdo de espécies
radicalares, porém é responsavel pela regeneracdo da glutationa a sua forma reduzida (GSH)
na presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), tendo como objetivo

impedir a paralisacdo do ciclo metabdlico da glutationa (Meister & Anderson, 1983).
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Apo6s exposicdo da GSH ao agente oxidante, ocorre sua oxidagdo a GSSG (Hebbel,
1986). A recuperagdo da GSH ¢é feita pela enzima GSH-Rd, uma etapa essencial para manter
integro o sistema de protecdo celular (Gilbert & Lean, 1990). Habitualmente, a reserva
intracelular de GSH-Rd ¢ alta e somente uma grave deficiéncia desta enzima resultard em
sinais clinicos (Frischer & Ahmad, 1987). A GSH-Rd é uma flavoproteina dependente da
nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida (NADPH) e, portanto, também
dependente da integridade da via das pentoses (Ross & Moldeus, 1991). Sob condi¢cbes de
diminuicdo do fornecimento de NADPH, como no jejum e na deficiéncia de glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), ha prejuizo da funcdo da GSH-Rd (Shan et al., 1990).

As enzimas glutationa transferases, também conhecidas como glutationa S tranferases
ou GSTs, fazem parte de trés grandes familias de proteinas: citosélicas, mitocondriais e
microssomais ou associadas a membranas, onde as GSTs citosolicas constituem a maior
familia. Envolvidas no metabolismo de farmacos, sua principal funcdo metabdlica é proteger
a célula contra agentes toxicos tanto endogenos quanto exdgenos. A capacidade de
metabolizar varios substratos através de reacGes com a glutationa no seu estado reduzido
(GSH), ela detoxifica diferentes compostos eletrofilicos, reduzindo ou até mesmo inibindo 0s
danos causados por essas especies a componentes celulares como acidos nucléicos e proteinas
(Litwack et al., 1971; Habig et al., 1974; Laborde, 2010; Raza, 2011).

Os avancos na biologia molecular das GSTs ao longo dos ultimos anos tém revelado
um papel mais amplo para estas enzimas. As GSTs estdo envolvidas na biossintese e
metabolismo de prostaglandinas (Beuckmann et al., 2000), esteroides (Johansson &
Mannervik, 2001), e leucotrienos (Anuradha et al., 2000); no controle de produtos toxicos
oriundos da oxidacdo de lipideos e de proteinas S-glutathiolated geradas pelo estresse
oxidativo (Alin et al., 1985; Awasthi et al., 2004; Listowsky, 2005); e na aquisicdo de
resisténcia a agentes quimioterapicos (Tew, 1994; Hayes & Pulford, 1995; Lo & Ali-Osman,
2007). Recentemente, foi demonstrado que vérias isoenzimas de GST modulam as vias de
sinalizacdo de células que controlam a proliferacdo e a morte celular (apoptose) (Adler et al.,
1999; Ruscoe et al., 2001; Cho et al., 2001; Ryoo et al., 2004; Romero et al., 2006). Por
apresentar um papel citoprotetor e envolvimento no desenvolvimento de resisténcia aos
agentes anticancerigenos, GSTs tornaram-se alvos de drogas (Laborde, 2010).

A glutationa reduzida (GSH, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) esta presente na maioria
das células e € o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular (Meister & Anderson, 1983).
Sua capacidade redutora é determinada pelo grupamento -SH, presente na cisteina. A GSH

pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da
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celula, protegendo-a contra a lesdo resultante da exposicdo a agentes como ions ferro
(Galleano & Puntarulo, 1994), oxigénio hiperbarico, radiacdo e luz ultravioleta (Deneke &
Fanburg, 1989). Além disto, diminui a suscetibilidade a lesdo renal decorrente da isquemia e
reperfusdo (Shan et al., 1990); atua como transportadora e reservatorio da cisteina e participa
da detoxificacdo de agentes quimicos e da eliminacéo de produtos da lipoperoxidacao. Ainda,
é requerida para a sintese de DNA, de proteinas e de algumas prostaglandinas (Deneke &
Fanburg, 1989). Uma alteracdo nos niveis de Glutationa em dire¢do ao seu estado oxidado
indica um desequilibrio entre os elementos pro-oxidantes e antioxidantes, em favor dos
primeiros.

O poder antioxidante da GSH foi demonstrado pelo aumento da sobrevida de 90% de
ratos submetidos a hiperoxia e tratados com instilagdo de eritrocitos na traquéia. Este
resultado foi atribuido a GSH intra-eritrocitaria, que protege contra o “pulmao de choque”

induzido pelo estresse oxidativo resultante da hiperoxia (van Asbeck, 1985).

Quando comparado ao grupo controle, o nivel de GSH esta aumentado em pacientes
com diabetes melito tipo Il tratados com sufoniluréia; é possivel que isto se relacione com a

disponibilidade de grupamentos -SH presentes no medicamento (Matsubara et al., 1992).

2.8.2 Antioxidantes ndo enzimaticos

Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo conhecidos como antioxidantes sintéticos ou
suplementos da dieta. Fazem parte do sistema ndo enzimatico, um grande numero de
compostos de baixo peso molecular, incluindo o acido ascérbico, o tocoferol, diferentes
compostos de selénio, ubiquinonas (coenzima Q), acido urico, acido a-lipdico (Nordberg e
Arnér, 2001), zinco, taurinas, hipotaurinas, glutationas, betacaroteno e caroteno (Maia, 2006).
Esse sistema pode atuar em duas linhas: como removedor do agente, antes que ele cause
lesdo, ou como reparador da lesdo ocorrida. Com excecdo da vitamina E, que é um
antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes encontra-se no
meio intracelular (Ferreira & Matsubara, 1997).

A vitamina E ou a-tocoferol é uma vitamina lipossolivel presente nas membranas
biolégicas. Ela contém um grupo hidroxila através do qual ela rege com elétrons
desemparelhados, podendo assim, reduzir radicais peroxil (Nordberg & Arnér, 2001).
Segundo Halliwell & Gutteridge (1999) a vitamina E é provavelmente, o mais importante

(mas ndo o unico), inibidor da reagdo em cadeia da peroxidacdo de lipideos em animais.
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Confere protecdo & membrana celular por atuar como quelante dos oxidantes produzidos
durante a lipoperoxidagdo. E um importante antioxidante lipofilico, mas esta funcdo podera
estar limitada em situacdes de sobrecarga de ferro (Ross & Moldeus, 1991; Hebbel, 1986).

Os carotendides destacam-se também como agentes antioxidantes, dentre os quais a
pré-vitamina A (B-caroteno), pigmento responsavel pela cor caracteristica da cenoura, é 0
carotendide mais abundante e de maior atividade. Estudos recentes indicam uma possivel
atividade anticancerigena do p-caroteno, sendo usado como corante e antioxidante em
alimentos (Burton, & Ingold, 1984). Especificamente, o 3-caroteno exibe uma boa capacidade
de captura de radicais livres somente a pressdes parciais normais de oxigénio no ar,
comumente encontrada na maior parte dos tecidos bioldgicos sob condigdes fisioldgicas
(Cardoso, 1997).

O é&cido ascorbico (Vitamina C) ou ascorbato ¢ uma vitamina hidrossolivel com agéo
antioxidante. Ele reduz o a-tocoferol, peréxidos e ROS, como superoxido. Esta vitamina serve
principalmente, para prevenir a formagdo de hidroperoxido de lipideos nas lipoproteinas
plasmaticas. Também protege lipideos nas membranas celulares. O ascorbato atua juntamente
com GSH para proteger a célula dos danos oxidativos (Nordberg & Arnér, 2001). Porém,
quando em dose elevada ou na presenca de metais (ferro ou cobre) a vitamina C pode agir
como um pré-oxidante, levando a lipoperoxidacdo. In vitro, tanto a mistura Cu-ascorbato
como Fe-ascorbato estimulam os danos oxidativos, causados por radicais livres, a0 DNA,
lipidios e proteinas (Ferreira & Matsubara, 1997; Halliwell & Gutteridge, 1999).

O acido a-lipdico (ALA - nome quimico: acido 1,2 ditiolano-3-valérico ou acido 6,8-
ditio-octanoico) € um composto natural conhecido por suas complexas propriedades
antioxidantes (Moini et al., 2002; Bilska e Wlodek, 2005; Guibu et al., 2009). O ALA pode
ser obtido a partir da dieta e pela sintese mitocondrial (Teichert et al., 2005). O ALA exdgeno
é rapidamente absorvido e transportado para o compartimento intracelular, sendo reduzido a
acido dihidrolipdico (DHLA). O processo de reducédo resulta em dois grupos tiol livres, que
sdo responsaveis pelo efeito antioxidante superior da forma reduzida (DHLA) em comparacao
com a forma oxidada (ALA) (Guibu et al., 2009).

ALA e DHLA parecem ser uma dupla antioxidante ideal devido a véarias de suas
propriedades: i) tém a capacidade de sequestrar algumas espécies reativas, (ii) podem reduzir
as formas oxidadas do acido ascérbico, glutationa e coenzima Q10, que sdo capazes de
regenerar o tocoferol oxidado, formando uma rede antioxidante, e (iii) ambos tém atividade
guelante de metal (Packer et al., 1995; Biewenga et al., 1997). A capacidade do ALA de
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atravessar a barreira hematoencefélica também é uma vantagem porque o cérebro é um
importante alvo para a intoxicagdo por chumbo (Gurer et al., 1999).

Atualmente, apenas a forma oxidada (ALA) é utilizada (Melli et al., 2008). Vérios
estudos tém mostrado que o ALA exerce multiplas a¢gdes farmacoldgicas capazes de prevenir
a degeneracdo nervosa em modelos experimentais de doencas como diabetes (Vincent et al.,
2005), Parkinson (Bharat et al., 2002), Alzheimer (Abdul e Butterfield, 2007) e sindrome
metabolica (Guibu et al., 2009). Ele também inibe o estresse oxidativo na infec¢do por HIV
em estudos experimentais (Packer et al., 1995) e reduz danos decorrentes de isquemia e
reperfusdo no sistema nervoso central e sistema cardiovascular em estudos com animais (Cao
e Phillis, 1995; Freisleben, 2000).

A relacdo inversa entre o consumo de frutas e hortalicas e a incidéncia de doencas
crénicas nao-transmissiveis (DCNT), como cancer e doencgas cardiovasculares, ja era
conhecida ha aproximadamente dois mil anos, apesar dos primeiros estudos epidemiolégicos
datarem da década de 1930 (Williamson, 1996). Frutas e hortalicas, alem de fornecerem
componentes importantes para desempenharem funcdes basicas do organismo como, por
exemplo, acido ascorbico, betacaroteno e acido fdlico, sdo fontes de compostos bioativos
diretamente associados a prevencdo de doencas. Os fendis compreendem o maior grupo
dentre os compostos bioativos nos vegetais, sendo subdivididos em classes, de acordo com a

estrutura quimica de cada substancia (Arts & Hollman, 2005).

2.9. Polifenois

Uma das caracteristicas mais importantes das plantas é sua capacidade de sintetizar
uma variedade de compostos com baixo peso molecular, denominados metabdlitos
secundarios, que apresentam um papel essencial ou ndo ao metabolismo vegetal. Em torno de
20 a 30% dos vegetais superiores tém sido investigados quanto aos seus constituintes do
metabolismo secundario, permitindo a elucidacdo da estrutura quimica de cerca de 50.000
compostos (De Luca & St Pierre, 2000).

Durante muito tempo acreditou-se que os metabdlitos secundarios fossem produtos
finais das reacGes e/ou erros do metabolismo, sem uma funcdo especifica. Esta visdo vem
mudando a medida que descobertas sobre a funcdo desses compostos, principalmente em
relagdo aos processos de desenvolvimento vegetal, e seu papel como mediadores das

interacOes entre as plantas e outros organismos tém sido alcancadas (Rockenbach, 2008).
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Algumas hipdteses sdo levantadas para explicar esses efeitos benéficos que estdo
associados com o aumento do consumo desses alimentos. A presenca de compostos com
efeitos protetores contra as doencas em frutas e vegetais, independente dos nutrientes e
micronutrientes ja conhecidos, é uma das hip6teses. Um grande grupo de antioxidantes
naturais presentes em uma dieta rica em vegetais e frutas, e classificados como polifendis, sdo
0s possiveis compostos portadores dos efeitos protetores (Arts & Hollman, 2005). Esta
associacdo se da, principalmente, pela composicdo quimica natural desses alimentos.

Os compostos fendlicos, produto do metabolismo secundario de plantas, séo
amplamente encontrados em plantas e constituem um grupo muito diversificado de
fitoquimicos derivados de fenilalanina e tirosina. Os compostos fendlicos, em plantas, sdo
fundamentais no crescimento e reproducdo dos vegetais, aléem de atuarem como agente
antipatogénico e contribuirem na pigmentacdo (Shahidi & Naczk, 1995). Em alimentos, séo
responsaveis pela adstringéncia, cor e aroma (Peleg et al., 1998) e estabilidade oxidativa
(Naczk & Shahidi, 1994).

Os compostos fenolicos englobam desde moléculas simples até moleculas com alto
grau de polimerizacdo e estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a acUcares
(glicosideos) e proteinas, além disso, estes compostos se formam em condigdes de estresse,
como infeccBes, ferimentos, radiacbes UV, dentre outras (Bravo, 1998; Naczk e Shahidi,
2004). Sado compostos bioativos, ou seja, constituintes extranutricionais que ocorrem
tipicamente em pequenas gquantidades nos alimentos e possuem efeitos para a saude (Kris-
Etherton et al., 2002).

De acordo com as classificacbes de Harborne (1989; 1999) estas combinacgdes
fendlicas podem ser categorizadas em varias classes. Dentre os fendlicos, destacam-se 0s
flavonoides, os A&cidos fenolicos, os taninos e os tocoferdis como 0s mais comuns
antioxidantes fendlicos de fonte natural (King, 1999).

Quimicamente, os compostos fendlicos sdo substancias que possuem anel aromatico
com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (Croteau, 2000).
Possuem estrutura variavel e com isso, sdo multifuncionais (Angelo & Jorge 2007). Os
compostos fendlicos de maior ocorréncia natural apresentam-se conjugados com mono e
polissacarideos, através de um ou mais dos grupos fendlicos, e podem também ocorrer como
derivados funcionais, como ésteres e metil ésteres. A atividade antioxidante dos compostos
fendlicos depende da sua estrutura, particularmente do nimero e posi¢do dos grupos hidroxila
e da natureza das substituicbes nos anéis aromaticos. Existem cerca de 8.000 diferentes

compostos fendlicos, que de acordo com sua estrutura quimica sdo divididos em classes:
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acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos e taninos. Dentre as classes de compostos fendlicos
presentes em plantas e reconhecidos como componentes da dieta estdo principalmente os
acidos fendlicos e flavonoides (Balasundram et al., 2006). Este Gltimo grupo é o maior e mais
estudado, possuindo mais de 5.000 compostos identificados, e tem como principais fontes
frutas e hortalicas, chas, cacau, soja, dentre outros (Ross & Kasum, 2002).

Os polifendis apresentaram varios efeitos interessantes em modelos de experimentacéo
in vivo e em sistemas in vitro; eles interceptam e eliminam os radicais livres, regulam a
liberacdo do 6xido nitrico, diminuem a imobilizacdo dos leucdcitos (facilitam o combate a
infeccdes), induzem a apoptose (morte programada de células doentes), inibem a
proliferacdo celular e angiogénese (combate a tumores) e exibem atividades fitoestrogénica
(Higdon & Frei, 2003; Yang et al., 2001; Nijveldt et al., 2001; Adlercreutz & Mazur., 1997).

Varias propriedades quimicas e efeitos biologicos dos polifenois na dieta podem estar
envolvidos na protecdo contra o risco cardiovascular. Uma hipotese Obvia é a de que as
propriedades antioxidantes dos polifendis podem proteger 0s vasos sanguineos das
consequéncias deletérias do estresse oxidativo associado com muitos, se ndo todos os fatores
de riscos cardiovasculares (Stoclet et al.,, 2004). Segundo essa hipdtese, os polifenois
produziriam uma acao antioxidante direta por meio de suas interagdes com anion superoxido e
outras espécies reativas de oxigénio, como os radicais hidroxi e peroxi (Hu et al., 1995;
Nijveldt et al., 2001).

Um fenébmeno importante é que, ap0s a absorcdo, os polifendis estdo sujeitos a
metabolismo de fase Il, produzindo compostos metoxilados, glucoronidados, e sulfatados
(Hollman & Arts, 2000). Isso pode influenciar muito a sua bioatividade, mas poucos estudos
nesse sentido foram desenvolvidos até o momento. Além disso, as bactérias presentes no
célon humano metabolizam polifendis em uma variedade de acidos fendlicos (Olthof et al.,
2003), que tem como conseqliéncia uma elevacdo da concentracdo desses metabolitos aos
quais os tecidos do corpo ficam expostos.

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes: a dos com atividade enzimatica
e a dos sem essa atividade. Na primeira, estdo 0os compostos capazes de bloguear a inicia¢do
da oxidacdo, ou seja, as enzimas gque removem as espécies reativas de oxigénio. Na segunda
classe, estdo moléculas que interagem com as espécies radicalares e sdo consumidas durante a
reacdo. Os antioxidantes naturais e sintéticos como 0s compostos fendlicos incluem-se na
segunda classe segundo a classificagdo de Moreira & Mancini-Filho (2004).

Adegoke et al. (2008) classificou os antioxidantes em primarios e secundarios

dependendo do seu modo de acéo. Os antioxidantes priméarios atuam na interrupc¢do da cadeia
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da reacdo doando elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em produtos
termodinamicamente estaveis e/ou reagindo diretamente com os radicais livres, formando o
complexo lipideo-antioxidante que pode reagir com outro radical livre. Os antioxidantes
secundarios atuam retardando a etapa de iniciacdo da autoxidacao por diferentes mecanismos
que incluem complexacdo de metais, seqliestro de oxigénio, decomposi¢do de hidroperdxidos
para formar espécie ndo radical, absorcdo da radiacdo ultravioleta ou desativacéo de oxigénio
singlete.

Os antioxidantes fenolicos interagem, preferencialmente, com o radical peroxil por ser
este mais prevalente na etapa da autoxidagdo e por possuir menor energia do que outros
radicais, fato que favorece a abstracdo do seu hidrogénio (Decker, 1998). O radical fenoxil
resultante, embora relativamente estavel, pode interferir na reacdo de propagacgdo ao reagir
com um radical peroxil, via interacdo entre radicais. O composto formado, por acdo da luz
ultravioleta e temperaturas elevadas, podera originar novos radicais, comprometendo a
eficiéncia do antioxidante, que € determinada pelos grupos funcionais presentes e pela posi¢céo
gue ocupam no anel aromatico, bem como, pelo tamanho da cadeia desses grupos (Shahidi et
al., 1992; Jadhav et al., 1995).

As principais fontes de compostos fendlicos sdo frutas citricas, como liméo, laranja e
tangerina, além de outras frutas a exemplo da cereja, uva, ameixa, péra, maca e mamao, sendo
encontrados em maiores quantidades na polpa que no suco da fruta. Pimenta verde, brécolis,
repolho roxo, cebola, alho e tomate também sé@o excelentes fontes destes compostos (Pimentel
et al., 2005).

Os 4cidos fendlicos sdo compostos simples formados por um anel aromatico e 0s
substituintes ligados a sua estrutura, conferindo capacidade de sequestrar espécies reativas,
como o radical hidroxila e o oxigénio singleto (Marinova & Yanishlieva, 2003). Os acidos
fendlicos caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou
mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo propriedades
antioxidantes para os vegetais (Soares, 2002). Consistem em dois grupos, derivados do &acido
hidroxibenzdico e derivados do &cido hidroxicinamico. Os &cidos hidroxibenzoicos incluem
0s &cidos galico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e siringico, que tém estrutura
comum, C6-C1 (Balasundram et al., 2006); enquanto os acidos hidroxicinamicos, sao
compostos aromaticos com trés carbonos que formam uma cadeia lateral (C6—C3), como 0s
acidos caféico, ferulico, p-cumarico e sinaptico, sendo 0os mais comuns (Bravo, 1998).

Os é&cidos sinapticos, ferulico e p-cumarico sdo antioxidantes mais ativos do que 0s

derivados do é&cido benzdico, tais como é&cido protocatecuico, siringico e vanilico
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(Balasundram et al., 2006). Isso se deve a dupla ligacdo presente na molécula dos derivados
do &cido cinamico, que participa da estabilidade do radical por ressonancia de deslocamento
do elétron desemparelhado, enquanto que os derivados do &cido benzdico ndo apresentam
essa caracteristica (Wanasundara et al., 1994).

Os &cidos fendlicos, além de se apresentarem sob sua forma natural, podem também se
ligar entre si ou com outros compostos. A combinagdo mais importante destes acidos ocorre
com o &cido caféico, o qual, associado a um alcool-4cido ciclico, denominado &cido quinico,
origina o &cido clorogénico (Soares, 2002).

A atividade antioxidante dos acidos fendlicos depende do nimero e posicao de grupos
hidroxila em relacdo ao grupo funcional carboxila. Acidos monohidroxibenzoicos com o
grupo OH ligado nas posicdes orto ou para em relacdo ao grupo COOH nédo apresentam
atividade antioxidante, porém, isso ndo acontece para o &cido m-hidroxibenzdico. A atividade
antioxidante dos &cidos fenolicos aumenta com o aumento do grau de hidroxilacdo, como é o
caso do trihidroxilado &cido galico, que apresenta alta atividade antioxidante. Em
contrapartida, a substituicdo dos grupos hidroxila nas posicées 3 e 5 por grupos metoxila,
como no caso do &cido siringico, reduz a atividade. Os &cidos hidroxicindmicos apresentam
maior atividade antioxidante que os &cidos hidroxibenzdicos correspondentes. Isso pode ser
devido ao grupo CH=CH-COOH, que garante maior habilidade de doar ions H* e estabilizar
radicais que o grupo COOH (Balasundram et al., 2006).

Diversos autores realizaram estudos visando verificar o potencial antioxidante dos
acidos fendlicos, com o objetivo de substituir os antioxidantes sintéticos, largamente
utilizados na conservacao de alimentos lipidicos por chegarem a aumentar a vida util de
muitos produtos entre 15 e 200% (Duran & Padilla, 1993).

A prevencao do DM tem sido associada com a ingestao de frutas, vegetais ou plantas
ricas em antioxidantes naturais. Compostos polifendlicos derivados de plantas possuem uma
vasta gama de propriedades farmacoldgicas e o estudo do seu mecanismo de acdo tem sido
objeto de grande interesse nos Ultimos anos. Neste contexto, o acido galico tem recebido
muita atencdo devido a sua potente eliminacdo de radicais livres e a¢do antioxidante. O acido
galico (acido 3,4,5- trihidroxibenzdico) (Figura 1), € um acido fendlico enddgeno de plantas,
encontrado em abundancia no cha, uvas, frutas vermelhas, frutas diferentes, assim como o
vinho (Ma et al., 2003; Singh et al., 2004). Ele apresenta ac¢do antiinflamatéria (Kroes et al.,

1992), anticancerigena (Inoue et al., 1995) e um potente efeito antioxidante (Kim et al., 2002).
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FIGURA 1. Estrutura do acido galico (acido 3,4,5- trihidroxibenzdico).

As atividades biol6gicas e farmacoldgicas dos derivados de &cido galico, incluem a
eliminacédo de radicais livres (Dwibedy, Kishore, & Moorthy, 1999), induzem a apoptose de
células cancerosas (Saeki et al., 2000) e da inibicdo da enzima esqualeno epoxidase (Abe,
Seki, & Noguchi, 2000).

O acido galico (&cido 3,4,5-trihidroxibenzdico) e seus derivados sdo fortes
antioxidantes naturais presentes em muitas frutas (uva, morango, banana, framboesa, acerola
etc) e legumes, que sdo amplamente utilizados nas industrias farmacéutica e de alimentos. As
atividades bioldgicas e farmacoldgicas dos derivados de acido galico, incluem a eliminacao de
radicais livres (Dwibedy, Dey, Naik, Kishore, & Moorthy, 1999), induzem a apoptose de
células cancerosas (Saeki et al., 2000) e da inibicdo de esqualeno epoxidase (Abe, Seki, &
Noguchi, 2000).

A importancia da prevencdo primaria do diabetes é cada vez mais reconhecida, e isso
tem estimulado o interesse no papel de fatores dietéticos na etiologia da doenca. Revisdes
bibliograficas tém mostrado que ndo hd uma quantidade significativa de dados cientificos
disponiveis sobre os efeitos do acido galico em relacdo aos efeitos deletérios do Diabetes
mellitus. Nossa hipdtese é de que o efeito antioxidante do acido galico protege o0s vasos
sanguineos dos danos causados pelo estresse oxidativo excessivo em ratos diabéticos

induzidos por estreptozotocina.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Investigar o efeito protetor do acido gélico sobre a disfuncéo endotelial de ratos Wistar
diabéticos induzidos por estreptozotocina.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar os efeitos da administracdo por via oral do acido galico sobre a glicemia de
ratos diabéticos;

e Avaliar os efeitos da administracdo por via oral do &cido galico sobre o consumo de
agua e racdo e 0 ganho de massa corporal de ratos diabéticos;

e Investigar os efeitos da administracdo por via oral do &cido galico sobre a contragéo
induzida por fenilefrina e no relaxamento produzido por acetilcolina e nitroprussiato

de sddio em anéis de aorta toracica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Ratos Wistar machos (Rattus norvegicus) com idade de 2-3 meses e pesando 280 —
320g, oriundos do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Pernambuco, Brasil. Os animais foram mantidos sob
condi¢des controladas de iluminacdo (ciclo 12 h claro/escuro) e temperatura (22 + 26°C) e
receberam &gua e ragdo (Labina® Purina, Brasil) ad libitum. Todos os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica e Experimentacio Animal da UFPE
(Processo n°. 23076.039996/2012-15).

4.2. Inducéo ao Diabetes mellitus (DM)

O DM foi induzido usando estreptozotocina (STZ) fornecida pela Sigma-Aldrich®, St.
Louis, MO, USA. referéncia S0130-5g, lote SLBB7526V e PCode 1001498713. Os animais
ndo foram submetidos a prévio jejum e o diabetes foi induzido por Unica injecdo via
intraperitonial de uma solucdo recém-preparada de STZ (50 mg/kg) diluida em tampéo citrato
frio 0,1 M (pH = 4,5) no volume de 1 mL/kg de massa corporal (Nakhoda & Wong, 1979).
Apos a administracdo da STZ os animais receberam solucéo de glicose (5%) por um periodo
de 48h. No terceiro dia apds a indugdo, 0s animais que apresentaram glicemia de jejum > 200
mg/dL e mostravam sinais de polilria e polidipsia foram considerados diabéticos e incluidos
no estudo (Vasconcelos et al., 2011). A glicemia foi verificada através de amostras de sangue
obtidas da veia caudal utilizando aparelho monitor de glicemia (Accu-Chek® Active, Roche

Diagnostics Gmbh-Alemanha).
4.3. Animais diabéticos
4.3.1. Tratamento
Os animais foram alocados aleatoriamente em 5 grupos (n=10/grupo): O GI - Animais

normoglicémicos (Normog) tratados com veiculo (agua); Gll - Animais diabéticos controles

(DC) tratados com veiculo (4gua); Gl - Animais diabéticos tratados com metformina (500
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mg/kg, padrdo) (DTM) solubilizada em agua; GIV e V - Animais diabéticos tratados com
acido gélico (60 e 80 mg/kg) (AG) solubilizado em &gua.

O 4cido galico administrado foi fornecido pela Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA.
referéncia G7384-100g, lote 071MO0031V, data de fabricagdo 10/08/2011, data de validade
18/12/2016, peso molecular 170.12 g/mol e PCode 1001280596. O &cido galico foi
acondicionado em sua embalagem original, submetido a temperatura ambiente, protegido da
luz, as solucdes foram preparadas diariamente e administradas logo em seguida reduzindo o
risco de perda de estabilidade quimica.

As doses 60 e 80 mg/kg/dia de Acido Galico selecionadas para o tratamento foram
baseadas nos estudos de Latha & Daisy, 2011 e Punithavathi et al., 2011, que avaliaram 0s
efeitos da administracdo oral do &cido galico sobre os parametros bioquimicos e suas
atividades antioxidantes e protetoras em tecidos do figado e pancreas. Todos 0s grupos foram

tratados por via oral durante quatro semanas consecutivas a partir da constatacdo do diabetes.

4.3.2. Efeito da administracéo oral do acido galico sobre a massa corporal, o consumo

de dgua e racdo e a glicemia de jejum.

A massa corporal, 0 consumo de agua e ragdo e a glicemia de jejum foram mensurados

trés dias antes da inducéo do diabetes e a cada sete dias durante o periodo do tratamento.

4.3.3. Estudos in vitro: Isolamento da artéria aorta

Ao término do tratamento os ratos foram eutanasiados por aprofundamento da
anestesia (pentobarbital sodico, 140mg/kg, i.p). A artéria aorta toracica (AT) foi isolada e
foram removidos os tecidos conjuntivos e gordura. Anéis de 4 mm de comprimento foram
montados entre dois ganchos de metal, sendo um deles conectado a um transdutor de forca
para registro da tensdo isométrica e o outro fixo a cuba. As respostas foram registradas em
um sistema de aquisicdo (Banho de 6rgdo isolado/ miografo/AVS). Os anéis foram incubados
em camaras para orgdos isolados contendo 5mL de solucdo de Krebs modificado com a
seguinte composicao (em mM): NaCl 130,0; KCI 4,7; KH2PO4 1,2; CaCl, 1,6; MgSOs 1,2;
NaHCOs 14,9; glicose 5,5; em pH 7,4 sob gaseificagdo com mistura carbogénica (95% O: e
5% CO,), a 37°C. A tensdo basal foi de 1,5¢g e as aortas permaneceram nesta tensao durante
uma hora, sendo renovado o liquido nutritivo a cada 15 minutos, para estabilizacdo. Apés a

estabilizacdo, para alguns tecidos foi realizado o teste da integridade do endotélio pelo uso de
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fenilefrina (Fen, 0,1umol/L) e quando esta contracdo se apresentou mantida e estavel, foi
adicionado a cuba acetilcolina (ACh, 1umol/L). Foi considerado que o endotélio estava
funcionalmente integro quando a acetilcolina produziu relaxamento >80%. O relaxamento foi
calculado como porcentagem da contracdo maxima induzida pela fenilefrina. Apds o teste da
integridade do endotélio, foram construidas curvas concentragdo-efeito cumulativas (CCEC)
segundo Van Rossum (1963). A partir das curvas concentracdo-efeito obtidas, foram
calculados os parametros farmacologicos: Efeito maximo (Emax) e pD.. O Emax representa
o0 maximo efeito produzido por uma droga em determinado tecido, enquanto que a poténcia
do agonista (pD>) reflete o negativo do logaritmo da concentracdo que produz 50% do efeito
maximo (CEsp), calculado pela equacéo: pD2 = - log CEs.

Protocolos experimentais: Os experimentos descritos abaixo visam a esclarecer se a
disfuncdo endotelial apresentada pelos animais diabéeticos pode ser revertida ou minimizada

pelo tratamento prolongado com &cido galico.

4.3.3.1. Efeito do é&cido galico sobre a contracdo/relaxamento em anéis de aorta

toracica.

Foram obtidas em anéis de aorta toracica de todos 0s grupos, curvas concentracéo-
efeito cumulativas (CCEC) para fenilefrina (agonista a1) e para os agentes acetilcolina
(agonista colinérgico) e nitroprussiato de sodio (doador de NO) que induzem
respectivamente relaxamento dependente e independente de endotélio. Para os agentes
relaxantes, as curvas foram obtidas a partir de um tonus pre-existente induzido por
fenilefrina (ECso = 0,1umol/L).

4.4, Drogas e Reagentes

Acido Citrico Monohidratado; Acido Gaélico (Sigma-Aldrich®) — referéncia G7384-
100g, lote 071M0031V, PCode 10001209642 e validade: 18/12/2016; Bicarbonato de
Sodio (Vetec) — lote 1207943 e validade 10/2017; Citrato de Sddio Tribasico Dihidratado
(Vetec) — lote 1104121 e validade 5/2016; Cloreto de Acetilcolina (Sigma-Aldrich®) —
referéncia A6625-25¢g, lote BCBG2401V, PCode 101129123 e validade: 23/01/2018;
Cloreto de Calcio (Alphatec) — lote 22613 e validade 08/2019; Cloreto de Potéssio
(Quimica Moderna) — lote 00887 e validade 06/2018; Cloreto de Sédio (Quimica Moderna)
— lote 01960 e validade: 06/2019; Cloridrato de L-Fenilefrina (Sigma-Aldrich®) —
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referéncia P6126-25g, lote 031M1736V, PCode 1001166142 e validade: 18/03/2017,
Estreptozotocina (Sigma-Aldrich®) - referéncia S0130-5g, lote SLBB7526V, PCode
1001498713 e validade: 28/02/2014; Fosfato de Potassio Monobéasico (Quimica Moderna)
— lote 00287 e validade 10/2015; Glicose-D Anidra (Nuclear) — lote 13111321 e validade
11/2018; Metformina; Nitroprussiato de Sddio; Sulfato de Magnésio.

4.5. Andlise estatistica

Os resultados obtidos serdo expressos como média + erro padrdo da média. A
diferenca entre as médias serdo analisadas empregando-se analise de variancia (ANOVA),
seguida, quando necessario, pelo teste de Newman-Keuls. O nivel de significancia para
rejeicdo da hipotese de nulidade sera estabelecido em p > 0,05%. O programa GraphPad

Prism 5 sera utilizado para analise dos dados e construcao dos graficos.
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5. RESULTADOS

5.1. O efeito da administracdo oral do acido galico sobre a glicemia de jejum

O efeito do tratamento oral com acido galico em animais diabéticos induzidos por
estreptozotocina sobre a glicemia de jejum esta representado na Figura 2. Os animais
normoglicémicos (Normog) apresentaram a glicemia de jejum em torno de 95 = 3 mg/dL.
Durante os 28 dias de tratamento, o grupo diabético controle (DC) apresentou um aumento
estatisticamente significativo da glicemia de jejum quando comparado com 0 grupo composto
por animais normoglicémicos. Os grupos tratados com éacido galico (AG) nas doses de 60 e 80
mg/kg ndo apresentaram diferencas nos valores da glicemia de jejum quando comparados
com o grupo DC. Mas houve diferenca quando comparados com o grupo Normog. O grupo
tratado com metformina (DTM) apresentou niveis de glicose semelhantes ao do grupo

Normog.

Normog

DC

DTM

AG 60 mg/kg
AG 80 mg/kg

Pttt

Glicose (mg/dL)

0 7 14 21 28
Tempo (dia)

FIGURA 2. Efeito do tratamento com o acido galico sobre os niveis de glicose de ratos
diabéticos. As curvas representam os niveis de glicose sérica de ratos normoglicémicos ou
diabéticos induzidos por estreptozotocina tratados com agua, metformina (500 mg/kg) ou
acido galico (60 ou 80 mg/kg) por 28 dias. Os pontos representam média + e.p.m. de 4-10
animais diferentes. *Diferenca estatistica em relacdo ao normoglicémico; # Diferenca

estatistica em relagdo ao grupo diabético. (ANOVA, seguida de Newmann-Keuls).
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5.2. O efeito da administracdo oral do &cido galico sobre 0 ganho de massa corporal

O efeito do tratamento oral com &cido galico em animais diabéticos induzidos por
estreptozotocina sobre a massa corporal estd representado Figura 3. Apds 28 dias de
tratamento, o grupo diabético controle (DC) apresentou uma perda da massa corporal
significativa quando comparado com o grupo normoglicémico (Normog). Os grupos de
animais diabéticos tratados com acido galico (AG) nas doses de 60 e 80 mg/kg apresentaram
uma reducéo da massa corporal quando comparados com o grupo normoglicémico (Normog),

mas ndo houve diferenca entre eles e o grupo diabético controle (DC).

450

-&- Normog
- DC
400 &~ DTM
5 J* J AG 60 mg/kg
§ 350 i I _I -8~ AG 80 mg/kg
. ———§-—— 3.

300 ——3

*
* * *
250 =% T T T T
0 7 14 21 28

Tempo (dia)

FIGURA 3. Efeito do tratamento com o acido galico sobre a massa corporal de ratos
diabéticos. As curvas representam a massa de ratos normoglicémicos ou diabéticos induzidos
por estreptozotocina tratados com agua, metformina (500 mg/kg) ou acido galico (60 ou 80
mg/kg) por 28 dias. Os pontos representam média + e.p.m. de 4-10 animais diferentes.
*Diferenca estatistica em relagdo ao normoglicémico; # Diferenca estatistica em relagdo ao

grupo diabético. (ANOVA, seguida de Newmann-Keuls).

5.3. Efeito da administracdo oral do acido galico sobre a ingestdo de agua

Os efeitos do tratamento oral com acido galico em animais diabéticos induzidos por
estreptozotocina sobre o consumo de agua estdo representados na Figura 4. O grupo diabético
controle (DC) apresentou uma elevagdo na ingestdo de 4gua durante todo o tratamento quando

comparado com o grupo Normog. O tratamento com AG nas doses de 60 e 80 mg/kg nao foi
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capaz de reverter este aumento da ingestdo de &gua. O grupo DTM apresentou uma reducdo

significativa no consumo de &gua ao ser comparado aos grupos DC e AG.

2501 *
* &~ Normog
200 * -&- DC
— - DTM
-
g 15017 8- AG 60 mg/kg
e # #
© - AG 80 mag/kg
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507 5 o —o— —eo
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0 7 14 21 28
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FIGURA 4. Efeito do tratamento com o &cido galico sobre a ingestdo de agua de ratos
diabeéticos. As curvas representam a ingestdo de agua de ratos normoglicémicos ou diabéticos
induzidos por estreptozotocina tratados com agua, metformina (500 mg/kg) ou &cido géalico
(60 ou 80 mg/kg) por 28 dias. Os pontos representam media = e.p.m. de 4-10 animais
diferentes. *Diferenca estatistica em relacdo ao normoglicémico; # Diferenca estatistica em

relacdo ao grupo diabético. (ANOVA, seguida de Newmann-Keuls).

5.4. Efeito da administracao oral do acido galico sobre o consumo de racao

Quanto ao consumo de racédo, o grupo diabético controle (DC) apresentou um aumento
estatisticamente significativo durante as quatro semanas de tratamento quando comparado ao
grupo Normog (Figura 5). O tratamento com AG nas doses de 60 e 80 mg/kg néo foi capaz de
reverter o aumento do consumo de racdo. Durante as quatro semanas de tratamento, apenas o
grupo AG na dose de 80 mg/kg apresentou aumento no consumo de ra¢do quando comparado
com o grupo DTM. Enquanto que os grupos AG na dose de 60 mg/kg e DC apresentaram
elevacdo e diferenca significativa na ingestdo de racdo apenas na segunda e quarta semana de
tratamento quando comparados com o grupo DTM. N&o ocorreu diferenca estatistica entre 0s

grupos AG nas doses de 60 e 80 mg/kg e o grupo DC.
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FIGURA 5. Efeito do tratamento com o acido galico sobre o consumo de racéo de ratos
diabeticos. As curvas representam o consumo de racdo de ratos normoglicémicos ou
diabéticos induzidos por estreptozotocina tratados com agua, metformina (500 mg/kg) ou
acido galico (60 ou 80 mg/kg) por 28 dias. Os pontos representam média + e.p.m. de 4-10
animais diferentes. *Diferenca estatistica em relagdo ao normoglicémico; # Diferenca

estatistica em relacdo ao grupo diabético. (ANOVA, seguida de Newmann-Keuls).

5.5. Efeito da administracdo oral do acido galico na contracdo induzida por

fenilefrina em anéis de aorta toracica

Podemos observar na Figura 6, que a resposta contratil induzida pela fenilefrina foi
dependente da concentracdo e esta resposta foi semelhante em artérias aortas toracicas de
ratos dos grupos Normog (Emax: 1,74 + 0,06g; pD2: 7,06 + 0,08; n=2), DC (Emax: 2 + 0,09g;
pD2: 6,91 + 0,20; n=4), AG 60 mg/kg (Emax: 1,60 = 0,02g; pD2: 7,27 £ 0,21; n=3) e AG 80
mg/kg (Emax: 2,14 + 0,30g; pD-: 7,42 + 0,09; n=3).
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FIGURA 6. Efeito do tratamento com o &cido galico sobre a contragdo induzida pela
fenilefrina em anéis de aorta de ratos diabéticos. As curvas representam a contragdo
induzida pela fenilefrina em anéis de aorta com endotélio de ratos normoglicémicos ou
diabéticos induzidos por estreptozotocina tratados com &gua, metformina (500 mg/kg) ou
acido galico (60 ou 80 mg/kg) por 28 dias. Os pontos representam média + e.p.m. de 2-4

animais diferentes.

5.6. Efeito da administracdo oral do acido galico no relaxamento induzido por

acetilcolina em anéis de aorta toracica

O relaxamento induzido pela acetilcolina (Figura 7) apresentou diferenca no Emax
qguando comparados os resultados em artérias aortas toracicas de ratos do grupo Normog
(Emax: 116,31 £ 12,43%; pD2: 7,39 £ 0,32; n=3) e DC (Emax: 73,89 + 8,66%; pD.: 6,47 *
0,37; n=4). Néo houve diferenca nos resultados apresentados pelos grupos AG 60 mg/kg
(Emax: 92,40 £ 3,17%; pD2: 7,20 £ 0,20; n=2) e AG 80 mg/kg (Emax: 93,06 + 3,91%; pD::

6,96 £ 0,15; n=3) quando comparados aos demais grupos.
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FIGURA 7. Efeito do tratamento com o acido galico sobre o relaxamento induzido pela
acetilcolina em anéis de aorta de ratos diabéticos. As curvas representam o relaxamento
induzido pela acetilcolina em anéis de aorta com endotélio de ratos normoglicémicos ou
diabéticos induzidos por estreptozotocina tratados com agua, metformina (500 mg/kg) ou
acido galico (60 ou 80 mg/kg) por 28 dias. Os pontos representam media + e.p.m. de 2-4
animais diferentes. *Diferenca estatistica em relagdo ao normoglicémico (ANOVA, seguida

de Newmann-Keuls).

5.7. Efeito da administracdo oral do acido géalico no relaxamento produzido por

nitroprussiato de sddio em anéis de aorta toracica

Como visto na Figura 8, o relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sédio (NPS) foi
semelhante em artérias aortas toracicas de ratos Normog (Emax: 104,13 + 1,57%; pD.: 8,57 +
0,023; n=2), DC (Emax: 101, 15 + 1,15%; pD.: 8,28 = 0,00; n=2), AG 60 mg/kg (Emax:
101,25 £ 1,25%; pD2: 8,76 £ 0,57; n=2) e AG 80 mg/kg (Emax: 101,78 £+ 0,41%; pD.: 8,06 =
0,13; n=3).
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FIGURA 8. Efeito do tratamento com o acido galico sobre o relaxamento induzido pelo
nitroprussiato de sodio (NPS) em anéis de aorta de ratos diabéticos. As curvas
representam o relaxamento induzido pelo NPS em anéis de aorta com endotélio de ratos
normoglicémicos ou diabéticos induzidos por estreptozotocina tratados com agua, metformina
(500 mg/kg) ou &cido galico (60 ou 80 mg/kg) por 28 dias. Os pontos representam media +

e.p.m. de 2-3 animais diferentes.
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6. DISCUSSAO

O DM1 € uma doenca autoimune debilitante, causada pela destruicdo progressiva de
células B-pancredticas e a consequente auséncia da producdo de insulina (Carr & Brunzell,
2004; Grundy, 2004; Kahn et al., 2006). A insulina é um hormdnio anabdlico e sua liberacdo
¢ regulada, inicialmente, pela entrada de glicose nas células B via transportador de glicose
GLUT-2. No meio intracelular das células 3, 0 metabolismo da glicose provoca elevagdo da
relacdo ATP/ADP acarretando o bloqueio de canais K* sensiveis ao ATP, reducao do efluxo
deste cation da célula, despolarizando a mesma, e promovendo abertura dos canais dos Ca?*
sensiveis a voltagem. Ha o aumento da concentracdo de Ca®" nas células e, como
consequéncia, ha a exocitose das vesiculas e a secrecdo da insulina (Boschero et al., 1998).

A sinalizacdo intracelular da insulina tem inicio com a sua ligacdo a um receptor
especifico de membrana, uma proteina heterotetramérica com atividade quinase, composta
por duas subunidades a e duas subunidades 3, que atuam como uma enzima alostérica na qual
a subunidade a inibe a atividade tirosina quinase da subunidade B. A ligagdo da insulina a
subunidade o permite que a subunidade B adquira atividade quinase que leva a alteracdo
conformacional e autofosforilacéo, elevando ainda mais a atividade quinase do receptor (Patti
& Kahn, 1998).

A autofosforilacdo do receptor de insulina ativa a fosforilagdo de varios substratos
proteicos, como 0s membros da familia dos substratos do receptor de insulina (IRS-1-4)
(Pessin & Saltiel, 2000). Os principais substratos do receptor de insulina sdo IRS-1 e 0 IRS-2,
que, quando fosforilados em tirosina, se ligam e ativam proteinas com dominio SH2, como a
fosfatidilinositol 3—quinase (PI13K). A PI3K desempenha um papel importante na regulacédo da
mitogénese, no processo de diferenciacao celular e no transporte de glicose estimulado pela
insulina (Lin & Sun, 2010).

A PI3K forma, entdo, o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PI-3,4,5-P3), que liga-se
tanto a proteina quinase B (Akt) quanto a proteina quinase 1 dependente de fosfoinositideo
(PDK-1) justapondo-as na membrana e habilitando a PDK-1 a fosforilar e ativar a Akt. Por
sua vez, a Akt fosforila proteinas envolvidas na translocacdo do transportador de glicose-4
(GLUT4) dos compartimentos intracelulares para a membrana plasmatica (Liczano & Alessi,
2002; He et al., 2007).

Dentre os protocolos experimentais que podem ser utilizados para inducdo do DM,
escolhemos para este trabalho 0 modelo que usa a estreptozotocina (STZ), que tem uma acao

toxica sobre as células [3-pancreaticas, alterando assim a producdo e/ou secrecdo de insulina
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(Delfino et al., 2002). A STZ é uma glicosamina-nitrosureia natural isolada originalmente da
bactéria Streptomyces achromogenes e possui toxicidade dirigida as células B-pancreéticas
devido a sua similaridade com a molécula de glicose, 0 que permite que a mesma seja
internalizada via GLUT-2 (Schnedl et al., 1994).

Uma hipdtese € que a STZ causa danos as células p-pancreaticas devido a formacao de
6xido nitrico decorrente de sua metabolizacao intracelular. O 6xido nitrico causa alquilagdo e
fragmentacdo do DNA, levando a apoptose (Kroncke et al., 1995). Como consequéncia, ha
aumento da poli-polimerase com deplecéo intracelular de NAD™ e dos estoques de ATP, o que
pode colaborar para a diminuicdo da sintese e secrecdo de insulina (Lenzen, 2008). A fungédo
do 6xido nitrico foi confirmada em estudos realizados por Bedoya e colaboradores (1996),
onde o bloqueio de sua sintese nas ilhotas foi capaz de diminuir a fragmentacdo do DNA
produzida pela STZ.

Hiperglicemia induzida por estreptozotocina tem sido descrita como um bom modelo
experimental para o estudo do DM. A sua administragdo em ratos induziu um aumento dos
niveis de glicose no sangue e uma diminuicdo nos niveis plasmaticos de insulina
(Punithavathi et al., 2011).

As terapias convencionais para DM tém muitas deficiéncias, como efeitos colaterais e
alta taxa de faléncia secundaria. Por outro lado, espera-se que produtos derivados de plantas
tenham eficacia semelhante sem efeitos secundarios como os observados pelo uso de drogas
convencionais (Punithavathi et al., 2011). Antes do advento da insulina no inicio da década de
1920 e o posterior desenvolvimento de agentes hipoglicemiantes orais, o uso de plantas
medicinais era a principal forma de controle do DM, pois sdo importantes fontes de
substancias potencialmente terapéuticas (Gray & Flatt, 1999).

Entre as substancias com potencial terapéutico para 0 DM, os compostos polifendlicos
possuem uma gama de propriedades farmacoldgicas e o estudo dos seus mecanismos de acao
tem sido objeto de grande interesse. Neste contexto, o acido galico (&cido 3,4,5-
trihidroxibenzdico), um acido fenolico enddgeno de plantas e amplamente distribuido em
alimentos de origem vegetal, tem recebido uma atencdo especial devido a sua potente
atividade sequestradora de radicais livres e acdo antioxidante (Ma et al., 2003; Singh et al.,
2004).

A andlise cromatogréfica do extrato etandlico da casca da Schinus terebinthifolius
realizado por Lima et al. (2009) identificou o acido galico como um dos seus constituintes.

No mesmo trabalho, estudo de toxicidade aguda indicou que a administracdo do extrato de
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Schinus terebinthifolius por via oral em doses de até 5,0 g/kg ndo produziu qualquer sinal de
toxicidade ou de morte em ratos, sugerindo uma DLsg superior a 5,0 g/kg por via oral.

Embora algumas das plantas com atividades antidiabéticas ja relatadas possuissem
acido galico como um importante composto quimico (Wang et al., 2008; Vuong et al., 2007),
poucos estudos, como o desenvolvido por Vishnu Prasad et al. (2010), tentaram demonstrar as
propriedades antidiabéticas ou hipoglicemiantes do &cido galico. Em seus estudos as
propriedades hipoglicemiantes do &cido galico foram comprovadas com a ocorréncia do
aumento da captacdo de glicose em adip6citos 3T3-L1. Os resultados de Vishnu Prasad et al.
(2010) sugerem que o AG pode aumentar a translocacdo da GLUT4 para a membrana
plasmatica e assim melhora a captacdo de glicose pela célula.

Extratos brutos de Triphala e T. bellerica reduziram os niveis de glicose plasmatica e
apresentaram propriedades antioxidantes em ratos diabéticos induzidos por aloxana (Sabu &
Kuttan, 2002). O estudo desenvolvido por Latha & Daisy (2011) realizou o fracionamento
biomonitorado, isolamento e identificacdo dos principios ativos a partir da casca do fruto de
T. bellerica. O acido géalico foi identificado com um dos compostos ativos e os efeitos
hipoglicemiantes, hipolipemiantes, entre outras atividades, foram avaliados em ratos
diabéticos induzidos por STZ. Apoés 28 dias de tratamento, os animais diabéticos tratados
com &cido galico apresentaram uma reducdo dos niveis de glicose de maneira dose-
dependente, aumentou os niveis de insulina plasmatica, reduziu a perda de peso em
decorréncia do catabolismo protéico e regeneracdo das células B pancreaticas as ilhotas de
Langerhans dos ratos diabéticos tratados com o composto.

Punithavathi et al. (2011) também observaram reversdao da hiperglicemia em ratos
diabéticos induzidos por STZ (40 mg/kg) que foram tratados por um periodo de 21 dias com
acido galico. A elevacdo do nivel de insulina plasmatica e a consequente reducdo dos niveis
de glicose no sangue se deram, segundo o estudo citado, devido ao efeito protetor e
estimulador do acido galico sobre as células p pancreaticas nas ilhotas de Langerhans dos
ratos diabéticos tratados com o composto.

Em outro estudo, ratos diabéticos foram tratados por via oral pelo periodo de 28 dias
com dois tipos de acido galico, um tipo isolado a partir da Terminalia bellerica Roxb. e uma
segunda forma sintética. Os animais tratados com as duas formas do &cido galico
apresentaram reducdo dos niveis de glicose no plasma e aumento dos niveis de insulina
plasmatica. Outro dado importante do estudo foi 0 aumento dos niveis de peptideo C nos ratos
diabéticos tratados com o composto. O mecanismo bioquimico de a¢do do acido galico pode

estar relacionado a potencializagdo da liberacdo de insulina a partir das células betas
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existentes das ilhotas de Langerhans, tal como evidenciado pelo aumento dos niveis de
insulina e de peptideo C (Latha & Daisy, 2011).

Kade et al. (2012) demonstrou que o &cido galico tem a capacidade de regenerar ou
reverter a disfuncdo pancredtica em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (50
mg/kg). Os efeitos farmacoldgicos do acido galico foram comprovados pela restauragdo dos
niveis de vitamina C e glutationa reduzida, redugdo acentuada nos altos niveis de substancias
reativas ao &cido tiobarbitlrico, eliminacdo de radicais livres, a ndo inibicdo da catalase,
glutationa-S-transferase, &cido desidratase 6-aminolevulinico e lactato desidrogenase
pancredtica e ndo permitiu 0 aumento da atividade das enzimas purinérgicas acompanhadas
por hiperglicemia.

No presente estudo, dados da glicemia de jejum dos grupos DC e AG (60 e 80 mg/kg)
foram comparados com os dados do grupo Normog. Os animais dos grupos DC e AG (60 e 80
mg/kg) apresentaram os valores da glicemia de jejum alterados durante todo o tratamento e
foram maiores do que os apresentados pelo grupo Normog, caracterizando um quadro de
Diabetes mellitus. Diferente dos resultados obtidos em outros estudos encontrados na
literatura, o tratamento com acido galico ndo conseguiu reverter o aumento da glicemia nas
duas doses utilizadas no tratamento. Estas diferencas podem ter ocorrido devido a diferentes
concentracgdes, solventes e tempo de tratamento utilizado.

Individuos com DM apresentam, em geral, polifagia. O centro da saciedade,
localizado na regido ventromedial do hipotalamo, é responsavel pela quantidade de alimento
ingerido. A quantidade de glicose que penetra nas células desta regido do cérebro afeta
diretamente a sensacdo de fome. Quanto mais glicose a célula absorve, menor é o apetite. Sem
a acdo da insulina, ndo ocorre a utilizacao da glicose pelas celulas, e o centro da saciedade ndo
é inibido. O individuo torna-se polifagico a despeito da hiperglicemia. De fato, no nosso
estudo, os animais diabéticos apresentaram um aumento do consumo de racdo quando
comparados ao grupo normoglicémico.

Apesar da polifagia, a inducdo de diabetes com STZ esta associada com a reducéo de
massa corporal, que ocorre devido ao aumento da perda de massa muscular (Swanston-Flat et
al., 1990), que por sua vez esta relacionada com a perda de proteinas de tecido (Chatterjea &
Shinde, 2002). Hakim et al. (1997) relataram que a reducdo do peso corporal em ratos
diabéticos é devido a desidratacdo e o catabolismo de proteinas e gorduras. O aumento das
reacOes catabdlicas que conduzem a perda de massa muscular pode ser a razdo para o
reduzido ganho de peso dos ratos diabéticos. Os aminoéacidos normalmente ndo sdo uma fonte

de energia, mas sdo substratos para a sintese das proteinas do corpo. Em certas situagdes,
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como no caso do DM, eles se tornam substratos energéticos, as proteinas do corpo séo
degradadas e os aminoacidos constituintes sdo convertidos em glicose pela gliconeogénese
(Rajkumar et al., 1991). No nosso estudo, os animais diabéticos apresentaram uma redugo
da massa corporal quando comparados ao grupo normoglicémico. O tratamento com o &cido
galico ndo conseguiu reverter a reducdo de massa corporal, possivelmente porque ndo reduziu
a glicemia dos animais.

Outros sintomas classicos do DM sdo polidria e polidpsia. A hiperglicemia,
frequentemente, causa glicosuria (Collett-Solberg, 2001). A glicosUria, isto €, a presenca do
excesso de glicose na urina, ocorre quando o méximo tubular da glicose (TmG = 10mM ou
180 mg/dL) € excedido (Gannong, 2010). Como consequéncia da glicosuria ocorre a diurese
osmotica, isto €, perda de agua na urina induzida pela presenca de solutos ndo reabsorvidos no
limen tubular (Arieff & Carrol, 1972). A desidratacdo pela diurese osmdtica em pacientes
diabéticos causa polidipsia. Neste trabalho, os animais diabéticos apresentaram um aumento
do consumo de agua e este efeito ndo foi revertido pelo tratamento com o &cido gélico,
possivelmente também devido a auséncia de efeito sobre a glicemia.

Os dados do presente estudo diferem de outros estudos encontrados na literatura que
foram tomados como referéncia. Nos estudos de Punithavathi et al. (2011), o tratamento com
acido galico realizado em ratos diabéticos melhorou o peso corporal e reduziu o consumo de
agua e racao, isso pode ser devido a um melhor controle do estado hiperglicemiante nos ratos
diabéticos tratados com o composto. Diminuicdo dos niveis de glicose no sangue pode reduzir
a perda de massa corporal em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina devido a
diminuicdo do catabolismo de proteinas.

Nos experimentos realizados por Latha & Daisy (2011) a administracdo oral de AG
melhorou o peso corporal em ratos diabéticos de uma forma dose-dependente. Observou-se
também uma reducdo nos valores dos parametros proteina total e albumina plasmatica em
ratos diabéticos. A diminui¢do nos valores dos referidos parametros pode estar relacionada a
microproteindria e albumindria, que sdo marcadores clinicos importantes da nefropatia
diabética (Mauer et al., 1981), como consequéncia do aumento do catabolismo de proteinas
(Almdal & Vilstrup, 1988).

Uma das principais complicacGes do Diabetes mellitus é a doenca cardiovascular, e
melhores estratégias sdo necessarias para sua prevencao e tratamento (Tabit et al., 2010). O
Diabetes mellitus est4 associado com a disfun¢do endotelial vascular, um evento inicial que
pode levar a patogénese da aterosclerose e hipertensdo arterial (Balakumar et al., 2008; Cai &

Harrison, 2000). Alguns mecanismos como alteracdo de vias de sinalizacdo que levam a
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inativacdo da eNOS, ativacdo do endotélio por moléculas pré-inflamatérias, disfungéo
mitocondrial e aumento do estresse oxidativo na vasculatura sdo responséveis pela disfuncdo
endotelial nos portadores de DM (Tabit et al., 2010).

A exposicdo da vasculatura a hiperglicemia e o aumento de acidos graxos livres
caracteristicos do DM e estados de resisténcia insulinica induzem a producdo de espécies
reativas, como o superdxido, e reduzem a biodisponibilidade de NO, o que pode ser
restaurado por tratamentos antioxidantes Capellini et al., 2010. Os dados do estudo de Silva et
al. (2008) demonstraram a correlagcéo inversa entre a capacidade antioxidante total e a funcéo
endotelial avaliada no leito venoso em pacientes com insuficiéncia renal cronica, refor¢ando
outros dados da literatura de relagédo causal entre disfuncdo endotelial e estresse oxidativo.

De modo geral, os polifendis apresentam estrutura ideal para o sequestro de radicais
livres, tendo acdo antioxidante mais efetiva que as vitaminas com essas propriedades. A
atividade dos polifenois depende de sua estrutura e pode ser determinada por fatores como:
reatividade como agente doador de H e elétrons, capacidade de quelar metais de transicéo,
solubilidade e interacdo com as membranas (Barreiros et al., 2000).

No presente trabalho, os experimentos realizados avaliaram a possivel ocorréncia da
disfuncdo endotelial como conseqiiéncia das alteragdes nos niveis de glicose e insulina
plasmatica (hiperglicemia) e do estresse oxidativo tipicos em portadores de DM. Os testes in
vitro utilizando anéis de artérias aortas de ratos normoglicémicos e diabéticos serviram para
analisar os possiveis danos causados ao endotélio vascular e a musculatura lisa dos vasos.
Essas analises foram feitas através da contracdo induzida pela fenilefrina (Fen) e pelo
relaxamento vascular dependente do endotélio induzido pela acetilcolina (ACh), que induz a
producdo enddgena de NO, e pelo relaxamento ndo dependente do endotélio induzido pelo
nitroprussiatao de soédio (NPS) que é um dos doadores de NO utilizados nesses tipos de
experimentos.

Para a realizacdo das curvas relaxamento induzidos pela ACh e pelo NPS nos anéis de
artérias aortas toracicas foi utilizado o agente contratil fenilefrina, devido a sua capacidade de
induzir pré-contracdo estavel e ndo interferir na resposta dos agentes relaxantes, como
demonstrados nos estudos de Gabriels et al. (2003) e Lima et al. (2009). A fenilefrina é um
agonista seletivo para os receptores adrenérgicos do tipo ol. Este receptor estd acoplado a
proteina Gq e a ativacdo envolve a ativacdo da enzima fosfolipase C, que promove a sintese
de diacilglicerol (DAG) e inositol trisfosfato (IP3) (Huang et al., 2004), que irdo induzir o

aumento da concentracdo citoplasmatica de célcio, levando a contragdo muscular.
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Uma reducdo no relaxamento dependente do endotélio induzido pela acetilcolina é
considerada como um indicativo de disfuncdo endotelial vascular (Mittra & Singh, 1998;
Shah & Singh, 2006; Sena et al., 2011). Nos estudos de Bhardwaj et al. (2013), foi observada
uma reducdo no relaxamento dependente do endoltélio induzido pela acetilcolina em aortas
isoladas de ratos diabéticos, indicando o desenvolvimento de disfungdo endotelial vascular.
No mesmo trabalho, duas andlises para avaliar a integridade do endotélio foram realizadas. As
observacdes feitas com o0 uso da microscopia eletronica de varredua e também por analises
histologicas revelaram a perda da integridade do endotélio vascular em aortas de ratos
diabéticos.

Diante das evidéncias que comprovam a disfuncdo endotelial, Bhardwaj et al. (2013)
demonstrou em seus estudos que a catequina, um polifenol amplamente encontrado em
plantas, possui a capacidade terapéutica de prevenir alteragcdes estruturais e funcionais no
endotélio vascular de ratos diabéticos. Resultados que foram semelhantes aos encontrados nos
experimentos realizados nesse trabalho.

Como resultado dos experimentos realizados nesse trabalho, uma diminuicdo no
relaxamento dependente do endotélio induzido pela acetilcolina foi observada nos anéis de
aorta toracica isolada de ratos diabéticos, o que sugere o desenvolvimento de alteracGes
estruturais e funcionais do endotélio vascular na aorta de ratos diabéticos, caracterizando a
disfuncao endotelial. Por outro lado, o tratamento com o &cido galico reverteu esta disfuncao.
Nossa hipotese é a de que o efeito antioxidante do &cido galico tenha diminuido a
concentracdo de radicais livres, aumentando, assim, a biodisponibilidade de 6xido nitrico
(NO) garantindo que o endotélio vascular funcione normalmente no processo de relaxamento
da vasculatura.

Ja o relaxamento independente do endotélio, induzido pelo doador de éxido nitrico
nitroprussiato de sodio (NPS), ndo foi alterado pelo diabetes nem pelo tratamento, por nédo

envolver os fatores endoteliais.
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7. CONCLUSAO

O é4cido galico ou é&cido 3,4,5-trihidroxibenzdico ndo foi capaz de reverter, em ratos
diabéticos, sintomas classicos do Diabetes mellitus como: a hiperglicemia, perda de massa
corporal, polifagia, polidpsia e polidria. Porém, reverteu a disfuncdo endotelial em anéis de

aorta de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina.
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