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“A cura está ligada ao tempo e, às vezes, também às circunstâncias.” 

Hipócrates, Século V a.C. 

  



 

Daniela Sofia Lourenço Neto 

Complicações Macrovasculares da Diabetes Tipo 2: Papel dos AGEs e do RAGE 

 

 

3 | P á g i n a  

 

ÍNDICE 

Resumo…………………………………………………………………………………..... 5 

Palavras-Chave…………………………………………………………………………..... 7 

Abstract………………………………………………………………………………….... 8 

Keywords………………………………………………………………………………..... 9 

Lista de Abreviaturas…………………………………………………………………....... 10 

Lista de Tabelas………………………………………………………………………….... 11 

Lista de Figuras………………………………………………………………………….... 12 

Introdução……………………………………………………………………………….... 14 

Materiais e Métodos……………………………………………………………………..... 16 

Animais e tratamento…………………………………………………………….... 16 

Recolha de amostras……………………………………………………………..... 17 

Avaliação dos níveis de AGEs e RAGE na aorta………………………………..... 17 

Avaliação dos níveis de stress oxidativo: anião superóxido…………………….... 20 

Estudos funcionais de vasodilatação dependente do endotélio………………….... 20 

Análise estatística………………………………………………………………..... 21 

Resultados……………………………………………………………………………….... 22 

Função endotelial………………………………………………………………..... 22 

AGEs e RAGE…………………………………………………………………..... 25 

Marcadores de stress oxidativo………………………………………………….... 31 

Discussão………………………………………………………………………………...... 34 

Conclusão………………………………………………………………………………..... 38 

Agradecimentos………………………………………………………………………….... 39 



 

Daniela Sofia Lourenço Neto 

Complicações Macrovasculares da Diabetes Tipo 2: Papel dos AGEs e do RAGE 

 

 

4 | P á g i n a  

 

Referências Bibliográficas................................................................................................... 40 

 

  



 

Daniela Sofia Lourenço Neto 

Complicações Macrovasculares da Diabetes Tipo 2: Papel dos AGEs e do RAGE 

 

 

5 | P á g i n a  

 

RESUMO 

A diabetes mellitus é uma patologia em crescendo por todo o mundo. Doentes com 

diabetes mellitus têm morbilidade e mortalidade cardiovascular aumentadas. A patogenia da 

doença cardiovascular na diabetes mellitus é multifatorial, estando a disfunção endotelial 

implicada na sua patogénese. Esta alteração da função vascular ocorre, precocemente, antes 

da manifestação da doença vascular, caracterizando-se por redução do vasorrelaxamento 

dependente do endotélio. Há evidências que afirmam que a disfunção endotelial é provocada, 

em grande parte, pelo aumento dos produtos finais de glicação avançada (AGEs), que se 

verifica em condições de hiperglicemia.  

Este trabalho pretendeu avaliar os efeitos da administração do metilglioxal (MG), um 

intermediário da formação dos produtos finais de glicação avançada, na evolução da 

disfunção endotelial e principais alterações associadas e da administração de piridoxamina 

(PM), um derivado da vitamina B6 e inibidor da formação de AGEs, ao nível do endotélio e 

em diferentes marcadores de glicação e stress oxidativo. 

Foram estabelecidos seis grupos de estudo (ratos com 6 meses): dois grupos de 

controlo, ratos normais (Wistar, W) e ratos diabéticos, Goto-Kakizaki (GK); dois grupos 

submetidos ao tratamento com MG, ratos W+MG e ratos GK+MG; dois grupos submetidos 

ao tratamento com MG e PM, ratos W+MG+PM e ratos GK+MG+PM. Foram avaliados a 

capacidade de vasodilatação dependente do óxido nítrico, os níveis de stress oxidativo, com o 

recurso à avaliação do anião superóxido, e os níveis de AGEs e RAGE na aorta. O MG 

induziu disfunção endotelial nos ratos Wistar e agravou a disfunção endotelial nos ratos GK; 

aumentou os níveis de AGEs e o stress oxidativo nos ratos Wistar e GK. Observou-se ainda, 

um aumento dos níveis de RAGE nos GK diabéticos e nos ratos Wistar tratados com MG. O 

tratamento com piridoxamina melhorou parte dos parâmetros avaliados. Este estudo permitiu 
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conhecer algumas das alterações vasculares na diabetes mellitus tipo 2 e os efeitos benéficos 

da PM nestas lesões, contribuindo para o desenvolvimento de novas abordagens preventivas e 

terapêuticas nesta patologia. 
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ABSTRACT 

Diabetes mellitus is a growing disease worldwide. Patients with diabetes mellitus have 

increased cardiovascular morbidity and mortality. The pathogenesis of cardiovascular disease 

in diabetes mellitus is multifactorial and endothelial dysfunction has been implicated in its 

pathogenesis. This abnormal function of the vasculature precedes cardiovascular disease and 

is associated with impaired endothelium-dependent vasorelaxation. Evidences prove that this 

vascular dysfunction is mainly caused largely by increased advanced glycation end products 

(AGEs), which occur under hyperglycemic conditions. 

This work intended to study the effects of methylglyoxal, an intermediate of advanced 

glycation end product formation, in the development of endothelial dysfunction and 

associated major changes, and the role of pyridoxamine, a derivative of vitamin B6 and an 

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

Six groups were studied (rats with 6 month old): two control groups, normal Wistar 

rats (W) and diabetic Goto-Kakizaki rats (GK); two groups were treated with MG, W rats 

with MG and GK rats with MG (W+MG and GK+MG, respectively); two groups were treated 

with MG and PM, W+MG+PM and GK+MG+PM. The endothelium-dependent vasodilation, 

levels of oxidative stress through the vascular content of superoxide anion, and AGEs and 

RAGE levels were evaluated, showing significant increase on endothelial dysfunction, 

oxidative stress and AGEs levels in the groups submitted to treatment with MG and a 

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

This study allowed understand some of the vascular abnormalities associated with type 

2 diabetes and the beneficial effects of PM, helping to the development of new preventive and 

therapeutic approaches in this disease. 
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INTRODUÇÃO 

A hiperglicemia associada à diabetes mellitus tipo 2 tem diversas consequências nos 

tecidos do organismo, entre elas a glicação não-enzimática e a oxidação de proteínas, lípidos 

e nucleótidos, resultando na formação de produtos de finais de glicação avançada (AGEs). 

Estes são formados a partir de interações amino-carbonilo não enzimáticas, entre açúcares 

redutores ou lípidos oxidados e proteínas, aminofosfolípidos ou ácidos nucleicos.
(3,4)

 

Estes compostos modificam, de forma irreversível, as propriedades químicas e 

funcionais das estruturas biológicas, pois estão associados à formação de radicais livres e 

consequente aumento do stress oxidativo, à formação de ligações cruzadas com proteínas, à 

interação com recetores celulares, a alterações morfofuncionais e ao aumento da expressão 

de mediadores inflamatórios. São, por isso e também, altamente prejudiciais à integridade e 

função vasculares. Os mecanismos de ação podem ser divididos em extracelulares e 

intracelulares. Nos extracelulares, os AGEs interagem e modificam as propriedades 

funcionais de moléculas fundamentais da matriz extracelular. Nos intracelulares, existem os 

dependentes e os independentes de recetores. Na diabetes, a diminuição do diâmetro do 

lúmen dos vasos, pode dever-se entre outras causas, à acumulação de proteínas plasmáticas 

na região sub-endotelial, (ex. albumina e lipoproteínas de baixa densidade), que aí ficam 

retidas devido às ligações cruzadas entre os AGEs e o colagénio, causando diminuição da 

elasticidade vascular.
(3,4)

 Por outro lado, os AGEs interagem com recetores na membrana de 

células como os macrófagos, as células endoteliais e as células mesangiais, aumentando os 

níveis de stress oxidativo, de processos pró-trombóticos e a produção de citocinas pró-

inflamatórias.  

Em condições fisiológicas, há um equilíbrio entre a formação de AGEs (existem 

fontes endógenas e exógenas de AGEs), e a sua eliminação (através de sistemas enzimáticos, 
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proteólise extracelular, células scavenger e clearance renal). Este equilíbrio está 

comprometido em algumas situações patológicas 
(3,4)

, pelo que, faz todo o sentido o estudo 

destes produtos para tentar minimizar ou mesmo eliminar a sua produção excessiva e/ou 

atenuar os seus efeitos. 

A redução dos níveis de AGEs e consequentemente da disfunção endotelial a eles 

associada, pode ser conseguida intervindo a diversos níveis, nomeadamente, ao nível da dieta 

(reduzindo os níveis de AGEs exógenos consumidos), pela administração de anti-oxidantes, 

de inibidores da formação de AGEs, de AGEs cross-link breakers e de inibidores do recetor 

de AGEs, e recorrendo, também, à potenciação de mecanismos de clearance (lizosimas e 

RAGE solúvel) e à inibição da sinalização induzida pela ligação dos AGEs ao seu recetor.
(6)

 

A piridoxamina é um derivado da vitamina B6 e um inibidor da formação de AGEs, 

bloqueando a degradação oxidativa dos produtos Amadori. Também tem um papel importante 

na redução da degradação oxidativa, pela inibição das espécies reativas de oxigénio (ROS), na 

neutralização dos produtos carbonilo altamente reativos e tóxicos, na redução da dislipidemia 

e da modificação química e cross-links do colagénio e na correção do equilíbrio ácido-base.
(7) 

Em alguns modelos animais, como os ratos obesos Zucker, foi descrito que a piridoxamina 

tem a capacidade de reduzir os lípidos e retardar a progressão da nefropatia diabética 

associada.
(8)

 

A combinação da eficácia com a baixa toxicidade sugere que a piridoxamina pode ser 

útil para retardar a progressão das complicações vasculares associadas à diabetes, sendo um 

dos objetos de estudo neste trabalho. Assim, procurou-se mimetizar a progressão da diabetes, 

administrando metilglioxal, avaliou-se as consequências na função endotelial e na agressão 

oxidativa e os efeitos benéficos da terapêutica com a piridoxamina a este nível. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

ANIMAIS E TRATAMENTO 

Neste estudo, todos os procedimentos animais foram conduzidos de acordo com a Lei 

Portuguesa de Experimentação com Animais de Laboratório (2004). 

Foram estudados ratos não diabéticos Wistar (W) e os espontaneamente diabéticos 

tipo 2 Goto-Kakizaki (GK), com 6 meses de idade, obtidos das colónias locais (Faculdade de 

Medicina, Universidade de Coimbra, Portugal). 

Constituíram-se seis grupos de estudo (n=6-16/grupo): ratos Wistar normais controlo 

(W), ratos GK diabéticos controlo (GK), ratos W com metilglioxal (W+MG), ratos GK com 

metilglioxal (GK+MG), ratos W com metilglioxal e piridoxamina (W+MG+PM) e ratos GK 

com metilglioxal e piridoxamina (GK+MG+PM). O metilglioxal (MG = 50-75 mg/Kg de 

peso) foi administrado por via oral (água do biberão), durante 3 meses (dos 3 aos 6 meses de 

vida). A piridoxamina foi, também, administrada pela mesma via (PM-1g/L, Sigma, EUA), 

durante o último mês de tratamento. A quantidade de água ingerida, com metilglioxal e com 

piridoxamina, foi quantificada durante o tratamento. 

Os animais foram mantidos num ambiente restrito sob temperatura e humidade 

controladas (22-24ºC e 50-60%, respetivamente), ventilação adequada e ciclos alternados de 

luz (12 horas) e obscuridade (12 horas), tendo tido livre acesso a ração (dieta standard 

laboratorial AO4-Panlab, Barcelona, Espanha) e a água (utilizada como veículo de 

administração nos grupos tratados). 
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RECOLHA DE AMOSTRAS 

No final do tratamento, as amostras de sangue foram obtidas por punção cardíaca 

com os animais anestesiados com cloridrato de quetamina (75 mg/kg) e cloridrato de 

clorpromazina (3 mg/kg), (administração intramuscular). Na recolha das amostras foram 

utilizados tubos BDVacutainer com e sem EDTA (4,5 mg), de modo a obter plasma e soro, 

respetivamente. As amostras foram centrifugadas a 2500 r.p.m, à temperatura de 4ºC, 

durante 10 minutos, aliquotadas e armazenadas a -20ºC. 

Posteriormente, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Uma vez 

expostos os órgãos, a aorta foi removida e limpa de tecido adiposo. Seccionou-se pequenas 

fatias horizontais da artéria aorta torácica, uma foi conservada em meio de conservação 

(Shandon Cryomatrix, Thermo Scientific, EUA) ou em formaldeído tamponado a 10% para 

estudos histológicos subsequentes, enquanto um anel da artéria torácica foi utilizado para o 

estudo funcional. A aorta abdominal foi congelada, de imediato, em azoto líquido e 

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

 

 AVALIAÇÃO DOS NÍVEIS DE AGEs E RAGE NA AORTA 

Foram obtidos segmentos de artéria aorta, com cerca de 200 mg, sendo 

homogeneizados em 2 mL de tampão de lise (Tabela 1) e, seguidamente, sonicados. 

Procedeu-se, então, a duas centrifugações (20’, 14000xg, 4°C,), recolhendo-se, 

sucessivamente, o sobrenadante. Calculou-se a concentração de proteína pelo método do 

BCA (BCA protein assay, Pierce, USA) e as amostras foram aliquotadas e, após adicionado 

tampão Sample, armazenadas a – 80ºC. 

A identificação e quantificação dos AGEs totais foi efetuada utilizando a técnica de 

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

Tampão de lise 

25 mM Tris-HCI (pH 7,6); 150 mMNaCI; 1% Triton X-100; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA;  

20mMNaF; 2mM Na3VO4; 10 mMβ-glicerofosfato; 2,5mM pirofosfato de sódio; 10mM 

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

Tampão Sample 

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

Tampão Resolving 

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

TampãoStacking 

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

TampãoRunning 

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

Tampão CAPS 

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

Tampão TBS 

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

Tampão TBST 

Solução TBS; 1% Tween-20 
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Os géis de acrilamida para separação das proteínas por peso molecular foram 

polimerizados no sistema de polimerização (Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad, EUA), com os 

tampões Resolving e Stacking (Tabela 1). Após as amostras terem sido desnaturadas e 

sonicadas, correram-se os géis no sistema Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad, EUA) com 

Running buffer, usando um padrão de peso molecular (Precision Plus Protein Standards, 

Dual Color, Bio-Rad, EUA), a voltagem constante de 160 V. 

Após a ativação das membranas PVDF (Polyvinylidene fluoride membrane, Bio-Rad, EUA) 

com metanol, as proteínas foram transferidas para estas no sistema de transferência (Mini 

Trans-Blot, Bio-Rad, EUA), a amperagem constante de ±300mA, em tampão CAPS (Tabela 

1). 

As membranas foram bloqueadas com solução TBST-BSA a 5% (Tabela 1), à 

temperatura ambiente, durante 2 horas e depois lavadas com TBST (Tabela 1). Após o 

bloqueio, procedeu-se à incubação das membranas overnight a 4ºC, com os respetivos 

anticorpos primários. Repetiu-se a lavagem com TBST e, de seguida, incubou-se as 

membranas com os respetivos anticorpos secundários durante 2 horas, com agitação constante 

e à temperatura ambiente.  

Após remoção do anticorpo secundário em excesso, as membranas foram incubadas 

durante aproximadamente 2 minutos com o substrato enzimático ECF (Mouse ECF Western 

Blotting Reagent Pack, Amersham Biosciences, UK) e reveladas através do leitor de 

fluorescência (Typhoon, GE Healthcare, USA). A quantificação das bandas foi calculada com 

o programa ImageQuant, Molecular Dynamics, EUA. 

Após efetuadas crio-secções, com cerca de 7 m de espessura, do material 

conservado em meio de congelação, estas foram deixadas a secar durante 30 minutos e 

procedeu-se à respetiva marcação com anticorpo contra AGEs totais, N
ε
-(Carboximetil)lisina 
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(CML) e recetor para AGEs (RAGE). Seguiu-se a marcação com anticorpo secundário e a 

determinação da fluorescência.  

 

AVALIAÇÃO DOS NÍVEIS DE STRESS OXIDATIVO: ANIÃO SUPERÓXIDO 

NA AORTA 

Cortes histológicos de segmentos de aorta, com cerca de 30 μm de espessura, do 

material conservado em meio de congelação, foram incubados com a sonda fluorescente para 

anião superóxido (Dihydroethidium (hydroethidine) (DHE), Molecular Probes, lnvitrogen, 

USA), a uma concentração de 2 μM, durante 30 minutos, a 37°C e em ambiente humidificado. 

Posteriormente, as lâminas foram lavadas em PBS e fixadas durante 10 minutos com 

paraformaldeído a 4%, à temperatura ambiente. As crio-secções foram, novamente, lavadas 

em PBS e procedeu-se à montagem das preparações, tendo sido colocados 50 μl de meio de 

montagem (DPX, Panreac, Espanha) sobre cada lâmina e cobrindo-se as crio-secções com 

lamelas, deixando secar no escuro. Por fim, as lâminas foram seladas com verniz e procedeu-

se à análise por microscopia de fluorescência. 

 

ESTUDOS FUNCIONAIS DE VASODILATAÇÃO DEPENDENTE DO 

ENDOTÉLIO 

Anéis vasculares da aorta torácica de cada animal, foram cuidadosamente removidos 

e limpos de tecido conjuntivo, de forma a preservar o endotélio.
(5)

 

O endotélio foi mecanicamente removido de segmentos distintos da aorta dos 

mesmos animais. Os anéis foram suspensos em câmara de perfusão com 10 ml de 

capacidade, contendo solução de Krebs-Henseleit a pH 7.4 A solução foi mantida a 37ºC e 

oxigenada com uma mistura de gases contendo 95% de O2 e 5% de CO2. Os anéis foram 
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montados em 2 ganchos de metal, ligados a um suporte de um lado e a um transdutor de 

força (PowerLab) do outro lado. Os anéis foram distendidos a uma tensão de 1g, 

estabelecida previamente como tensão ideal, através de curvas de comprimento-tensão. Os 

anéis da aorta foram perfundidos por um período de 15 minutos.  

Os anéis da aorta, com e sem endotélio, foram contraídos com fenilefrina (10
_7

 M). 

Após a estabilização da contração, foi adicionada acetilcolina (ACh) ao banho, de forma 

cumulativa, a fim de se obterem concentrações de 10
-6

, 10
 -4

, 10
-3

M e a serem produzidas 

curvas dose-efeito na presença e na ausência de L-Nitro-Arginina Methyl Ester (L- NAME), 

um inibidor das sintetases do óxido nítrico. Os resultados foram expressos como 

percentagem de relaxamento em relação à concentração de fenilefrina. 

 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados são apresentados com valor médio ± epm (erro padrão da média). A análise 

estatística foi realizada através do programa GraphPad Prism version 3.0 por ANOVA one-

way, seguida de teste comparativo de Bonferroni. Valores de p<0.05 foram considerados 

significativos.  
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RESULTADOS 

FUNÇÃO ENDOTELIAL 

Na avaliação da vasodilatação dependente do endotélio, foi observado que tanto na 

ausência de endotélio como na presença de L-NAME, um inibidor da sintetase do óxido 

nítrico, não ocorreu qualquer relaxamento (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Registo de tensão de uma artéria aorta: efeito da fenilefrina e de diferentes 

doses de acetilcolina. 
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Na avaliação do efeito do MG na função do vaso, foi observada uma diminuição do 

mesmo relaxamento, em 35% nos GK+MG quando comparados com os ratos GK, uma 

redução de 20% nos W+MG em comparação com os ratos W e, também, uma redução de 

20% nos ratos diabéticos GK em relação aos ratos controlo W (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Curvas dose-efeito de acetilcolina, em ratos Wistar (W), ratos diabéticos 

(GK), ratos Wistar com metilglioxal (W+MG) e GK com metilglioxal (GK+MG).  

Média epm *** P<0,001 vs. ratos W;  P<0,001 vs. ratos GK. 
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Em relação aos efeitos da PM na função endotelial vascular, foi evidenciada uma 

melhoria da mesma de cerca de 20% nos ratos GK com MG e PM (GK+MG+PM) em 

comparação com o grupo GK+MG (Figura 3); observou-se, igualmente, uma melhoria da 

função endotelial nos ratos W com MG e PM (W+MG+PM) quando comparada com a do 

grupo W+MG (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Curvas dose-efeito de acetilcolina, em ratos Wistar (Wistar), ratos 

diabéticos (GK), ratos GK com metilglioxal (GK+MG) e GK com metilglioxal e 

piridoxamina (GK+MG+P).  

Média  epm *** P<0,001 vs ratos W;  P<0,001 vs grupo GK; ### P<0,001 vs grupo 

GK+MG. 

 

### ### ### 

### 
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Figura 4. Curvas dose-efeito de acetilcolina, em ratos Wistar (W), ratos Wistar com 

metilglioxal (W+MG) e em ratos Wistar com metilglioxal e piridoxamina (W+MG+PM). 

Média epm *** P<0,001 vs. ratos W. 

 

 

AGEs e RAGE 

Demonstrou-se um aumento acentuado dos níveis de AGEs totais (Figura 5), RAGE 

(Figura 6) e CML (Figura 7) na parede dos vasos dos ratos Wistar com MG (W+MG), 

relativamente ao grupo Wistar (W). Comparando os grupos GK e GK com MG (GK+MG) 

esse aumento é menos visível, uma vez que os ratos GK, por si só, já apresentam um 

aumento destes compostos. Observou-se uma diminuição acentuada da quantidade de AGEs 

totais na parede dos vasos dos GK com MG e PM (GK+MG+PM) (Figura 8) quando 

comparada com a dos GK com MG (GK+MG) (Figura 5). 
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Figura 5. Localização, por imunofluorescência, de AGEs na parede da aorta de ratos Wistar 

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

D). No painel E está representada a avaliação quantitativa da imunofluorescência nos diferentes 

grupos de animais. Média epm **p < 0.01, ***p < 0.001 vs ratos W; §§§p < 0.001 vs grupo 

W+MG;  p < 0.001 vs rato GK controlo. 
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Figura 6. Localização, por imunofluorescência, do receptor para AGEs (RAGE) na 

parede da aorta de ratos Wistar (W, painel A), Wistar com MG (W+MG, painel B), GK 

(painel C) e GK com MG (GK+MG, painel D). No painel E está representada a avaliação 

quantitativa da imunofluorescência nos diferentes grupos de animais. Média epm ***p < 

0.001 vs ratos W; §p<0.05, §§§p < 0.001 vs grupo W+MG. 
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Figura 7. Localização, por imunofluorescência, de N-carboximetil-lisina (CML) na 

parede da aorta de ratos Wistar (W, painel A), Wistar com MG (W+MG, painel B), GK 

(painel C) e GK com MG (GK+MG, painel D). No painel E está representada a avaliação 

quantitativa da imunofluorescência nos diferentes grupos de animais. Média epm **p <0.01, 

***p < 0.001 vs ratos W; §§§p < 0.001 vs grupo W+MG;  p < 0.001 vs rato GK controlo. 
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Figura 8. Localização, por imunofluorescência, de AGEs na parede da aorta de ratos 

GK+MG+PM. 

 

 

 

Na identificação e quantificação dos AGEs totais por Western Blot, foi demonstrado 

um aumento de 51% (p<0.001) no grupo W+MG e de 53% (p<0.01) no grupo GK+MG, 

quando comparado com os respetivos controlos (Figura 9), tendo diminuído no grupo 

GK+MG+PM (Figura 10). 
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Figura 9. Efeitos do metilglioxal nos níveis de expressão de AGEs totais na parede da 

artéria aorta. Média epm ***p < 0.001 vs ratos W; §§§p < 0.001 vs grupo W+MG;  p < 

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

da artéria aorta em ratos GK tratados com MG. 

 

 

MARCADORES DE STRESS OXIDATIVO 

Neste estudo verificou-se que a quantidade de fluorescência emitida após oxidação do 

dihidroetídeo pelos iões superóxido (O2
–

), presentes na parede vascular e traduzindo os 

níveis de stress oxidativo, foi mais intensa na parede dos vasos dos GK quando comparada 

com a dos ratos Wistar (Figura 11). Verificou-se, também, que há um aumento da 

intensidade da fluorescência na parede vascular no grupo GK+MG em relação à do grupo 

GK e que diminui no grupo GK+MG+PM (Figura 12).  

GK + MG GK + MG + PM 
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Figura 11. Localização, por imunofluorescência, do anião superóxido na parede da 

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

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

imunofluorescência do brometo de etídio nos diferentes grupos de animais. Média epm ***p 

< 0.001 vs ratos W; §§§p < 0.001 vs grupo W+MG;  p < 0.001 vs rato GK controlo. 
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Figura 12. Efeitos da piridoxamina na localização, por imunofluorescência, do anião 

superóxido na parede da aorta de ratos GK tratados com MG. 
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DISCUSSÃO 

Neste estudo, a administração de metilglioxal induziu disfunção endotelial nos ratos 

Wistar e agravou a disfunção endotelial nos ratos GK, aumentou os níveis de AGEs e o stress 

oxidativo nos ratos Wistar e GK. Observou-se, ainda, um aumento dos níveis de RAGE nos 

ratos GK e nos ratos Wistar tratados com MG. O tratamento com piridoxamina melhorou, em 

parte, os parâmetros avaliados.  

Os ratos GK constituem um modelo animal espontaneamente diabético tipo 2, não 

obeso, insulino-resistente, com hiperglicemia crónica e hiperinsulinemia em jejum. Foi 

evidenciado em estudos anteriores, que estes animais apresentam disfunção endotelial aos 4 

meses.
(9)

 Neste modelo animal, a redução da vasodilatação dependente do endotélio foi 

observada experimentalmente em anéis de aorta isolados 
(29)

 e em artérias mesentéricas 
(23)

, 

indicando que a disfunção endotelial associada à diabetes afeta quer vasos de resistência quer 

de condução, como a aorta. Estudos prévios já demonstraram que a diabetes mellitus contribui 

para a disfunção endotelial e o desenvolvimento de lesões ateroscleróticas por mecanismos 

oxidativos, pró-inflamatórios e pró-ateroscleróticos.
(2, 10, 11, 12, 13)

  

A diabetes mellitus está associada a insuficiência renal e doença cardiovascular. A 

hiperglicemia, característica da diabetes mellitus, decorre com um aumento da produção e 

acumulação de AGEs. A presença e o aumento destes compostos estão associados a uma 

maior severidade de vasculopatia associada à diabetes, a uma produção aumentada de 

espécies reativas do oxigénio e, consequentemente, a um aumento dos níveis de stress 

oxidativo e de inflamação e a uma ativação excessiva de recetores RAGE que vão 

desencadear a ativação de uma cascata de mediadores patogénicos que irão potenciar os 

efeitos dos AGEs.
(6)
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A diabetes mellitus conduz a uma instabilidade entre a ação oxidante e antioxidante, 

favorecendo o lado oxidativo 
(14, 15, 16)

, podendo ser avaliado através de marcadores de stress 

oxidativo, como o ião superóxido. O anião superóxido provoca uma menor biodisponibilidade 

de NO com consequente diminuição do relaxamento vascular dependente do endotélio.
(17)

 

Neste trabalho demonstrou-se que a administração exógena de MG, a ratos Wistar, conduziu a 

disfunção endotelial. Outros autores observaram lesões vasculares, após tratamento com MG, 

o que está de acordo com os nossos resultados.
(20, 21)

 

O metilglioxal, um intermediário da formação dos produtos finais de glicação 

avançada, está associado a um aumento da produção de ROS e de AGEs e consequente 

ativação de um maior número de recetores RAGE, provocando dano tecidual, genotoxicidade 

e teratogenecidade.
(18)

 Demonstrou-se, que associado ao aumento dos níveis de stress 

oxidativo, ocorre agravamento da disfunção endotelial e aumento dos níveis de AGEs na 

parede da aorta com a administração deste composto em ratos GK, de acordo com o que foi 

anteriormente descrito por outros autores em diferentes modelos animais.
(20, 21, 22)

 

A elevada produção de ROS tem sido correlacionada com a redução dos níveis de NO, 

libertados a partir do endotélio 
(30)

, que por sua vez condiciona uma diminuição do 

relaxamento induzido pela acetilcolina. O tratamento com a piridoxamina melhora o 

relaxamento induzido pela ACh, tanto em ratos W+MG como GK+MG, sugerindo que este 

composto pode aumentar a biodisponibilidade de NO devido a efeitos scavenging de ROS.  

A piridoxamina, um derivado da vitamina B6, cujo mecanismo de ação inclui: i) 

scavenging de uma variedade de carbonilos tóxicos derivados da glicose e da peroxidação 

lipídica derivados da degradação de açúcares e de lípidos, ii) inibição da formação de AGEs 

pelo bloqueio da degradação oxidativa de intermediários Amadori na reação de Maillard pela 

ligação de iões metálicos que catalizam a reação, iii) trapping de ROS.
(23, 24) 
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Estudos anteriores, mostraram que a administração de piridoxamina diminui os níveis 

de stress oxidativo sistémicos em modelos animais C57BL/6J.
(26)

 Foi, também, descrito que a 

piridoxamina inibe a modificação de proteínas pelos produtos de peroxidação lipídica, in 

vitro.
(27)

 Esta inibição é explicada pela capacidade da piridoxamina sequestrar intermediários 

carbonilo. Vários estudos demonstraram que a piridoxamina inibe a peroxidação lipídica em 

ratos STZ e Zucker, respetivamente.
(27, 28)

 No presente estudo, verificou-se uma diminuição 

dos níveis de stress oxidativo no grupo GK tratado com MG sujeito à administração de 

piridoxamina, o que pode ser explicado pelo fato de a piridoxamina, dada a sua capacidade de 

sequestrar intermediários reativos, diminuir a peroxidação lipídica. 

Na diabetes mellitus tipo 2, os danos na vasodilatação podem ser associados com os 

níveis aumentados de AGEs. Os níveis séricos de AGEs em doentes com diabetes mellitus 

tipo 2 são inversamente relacionados com nível de vasodilatação dependente e independente 

do endotélio.
(4)

 Supõe-se que a formação de AGEs induz a formação de ROS, que por 

conseguinte reduz os níveis de NO, desenvolvendo-se um estado de stress oxidativo.
(25) 

Considerando os estudos prévios, pretendeu-se avaliar a prevenção da disfunção 

endotelial com a inibição da formação de AGEs na presença da piridoxamina, de modo a 

preservar a produção de NO na aorta. Para tal, avaliaram-se os níveis de AGEs totais e de 

CML, um dos AGEs melhor caracterizado quimicamente e também um dos mais abundantes. 

Por sua vez, sabe-se que elevados níveis de CML estão associados a diabetes e a 

aterosclerose.
(31) 

Neste estudo, verificou-se que os níveis de AGEs totais e de CML são mais elevados 

nos animais diabéticos, o que está de acordo com o esperado,
(31)

 e que o tratamento com 

metilglioxal aumentou os níveis de AGEs totais e de CML em ambos os modelos animais. A 

administração de piridoxamina, como era previsível, diminuiu significativamente os níveis de 
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AGEs totais nos animais sujeitos a esta terapêutica. Os nossos resultados estão de acordo com 

os de outros estudos, que demonstraram que a piridoxamina inibe a formação de CML e 

carboxi-etil-lisina.
(36)

 Outros estudos observaram que a piridoxamina reage diretamente com 

intermediários da reação de Maillard, como o glioxal e o glicoaldeído, e inibe a formação de 

CML.
(19)

 Stitt e colaboradores verificaram que a piridoxamina retarda a retinopatia e a 

acumulação de CML na estrutura vascular da retina.
(33) 

O RAGE, um recetor para AGEs, participa numa grande diversidade de patologias, 

como é o caso da diabetes. Assim, torna-se um alvo terapêutico atrativo no tratamento de 

algumas patologias a que se associa.
(37)

 Os níveis de expressão de RAGE foram avaliados, e 

verificou-se uma maior expressão deste no grupo de ratos GK, relativamente ao grupo de 

ratos W controlo, e um aumento no grupo de ratos W tratado com metilglioxal, de acordo com 

o esperado. Outros estudos em modelos animais diabéticos mostraram uma elevada expressão 

de RAGE no endotélio vascular.
(34)

  

A piridoxamina foi proposta como inibidor da glicação e numerosos estudos têm 

revelado a sua excelente capacidade para inibir a formação de AGEs in vivo.
(24, 28)

 A sua 

administração exógena aumenta os seus níveis plasmáticos, sendo, posteriormente, excretada 

sem alterações metabólicas.
(28)

 Este conjunto de propriedades associadas à sua reduzida 

toxicidade sugere que a piridoxamina pode ser útil para retardar a progressão das 

complicações vasculares associadas à diabetes.
(7)
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CONCLUSÃO 

O nosso trabalho demonstrou que a diabetes mellitus tipo 2 envolve uma significativa 

disfunção endotelial, que se traduz por uma reduzida capacidade de vasodilatação 

dependente do endotélio, sendo um factor predisponente para o desenvolvimento de 

complicações macrovasculares. Esta disfunção está associada a aumento dos níveis de stress 

oxidativo, como o anião superóxido. Os resultados do presente estudo fornecem, ainda, 

evidências que nos indicam uma relação entre a disfunção endotelial observada e o aumento 

de AGEs na parede vascular diabética. Demonstrou-se, também, que o metilglioxal induz 

disfunção endotelial com características semelhantes às presentes no modelo animal 

diabético. 

Concluímos, também, que a piridoxamina, ao diminuir os AGEs e o stress oxidativo, 

pode ter um papel importante no retardar da progressão da disfunção endotelial associada à 

diabetes, o que poderá estar na base do desenvolvimento de novos meios terapêuticos. 
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