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RESUMO

ASSUMPCAO, Carmen Regina Leal de. A via L-arginina-6xido nitrico em plaquetas de
adolescente com obesidade e sindrome metabdlica. 2010. 140f. Tese (Doutorado em
Ciéncias — Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

A prevaléncia da obesidade e da sindrome metabdlica (SM) vem aumentando
dramaticamente em jovens e esta se tornando um problema de saude publica na
maioria dos paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Tanto a obesidade quanto a
SM aumentam o numero de pacientes expostos ao risco de doencga cardiovascular.
Estudos recentes mostram que uma redugéo na biodisponipilidade de 6xido nitrico (NO)
€ um dos principais fatores que contribui para a agao deletéria da insulina nos vasos de
pacientes adultos com obesidade e SM. O NO, potente vasodilatador e anti-agregante
plaguetario, tem como precursor 0 aminoacido catiénico L-arginina que é transportado
para o interior das plaquetas através do carreador y'L. Uma familia de enzimas
denominadas NO sintases (NOS) catalisa a oxidagao da L-arginina em NO e L-citrulina
e é composta de trés isoformas: neuronal (NNOS), induzivel (INOS) e endotelial
(eNOS). Os objetivos principais do presente estudo sdo de investigar diferentes etapas
da via L-arginina-NO em plaquetas associando agregagao plaquetaria, concentragao
plasmatica de L-arginina, estresse oxidativo, marcadores metabdlicos, hormonais,
clinicos e inflamatérios em pacientes adolescentes com obesidade e SM. Foram
incluidos no estudo trinta adolescentes, sendo dez com obesidade, dez com SM, e dez
controles saudaveis pareados por idade, sexo e classificagdo de Tanner (controles: n=
10, 15.6 + 0.7 anos; obesos: n= 10, 15 £ 0.9 anos; SM: n= 10, 14.9 + 0.8 anos). O
transporte de L-arginina (pmol/10°céls/min) através do sistema y‘L estava diminuido
nos pacientes com SM (18.4 + 3.8) e obesidade (20.8 £ 4.7), comparados aos controles
(52.3 + 14.8). Houve uma correlagdo positiva do influxo de L-arginina via sistema y'L
com os niveis de HDL-Colesterol. Por outro lado, foi encontrada uma correlagao
negativa do influxo de L-arginina com os niveis de insulina, os indices Homa IR,
relacionado a RI, Homa Beta, relacionado a fungdo da célula beta e também com os
indices de Leptina. Em relacao a producao de NO, a obesidade e a SM ndo afetaram a
atividade e expressao das enzimas NOS. A atividade da superoxido dismutase (SOD),
através da mensuracao da inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina, mostrou diferenca
significativa nas plaquetas de pacientes com obesidade (4235 + 613,2nMol/mg de
proteina), quando comparada aos controles (1011t 123,6 nmol/mg de proteina) e SM
(1713 £ 267,7 nmol/mg de proteina). A nivel sistémico, foi também evidenciada uma
ativacao desta enzima anti-oxidante no soro de pacientes obesos, em relagdo aos
controles. A peroxidacdo lipidica avaliada pelas substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) estava inalterada no soro dos pacientes e controles. Estes
resultados sugerem que o transporte de L-arginina diminuido nas plaquetas de
adolescentes obesos e com SM pode ser um marcador precoce de disfungao
plaquetaria. A alteracdo desta via correlaciona-se com a resisténcia a insulina e
hiperinsulinemia. A contribuicdo deste estudo e de fatores que possam ser



precocemente identificados pode diminuir o risco cardiovascular na vida adulta desta
populacdo de pacientes.

Palavras-chave: Obesidade. Sindrome Metabdlica. Plaqueta. Oxido Nitrico. L-arginina.
Sistema y'L.



ABSTRACT

The prevalence of obesity and metabolic syndrome (MS) is dramatically
increasing in young people and becoming a public health problem in the majority of
developed and developing countries. Both obesity and MS increase the number of
patients exposed to the risk of cardiovascular disease. Recent studies have shown that
a reduction in nitric oxide (NO) bioavailability is one of the major factors contributing to
the deleterious action of insulin in the blood vessels of adult patients with obesity and
MS. NO, a powerful vasodilator and platelet anti-aggregating agent, has the cationic
amino acid L-arginine as a precursor, which is transported into platelets via transport
system y'L. A family of enzymes known as NO sinthases (NOS) catalyses the oxidation
of L-arginine in NO and L-citrulline and is composed of three isoforms: neuronal (nNOS),
inducible (iNOS) and endothelial (eNOS). The major objectives of this study are to
investigate different steps of the L-arginine-NO pathway in platelets and their
association with platelet aggregation, L-arginine plasma concentration, oxidative stress,
and metabolic, hormonal, clinical and inflammatory markers in adolescent patients with
obesity and MS. Thirty adolescents were included in this study: ten with obesity, ten with
MS and ten healthy controls paired by age, sex and Tanner classification (controls: n=
10, 15.6 £ 0.7 years; obese: n= 10, 15 £ 0.9 years; MS: n= 10, 14.9 + 0.8 years). L-
arginine transport (pmol/10°cells/min) via system y*L was reduced in patients with MS
(18.4 + 3.8) and obesity (20.8 + 4.7) compared to controls (52.3 + 14.8). There was a
positive correlation between L-arginine influx via system y’L and HDL-cholesterol. On
the other hand, a negative correlation was found between L-arginine influx via system
y'L and insulin levels, Homa-IR related to insulin resistance, Homa-Beta, related to beta-
cell function and the leptin index. In relation to nitric oxide production, obesity and MS do
not affect the activity and expression of NOS enzymes. The activity of superoxide
dismutase (SOD), by measuring the inhibition of adrenaline autoxidation, showed a
significant difference in platelets from patients with obesity (4235 + 613,2nMol/mg
protein) compared to controls (1011+ 123,6 nmol/mg de protein) and MS (1713 + 267,7
nmol/mg protein). At the systemic level, an activation of this anti-oxidant enzyme was
also observed in the serum of patients with obesity and MS in relation to controls in the
presence of similar levels of substances that are reactive to tiobarbituric acid (TBARS), a
marker of lipid peroxidation. These results suggest that diminished L-arginine transport
in platelets from adolescents with obesity and MS may be an early marker of platelet
dysfunction. The alteration of this pathway correlates to insulin resistance and
hyperinsulinemia. The contribution of this study and of factors that can be identified early
may reduce cardiovascular risk during adult life in this population of patients.

Key words: Obesity. Metabolic Syndrome. Platelet. Nitric oxide. L-arginine. System y'L.
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INTRODUGAO

A obesidade é uma doenca que esta se tornando um problema de saude
publica (COUTINHO et al., 2008), sendo notério o seu agravemento no Brasil
(MONTEIRO et al., 1995). Além de ser considerada um fator de risco cardiovascular
independente (HUBERT et al., 1983), a obesidade predispde a outros fatores de
risco, como hipertensao, diabetes mellitus (DM) e cancer (WEISS et al., 2004; KAC
et al., 2003).

O Brasil e diversos paises da América Latina experimentaram, nos ultimos
vinte anos, rapidas alteragdes demograficas, epidemiologicas e nutricionais (KAC et
al., 2003), caracterizando a transicdo nutricional, que consiste na passagem da
desnutricdo para a obesidade (FERREIRA et al., 2005). Apesar das caracteristicas e
dos estagios de desenvolvimento desta transicao diferir de pais para pais, ha uma
alteragdo comum: o marcante aumento na prevaléncia da obesidade em toda a
populagao latino-americana (KAC et al., 2003).

Os extremos como superalimentacdo e subnutricdo ocorrem muitas vezes
simultaneamente em populagbes de adolescentes (ANDERSON, 1991). A maior
parte das alteragcbes decorrentes da obesidade em adultos acontece menos
frequentemente em criangas porque, talvez, o tempo seja insuficiente para surgir na
infancia. O grau de obesidade em criangas e adolescentes possui implicagbes
clinicas futuras importantes, uma vez que a mortalidade entre adultos com
obesidade severa € duas vezes maior do que entre os adultos moderadamente
obesos (WEISS et al., 2004).

A sindrome metabdlica (SM) &€ um transtorno complexo representado por um
conjunto de fatores de risco cardiovasculares usualmente relacionados a deposigéao
central de gordura e & resisténcia insulinica (RI). E importante destacar a associacio
da SM com a doenga cardiovascular, aumentando a mortalidade geral em
aproximadamente 1,5 vezes e a cardiovascular em cerca de 2,5 vezes (I DIRETRIZ
BRASILEIRA DE DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA SINDROME METABOLICA,
2005).
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A prevaléncia de obesidade estd aumentando na infancia, e os dados
publicados do Third National Health and Nutrition Examination Survey (NHNES)
mostram que 30% dos adolescentes com sobrepeso tém critérios compativeis com a
SM (SINAIKO et al., 2005). Esta sindrome em criangas e adolescentes esta
relacionada ao grau de obesidade, a Rl e as concentragbes de adiponectina
diminuidas (WEISS et al., 2004).

O aminoacido precursor para formagédo do oxido nitrico (NO) € a L-arginina,
cuja origem pode ser enddégena ou exoégena. Existem poucos trabalhos avaliando a
via L-arginina-NO na populagdo de adolescentes com obesidade ou sindrome
metabolica (ASSUMPCAO et al., 2008; GRUBER et al., 2008).

O oxido nitrico € um potente regulador do tdbnus vasomotor e uma importante
molécula antiaterogénica, atuando no endotélio de modo a favorecer a
vasodilatagdo, inibir a proliferacdo de células do musculo liso e promover a
modulagcdo das interagbes celulares por inibicdo da adesao celular e plaquetaria
(MONCADA; HIGGS, 2006). O NO esta envolvido nas consequéncias nas obesidade
como a hipertensdo e diabetes, participando também na regulagcdo das funcgdes
vasculares e na génese das doengas cardiovasculares e renais (MENDES RIBEIRO
et al., 2001; MONCADA; HIGGS, 2006; BRUNINI et al., 2007).

A biodisponibilidade do NO vai depender tanto da sua sintese quanto da sua
destruicdo. O estresse oxidativo € mais bem definido como o excesso de radicais
livres de oxigénio ou espécies reativas de oxigénio (ERO) em relagdo aos sistemas
antioxidantes - enzimas catabdlicas e quelantes de ERO (DURSUN et al., 2005).
Tanto o aumento da producdo de ERO como a reducdo dos antioxidantes pode
decorrer de uma grande variedade de injurias celulares, de natureza fisica, quimica
ou ambiental (KAUR; GEETHA, 2006). O NO liberado pode ser inativado ao reagir
rapidamente com o superoxido, formando o peroxinitrito, que € altamente deletério.
A superoxido dismutase (SOD) catalisa a dismutagao do superéxido em oxigénio e
peréxido de hidrogénio e € considerada a primeira linha de defesa do organismo
(PARAVICINI; TOUYZ, 2008).

Sabe-se que, na auséncia de concentragcdes adequadas de co-fatores e de
substrato, a oxido nitrico sintase (NOS), enzima responsavel pela formacao do NO,
passa a funcionar de maneira andmala, produzindo ERO, além de NO, que

interagem entre si e originam peroxinitrito. Desta maneira, se houver estimulo da



24

NOS por esta via anbmala, o resultado final sera a elevacdo do peroxinitrito
(MONCADA; HIGGS, 2006). Estas ERO sao encontradas em uma variedade de
disturbios vasculares, incluindo hipertensdo arterial, hipercolesterolemia,
diabetes mellitus, e aterotrombose (LOSCALZO, 2001).

A diminuigcdo da biodisponibilidade do NO pode resultar em alteragdo da
vasodilatagdo dependente do endotélio e promover aterosclerose (GRUBER et al.,
2008). Considerando que varios mediadores como glicose, lipidios, marcadores
inflamatorios e hormdnios, bem como parametros clinico-metabdlicos, podem estar
envolvidos nesta via, o presente estudo visa esclarecer os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na modulagdo da via L-arginina-oxido nitrico em plaquetas

de jovens portadores de obesidade e sindrome metabdlica.

1REVISAO DA LITERATURA

1.1 Obesidade

Nao existe um consenso universal sobre um ponto de corte para a definicao
sobrepeso ou obesidade em criancas e adolescentes. Normalmente, para a pratica
clinica e estudos epidemioldégicos, criangas com sobrepeso e obesidade sé&o
avaliadas por meio de indicadores com base no peso e altura, ou indice de massa
corporal (IMC) sexo e idade-especificos, sendo calculado pelo peso em quilogramas
dividido pela altura em metros ao quadrado (peso (Kg) / altura (m) %) (WHO Global
Database on Body Mass Index). Nos ultimos anos, IMC foi cada vez mais aceito
como uma medida indireta do tecido adiposo em criangas e adolescentes para fins
de pesquisa (DIETZ et al., 1998).

Conde e Monteiro (2006) propuseram uma curva do IMC ajustada de acordo
com sexo e idade para a populagdo brasileira. Nos Estados Unidos da América
(EUA), o National Centre for Health Statistics - NCHS, de acordo com o Center for

Disease Control and Prevention-CDC, utilizam as curvas do IMC como medida-
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padrao para identificar o estado nutricional da crianca e do adolescente especifica
para o sexo e a idade (KUCZMARSKI et al., 2002) (Quadro 1).

Estado Nutricional de Criancas

e Adolescentes AL
Desnutrido Percentil < 5
Eutrdéfico Percentis entre 5 e 85
Sobrepeso (risco) Percentis entre 85 e 95
Obesidade Percentil > 95

Quadro 1. Classificagdo do estado nutricional de acordo com o percentil CDC-
NCHS (KUCZMARSKI et al., 2002).

A obesidade na infancia e na adolescéncia esta aumentando universalmente.
Sua prevaléncia, nos Estados Unidos da América, aumentou de 5 % para 11% entre
1980 e 1994, atingindo 15.5% desta populagcdo em 2000 (TRIOANO et al., 1995;
OGDEN et al., 2002).

Na Ameérica do Sul, o processo de transigao nutricional das ultimas décadas
apresenta a coexisténcia paradoxal da obesidade do adulto e da desnutricdo na
infancia. Este fato sustenta a hipotese de Barker de risco aumentado da doenca
crbnica entre as pessoas que foram expostas a desnutricdo no inicio da vida
(BARKER, 1996; LEON, 1996).

Hoffman et al. (2000) sugerem que a desnutrigdo crénica nos primeiros anos
estd associada a uma capacidade reduzida de oxidagdo de gorduras no periodo
pods-prandial ao longo da vida. Isso explicaria a tendéncia a obesidade na vida adulta
daqueles individuos que foram submetidos a agravos nutricionais no inicio da vida e
que sao expostos posteriormente a uma dieta mais rica em gordura, conforme é
observado na juventude atual. Esse fato pode ser particularmente relevante se os
adolescentes possuem uma vida sedentaria (SCHNEIDER et al., 2000).

Um alto risco de criangas obesas raquiticas também tem sido descrito em
outros paises em desenvolvimento que estido sofrendo transicdo nutricional
(FLORENCIO et al., 2001). Além disso, os adolescentes que tiveram um retardo de
crescimento intrauterino e permanecem com este atraso ao nascer tendem a possuir
mais peso durante o estirdo de crescimento (JAQUET et al.,1999). Entdo, sugere-se

que a maturagao inicial, que responde a fatores genéticos e ambientais, inclusive a
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alto nivel de nutricdo, possa ser um indicador de risco para o desenvolvimento de
obesidade.

No Brasil entre os anos 1974/75 e 1989, ocorreu uma reducéo da desnutricao
infantil de 19,8% para 7,6% e um aumento na prevaléncia da obesidade em adultos
de 5,7% para 9,6% (MONTEIRO et al., 1995). No periodo de 1974/75 a 1996/97, a

prevaléncia do excesso de peso em criangas e adolescentes aumentou de 4.1%

para 13.9% (WANG et al.,2002).

Na faixa etaria pediatrica, estudos nacionais demonstram prevaléncias de

excesso de peso que variam entre 10,8% e 33,8% em diferentes regides (Quadro 2).
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Quadro 2. Frequéncia de sobrepeso e obesidade em estudos pontuais no Brasil.

Em um estudo realizado no Sul do Brasil, no periodo de 2001-2002, 21% de

adolescentes com idades entre 15-18 anos estavam acima do peso e 5% eram
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obesos (TERRES et al., 2006.). Outro estudo nacional realizado em adolescentes
brasileiros com idade entre 10-19 anos, a prevaléncia de sobrepeso e obesidade foi
de 7,7%, atingindo 10,6% no grupo feminino e de 4,8% no masculino (NEUTZLING
et al., 2000).

Estima-se que a obesidade cause aproximadamente 300.000 mortes
anualmente e que o seu custo direto e indireto com a saude é de U$ 117 bilhdes, de
acordo com o NHANES, 2003-2004. Com base em artigos de lingua inglesa, os
gastos de saude com a obesidade foi estimado entre 0,7% a 2,8%. Além disso,
individuos obesos tem custos médicos aproximadamente 30% maior do que seus
pares com peso normal (WITHROW et al.,2010 ).

1.2 Sindrome metabodlica

Kylin, um clinico sueco, em 1920, descreveu um conjunto de doencas
formado por hipertensdo, hiperglicemia e gota. Em 1936, um médico inglés,
Himmsworth, reconheceu que existiam dois tipos de DM, sendo que um grupo era
mais resistente a insulina exégena, dando inicio ao conceito de Rl (HIMMSWORTH,
1936; PREETHI, 2005). A Rl é uma anormalidade metabdlica mais caracteristica em
individuos com obesidade (BONADONNA et al.,1990).

Defronzo et al.,1979, desenvolveram a técnica do clamp de glicose com suas
duas principais variagées . A primeira diz respeito ao clamp hiperglicémico, que
permitia examinar a resposta secretoria de insulina a glicose e quantificar o consumo
do organismo como um todo sob condigdes constantes de hiperglicemia. A segunda
variagdo é o clamp euglicémico, que permite a mensuragdo da captagao total de
glicose em resposta a uma hiperinsulinemia fixa. A determinacao da sensibilidade a
insulina pelo clamp é baseada no conceito de que, em condigbes constantes nos
niveis de glicemia e hiperinsulinemia, a quantidade de glicose consumida pelos
tecidos seria igual a quantidade de glicose infundida durante um teste no qual a
glicemia é mantida dentro de limites constantes e normais. A variante euglicémica
hiperinsulémica constitui o padrdo-ouro para a avaliacdo da acdo da insulina,

segundo consenso da American Diabetes Association (ADA), 1998.
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Matthews et al. (1985) demonstraram que a disfungao das células-beta (B ) e
a Rl sdo anormalidades metabdlicas inter-relacionadas na etiologia do DM2 e
desenvolveram um modelo matematico mais simples para predizer a sensibilidade a
insulina pela simples medida da glicemia e insulina de jejum. Este método foi
chamado de HOMA (Homeostatic Model Assessment) e dele se extraem dois indices
Homa IR (insulin resistance) e Homa Beta (beta-cell function), que visam traduzir a
sensibilidade a insulina (Rl) e a capacidade secretoria de célula beta (funcédo da
célula beta), respectivamente. Tanto a insulina de jejum quanto o HOMA tém sido
utilizados como medidas de RI, sendo obtidos resultados semelhantes quando
apenas um é utilizado (MATTHEWS et al., 1985).

Bao et al., 1996, avaliaram, a longo prazo, os niveis de insulina plasmatica em
criangas (5 a 9 anos de idade) e em adultos jovens (17 a 23 anos de idade) da
populagdo do Bogalusa Heart Study (Freedman et al.,1999). Apds oito anos de
acompanhamento, verificou-se que a prevaléncia da obesidade foi de 72% nos
individuos que apresentavam niveis de insulina persistentemente elevados e os
casos de hipertensdo e dislipidemia foram de 2,5 a 3,0 vezes maiores,
respectivamente, para estes individuos.

Souza et al., 2007 observaram elevagao significativa da insulinemia e
presenca de Rl nos adolescentes obesos.

Weiss et al., (2004) demonstraram que a Rl € um fator independente, entre
outros, no diagndstico da SM em criangas e adolescentes obesos, sugerindo que os
mecanismos fisiopatoldgicos relacionados a essa sindrome nos adultos ja estavam
operando desde a infancia.

Existem dois tipos de obesidade: andréide e gindide. A primeira se assemelha
ao tipo masculino, predominantemente abdominal e tem uma estreita relagcdo com as
anormalidades metabdlicas, tais como DM2, hiperlipidemia, e hiperuricemia. A
segunda se caracteriza por deposicao de gordura tipo periférica, em quadril e
membros inferiores, tipica do sexo feminino (VAGUE, 1947).

A sindrome X descrita por Reaven, 1988, incluia RI, hiperglicemia,
hipertensdo, baixos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL) e triglicerideos
elevados. Esta sindrome € um estagio intermediario entre o metabolismo normal e
DM2, e foi subsequentemente denominada de SM. A associagédo entre obesidade

central e risco de desenvolver DM2, doenca cardiovascular e mortalidade foi entao
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descoberta, bem como a relagao entre deposi¢cao central de gordura, anormalidades
metabdlicas e doencga aterosclerética (ABHIRAM et al., 2004).

Nos EUA, a SM apresenta uma elevada prevaléncia, que vem crescendo nas
ultimas décadas. Aproximadamente 47 milhdes de americanos tém SM,
especialmente os afros e hispanico-descendentes (BOPP; BARBIERO, 2009).

E importante destacar que a associacdo da SM com a doenca cardiovascular
documentada pelos grandes estudos epidemiolégicos de coorte aumenta a
mortalidade geral em cerca de 1,5 vezes e a cardiovascular em aproximadamente
2,5 vezes (WEISS et al., 2004).

Em criangas e adolescentes, a SM ainda nao esta bem definida, entretanto,
os disturbios metabdlicos associados a obesidade também s&o descritos nessa faixa
etaria. Cruz et al. (2004) realizaram um estudo com uma populagdo de jovens
hispanicos com excesso de peso e mostraram uma prevaléncia extremamente
elevada de SM (30%), bem como nos adultos (31.9%). Além disso, a Rl se
correlacionou de forma independente com perfil lipidico adverso, obesidade
abdominal e pressao arterial.

Uma das definicbes de SM mais utilizadas para caracteriza-la em adolescente
€ uma versao modificada por Cook et al (2003) dos critérios utilizados no adulto,
segundo o NCEP-ATP Il (National Cholesterol Education Program’s-Adult Treatment
Panel). Por este critério, a SM representa a combinacdo de pelo menos trés
componentes em adultos e adolescentes (Quadro 3). Nessas duas definigdes,
valoriza-se a circunferéncia abdominal.

Segundo Cole et al., 2000, a circunferéncia da cintura, especialmente nas
meninas, durante os ultimos 20 anos, excede em muito os do indice de massa
corporal, sendo um bom indicador para a obesidade central.

Os adolescentes com idades entre 12 e 19 anos que participaram do
NHANES Il (1988-1994) apresentaram uma prevaléncia de SM de 6.8% entre
adolescentes com sobrepeso e 28.7% entre adolescentes obesos (COOK et al.,
2003), indicando que a obesidade agrava a SM.

Dados extraidos do NHANES IV (1999-2000) demonstraram prevaléncia da
SM ainda maior entre os adolescentes obesos (32,1%). O estudo de coorte Bogalusa

(FREEDMAN et al.,1999) mostrou que individuos com SM, seguidos desde a infancia
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por 25 anos, tém o risco cardiovascular 20 vezes superior, enquanto adultos jovens,
comparados com os que tinham SM apenas quando criangas.

Em um estudo com 1.550 estudantes brasileiros, foi evidenciado que 8% das
criangas estavam acima do peso. Dentre essas, 17.3% tinham sindrome metabdlica,
confirmando que o Brasil também apresenta elevada prevaléncia, como observado
outros paises (FERREIRA et al., 2005).

Adultos Adolescentes NCEP-ATP llI

Componentes NCEP-ATP Il Cook modificado
Cintura Homens > 102 cm > 90° percentil
Cintura Mulheres > 88 cm > 90° percentil
Triglicerideos > 150 mg/dL > 110 mg/dL
HDL Colesterol Homens < 40 mg/dL < 40 mg/dL
HDL Colesterol Mulheres < 50 mg/dL <40 mg/dL
Pressao arterial >130 x 85 mmHg > 90° percentil
Glicemia jejum > 110 mg/dL > 110 mg/dL

Quadro 3. Componentes da sindrome metabdlica em adultos e adolescentes.

1.3 Fisiopatologia da sindrome metabdlica

A insulina € um hormdnio polipeptidico anabdlico produzido pelas células beta
do pancreas, cuja sintese é ativada pelo aumento dos niveis circulantes de glicose e
de aminoacidos apds as refeicbes. A insulina age em varios tecidos periféricos,
incluindo musculo, figado e tecido adiposo. Seus efeitos metabdlicos imediatos
incluem: aumento da captagao de glicose, principalmente nos tecidos muscular e
adiposo, aumento da sintese de proteinas, acidos graxos e glicogénio bem como
bloqueios da producédo hepatica de glicose e da lipdlise. Além disso, a insulina tem
efeito na expressdo de genes e sintese protéica, assim como na proliferacao e
diferenciacao celulares. Outras fungbes da insulina incluem o controle da ingesta
alimentar, a prevencao da apoptose, a promog¢ao da sobrevida celular e 0 aumento
da produgao NO no endotélio (GODOY-MATOS, 2005, p.19).

A RI tem sido tradicionalmente definida a partir de uma visdo glucocéntrica, ou

seja, quando um defeito na agdo da insulina resulta em uma hiperinsulinemia de
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jejum para manter a glicemia normal (ECKEL et al., 2005). Na SM, a Rl é
caracterizada por alteragdes em diversos pontos da via de transmissao do sinal da
insulina no seu receptor, com reducdo: da concentragdo e atividade quinase do
receptor, da concentracao e da fosforilagdo dos substratos do receptor de insulina
(SRI) 1 e 2, da atividade de fosfatidilinositol 3 quinase (PIsK), da translocagdo dos
receptores de glicose GLUT4 e da atividade das enzimas intracelulares (ALANIZ et
al., 2006) (Figura 1).

INSULINA

L Julperlnsullnemia}

Insulina

P-Tyr
Pl 3-kinase ) P-Tyr

@ "an kinasa{i]l

AKT/PKC '

eNOS Expressao
eNOS Atividade
Anti-apoptose

Proliferagdo Celular
Migracao

Figura 1. Receptor de insulina, sinalizagado celular e agdo na eNOS.

IGF-1- Insulin-like Growth Factor, TNF-Alfa (TNF-a)- Fator de Necrose Tumoral alfa, MAP kinase-
mitogen-activated protein kinase,ATll-Angiotensina II,ET-1-Endotelina 1 (Feener E. P; Dzau, V. J.,
2005 p879)

A proteina Akt (Kinase) é uma quinase ativada por PIsK. A Akt (PKB) familia
de proteinas quinases, sdo quinases serina/treonina, com trés membros
identificados (Akt1, Akt2, Akt3). A Akt € um membro bem caracterizado da via de

sinalizacdo mediada pela PIsK, regulando crescimento celular, apoptose, sintese de
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glicogénio e outras respostas celulares através da sua fosforilagdo. O descontrole na
sinalizacao da Akt tem sido associado a algumas doencas e disfungdes, como
cancer, Rl e DM. A via de sinalizagdo celular PIsK, € uma via que possui efeito
proliferativo e antiapoptético, e com presenca das proteinas do choque térmico
(HSPs) (SONG et al., 2005).

Nos tecidos-alvo, a insulina estimula duas vias principais: PlsK e o mitogen-
activated protein kinase (MAPK). A ativacdo da via MAPK, leva a proliferacdo e
migracao das ceélulas musculares lisas, a redugdo do NO, ao aumento da endotelina-
1(E-1), do inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), do colageno e da
inflamacao vascular predispondo a aterosclerose e a hipertensao (WILLA et al.,
2003). A MAPK regula também a produgdo de NO-endotélio-insulino-dependente.
Assim, um defeito sistémico na PI3K, que define a RI, leva a um defeito combinado na
captacdo de glicose insulino-mediada, e no estimulo a vasodilatacdo endotelial.
(WILLA et al., 2003).

A SM também se associa as elevagdes sistémicas do fibrinogénio, do PAI-1 e,
possivelmente, a de outros fatores de coagulagdo, caracterizando um estado pro-
trombotico (ALANIZ et al., 2006).

O tecido adiposo é considerado um 6rgao enddécrino pela diversidade de
substancias secretadas que pode exercer suas agdes em outros orgaos e sistemas
secretando a leptina, resistina, adiponectina (horménio sensibilizador de insulina) e
as citocinas interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). A
adiponectina € um hormoénio secretado pelos adipdcitos e possui propriedades
antilipoliticas e anti-inflamatoérias. Alteragcdbes nos genes que codificam a
adiponectina predispdem individuos a desenvolver SM, RI, diabetes, obesidade e
doencas arteriais coronarianas. Seus niveis séricos estao diminuidos em individuos
obesos quando comparados a individuos magros (VOLP et al., 2008).

Pelas suas propriedades anti-inflamatérias, estudos demonstraram a
adiponectina € um horménio marcador da SM, pois seus niveis diminuidos foram
correlacionados com elevacgao das citocinas pré-inflamatérias IL-6, TNF-a e proteina
C reativa (PCR) (VOLP et al., 2008).

O TNF-a é uma citocina com agao autdcrina, paracrina e enddcrina. Age no
adipdcito, desempenhando um papel regulador no acumulo de gordura corporal,

pela inibicdo da lipogénese, com diminuicdo da expressédo da lipoproteina lipase
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(LPL), do GLUT-4, da acetil-CoA sintetase, e com aumento da lipdlise. Em humanos
obesos, ha forte correlacdo inversa entre TNF-a e metabolismo da glicose. Este
efeito ocorre em razdo da supressao pelo TNF-a da sinalizagdo da insulina,
reduzindo a fosforilagédo do SRI-1 e a atividade PI3K. (VOLP et al., 2008).

Apesar da variedade de tipos celulares capazes de secretar citocinas, os
adipocitos sao os principais secretores de TNF-a e expressam seus dois tipos de
receptores: TNFR | e Il. O TNF-a também esta envolvido na indug&o de aterogénese,
participando da migracdo de mondcitos e da sua conversdo em macrofagos na
parede endotelial, desencadeando mudancgas inflamatérias na parede vascular
(ALANIZ et al., 2006).

Varias proteinas do sistema hemostatico e fibrinolitico, como o PAI-1, s&o
secretadas pelos adipécitos. A expressao desse inibidor € maior no tecido adiposo
visceral do que no subcutaneo. O PAI-1 esta envolvido em diversos processos
biolégicos, inclusive na angiogénese e aterogénese (ALANIZ et al., 2006)

Uma das teorias, teoria humoral, para explicar a relagdo da gordura visceral e
resisténcia a insulina propde que o influxo de acidos graxos (AG) liberados pela
adiposidade intra-abdominal seria responsavel pela maior sintese de triglicerideos,
pelo aumento da gliconeogénese hepatica e, consequentemente, pela
hiperinsulinemia compensatoria e posterior RI (GODOY-MATOS, 2005 p.59). Além
disso, o aumento de resistina e citocinas pelo tecido adiposo e também pelos
macrofagos associado a uma redugéo de adiponectina contribui para a Rl no musculo
e no figado (ALANIZ et al., 2006).

O tipo de adipécito da obesidade visceral tem intensa atividade lipolitica,
liberando grandes quantidades de acidos graxos livres (AGLs) na circulagao portal e
sistémica. O fluxo aumentado de AGLs no figado resulta em diminuicdo da captagao
hepatica de insulina, inibindo sua ligagdo ao receptor e sua degradagao, causando
hiperinsulinemia sistémica. Também pelo excesso de AGLs, ha redugdo na
degradacgao da apolipoproteina B100 (ApoB100), causando maior secre¢cado hepatica
de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDLS).

A proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP) contribui para a
remocao do colesterol dos tecidos periféricos de volta ao figado. Uma condicéo pro-
aterogénica se estabelece quando sua agdo esta aumentada, como na RI:

triglicerideos (TGs) sado transferidos das VLDLs para as lipoproteinas de baixa
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densidade (LDLs) e HDLs em troca de ésteres de colesterol. Entdo, a lipase hepatica,
cuja atividade também esta aumentada, hidrolisa as LDLs e HDLs, produzindo
lipoproteina de baixa densidade com particulas pequenas e densas (LDLpd), além de
resultar em hipertrigliceridemia e diminuicdo da HDL2, a sub-populagéo de HDLs com
maior atividade antiaterogénica no plasma. O perfil lipidico da SM é caracterizado por
hipertrigliceridemia, diminuicdo das HDLs e presenca de LDLpd (SIQUEIRA et al.,
2006)

A elevagao da pressao arterial também pode ser devido a um efeito direto da
hiperinsulinemia na reabsorcao de sédio e na ativacdo do sistema nervoso simpatico
(SNS). Este também pode ser ativado pela presenca da leptina e do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) no tecido adiposo (ALANIZ et al., 2006)

O NO participa na fisiopatologia como regulador da pressdo sanguinea e da
fungédo plaquetaria (SYDOW et al., 2005; ASSUMPCAO et al., 2008). Analogos da
L-arginina, como dimetilarginina assimétrica (ADMA) e monometil-L-arginina
(L-NMMA), séao inibidores enddgenos da enzima NOS e do transporte de L-
arginina, provocando o aumento da agregacao de plaquetas e da pressao
sanguinea (PERTICONE et al., 2005; LOSCALZO, 2001).

O ADMA , esta presente em concentragdes elevadas no plasma de pacientes
com SM (SYDOW et al., 2005) (Figura 10).

Existe uma influéncia genética significativa na SM. A hipotese de thrifty
genotyp, gene poupador, implica na selecao de genes relacionados a SM que se
manifestariam em ambientes urbanos com fartura alimentar e estilo de vida
sedentario (NEEL, 1962).

A presenca de diabetes gestacional materna (PETTITT et al., 1993), baixo
peso ao nascer (WEI et al., 2003) e determinadas praticas de alimentagao na infancia
(PETTITT et al., 1997) contribuem para um futuro risco de SM.
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1.4 Membrana plasmatica e caracteristicas dos carreadores de membrana

A membrana celular dos mamiferos consiste de uma dupla camada lipidica
constituida principalmente de fosfolipidios, colesterol e proteinas, com importantes
fungdes celulares, como os receptores, transportadores e enzimas, que estido
imersas na camada lipidica (SPECTOR; YOREK, 1985). Os esfingolipidos sdo uma
classe de lipidos de membrana que representam a classe dos que ndo formam
éster. Esses lipidios de membrana possuem um grupo polar e duas caudas néo
polares, ndo apresentando glicerol, ao contrario dos glicerofosfolipidos - outra classe
de lipidos de membrana. Quando ocorre a ligagdo de um acido graxo a esfingosina,
a molécula formada passa a denominada ceramida, cujas caracteristicas estruturais
assemelham-se ao diacilglicerol (DAG), constituindo a estrutura fundamental de
todos os esfingolipidos (OLIVEIRA, 2007).

O estado dinamico dos lipidios na membrana foi descrito em 1972 por Singer
e Nicolson como um dos constituintes fundamentais do modelo mosaico fluido da

estrutura da membrana (Figura 2).
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Figura 2. Membrana plasmatica.

Devido ao seu interior hidrofébico, a camada lipidica das membranas

celulares atua como uma barreira para a passagem da maioria das moléculas
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polares. O transporte de ions inorganicos e de pequenas moléculas organicas
hidrossoluveis é realizado por proteinas transmembrana especializadas, cada uma
das quais € responsavel pela transferéncia de um ion especifico, ou de uma
molécula especifica, ou de um grupo de ions ou moléculas analogas (MATTEWS,
1993; STEIN, 1996; YEAGLE, 1998).

Em geral, quanto menor e mais lipossoluvel for a molécula (isto €, quanto
mais hidrofébica, ou ndo-polar) mais rapidamente se difundira através da camada.
Moléculas nao-polares pequenas (ex.: O, e gas carbbnico-CO;) rapidamente se
difundem através da bicamada lipidica. As moléculas polares sem carga também se
difundem rapidamente através da dupla camada se forem suficientemente pequenas
(ex.: agua, etanol). Ao contrario, as membranas sdo altamente impermeaveis a
moléculas com cargas (ions). Portanto, as membranas celulares permitem a
passagem de agua e de moléculas nao-polares por simples difusdo, enquanto
moléculas polares, tais como ions, aminoacidos, agucares e muitos metabdlitos
celulares, sédo transportadas por proteinas presentes na membrana, denominadas
proteinas transportadoras de membrana (LIEB, 1982; MATTEWS, 1993; STEIN,
1996; YEAGLE, 1998).
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Figura 3. Balsa lipidica ou Lipid Raft (Alberts,Bruce, 2004).
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As balsas lipidicas sdo pequenas areas especializadas das membranas onde
alguns lipidios e algumas proteinas (verde claro, Figura 3) se concentram, tornando
este local da bicamada lipidica levemente mais espesso. As proteinas de membrana
com segmentos que a atravessam e que sao suficientemente longos, de modo geral,
localizam-se nas balsas lipidicas e, assim, tornam-se selecionadas como vesiculas
de transporte. Estas balsas sdo subsequentemente empacotadas em vesiculas de
transporte que as carregam ao dominio apical da membrana plasmatica
(Alberts,Bruce, 2004 p. 509 e 764).
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Figura 4. Fosfolipideos de membrana na sinalizag&o celular (Alberts,Bruce, 2004).

Os sinais extracelulares podem ativar a PI3K que fosforila inositol-fosfolipidios
da membrana plasmatica. Entdo, varias moléculas intracelulares sinalizadoras se
ligam a esses lipidios fosforilados e sao recrutadas para a membrana, onde podem
interagir e auxiliar na liberagdo do sinal intracelular. Outros sinais extracelulares
ativam fosfolipases que clivam fosfolipidios. Os fragmentos lipidicos atuam como
moléculas sinalizadoras para a liberagdo do sinal intracelular. Na Figura 4,
observam-se os sitios onde diferentes classes de fosfolipases clivam fosfolipidios.
As fosfolipases A1 e A2 clivam ligagbes éster, enquanto as fosfolipases C clivam

ligacoes fosfoéster (Alberts,Bruce, 2004).
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Existem duas classes principais de proteinas transportadoras na membrana:
carreadoras (também chamadas de carriers, permeases ou transportadores) e
canais. Estes ultimos se caracterizam por formar poros hidrofilicos que se estendem
através da bicamada, permitindo a passagem de solutos especificos (geralmente,
ions inorganicos do tamanho e da carga apropriada) a uma velocidade muito maior
que o transporte mediado por proteinas carreadoras. Ao contrario, as proteinas
carreadoras exigem a ligagdo de soluto especifico a ser transportado e sofre uma
série de mudancas conformacionais as quais permitem a transferéncia do mesmo
(STEIN, 1996) (Figura 5).
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O processo pelo qual uma proteina carreadora transfere uma molécula de
soluto através da bicamada lipidica muito se assemelha a uma reacdo enzima-
substrato, e os carreadores se comportam como enzimas especializadas ligadas a
membrana. Cada proteina carreadora possui um ou mais sitios ligantes especificos
para o seu soluto. Quando o carreador esta saturado, a velocidade maxima de
transporte, denominada de Vi, € atingida. Além disso, cada proteina carreadora
tem uma afinidade especifica pelo soluto, a qual é determinada pelo K, que € igual
a concentracédo do soluto quando a velocidade de transporte € igual a metade da
velocidade maxima. Como acontece com as enzimas, a ligagdo do soluto pode ser
bloqueada por inibidores competitivos ou n&o-competitivos. Como os inibidores
competitivos se ligam ao sitio no qual o soluto se ligaria, o K, sera afetado e
elevadas concentragdes do soluto resultam em uma Vnax semelhante aquela
observada na auséncia do inibidor. Por sua vez, o inibidor ndo-competitivo ndo ira
afetar o K, porque ndo se liga ao mesmo sitio que o soluto a ser transportado,
alterando apenas a Vmax (STEIN, 1996; ALBERTS et al., 1997).

Algumas proteinas carreadoras transportam um unico soluto de um lado da
membrana para o outro e sdo chamadas de uniportadoras. Outras sdo mais
complexas cineticamente e funcionam como transportadores acoplados, na qual a
transferéncia do soluto depende da transferéncia simultdnea ou sequencial de um
segundo soluto, na mesma diregao (simporte) ou na diregdo oposta (antiporte)
(SAIER, 2000; DAHL et al., 2004)( Figura 6).

Figura 6. Uniporte, simporte e antiporte.



40

1.4.1 Sistema de transporte de aminoacidos catidénicos

Quatro sistemas de transporte tém sido descritos como responsaveis pelo
transporte de aminoacidos catiénicos (arginina, lisina e ornitina) em mamiferos: y”,
y'L, b%" e B®* (DEVES , BOYD, 1998, IGNARRO, 2002, MANN et al., 2003).

O sistema y* foi descoberto por um estudo pioneiro realizado no laboratoério
de Halvor Christensen sendo caracterizado como sodio (Na®)-independente e
seletivo para aminoacidos catidnicos (CHRISTENSEN; CULLEN, 1973).
Caracteristicas adicionais do sistema y* sdo insensibilidade ao pH e potente ativagéo
pela hiperpolarizacao e trans-estimulagao.

O sistema y’L, identificado por Devés e colaboradores em eritrocitos,
transporta aminoacidos catiénicos na auséncia de Na® e aminoacidos neutros na
dependéncia de Na".

Van Winkle et al. (1988) distinguiram dois sistemas de transporte de
aminodacidos catiénicos: b%>* e B%*. Ambos os sistemas transportam aminoacidos
neutros e catidnicos, sendo o sistema B%" Na'-dependente e o b%* Na'-
independente (SAIER, 2000; BRUNINI et al., 2005).

Por meio de estudos cinéticos, nosso grupo demonstrou a primeira evidéncia
de que o transporte de L-arginina em plaquetas humanas é mediado via sistema y'L,
de alta afinidade e baixa capacidade de transporte (Kn=10 uM) para aminoacidos
catidnicos e neutros. A L-arginina depende das proteinas para ser transportada, pois
passa pouco por difusdo (MENDES RIBEIRO et al., 1999).

A atividade do sistema y’L é expressa por duas proteinas: glicoproteina 4F2
(cadeia pesada) associada a um carreador de aminoacidos (cadeia leve), y'LAT1 ou
y'LAT2 (Figura 7). A cadeia pesada (glicoproteina 4F2) é codificada pela familia de
genes SLC3, enquanto as cadeias leves (y'LAT1 ou y'LAT2) pertencem a familia
SLC7 (STEIN, 1996; DEVES; BOYD, 1998).
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Apesar de a atividade do transportador da L-arginina ter sido estudada em
diferentes tipos de células, a expressdo dos sistemas de transporte permanece
pouco conhecida devido a auséncia de anticorpos especificos (STEIN, 1996).

Alteracgdes fisico-quimicas nas propriedades da membrana podem influenciar
as funcdes das proteinas incorporadas a ela, alterando a atividade e a afinidade dos
receptores (DUSSERRE et al., 1995). As ligagdes duplas cis dos acidos graxos poli-
insaturados, por exemplo, formam dobras e permitem que os acidos graxos se
agrupem de modo mais frouxo, tornando a membrana menos rigida. Como as
proteinas embebidas na biomembrana flutuam ou afundam, dependendo da fluidez,
a viscosidade da biomembrana é importante para a fungdo da proteina contida na
mesma (MURPHY, 1990).
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Figura 7. Modelo esquematico do sistema y‘L (Adaptado: DEVES , BOYD, 1998).
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Trabalhos experimentais e clinicos demonstram uma anormalidade da via L-
arginina-NO na insuficiéncia renal crbénica (IRC), anorexia nervosa (AN) e
hipertensdo arterial sistémica (HAS), condigbes associadas com elevada prevaléncia
de doencgas cardiovasculares. Estudos prévios do nosso grupo comprovaram que
pacientes com HAS e com anorexia apresentam transporte de L-arginina reduzido
associado a uma atividade diminuida da NOS e a concentracdo de guanosina
monofosfato ciclica (GMPc) intra-plaquetarios diminuidos, sugerindo niveis
reduzidos de NO biodisponivel nessas situagbées (MORLEY et al., 1995; MOSS et
al., 2004; EJERBLAD et al., 2006; DEMEZIO DA SILVA et al., 2005; BRUNINI et al.,
2007; PEREIRA et al., 2009 ).

1.5 A via L-arginina-6xido nitrico

O aminoacido precursor do NO, a L-arginina, € considerado semi-essencial
(CLOSS et al., 2004; TONG;BARBUL, 2004). Em situagdes patoldgicas em que a
sua demanda € elevada e durante a fase de crescimento, a L-arginina se torna um
aminoacido essencial (MENDES RIBEIRO, 2004; BRUNINI et al., 2005). As fontes
de L-arginina utilizadas pelo organismo humano s&o tanto enddgenas como
exdgenas (alimentagao) (CYLWIK et al., 2005). As principais fontes dietéticas de L-
arginina sao: soja, améndoa, noz brasileira, castanha, pitu, carne e linguado
(LORGERIL, 1997).

Embora macréfagos e células endoteliais produzam L-arginina, a maior parte
da sua sintese ocorre no figado e nos rins a partir da L-citrulina liberada pelo
intestino como produto do metabolismo nitrogenado da glutamina (FEATHERSTON
et al.,, 1973; WU et al., 2009). Como o figado utiliza a maior parte da L-arginina que
produz no ciclo de ureia, a manutencgéo dos niveis plasmaticos normais de L-arginina
(80-120 umol/L) sera dependente da sua produgdo nos rins e ingestdo na dieta (1-
2g/dia) (Figura 8).

Além de ser substrato para a producéo de 6xido nitrico, a L-arginina é produto
da detoxificacdo da aménia e participa do ciclo da sintese da agmatina, creatinina,
ornitina e ureia (CLOSS et al.,, 2004; KOPPLE, 2003 ). A L-arginina também é
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precursora de proteinas e esta envolvida na formacao de varias enzimas e na
ativacdo da secregao em glandulas enddcrinas (hipofise), cicatrizacdo de feridas e
ativagcao da fungédo imune (BARBUL,1985; WU et al., 2009).

Ingestao de L-arginina

Protéico A'Q"'Bf

Glutamina (28%) \‘.\
Absorgao

Intestinal (65%)

p (1-2gldia) —
A L-arginina
Metabolismo ‘ '

L-citrulina
(3040 pM)

Ac. Aspartico

L-arginina

L-arginina
Plasmatica

Figura 8. A sintese de L-arginina (Adaptada de REYES et al., 1994).

A L-arginina pode exercer efeitos vasculares e inibir diretamente a adeséo
dos leucdcitos, independente da sintese de NO (WU; MEININGER, 2000; TONG;
BARBUL, 2004). Esse aminoacido também aumenta a polarizagdo das membranas
das células endoteliais, regula o pH sanguineo e intracelular (MORRIS, 2006), e
estimula a producgao de plasmina (CYLWIK et al., 2005). Como um antioxidante, a L-
arginina diminui a liberagédo de anions superdéxido (O2) e a peroxidagao lipidica (WU;
MEININGER, 2000).

O metabolismo deste aminoacido € regulado por diversos tipos de enzimas

que sao expressas em padrdes e tipos celulares distintos (WU et al., 1998).
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As enzimas que participam do metabolismo da arginina séo as arginases, a
arginina decarboxilase, a arginina: glicina amidinotransferase e a familia de enzimas
NOS. Como a expressdo dessas enzimas varia amplamente, existe uma complexa
interacao entre elas, de modo que o produto de uma pode inibir a atividade da outra
(CLOSS et al., 2004). Entre as outras vias metabdlicas que utilizam a L-arginina
como substrato a mais importante é a da hidrélise da arginina em L-ornitina e ureia
por acdo da arginase, que é capaz de reduzir a disponibilidade de L-arginina
intracelular para a NOS, limitando a produg¢ao de NO (CHICOINE et al., 2004).

Ha evidéncias de que as concentragbes plasmaticas de arginina sao

marcadamente reduzidas em animais e em pacientes diabéticos provavelmente
devido a diminuigcdo da sintese enddgena e catabolismo aumentado por tecidos
extraintestinais (WU et al., 2009).
Furchgott e Zawadzki (1980) descobriram que a acetilcolina promovia o relaxamento
dos vasos apenas se 0 endotélio estivesse presente e intacto. Subsequentemente
foi demonstrado que as células endoteliais estimuladas pela acetilcolina liberavam
um vasodilatador, inicialmente denominado de fator de relaxamento derivado do
endotélio (EDRF), o qual atuava via estimulacdo da guanosina monofosfato ciclica
(GMPc) e era inibido pela hemoglobina e azul de metileno (FURCHGOTT et al.,
1984). Em 1987, o EDRF foi identificado como sendo o NO (IGNARRO et al., 1987;
WANG et al., 2003).

O NO é um radical livre (LUZ, 2005 p. 358) produzido por diferentes tipos de
células, atuando na neurotransmissao, vasodilatacio, atividade citotoxica do sistema
imune, adesao e agregacao plaquetarias (MONCADA; HIGGS, 2006). Além disso,
exerce efeitos no relaxamento vascular sisttmico e na angiogénese, sendo
considerado um fator antiaterogénico, antiproliferativo e antitrombdtico (WU;
MEININGER, 2000; HOENICKA; SCHMID, 2008).

Nos mamiferos, o NO ¢ sintetizado a partir do aminoacido catiénico L-arginina
por uma familia de enzimas NOS (BRUNINI et al., 2006; CLOSS et al., 2004,
MENDES RIBEIRO et al., 2001,2005; MONCADA; HIGGS, 2006). A L-arginina é
convertida a NO e L-citrulina pela NOS através de uma via com duas etapas, uma
hidroxilagdo e uma redugao, exigindo a presenga de O, e nicotinamida-adenina-
dinucleotideo-fosfato-reduzida (NADPH) (GROSS, 1997).



45

A hidroxilagdo do nitrogénio guanidino terminal da L-arginina ocorre
inicialmente e leva a formacdo de um intermediario que inibe competitivamente a
arginase, a N-hidroxi-L-arginina (LINCOLN, 1997) (Figura 9)

Uma vez liberado, o NO, por ser um gas, se difunde através da dupla camada
lipidica da membrana plasmatica e forma um complexo com a guanilato ciclase
(GC), ativando-a. A GC é membro de uma familia de enzimas relacionadas que
compartilham dominios cataliticos semelhantes, mas que s&o ativadas por vias

diferentes.
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Figura 9. Sintese do NO (Adaptado: Lincoln et al., 1997).

Ela é uma proteina heterodimérica que consiste de uma subunidade alfa e uma
subunidade beta. Cada subunidade consiste de um dominio N-terminal H-NOX, um
dominio central de funcdo desconhecida e um dominio C-terminal nucleotideo
ciclase (DERBYSHIRE et al., 2008) A isoforma da GC melhor caracterizada € a
a1/B1, que responde a concentragdes nanomolares de NO e catalisa a conversao de
guanosina trifosfato (GTP) em GMPc e pirofosfato (HOFMAN et al., 2000)

Outras enzimas importantes na via efetora do NO sdo as fosfodiesterases
(PDE). Foram isoladas em extratos de plaquetas humanas trés isoformas distintas
de fosfodiesterases: PDE2, PDE3 e PDE5 (Figura 10).

Nas plaquetas humanas, a PDE5 e a PDE3 sao as principais isoformas que
hidrolisam GMPc e adenosina monofosfato (AMPc), respectivamente. Tem sido

descrito na literatura um efeito antiagregante plaquetario dos inibidores da PDES5,
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sugerindo-se que esses compostos possam ser utilizados como agentes
antitrombdticos (LEWIS et al., 2006).

Nas plaquetas humanas, o NO gera um pico de GMPc que cai quase que
imediatamente (3 a 5 segundos), retornando aos niveis basais em menos de um
minuto (MULLERSHAUSEN et al., 2004). Essa rapida redugdo nas concentragbes
de GMPc seria devido a estimulagao direta da PDE5 pelo proprio GMPc ou pela
fosforilagao pela proteina quinase G (PKG) (MULLERSHAUSEN et al., 2004).

Figura 10. A via L-arginina-6xido nitrico (Adaptado: MACALLISTER ; VALLANCE,

1998). NOS-6xido nitrico sintase; GC-guanilato ciclase; GTP-guanosina trifosfato; GMPc- guanosina
monofosfato ciclica; PDEs-fosfodiesterase; Y+L-transportador de L-arginina; L-OR-ornitina

Existem multiplas vias utilizadas pelo NO para promover suas agdes, que
dependem do meio e da quantidade de NO produzido. Os efeitos relacionados a
baixa concentragcdo de NO, equivale a menos do que 1 uM dessa molécula e os
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relacionados a elevada concentragdo de NO se refem a mais do que 1 uM (VANNI et
al., 2007) (Figura 11).
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Figura 11. Vias utilizadas pelo NO de acordo com sua concentragao.

Em condi¢des fisiologicas, baixos niveis de NO produzidos pelas nNOS e
eNOS irdo ativar GC levando a producédo de GMPc, que esta associada a uma série
de processos fisiolégicos como, por exemplo: relaxamento do musculo liso do vaso
endotélio-dependente e inibicdo da agregacao e adesao plaquetarias. No entanto,
em elevadas concentragdes, especialmente na presenga de superdxido, o NO pode
inibir varios processos metabdlicos pela deplegao de energia na célula-alvo e causar
dano direto no DNA (Lincoln, 1997; Moncada; Higgs, 2006).

O NO atua também como neurotransmissor no sistema nervoso, estando
associado aos processos de aprendizado, memoria, sono, dor e, provavelmente,
depresséo (TSIKAS et al., 1999; PINTO et al., 2008).

No sistema imunoldgico, o Oxido nitrico participa de varios aspectos da
resposta inflamatdria, além de atuar no endotélio, promovendo dilatagdo vascular,

um dos sinais cardinais da inflamagao. O NO interfere na atuagao dos leucécitos na
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inflamacdo e promove a modulagdo da expressao de P-selectina (proteina de
adesao) produzida no endotélio, reduzindo assim a adesao de leucécitos a parede
vascular, bem como promovendo a diminuicdo da agregacgao de neutrofilos e de sua
secrecdo. Nos macrofagos, o NO inibe a produgdo de uma variedade de citocinas
imunomoduladoras e regula a agdo das mesmas sobre as células-alvo (MORREL et
al., 2005).

Existem trés isoformas de NOS descritas como: tipo | ou neuronal (nNOS),
tipo Il ou induzivel (iNOS) e tipo Ill ou endotelial (eNOS) (DUDZINSKI et al., 2006)
(Quadro 4). Sao produtos de trés genes designados como NOS1, NOS2 e NOS3
com diferentes localizagdo, regulagcdo, propriedade catalitica, sensibilidade a
inibidores e com 51-57% de homologia entre as isoformas humanas. O gene da
NOS tipo 3 humano é altamente polimérfico. A variante Asp298 da NOS 3 tem sido
investigado como locus candidato na pré-eclampsia, na doenga isquémica cardiaca
no infarto do miocardio recente e nos portadores de ateroma de carétida (LUZ,2005
p. 20,43,177,178).

Apesar de ser bem estabelecido o papel das trés isoformas da enzima NOS,
evidéncias tém demonstrado a producdo de NO na membrana mitocondrial de
diversos tipos celulares como figado e coragao (GHAFOURIFAR et al., 1997; KANAI
et al., 2001). Esta enzima tem sido denominada de NOS mitocondrial (mtNOS).

Embora ainda ndo se saiba ao certo se a mtNOS é uma nova isoforma ou se
€ uma variante da nNOS, foi demonstrado que a mtNOS é uma proteina constitutiva
expressa na membrana interna da mitocéndria e que produz NO de forma
dependente de calcio (TATOYAN et al., 1998; ELFERING et al., 2002, VALDEZ et
al,2006).
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nNOS ou tipo | iNOS ou tipo Il eNOS ou tipo Il
Neurdnios Macrofagos Endotélio
Primeira identificagao
160 130 133
Peso Molecular
(kDa)
Localizagao 12p24.2 17cen-q12 7935-36
cromosso mial
Funcdo Principal N t . Imunocitotoxicidade Relaxamento do
eurotransmissao musculo liso
vascular
Niveis de
producéo de NO pmoles nmoles pmoles
Constitutiva Preferencialmente Constitutiva
induzivel
Regulacdo da expressao
E stimulada por Expressao induzida Estimulada por
hormmonios por citocinas e hormonios sexuais e
sexuais, lesdo do endotoxina stress de
tecido nervoso e cisalhamento
hipoxia
Inibida por citocinas
Inibida por € endotoxina e
citocinas e hipoxia
endotoxina

Quadro 4. Caracteristicas principais das trés isoformas das NOS (adaptado de
LINCOLN et al., 1997).

As isoformas nNOS e eNOS sdo constitutivas e suas atividades reguladas
pelo calcio (Ca™) intracelular, fosforilagdo e pela calmodulina, uma proteina
associada ao Ca'™. Tanto a eNOS quanto a nNOS possuem uma alca que
desestabiliza a ligagcdo com a calmodulina em niveis baixos de calcio, reduzindo a
atividade da enzima. Desta forma, pode-se afirmar que para que haja atividade
maxima tanto da eNOS como da nNOS é necessaria uma concentracdo minima de
calcio no interior da célula (FLEMING et al., 1999). Em contraste, a isoforma iNOS é

Ca'™ e calmodulina-independentes, ou seja se liga fortemente & calmodulina sem
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dependéncia do calcio, podendo ser induzida por citocinas e endotoxina, e com
grande quantidade de NO por longos periodos de tempo (GROSS, 1997).

A INOS tem sido demonstrada em situag¢des patologicas ligada a ativagao de
citocinas e endotoxinas em uma grande variedade de células, incluindo macréfagos,
hepatécitos, células musculares lisas dos vasos e células endoteliais. A sua
expressao também inclui os cardiomidcitos e plaquetas (LUZ, 2005, p.335). A eNOS
€ expressa nas ceélulas endoteliais e plaquetas, nas células endocardicas, nos
cardiomidcitos, e plaquetas. Tem distribuicao subcelular, portanto com o perfil ideal
para apresentar-se como um sensor de O, em nivel molecular (LUZ, 2005, p.13).

Apesar de compartilharem uma série de caracteristicas cinéticas, a ligagao da
NOS com seus cofatores parece ser fundamental para a atividade maxima dessas
enzimas, sendo que destes, a calmodulina parece ser um fator-chave na regulacéo
da enzima através dos niveis de Ca'". Essas isoformas de NOS exibem uma
estrutura de bidominio com locais de reconhecimento para NAPH, doador de
elétrons que s&o transportados até o grupo heme, via flavoproteina e calmodulina. A

presenca do co-fator tetrahidrobiopterina (BH,), uma coenzima que participa das

hidroxilases dos aminoacidos aromaticos e €& essencial para a ativacdo da NOS
(Figura 12). O residuo N terminal liga a tetrahidrobiopterina e heme cuja ligagao
parece ser fundamental para a atividade da enzima. A L-arginina liga-se ao sitio
ativo da enzima em uma porgado proxima ao heme. O dominio C terminal liga os
cofatores NADPH, FAD (dinucleotideo adenina-flavina) e FMN (mononucleotideo
flavina). Os dominios NH2 e COOH sao unidos por uma pequena sequéncia que liga

a calmodulina, um co-fator essencial para a atividade da NOS (STEUHR, 1997).

Figura 12. Estrutura da NOS, mostrando o acoplamento entre as duas subunidades
para formar o dimero ativo (MICHEL; VANHOUTTE, 2010).
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A eNOS pode se tornar desacoplada pela auséncia de seu substrato ou do
co-fator BH4. Neste estado desacoplado, os elétrons que normalmente seguiriam do
dominio redutase de uma subunidade para o dominio oxidase da outra subunidade
sdo desviados para o oxigénio molecular, ao invés de irem para a L-arginina,
resultando na producgdo de superdxido (VERGANI et al., 2000). O radical heme da
NOS ativa o O, molecular que pode produzir ERO (STUEHR, 2004) (Figura 13).
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Figura 13. Acoplamento e desacoplamento da eNOS.

O trafego da eNOS para a cavéola é dependente de residuos de acidos
graxos. O enriquecimento da eNOS com uma molécula de miristato, adicionada
durante a translacao, e duas de palmitato, adicionadas apds a translagéo, ancoram a
eNOS na cavéola, microdominios da membrana plasmatica ricos em colesterol,
(Figura 14) em aparente interagao fisica com o dominio de suporte da caveolina-1,

que tem acao inibitéria sobre a eNOS.
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As cavéolas sao invaginagdes na membrana celular e sdo responsaveis pelo

transporte celular nas células endoteliais (MINSHALL et at., 2003).

Merbrans
plazmitics

-*- Caveola

£ Fosfolipideo
g Esfingolipideo
Colesteral

Figura 14. Condugao da eNOS a cavéola. (GONZALEZ, 2006)

A miristilagao dirige a proteina ao aparelho de Golgi onde sofre adigdo dos restos de palmitato que favorece sua
associacao a cavéola, microdominios da membrana plasmatica ricos em colesterol.

Devido a composicao lipidica da cavéola, os esfingolipideos se encontram na
face extracelular do microdominio da membrana, os fosfolipideos esta na face
citoplasmatica e o colesterol pode estar em ambas as faces da bicamada. E possivel
propor que a conhecida associacdo entre hipercolesterolemia e disfuncdo do
relaxamento vascular dependente do endotélio possa envolver uma alteracdo da
fisiologia desta estrutura. A exposicao de células ao colesterol per si aumenta o
numero de cavéolas, bem como a expressdo da eNOS e a sua associagdo com as
cavéolas e a producido de NO. Por outro lado, a exposicdo ao estresse oxidativo ou

as lipoproteinas oxidadas leva a reducdo do numero de cavéolas, além da
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associagao da eNOS com as mesmas, levando a uma menor produgao de NO (LUZ,
2005, p. 46).

A associagdo da eNOS com uma regido da membrana plasmatica na qual
estdo concentradas varias chaves dos complexos de transducdo de sinal tem
profunda repercussao na atividade enzimatica bem como na sua acessibilidade aos
processos intracelulares de via de liberagao do NO (LUZ, 2005, p 331, 332).

A caveolina-1 (Figura 15) € uma proteina que esta inserida na superficie
citoplasmatica da membrana que regula a internalizagdo caveolar. No endotélio, a
caveolina-1 regula a via do NO ao se unir a eNOS, mantendo-a inativa (BUCCI et al,
2000). Esta conformagao inibitéria da eNOS, é atenuada e revertida mediante a
elevacdo da concentragdo de calcio/calmodulina e/ou da fosforilagcdo via AKT
quinase. Assim, a combinag¢ao da perda da interagdo com a caveolina 1 e o efeito
direto da calmodulina/célcio induzem a atividade enzimatica da eNOs. A calmodulina
participa da etapa inicial na ativacdo da eNOS, deslocando a proteina inibitoria
caveolina-1, que é a principal constituinte dos cavéolos, ligando-se a eNOS na forma
inibitéria. A caveolina-1 também participa das vias de sinalizagdo do calcio nas
células endoteliais (FUJIMOTO, 1993).
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Figura 15. Caveolina.( ALATORRE, 2004)
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Os dominios ou sitios de ligagao da caveolina fazem da eNOS uma proteina
com estrutura quaternaria, onde o NADPH exerce importante funcao (LUZ, 2005, p
331). As caveolinas desempenham também um papel, incluindo o transporte
vesicular, a homeostase do colesterol e transducédo de sinal. Dentro deste
quadro, caveolinas atuam como proteinas para regular a atividade de
inumeras moléculas de sinalizagdo. Em particular, caveolina-1 tem uma
interacdo com proteinas inibidoras, tais como eNOS e da proteina quinase A
(PKA), também ativa certas moléculas, em particular, o receptor de insulina
(COHEN et al., 1999).

A expressdo da caveolina € marcadamente elevada em condigbes de
hipercolesterolemia. Este acumulo de colesterol em células vasculares tem efeito
depletor na fungdo da membrana, incluindo o transporte idnico e a transducao de
sinais nas células endoteliais, podendo interferir com o transporte de L-arginina.
Como resultado, a ativagado da eNOS provoca a producéo de superoxido, modulando
as propriedades fisico-quimicas dos lipideos de membrana e também altera a funcao
de outras proteinas de transporte e o fechamento do canal de K', ativado pelo
calcio, resultando em um estresse estrutural e enegéntico do canal (MASON,
JACOB, 2003) .

O inositol trifosfato (IP3), juntamente com o diacilglicerol (DAG), é um
mensageiro secundario envolvido na transducéo de sinal em células bioldgicas. E
formado por hidrolise de fosfatidilinositol bifosfato (PIP2), um fosfolipido que esta
localizado na membrana plasmatica, e pela fosfolipase C. A sua principal funcéo
consiste na mobilizagdo de Ca™ a partir de organelas onde este esta armazenado e
na regulacéo da proliferagao celular, entre outras reagdes celulares (Figura 16). Em
células da musculatura lisa, o IP3 liga-se e ativa o receptor de IP; existente na
membrana do reticulo sarcoplasmatico, fazendo abrir canais de calcio, resultando na
libertagéo de Ca™" para o citoplasma (SOMLYO AP; SOMLYO AV, 1994).
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Figura 16. Via DAG-IPs.

Na via de fosforilacdo da eNOS, observamos que, apdés a ligagdo dos
agonistas a seus receptores acoplados a proteina G, ocorre ativagdo da fosfolipase
C para produzir DAG e IP3;. O IP; aumenta a concentracéo intracelular de calcio,
favorecendo a interagéo Ca**-calmodulina, resultando assim na estimulacédo da NOS
(Figura 17).
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Figura 17. Visao geral da eNOS (GONZALEZ, 2006). O ligante (L) se une aos receptores da

membrana plasmatica. A ativagao dos receptores conduz a estimulagdo de multiplas vias mediadas por proteinas
quinases. A fosforilagédo provoca a estimulagéo (+) da eNOS ou sua inibigédo (-). A defosforilacdo pode ser
também ser estimuladora ou inibidora.O calcio provém de depositos intracelulares que estdo proximos a
membrana caveolar ou de fluxo do exterior. A unido da proteina do choque térmico (HSP90) estimula a eNOS,
mas sua unido a caveolina a inibe.

Os pacientes com fibrilagao atrial (FA), uma condicdo associada a trombose
intracardiaca aumentada e ao embolismo cerebral, tém niveis plasmaticos
diminuidos de nitrito e nitrato, como também de GMPc plaquetario, o que sugere
possivel reduzida biodisponibilidade de NO ou condi¢des de fluxo turbulento, que
leva a diminuicdo da atividade da NOS, provavelmente devido a injuria do endotélio
(BREDT; SNYDER, 1994.)

1.5.1 Paradoxo da via L-arginina-NO

Estudos mostram que os niveis intracelulares de L-arginina variam entre 0,1 e
2 mM (XU et al.,, 2001; MCDONALD et al., 1997; BOGLE et al., 1996), portanto,
extremamente superiores as constantes de afinidade (K,) das diferentes isoformas
de NOS, que variam entre 1 e 32 yM (PALMER et al., 1988; BOGLE et al., 1996).
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Embora os niveis intracelulares normais de L-arginina sejam bem acima do K e
suficientes para a sintese de NO, a produ¢cédo mesmo € dependente da ocorréncia do
transporte da L-arginina extracelular em diferentes tipos de células e condigdes
patolégicas, o que € denominado “paradoxo da via L-arginina-NO” (MANN et al.,
2003; BRUNINI et al., 2005).

Varias teorias foram propostas para tentar explicar este paradoxo. Uma
possibilidade seria que a atividade da NOS e a produgao de NO estariam ligadas ao
transporte de L-arginina e n&o as concentragdes intracelulares deste aminoacido.
Crescente evidéncia vem mostrando a co-localizagao da eNOS e do transportador
catidnico de L-arginina CAT1 nos cavéolos (SHAUL et al., 2003; MANN et al., 2003;
MCDONALD, 1997).

Para responder a este paradoxo, Closs et al. (2000) propuseram que células
endoteliais e macrofagos possuiriam dois reservatorios intracelulares de L-arginina,
sendo que um deles teria a capacidade de troca com o meio extracelular e o outro
ndo. Assim, o segundo reservatorio seria inacessivel a NOS em macréfagos, sendo
fundamental o transporte de L-arginina para a produgéo de NO.

Com relagdo ainda ao "paradoxo da via L-arginina-NO", além da co-
localizacdo do CAT-1 e da eNOS na cavéola da membrana, e da
compartimentalizagao intracelular da arginina, alteragcdes nos niveis plasmaticos de
insulina, dimerizacdo da NOS e inibicdo competitiva da eNOS por inibidores, por
exemplo, ADMA e L-NMMA, poderiam interfirir no transporte (SHAUL et al., 2003;
MANN et al., 2003).

1.6 Caracterizagao da via L-arginina-NO em plaquetas

As plaquetas sao fragmentos citoplasmaticos anucleados de aspecto
granular, presentes no sangue e produzidos na medula 6ssea a partir dos
megacariécitos. Elas possuem uma estrutura discoide (HARTWIG, 2002; ANDREWS
et al., 2004) e sua estrutura interna é dividida em quatro zonas (CASTRO et al.,
2006) (Figura 18):
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Zona periférica — inclui as membranas externa e interna (trilaminar) e
estruturas estreitamente associadas ao sistema de canais conectados a
superficie, denominado sistema canicular aberto, que é o responsavel pela
troca de moléculas com o meio externo, com a liberagdo de diversas
moléculas apds a ativagao das plaquetas (secrecéo plaquetaria). A liberagao
do conteudo dos granulos ocorre sem lise celular e com manutencédo da
integridade da membrana, apesar de haver mudangas nas suas
caracteristicas. Os fosfolipidios de membrana sao importantes para a
coagulagao, pois proporcionam a superficie sobre a qual agem e/ou serao
ativados alguns de seus fatores. Esses fosfolipidios funcionam como
substrato para producéo de acido araquidénico (AA) e, consequentemente, de
tromboxano A; (TXA;), um potente agonista da agregagao plaquetaria e da
vasoconstricao.

Zona sol-gel — encontra-se abaixo da zona periférica e contém o
citoesqueleto, que fornece a sustentacao para a forma discéide da plaqueta, e
o sistema contratil, que, sob ativacido, permite a mudanca da forma discdide,
o prolongamento de pseuddépodos, a contragdo interna e a liberacdo dos
constituintes granulares.

Zona de organelas — contém: a) os granulos alfa, com as proteinas adesivas,
fator de von Willebrand (FvW), trombospondina, vitronectina, fator de
crescimento derivado de plaquetas(PDGF), fator IV plaquetario, fatores da
coagulagao (ex: fator Xl) e inibidor do ativador plasminogénio; e b) granulos
densos, que contém trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de adenosina
(ADP), serotonina, calcio; e c) componentes celulares, como lisossomos e
mitocdndria.

Sistema membranar — inclui o sistema tubular denso, com o calcio, importante
para desencadear o0s eventos contrateis, e o0s sistemas enzimaticos

envolvidos na producédo de sintese de prostaglandinas.



59

Zona A

Area Sistema  periférica Granulo Membranas

submembranar
contendo T;:I:'s";r denso Externae

. Trilaminar
filamentos . )
especifllizados < e
v o % e K
- ‘ - | J . -
“ : ’ " Cay ':’P a
T"‘ - s L] e i
Zona | ¥ $
Sol-Gel - o'[ L R
Mitocondria e W ade  Sistema

Grﬁll;ulo Glicogénio organelas Canalicular
alfa Aberto

B

Cofa'ageno

PAR1 Trombina
GoviesRy M >

Epinefrina v Prostaciclina
FvW  Fibrinogénio

Figura 18. A plaqueta. A: componentes e organizacéo; B: receptores (preto) e
agonistas (cinza) (HARTWIG, 2002; ANDREWS et al., 2004).

A ativacado das plaquetas é induzida pela interagdo de varios agonistas com
receptores expressos na membrana plaquetaria, ADP e trombina respectivamente. O
TX A, é sintetizado por plaquetas ativadas pelo acido araquiddnico (AA) através da
via da ciclo-oxigenase (COX) (Figura 19, Painel A).

Uma vez formado o TXA, se difunde através da membrana e ativa outras
plaquetas. Nas plaquetas, ha duas variantes de receptor para o TXA,. TP alfa e TP
beta, que diferem em sua cauda citoplasmatica. Ambos acoplam a proteina G que
ativa a fosfolipase C. Estas enzimas degradam fosfoinositois da membrana,
liberando IP; e DAG. O DAG ativa a proteina intracelular quinase C (PKC) a qual
causa fosforilacdo de proteinas. A libercao de IP; aumenta os niveis citosolicos de
calcio (Figura 16 e Figura 19, Painel A), que s&o liberados do reticulo
endoplasmatico. O ADP é liberado pelas plaquetas, que expressam no minimo dois
receptores para o ADP: P2Y 1 e P2Y, acoplados a proteina G, e G;, respectivamente
(Figura 19, Painel B).
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Figura 19. Agonistas, Receptores e Sistemas Efetores na Ativagao Plaquetaria
(Adaptado de Davi; Patrono, 2007).

No painel C da Figura 19, a trombina é rapidamente gerada no local da injuria
vascular, a partir da protrombina. A resposta a trombina € mediada pela proteina G
ligada aos receptores ativados de protease (PARs).

O NO das plaquetas esta envolvido no controle da agregabilidade via sintese
de 3 ', 5-guanosina monofosfato ciclica e ativagdo da proteina quinase GMPc-
dependente, o que leva a inibicdo de agonistas agregantes, incluindo TXA,. A
producao de TXA, por plaquetas aumenta em pacientes com hipercolesterolemia e a
oxidagao da lipoproteina de baixa densidade (LDL-ox) reduz a resposta da GCs a

nitrovasodilatadores. A LDL-ox leva a um comprometimento no transporte de calcio e
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isso pode resultar em ativacao de fosfolipidios e, como consequéncia, reforcar a
formagdo de acido araquidénico. Um aumento da concentracdo de perdxidos
lipidicos pode ocasionar mudanga na sintese de prostaglandinas a partir da
prostaciclina para tromboxano, causando aumento da agregabilidade plaquetaria. E
possivel que pacientes com doenga arterial coronariana (DAC) apresentem elevados
LDL-ox sem hipercolesterolemia de LDL no plasma. Ha também evidéncias de que
LDL-ox estimula a fungdo das plaquetas, principalmente, pela diminuicdo da
expressao NOS. Este efeito da LDL-ox pode ser bloqueado pela HDL, que tem
potencial para limitar a modificagdo oxidativa da LDL (TRETJAKOVS et al., 2000).

A ativacdo de plaquetas provoca um desequilibrio nos fosfolipidios da
membrana plasmatica por um defluxo especifico de aminofosfolipides, resultando na
formagao de filopodia (pseudopodes). Da mesma forma, a adigdo de um excesso de
fosfolipides na camada externa da membrana plasmatica celular induz extensdes
pela polimerizagao de actina. A funcdo das bolsas lipidicas como plataformas de
sinalizagdo em resposta a uma pressdo mecanica induzida pela adicdao de
fosfolipidios no folheto externo da membrana plasmatica de plaquetas em repouso
foi cogitada. Existiu evidéncia de que bolsas lipidicas s&o cruciais para manter a
restricdo mecéanica e atuam como estruturas dindmicas envolvidos na reorganizagao
do citoesqueleto e na formagao de extensées da membrana plasmatica (ROMAIN et
al., 2010).

Como ja exposto, a ativagao plaquetaria pode ser influenciada pela
composicdo da membrana plasmatica. Os efeitos da administragdo oral de
fosfatidilcolina poli-insaturada (PPC), nos lipidios plasmaticos, lipoproteinas e fungéo
plaquetaria foram avaliados no estudo de GALLI et al. 2005. Nao foi evidenciada
modificagdo nos niveis do colesterol total e trigliceridios, mas o nivel de lipoproteina
de alta densidade (HDL) aumentou apos seis semanas de uso da PPC. A maior
alteracdo ocorreu na composicdo da membrana plaquetaria, onde as razdes entre
lipidio total/proteina total e colesterol/proteina foram diminuidas significativamente,
enquanto houve aumento das faixas de fosfolipidio/lipidio total e dos conteudos do
acido linoléico na membrana. Apoés o tratamento, houve reducéo do colesterol total e
do LDL, portanto o PPC parece ser capaz de modular as trocas lipidicas entre a

membrana celular e o compartimento plasmatico. (TRETJAKOVS et al., 2000).
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O processo de aterogénese refere-se a aderéncia de plaquetas e agregagéao
a superficie luminal, com a subsequente liberacdo de fatores de crescimento
derivados de plaquetas e substancias vasoativas. Uma interagao maior da parede do
vaso com as plaquetas desempenha um papel importante na maioria das formas de
doencas cardiovasculares.

A composicao de proteina das balsas lipidicas pode ser diferente entre as
plaquetas em repouso e ativadas e os fosfolipidios em excesso pode desencadear
um recrutamento especifico de proteinas das fragdes da bolsa lipidicas. A
fosforilagdo em tirosina pode induzir um aumento da afinidade entre rafts ou bolsas
lipidicas transitorias e permanentes e as proteinas (ROMAIN et al.,2010).

A inativagao das plaquetas € essencial para prevenir o processo de formagao
inespecifico de trombo denominado trombose. O papel do NO e da prostaciclina no
processo de regulagao da fungao plaquetaria esta bem estabelecido, e sua interagao
com o endotélio é descrita na literatura como essencial (RADMOSKI et al.,1987;
CASTRO et al., 2006).

O NO limita a adesédo e a agregacao plaquetarias, bem como desagrega
plagquetas previamente agregadas. A L-arginina inibe a agregagao plaquetaria tanto
in vivo como in vitro, enquanto que o seu analogo L-NMMA aumenta a ativagao
plaquetaria (MENDES RIBEIRO et al., 2004; BRUNINI et al., 2005).

As plaquetas expressam ambas as isoformas de NOS, endotelial e induzivel
(CHEN et al., 1998; MENDES RIBEIRO et al., 2001; MOSS et al., 2004; DEMEZIO
DEMEZIO DA SILVA et al., 2005). A via L-arginina-éxido nitrico foi demonstrada em
plaquetas pela primeira vez por Radomski et al. (1990), envolvendo a isoforma da
NOS calcio-dependente, eNOS. Posteriormente, Mehta et al. (1995) foram capazes
de demonstrar a presenca da isoforma iINOS através da incubacdo das plaquetas
com citocinas. Na auséncia de caélcio, a L-arginina foi convertida a citrulina e NO,
indicando a presencga da iNOS, isoforma da NOS calcio-independente.

Apesar de a atividade de transporte da L-arginina pelo sistema y'L ter sido
investigada em diferentes tipos de células, a sua modulagdo permanece pouco
estudada em nivel de atividade e expressao (STEIN, 1996) Recentemente, nosso
grupo evidenciou que a atividade do sistema y'L é regulada por concentracdes
intracelulares de aminoacido e Na®, trombina e mudancgas no potencial de superficie
(SIQUEIRA et al., 2007).



63

Os varios mecanismos dependentes do GMPc exercidos pelo NO sobre as
plaquetas sdo (VANNI et al., 2007) (Figura 20):
» Reducéo do nivel de Ca™ citoplasmatico;
* Bloqueio do receptor de TXAy;
* Modulagao da expressao de P-selectina;

* Modulagao da ligagao de fibrinogénio via receptor GPIIb/ llla.

Figura 20. Efeitos do NO na inibi¢do plaquetaria via GMPc (JIN et al., 2005).

A reducdo do nivel de Ca™" intracelular ocorre pela inibicdo de liberagédo de
Ca'" via receptor do sistema tubular denso, do aumento da taxa de extrusédo de Ca™"
e da reducdo de entrada de Ca’™ do meio extracelular. Além disso, o NO aumenta a
atividade da Ca'"-adenina trifosfatase (ATPase) do reticulo sarcoplasmatico, que
resulta em menores niveis de Ca*" disponiveis para os mecanismos de ativacédo e
agregacao (VANNI et al., 2007).

O NO catalisa a fosforilacdo do receptor de TXA, evitando assim a ativacéo

plaquetaria mediada por esse ultimo. A expressdao da P-selectina, como ja
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mencionado, € necessaria para facilitar a adesdo plaquetaria. O NO induz a
diminuicdo dessa proteina, promovendo dessa forma a inibicdo da adesdo. Ha
reducdo do numero total de receptores GPIlIb/llla na superficie da plaqueta e
aumento da constante de dissociagcdo desse receptor pelo fibrinogénio, criando
entdo condigdes desfavoraveis para a agregacao plaquetaria (VANNI et al., 2007)
(Figura 21).
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Figura 21. Agregacéo das plaquetas (KULKARNI et al., 2000).

1.7 A via L-arginina-NO na SM e na obesidade

A disfungdo microvascular € uma caracteristica importante da sindrome
metabdlica que afeta a pressao e o fluxo padrdao, aumentando a resisténcia vascular
periférica e diminuindo a sensibilidade a glicose disponivel mediada pela insulina,

que contribui para hipertensao e RI, respectivamente (JONK et al., 2007).
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Em ratos Zucker obesos, um modelo animal de SM, a dilatacdo reduzida
mediada pelo endotélio estava associada a diminuicdo da biodisponibilidade de NO
e ao excesso de produgdo de superoxido (DE NIGRIS et al., 2007). Em pacientes
com SM, as respostas a acetilcolina intrabraquial foram atenuadas tanto em
pacientes hipertensos como normotensos (DELL'OMO et al., 2006). Os niveis de NO
se correlacionam negativamente com indice de massa corporal, pressao sanguinea
sistdlica e triglicerideos nesses pacientes (SUN et al., 2006).

Estudos indicam que a vasodilatagdo, per se, ndo aumenta o transporte de
glicose no musculo. Entretanto, quando a vasodilatagao ocorre concomitantemente
com o recrutamento de novos leitos capilares, como causado pela insulina, o
transporte de glicose no musculo é aumentado (CERSOSIMO; DeFRONZO, 2006).
A diminuigdo da RI é capaz de aumentar a oferta de NO, ja que a insulina aumenta a
expressdo da enzima NO-sintase endotelial, fisiologicamente (ZENG et al., 2000).
Recentemente, Goya et al. (2004) demonstraram a capacidade desses agonistas
(dentre eles a insulina) de estimular diretamente a expressdo da enzima NO-sintase
endotelial in vitro.

Estudos recentes tém mostrado que reducido da sintese de 6xido nitrico a
partir da L-arginina em células endoteliais € um fator importante que contribui para a
acao diminuida da insulina na vasculatura de obesos e diabéticos. A diminuicdo da
producao de NO resulta de uma deficiéncia de tetrahidrobiopterina BH4, um co-fator
essencial para a NOS, bem como aumento da geragao de glucosamina (um inibidor
do ciclo das pentoses responsavel pela producdo de NADPH, outro co-fator para
NOS), a partir da glicose e L-glutamina. Assim, a disfungcdo endotelial pode ser
prevenida por (1) aumento da sintese de BH,4, através da suplementagcéo de seu
precursor (sepiapterina); (2) transferéncia de genes para GTP ou (3) suplementagao
de L-arginina. A modulagdo da via L-arginina-NO por BH; é benéfico para a
resisténcia a insulina melhorando o desempenho vascular na obesidade e diabetes
(WU; MEININGER, 2009).

A insulina inibe a interagdo plaqueta-endotélio, devido ao aumento da
producao de NO. Os receptores de insulina pertencem a familia tirosinoquinase. A
sua ativagao ocorre por duas vias independentes de autofosforilacdo e desencadeia
a cascata do PI3K, ativando a AKT, liberando o NO e exercendo acao

antiaterogénica. Se houver defeito na autofosforilagao da tirosina havera ativagao da
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segunda via que € da proteina RAS/MAPK, que ao contrario da anterior promove
aterogénese, logo em concentragdes fisiologicas, a insulina age pela ativacdo da
PI3K. No estado de RI, altas concentragdes de insulina estimulam a via da MAPK,
promovendo a proliferacdo e a migracéo celular (FEENER ;DZAU., 2005).

A acdo vasodilatadora da insulina tem sido demonstrada pelo aumento da
producao de NO, duplicando o fluxo sanguineo da perna de pacientes diabéticos
apos estudo com clamping euglicémico-hiperinsulinémico. A influéncia da insulina na
liberacdo de NO é menor do que a da acetilcolina. O efeito da insulina na producéao
de NO é bifasico, com uma fase rapida e outra tardia. O efeito agudo parece
depender da ativagao da eNOS, enquanto o tardio depende da expressao de gene
da eNOS. (FEENER ;DZAU., 2005).

Na presenga de concentragdes elevadas de glicose, observou-se a produgéo
de anions superoxidos maior que a liberagao de NO, havendo formacao do potente
oxidante peroxinitrito, que contribui para a disfungao endotelial. No diabetes, a
diminuicdo da sintese do NO pode ser por: 1) diminuicdo da disponibilidade da L-
arginina, 2) alteracdo do sinal de transdug¢do controlado pela proteina G, 3)
diminuicdo da disponibilidade de co-fatores para sintese de NO, 4) inibicdo
endoégena da NOS (ADMA), 5) aumento da inativagdo ou degradacao do NO, seja
por ativacdo da via poliol, com aumento de produtos finais da glicacdo nao-
enzimatica (AGES) ou ativagdo da proteina quinase C-diacilglicerol (DAG-PKC) ou
aumento do estresse oxidativo, ou desacoplamento da eNOS. O aumento da
producdo de fatores de contragdo derivados do endotélio, prostandides
vasoconstritores, também pode diminuir a sintese do NO no DM (LUZ, 2005, p.
269,270).

A ativacdo da PKC pela hiperglicemia se da através da elevacédo dos niveis
de DAG. Esta ativacao retarda o relaxamento vascular induzido pela acetilcolina,
aumenta a permeabilidade vascular a albumina, estimula a expressao do fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) ( retinopatia diabética), aumenta a sintese
de colageno tipo IV e VI (LUZ, 2005, p 272).

Os niveis elevados de ADMA estdo associados a disfungdo endotelial e ao
aumento do risco cardiovascular em varias doencas (BOGER, 2004) e plasmaticos
estdo positivamente correlacionados com a Rl em individuos normotensos nao-
diabéticos (STUHLINGER et al., 2002).



67

A adiponectina pode mimetizar as acdes da insulina pela estimulacdo da
fosforilagdo e da atividade da eNOS no endotélio vascular, resultando em aumento
da producdo de NO. Assim, o novo papel da adiponectina na ativagdao da eNOS
explica suas propriedades metabdlicas e antiaterotrombéticas (CHOI et al., 2001).

A peroxidacao lipidica pode favorecer a dislipidemia da SM, que se
caracterizada por aumento dos niveis de TGs e queda dos niveis de HDL-colesterol.
Essas alteragdes lipidicas parecem estar intimamente associadas a Rl. Ha
diminuicdo da acgao da insulina sobre a lipase lipoprotéica, menor captacdo de
glicose e aumento da liberagdo de acidos graxos livres e glicerol, propiciando maior
producao hepatica de TGs e VLDLs. Os TGs da VLDL sao transferidos para o LDL, o
que favorece a formagao de particulas menores e mais densas, as quais tém maior
acesso a intima arterial, sendo mais suscetiveis a oxidagdo. Ocorre também a
geracdo de HDLs pequenas e densas, com menor potencial antiaterogénico
(RAFFAELLI F et al., 2009).

O colesterol LDL oxidado e as citocinas aumentam a arginase e diminuem a
expressdo da NOS em células endoteliais humanas, levando a uma diminui¢cdo na
producao de NO (LAUER et al., 2008).

As apolipoproteinas principais do HDL sao apo A-l e apo A-Il. O nivel de apo
A-l, bem como do HDL-colesterol (HDL-C), na circulagdo € um grande preditor
negativo de aterosclerose e risco de doencga arterial coronariana. A apo A-l é
necessaria para a ativagéo da enzima eNOS. A estimulagdo da eNOS pelo HDL foi
atenuada pelo anticorpo anti apo A-I (YUHANNA et al., 2001). Em contraste, a
estimulacdo da eNOS pela HDL foi reforcada pelo anticorpo anti-apo A-Il. Estes
resultados combinados foram realizados em um estudo de estrogénio e indicam que
a apo A-l esta relacionadas ao receptor de estrogénio (ER) que se co-localiza e
funcionalmente liga o estradiol para eNOS na cavéola (YUHANNA et al., 2001). As
contribuigdes de outras apolipoproteinas menores e os componentes lipidicos das
particulas de HDL precisam ainda ser elucidados.

A exigéncia de apo A-l na estimulacdo da eNOS pela HDL sugere que o
receptor de scanveger (SR-Bl) também é necessario porque apo A-l medeia a
ligacao da lipoproteina ao receptor (LIADAKI et al., 2000; WILLIAMS et al., 2000;). A
eNOS normalmente € orientada para os microdominios da membrana plasmatica,

ricos em esfingomielina e colesterol conhecidos como cavéola (GARCIA-CARDENA
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et al., 1996 b; SHAUL, 2002; SHAUL et al., 1996). Dentro da cavéola, a eNOS é
compartimentada em um maodulo funcional de sinalizagao que regula a atividade da
enzima (SHAUL, 2002). A LDL-ox faz o deslocamento de eNOS da cavéola,
resultando no rompimento da ativacado da eNOS (EVERSON; SMART, 2001).

Os efeitos adversos do LDL sao revertidos integralmente pela HDL via de
ligacdo a SR-Bl, que esta co-localizada com a eNOS da cavéola em células
endoteliais. Isto ocorre através do teor da manutencdo do colesterol
na caveéola e pela captacdo de éster de HDL (EVERSON; SMART, 2001,
UITTENBOGAARD et al., 2000). Em face ao perturbado equilibrio do colesterol da
membrana pela LDL-ox, a HDL normaliza o ambiente lipidico e preserva a
integridade da sinalizagdo da eNOS (MINEO; SHAUL, 2003) (Figura 22) .

Tirosino Kinase

v

PI3 kinase

Figura 22. A¢do da HDL na eNOS.(SR-BI-scanveger receptor Bl)

Devido a composicao lipidica da cavéola, é sugerido que a conhecida

associacdo entre hipercolesterolemia e disfungdo do relaxamento dependente do
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endotélio possa envolver uma alteragao da fisiologia desta estrutura. A exposi¢ao de
células ao colesterol, per si, aumenta o niumero de cavéolas bem como a expressao
da eNOS e sua associagcdo com as cavéolas e a producédo de NO. Por outro lado, a
exposicao ao estresse oxidativo ou as lipoproteinas oxidadas leva a redugao do
numero de cavéolas, bem como da associacdo da eNOS com as mesmas,

resultando em menor produgao de NO (LUZ, 2005, p 46).

1.8 Sindrome metabdlica, inflamagao e estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ERO) s&o moléculas ou fragmentos
moleculares com um ou mais elétrons desemparelhados no seu orbital (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1999), derivadas do metabolismo do oxigénio, sendo encontradas no
ambiente e em todos os sistemas biolégicos (TOUYZ; SHIFFRIN, 2004).

Essas moléculas sdo formadas quando ha perda ou ganho de um elétron,
ficando o outro desemparelhado. Essa reagdao ocorre em processos oxidativos
bioldgicos a partir de compostos enddégenos, como também podem ser oriundos do
metabolismo de compostos exdgenos, gerando diferentes radicais livres (BELLO,
2002).

O estresse oxidativo € mais bem definido como o excesso de radicais livres
de oxigénio ou ERO em relagéo aos sistemas antioxidantes - enzimas catabdlicas e
quelantes de ERO. Tanto o aumento da produgcdo de ERO como a reducgdo dos
antioxidantes podem decorrer de uma grande variedade de injurias celulares, de
natureza fisica, quimica ou ambiental (KAUR; GEETHA, 2006). Em condigbes
normais, a taxa de producdo de ERO é equilibrada pela taxa de eliminagéao.
Entretanto, um desequilibrio entre a geracdo de ERO e a protecdo antioxidante,
resulta na alteracédo da biodisponibilidade de ERO, levando a um estado de estresse
oxidativo (LANDMESSER;HARRISON, 2001; ZALBA et al., 2001). Foi demonstrado
que existe uma relagcado direta entre sindrome metabdlica, inflamacédo crbnica e
estresse oxidativo (KOH et al., 2006).

O anion superoxido (O2) é o primeiro intermediario da redu¢gdo monovalente

do oxigénio até a agua, sendo formado a partir dele as demais ERO (BELLO, 2002).
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A sinalizacdo redox é a transdugao de sinais de processos celulares nos
quais os elementos integrativos sao reagdes de transferéncias de elétrons,
envolvendo radicais livres ou espécies relacionadas, metais ativos em sistemas
redox (exemplo ferro, cobre). Um exemplo de equivalente redutor € o atomo de
hidrogénio (que tem um préton e um elétron) doado por substratos redutores como o
NADPH, glutationa reduzida ou proteinas com grupos de tiol (LUZ, 2005, p 117).

O NO é um radical livre, pois apresenta um elétron desemparelhado na ultima
camada em estado gasoso. O 6xido nitrico tem meia-vida de poucos segundos em
ambiente aquoso, mas sua estabilidade é maior em ambiente com baixa
concentracdo de oxigénio (TOUYZ; SHIFFRIN, 2004). Ele se difunde através das
membranas celulares, tendo capacidade de reagir com outros radicais livres ou com
0 oxigénio molecular, que € um dirradical. No meio extracelular, o NO reage com o
oxigénio e agua para formar nitrito e nitrato, seus principais metabdlitos fisioldgicos
em meio aquoso (VALKO et al.,, 2006; LUZ, 2005, p 33) A superproducao de
espécies reativas de nitrogénio ocorre também quando o sistema excede a
habilidade em neutraliza-las e elimina-las. Isto pode levar a rea¢des de nitrosilacao
que pode alterar a estrutura de proteinas e inibir sua fungédo normal (VALKO et al.,
2006).

Um importante papel desempenhado pelo NO como radical livre é a formagao
de peroxinitrito (ONOOQO"), ao reagir com O;". (VALKO et al., 2006).

As células do sistema imune produzem superéxido e NO durante o “burst”
oxidativo atingido nos processos inflamatérios. Sob estas condicées, o0 NO e o O
reagem, produzindo quantidades significativas de uma molécula muito mais ativa, o
ONNO’, que é um potente agente oxidante que pode causar fragmentagdo do DNA e
oxidacao lipidica (CARR, MCCALL, FREI, 2000).

O aumento de ERO vascular pode induzir o desacoplamento da eNOS por
oxidagdo aumentada do cofator BH; e inibicdo de dimetilarginina
dimetilaminohidrolase (enzima que metaboliza a metilarginina, uma analogo da L-
arginina) (WIDDER et al., 2010). A NADPH oxidase pode induzir o desacoplamento
de NOS endotelial, por ser a principal fonte de produ¢édo de ERO (LANDMESSER et
al., 2006).
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Na peroxidagao lipidica, todos os componentes celulares sao suscetiveis a
acao de ERO, porém a membrana celular € uma das mais atingidas, apresentando
alteracdes na estrutura e na permeabilidade da mesma (MELLO, 1984).

As membranas das células contém grandes quantidades de acidos graxos
poli-insaturados, que estdo relacionados com a fluidez da membrana. Os danos
nesta camada lipidica tendem a diminuir a fluidez da membrana. O processo de
peroxidacgao lipidica € iniciado pela remog¢édo de um de hidrogénio do grupo metileno
das cadeias de acidos graxos poli-insaturados por algumas ERO (HALLIWELL,
GUITTERIDGE, 1991).

Em sistemas aerdbicos, € essencial o equilibrio entre a geragao de ERO e o
sistema de defesa antioxidante (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). O mecanismo de
agao dos antioxidantes inclui desde a remogao do oxigénio do meio, varredura das
ERO, sequestro dos metais catalisadores da formacao de radicais livres e aumento
da geracdo de antioxidantes endégenos (BELLO, 2002).

Os antioxidantes podem ser classificados como enzimaticos e néo-
enzimaticos e conforme a acdo sobre as ERO, podendo ser denominados de
“scavanger”, quando ele age transformando uma ERO em outra menos reativa ou
“quencher” quando consegue neutralizar completamente a ERO através da absorgéo
da energia de excitagao (SIES, 1983). O sistema enzimatico € o primeiro a agir,
evitando o acumulo de O™, e perdxido de hidrogénio (H202). No sistema enzimatico,
destaca-se a enzima SOD. Esta é o maior sistema de defesa da célula vascular e
catalisa a dismutacdo do anion superoxido em H,O, e O,, na presenca do proton H*
(ROSS; MOLDEUS, 1991; ACHARYA et al., 1991).

A expressédo e a atividade aumentadas das enzimas NOS foram detectadas
recentemente em tecido adiposo acumulado de camundongos obesos e foram
relacionados a reducdo das defesas antioxidantes e a alteragdo da regulagdo da
adipocitocina (MONCADA et al., 2006).

A produgdo excessiva de radicais livres e o dano oxidativo parece explicar,
pelo menos em parte, a perpetuacdo da RI, a alteracdo na producdo de energia, a
disfuncido endotelial e o aparecimento de complicagcdes vasculares nessa condicao.
Observacgdes clinicas e experimentais indicam o estresse oxidativo como um
importante mecanismo na hipertensao, diabetes e obesidade associadas a SM e as
suas complicacbes (MONCADA et al., 2006; ECKEL et al., 2005) (Figura 23).
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Figura 23. Hiperglicemia e ERO.( SAAD; MACIEL; MENDONGCA, 2007).

A hiperglicemia € uma anormalidade relacionada aos mecanismos causais da
disfuncdo endotelial no diabetes. O influxo de glicose e acidos graxos origina o
acetil-CoA, substrato que na mitocdndria, através da sua cadeia respiratoria, vai
produzir energia. Caso exista um defeito da fungdo oxidativa mitocondrial ou um
excesso de substrato (hiperalimentagao), o gradiente proténico mitocondrial aumenta
e elétrons sao transferidos ao oxigénio, resultando na geragdo de radicais livres,
particularmente o anion superéxido. Como as células B e endoteliais sdo insulino-
independentes e, portanto, livremente permeaveis a glicose e aos acidos graxos,
podera ocorrer um acumulo desses substratos nesses tecidos, causando estresse
oxidativo, que levara a disfuncao das células 3 e endoteliais. O superdxido ao ativar

o NF-kB induz condi¢des pro-inflamatérias e superexpressao de moléculas de
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adesdo. A producdo aumentada de superdxido € acompanhada pelo aumento da
geracao de NO, os quais ao se combinarem favorecem a formacédo do potente
oxidante peroxinitrito, com efeitos deletérios, particularmente ao DNA, levando
também a disfungdo endotelial e estimulando a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e moléculas de adesao (SAAD et al., 2007, p.915-916)

Dados experimentais sugerem que o estresse oxidativo induz a RI, por
bloquear a fosforilagdo, que € estimulada pela insulina, através do IRS-1 e alterando
a distribuicdo subcelular do PI3P. O mecanismo provavel de inibicdo da insulina
estaria relacionado com a transcrigdo de citocinas ativadas pelo NF- k3 (SAAD et al.,
2007, p.915-916).

A incidéncia precoce e elevada de aterosclerose e eventos cardiovasculares
em pacientes com diabetes e com niveis sanguineos elevados pdés-prandiais de
glicose foram associados, parcialmente, ao estresse oxidativo e aos niveis elevados
de concentracéo plasmatica de ADMA (BOGER et al., 2005). De fato, a formacéo de
ERO induzida pela hiperglicemia pode levar, sucessivamente, a disfungao endotelial
pela reducao da biodisponibilidade do NO e da prostaciclina e pelo aumento da
sintese de vasoconstritores como prostandides e ET-1 (PAIGE et al., 2007.

A importancia do acumulo da gordura visceral no desenvolvimento das
desordens metabdlicas,é fato, incluindo reduzida tolerancia a glicose, dislipidemia e
doencas cardiovasculares mas também alteracdes hepaticas, portanto a SM também
esta presente no figado. A sequéncia de eventos que ocasionam degeneragao do
hepatdcito pela gordura se inicia com a RIl, que precede o acumulo de gordura
(REAVEN,1998). A injuria celular ocorre apés 0 aumento da concentracao de acidos
graxos, o estresse oxidativo, a deplegdo energética e a disfungdo mitocondrial
(REAVEN,1998; PRASAD et al., 2004; LAKKA et al., 2002).

A inflamacdo associada ao processo aterosclerético € modulada pela
atividade de varias familias de enzimas, incluindo cicloxigenases, lipoxigenases,
NOS e peroxidases, todas com capacidade de produzir ERO (PAIGE et al., 2007).

A participagao da hipertensao arterial associada a SM pode estar relacionada
ao estresse oxidativo sistémico, que € sugerido por algumas observagdes de
mudancas no metabolismo do NO e baixos niveis na circulagdo de vitamina C em

pacientes com alto grau de hipertensdo (BRUNINI et al., 2007) e melhora do
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estresse oxidativo sistémico com o tratamento anti-hipertensivo (BUSTAMANTE et
al., 2007).

Os elevados niveis dos anions superéxido e peroxinitrito estdo presentes em
pacientes com hipertenséo essencial (Figura 24) (ESPLUGUES et al., 2002; MEHTA
et al., 1995). Essas consideragbes sao mais importantes quando associadas a
ativacao do endotélio e a sua disfungao, coincidente com niveis circulantes elevados
de LDL-ox, moléculas de adesao intracelular e vascular, e proteina C reativa
(proteina plasmatica de fase aguda produzida pelo figado) (CHEN et al., 1998).

A angiotensina Il € um dos estimulos mais potentes de ativagcdo das NOS
vascular, o que relaciona a produgao de ERO com a ativacdo do sistema renina-
angiotensina na hipertensdo. Assim, farmacos que agem sobre o sistema renina-
angiotensina reduzem a atividade das NOS, fazendo, entdo, desta enzima um alvo
especifico da droga (FURUKAWA et al., 1998).
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Figura 24. Hipertensdo e ERO. (GONZALEZ, 2006)
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Os danos vasculares induzidos pelo estresse oxidativo sdo mediados por
NOS e homocisteina (VAN RIPER et al.,, 1997; KAMM et al., 1985). As NOS
associadas a membrana sao a maior fonte de ERO em condigcdes pre-
ateroscleroticas em artérias periféricas e coronarias humanas (ARCHER et al., 1994,
ROBERTSON et al., 1993).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar, detalhadamente, a via L-arginina-oxido nitrico em plaquetas humanas de
adolescentes saudaveis e pacientes adolescentes com obesidade e sindrome
metabdlica, bem como avaliar o estado metabdlico-hormonal, inflamatério e o

estresse oxidativo.

2.2 Objetivos Especificos

v Estudar o transporte de L-arginina e sua associagdo a produgédo de oOxido
nitrico, através da avaliacdo da atividade e da expressdo da NOS e da concentracao
intraplaquetaria de GMPc em plaquetas de adolescentes saudaveis e pacientes
adolescentes obesos e com SM ;

v Analisar a agregacao plaquetaria induzida por colageno (2-6 pg/mL) em
controles e pacientes com SM e com obesidade;

v Avaliar a relacédo entre concentragao plasmatica de marcadores inflamatorios
(leucécitos, fibrinogénio e proteina C reativa ultrassensivel), estado metabdlico-
hormonal, estresse oxidativo, aminoacidos e a via L-arginina-NO em plaquetas de

pacientes e controles;
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3 METODOLOGIA

3.1 Selegao dos individuos

Participaram do estudo 30 adolescentes, sendo 10 obesos, 10 com SM, e 10
controles saudaveis pareados por idade, sexo e classificagdo de Tanner (Tanner,
1962) (controles: n= 10, 15.6 £ 0.7 anos; obesos: n= 10, 15 £ 0.9 anos; SM: n= 10,
14.9 + 0.8 anos). Para participar do estudo os individuos deveriam ser classificados
como jovens adolescentes de acordo com a definicdo da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), ou seja, possuir idade entre 10 e 19 anos, e estar em estagios
puberais a partir do estagio Ill de Tanner ou em estagio pos-puberal. Foram
utilizados os seguintes critérios de exclusao: cardiopatia isquémica, insuficiéncia
cardiaca, transfusao recente, infec¢cao e uso de medicamentos antiplaquetarios.

Os participantes do estudo foram recrutados do Hospital Universitario Pedro
Ernesto (HUPE) — Nucleo de Estudos da Saude do Adolescente (NESA) da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) —, do Instituto Estadual de
Diabetes e Endocrinologia do Rio de Janeiro Luis Capriglione (IEDE) e da Escola
Estadual de Formacao de Professores Julia Kubitschek (EEJK), e divididos em trés
grupos: controles, obesos e sindrome metabdlica, de acordo com o calculo do IMC
para sexo e idade, classificado, de acordo com os graficos nos Anexos 1 e 2 do
NCHE- National Center for Health Statistics em colaboracdo com CDC-Center for
Chronic Disease Prevention and Health Promotion.

Uma vez identificado o percentil, o estado nutricional foi determinado de

acordo com a Quadro 1.

A classificagdo da SM foi baseada nos critérios apresentados no Quadro 3,

sendo determinada pela presenga de no minimo trés critérios.
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3.2 Aspectos éticos

O estudo teve a aprovagdo do Comité de Etica e Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto (CEP/HUPE-processo 451) (Anexo 3) e o consentimento
dos pacientes, por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido pelo responsavel (Anexo 4).

3.3 Avaliagao clinica e laboratorial

Os dados clinicos referentes aos pacientes, necessarios ao estudo, foram
coletados utilizando-se o Protocolo do Laboratorio de Transporte de Membrana
elaborado previamente (Anexos 5). As avaliagbes bioquimica, hematoldgica e
hormonais foram feitas no laboratério Central do Hospital Universitario Pedro
Ernesto e do IEDE.

Os seguintes parametros clinicos foram avaliados:

v Altura: determinada pela média de trés medigbes realizadas com
estadibmetro Tonelli de parede com escala em milimetros (padrdo nacional),
amplitude de medida de 400 a 2200 mm,;

4 Peso: avaliado com os adolescentes vestidos com roupas leves (avental
descartavel) na balanca eletrdnica Filizolla® (capacidade para 150 kg e sensibilidade
100 g);

v IMC: peso em quilogramas dividido pela altura em metros ao quadrado,
conforme mencionado anteriormente;

v Relacgao cintura/quadril: as medi¢des da circunferéncia da cintura e do quadril
foram realizadas com os individuos em pé, usando-se fita métrica extensivel. A
medida da cintura € no ponto médio da distancia entre a ultima costela e a crista
iliaca antero-superior. O quadril foi medido na regido de maior perimetro entre a
cintura e a coxa (KEENAN et al., 1992).

v A presséao arterial sistolica e diastolica: foram verificadas na posi¢céo sentada

(apds descanso por 5 minutos e com trés aferigdes);
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v Circunferéncia de pescogo determinada pela média de trés afericbes com fita

métrica extensivel.

3.4 Isolamento e preparo das plaquetas

As amostras de sangue (20-30 mL) foram coletadas por venopuncédo nos

pacientes e controles e transferidas para tubos de polipropileno, onde o sangue foi

misturado com anticoagulante ACD (Acido citrico- 7,5g; Citrato trissédico- 12,5g;

Glicose- 10g; pH=4,5). Todas as etapas de isolamento e preparo das plaquetas

foram realizadas em temperatura ambiente. A primeira centrifugagao (Eppendorf

Centrifuge 5804 C) das amostras é realizada durante 15 minutos a 250g, para

obtengao do plasma rico em plaquetas. Em seguida, o plasma rico em plaquetas é

transferido para tubos de polipropileno e centrifugado a 900g por 10 minutos. O

sobrenadante é entdo descartado e as plaquetas ressuspensas em solucado Kreb'’s

(Quadro 5).
Solutos mM g/l

Nacl 119 6,954
MgCl, 1,2 0,244
KCL 4,6 0,343
CaCl, 1,5 0,187
NaHCO; 15 1,26
Glicose 1 1,98
NaH,PO, 1,2 0,187

Quadro 5. Solugao de Krebs. pH=7,4
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3.5 Extragao de proteina e Western Blotting

Foi avaliada a expressao das isoformas endotelial e induzivel da NOS em
plaguetas através de Western Blotting. As proteinas foram extraidas a partir do
isolamento de plaquetas de pacientes e controles por centrifugagcdo. A dissolugao
dos pellets de plaquetas foi realizada em tampao de extracdo de proteinas (Quadro
6), contendo inibidores de proteases (Protease inhibitor Cocktail — Sigma EUA),
seguida por rapido congelamento e descongelamento com nitrogénio liquido. Entéao
as amostras foram submetidas a um banho de ultrassom (MaxiClean 1400) por 15
minutos e centrifugadas (Eppendorf Centrifuge 5417 C) a 2000g por 15 minutos a
4°C para a remocao de debris celulares e o sobrenadante foi armazenado a -80°C
até a sua utilizagao.

Os ensaios de Western Blotting foram realizados com 20 ug de proteina dos
lisados de plaquetas suspensos em tampao de amostra (Quadro 7) apos
desnaturacgdo das proteinas por incubagéo a 90°C por 10 minutos.

As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida NUPAGE® Novex Bis-
Tris 10% (Invitrogen - CA) e as proteinas separadas por eletroforese a 200V por 60
minutos, utilizando-se tampdo de corrida (Quadro 8). A transferéncia para as
membranas de PVDF (Invitrogen - CA) foi feita em tamp&o de transferéncia (Quadro
9) com voltagem de 40V por 3h para os ensaios da NOS.

Foram utilizados anticorpos primarios monoclonais para eNOS e iNOS (BD
Biosciences — UK) na concentragao de 1:1000. O procedimento empregado para
detecgdo, por sua vez, foi o sistema baseado em quimioluminescéncia
Westenbreeze (Invitrogen - CA). Padrao de peso molecular, o Full-Range Rainbow™
Molecular Weight Marker (GE Healthcare — EUA), e controles positivos lisados de
macrofagos e células endoteliais, rim e figado (BD Biosciences Pharmingen) foram
usados.

As bandas foram quantificadas por densitometria, utilizando-se o programa
Adobe Photoshop 7.0.



NP-40 1%
Tris-HCI 20 mM

NaCl 400 mM

EDTA 1mM

Quadro 6. Composicédo do tampao de extragao de proteinas. pH =7,5

Tris 200 mM
SDS 8%
Glierol 40%
B-mercaptoetanol 8%
Azul de bromofenol 0,40%

Quadro 7. Composi¢cédo do tampao de amostra. pH= 6,8

Tris 250 mM
Glicina 1,92 M
SDS 1%

Quadro 8. Composicédo do tampao de corrida.

Glicina 0,2M
Tris 25 mM
SDS 0,10%

Etanol 18%

Quadro 9. Composigao do tampao de transferéncia.
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3.6 Dosagem de proteina

A mensuracdo das proteinas foi feita através de um ensaio colorimétrico,
utilizando-se o kit BCATM Protein Assay (Pierce-USA).

3.7 Dosagem de aminoacidos

A concentragcdo de aminoacidos foi dosada pelo laboratério DLE Medicina
Laboratorial, através do método de Cromatografia Liquida de Alta Performance

(HPLC), utilizando plasma heparinizado.

3.8 Transporte de L-arginina em plaquetas

No experimento de transporte de L-arginina em plaquetas, L-arginina tritiada
(concentragdes de 1-50 pyM, Sigma) foi adicionada a suspensdo de plaquetas, e
incubada por 5 minutos a 37° C. Para fracionar o transporte total em difusdo e
sistema y’L, o aminoacido neutro L-leucina (10 mM) foi adicionado a suspenséo de
plaguetas. O sangue foi entdo centrifugado (Eppendorf Centrifuge 5804 C)
rapidamente e lavado com Krebs, as células lisadas com Triton X-100, e a
radioatividade contada em um analisador de cintilacdo (LS65000 Liquid Scintillation

Counter Beckman Coulter, Califérnia).



83

3.9 Analise cinética

A cinética de um transporte mediado por um carregador é a expressao da
equacao de Michaelis-Menten:
V= [S]. Vmax
Km + [S]
Na qual:
V= velocidade do fluxo
Vmax= velocidade maxima do fluxo
[S] = concentracdo do substrato

Km = concentracédo do substrato que corresponde a metade do Vax

Para o calculo da equagao de Michaelis-Menten e para determinar 0 Vimax €

Km, foi utilizado o programa comercial Enzfitter (Elsevier).

3.10 Analise da atividade da NOS plaquetaria

A atividade basal da NOS foi avaliada em plaquetas de pacientes com SM e
obesidade e controles pela conversdo de L-[’H]-arginina em L-[*H]-citrulina. L-[>H]-
arginina foi adicionada a suspensao de plaquetas, seguida de incubacao por 45
minutos a 37°C. A reacgao foi interrompida por rapida centrifugagdo, com posterior
lavagem com solucéo de Krebs. As plaquetas séo lisadas com Tryton e transferidas
para uma coluna contendo a resina Dowex. L-[°H]-citrulina foi removida para tubos

de cintilagao, o liquido cintilante adicionado e a radioatividade contada.
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3.11 Mensuracgao de GMPc intracelular

A concentragdo basal intraplaquetaria de GMPc foi avaliada por método
ELISA (Kit Cayman). Foram adicionados 200 uM de IBMX (inibidor de
fosfodiesterase) a suspensdo de plaquetas e realizada incubacéo por 30 minutos.
Em seguida, acido percldrico foi acrescentado as amostras, que foram submetidas a
um banho de ultrassom (MaxiClean 1400) por 15 minutos. As amostras foram
congeladas rapidamente em nitrogénio para posterior centrifugacdo (Eppendorf
Centrifuge 5417 C) a 2000g por 20 minutos. Os sobrenadantes contendo GMPc
foram coletados e estocados a -80° C, até a leitura por um ensaio enzimatico
utilizando o método ELISA (Kit Cayman).

3.12 Agregacao plaquetaria

O sangue coletado anticoagulado com citrato trissddio a 3,8% (Quadro 10) foi
centrifugado a 180g (Eppendorf Centrifuge 5804 R) por 15 minutos em temperatura
ambiente. O plasma pobre em plaquetas (PPP) foi obtido por centrifugacao
(Eppendorf Centrifuge 5804 R) de 900g por 10 minutos. A concentrac&o plaquetaria
do plasma rico em plaquetas (PRP) foi ajustada com o PPP para uma contagem
constante de 2,5 x 10%/mL. A agregacao foi induzida por coldgeno (2, 4 e 6 pg/L) e a
resposta monitorada por 5 minutos em um agregbmetro de 4 canais (Chrono-Log)
(Figura 25). Os testes foram feitos a 37° C, numa velocidade de rotagdo de 900 rpm.

A agregacao maxima foi expressa em percentual.

Citrato trisédico 130,5 38

Quadro 10. Composigao do citrato de sddio. pH=4
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Figura 25. Exemplo de um experimento de agregacgao plaquetaria induzida por
diferentes concentragdes de colageno (2 — 6 uyg/mL).

3.13 Determinagao da peroxidagao lipidica

Como um marcador de peroxidagao lipidica, a formacdo das substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foi utilizada durante uma reacgdo de
aquecimento do acido tiobarbiturico. As amostras de plaquetas e soro foram
misturadas com 1mL de acido tricloroacético 10% e 1mL de acido tiobarbiturico
0,67% e foram aquecidas em um banho de agua fervente durante 30 minutos. As
TBARS foram determinadas através da absorbancia a 532 nm (Biotrak Il, GE Health,
EUA) e foram expressas como equivalentes de malondialdeido (hm/mg de proteina)
(DRAPER et al., 1993).
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3.14 Analise da atividade da superéxido dismutase

As plaquetas e o soro foram utilizados para determinar a atividade da SOD,
que foi analisada através da mensuracgao da inibicido da auto-oxidacado da adrenalina
em uma absorbancia de 480 nm (GE Health, EUA).

3.15 Analise estatistica

Os dados obtidos foram apresentados em forma de média + erro padréo (EP).
O Vmax € 0 K, dos sistemas de transporte foram determinados através da equacao
Michaelis-Menten. A significancia estatistica foi determinada quando p<0.05, usando
Analise de Variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey, quando os dados
apresentavam distribuicdo normal, e Teste de Kruskal-Wallis, para dados nao
distribuidos normalmente, para comparagdes entre os trés grupos. As analises de
correlacao foram realizadas através do Coeficiente de Correlacdo de Pearson. Os
calculos estatisticos e o preparo dos graficos foram realizados através do programa
de computador GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Prism Program, San Diego, CA,
USA).

3.16 Reagentes

A maioria dos reagentes utilizados foram provenientes da Sigma Chemical

Co. (St. Louis, MO, USA), exceto o colageno, que foi adquirido na Chrono-Log.
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados da avaliagao clinica

As caracteisticas clinicas e nutricionais dos pacientes e controles estdo
sumarizadas na Tabela 1. Os valores do IMC observados comprovam o estado de
obesidade dos pacientes. Também foi evidenciado que os pacientes de ambos os
grupos apresentavam aumento da circunferéncia do pescogo, da cintura e do

quadril, das pressdes arteriais sistolica e diastdlica, comparados aos controles.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e nutricionais dos controles saudaveis e dos
pacientes com obesidade e SM.

Dados clinicos Controles Ms:art‘:;g:?:a Obesidade
Numero de pacientes (Masculino/Feminino) 10 (3/7) 10 (3/7) 10 (4/6)
Idade (anos) 15.6 £ 0.7 14.9+0.8 15.0+£ 0.9
Peso ao nascer (Kg) 3.3+£0.2 35+0.3 3.4+0.1
Circunferéncia do Pescogo (cm) 325+11 38.6+0.9* 37.3+1.5*
IMC (Kg/m?) 20.1£0.7 37.1%2.1* 33.1+ 1.5
Freqiiéncia Cardiaca (bpm) 812+25 87.2+1.8 87.0+2.1
Pressao Arterial Sistolica(mmHg) 104 £+3.1 1295+ 3.8* 116.0 £ 6.7
Pressao Arterial Diastélica (mmHg) 61+ 1 775127 715+ 3.8
Cintura (cm) 68.2+1.9 104.7 +3.8* 101.9 £ 4.3*
Quadril (cm) 95.0+£1.9 122.1+4.3* 118.8 £ 3.1*
Relagao cintura/quadril (RCQ) 0.70+ 0.02 0.86 *+ 0.02* 0.85 + 0.02*

*p< 0.05 vs controle
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4.2 Resultados laboratoriais

4.2.1. Hematologia, bioquimica e hormbnios

A Tabela 2 mostra os resultados dos dados laboratoriais com significancia nos
seguintes resultados: os leucocitos e a insulina estavam aumentados em ambos os
grupos de pacientes, comparados ao grupo controle, e nos pacientes com SM, em
relagdo aos obesos; a GGT, a Homa IR e a leptina estavam maiores em ambos os
grupos de pacientes, quando comparado ao grupo controle; os niveis de fibrinogénio
elevados nos adolescentes do grupo obeso, em relagdo ao grupo controle; as
plaquetas, o acido urico, os triglicerideos e a PCR estavam elevados na SM, em

relagao aos controles, enquanto o HDL estava diminuido.
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Tabela 2. Dados laboratoriais dos controles e dos pacientes com sindrome

metabdlica e

obesidade

dos

pacientes

com

Hemoglobina (g/dL)
Hemataocrito (%)
Leucécitos(mm?)
Plaqueta (103/mm?3)
Ureia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Acido Urico (mg/dL)
Saédio (mmol/L)
Potassio (mmol/L)
Colesterol Total (mg/dL)
Colesterol HDL (mg/dL)
Colesterol LDL (mg/dL)
Colesterol VLDL (mg/dL)
Triglicerideos (mg/dL)
TGP (U/L)

TGO (U/L)

GGT (U/L)

Fosfatase Alcalina (U/L)
TSH (mUl/mL)

Glicemia (mg/dL)
Insulina (pUI/mL)

Homa

Homa IR

Leptina (ng/mL)
Fibrinogénio (mg/dL)
PCR ultrassensivel(mg/L)

11.8+1.3
37.1+2.9
6255 + 395.3
248.3+10.8
22419
0.9+0.0
42+04
137.8 £ 0.8
4.2+0.1
147.6 £ 9.3
51.7+3.4
76.4+7.4
149+1.5
717277
12.8+1.9
18.7+£1.0
10.6 £ 1.3
107.3 + 25.6
21+04
85.6+2.0
42+1.1
81.0 + 24.1
0.9+0.2
79+2/1
237 7.2
0,033 +0,008

125+ 04
37.3+0.7
8230 £ 554.7* #
322.1 +20.3*
242+ 1.7
0.8+ 0.1
5.8+ 0.4~
139.9+ 1.1
4.4 +0.1
168.4 + 11.9
37.9+1.6"
101.8 + 9.1
29.8+6.6
166.3 £ 28.1*
26.4+9.0
19.8+4.0
29.1 £ 3.5*
169.5+77.9
3.5+£04
88.7+23
14.8 £ 1.5%#
202.7 + 13.6*
3.0£0.3"
39,38 + 5,8*
276 £ 27.4
0,916 + 0,337*

13.6+0.4
40.1+£0.9
7530 + 583.9*
258.9 + 26.0
27.2+3.5
0.7£0.0
55+0.5
139.8+1.2
4.4 +0.1
169.8 + 10.1
43.4+£2.2
105.8 + 9.2
25.1+£5.3
121.7 £ 16.9
24840
23.0+2.1
30.7 £7.5"
104.4 £ 17.4
28+0.5
86.2+23
9.5+ 1.1%
143.8 + 25.2
23+0.5"
38,19+ 6,0*
331.9 + 26.3*
0,234 + 0,055

*p= 0.05 vs controles, #p=0.05 sindrome metabdlica vs obesidade, Homa IR - Homeozstasiz Mode! Azsezsment
Inzwlin Resistance = (U x GJW 22,5, Homa B- Homeostasiz Model! Azzezzment B-Cell Function = (20 = WG]
— 3,5}, W = insulinemia de jejum { mU/L} & GJ= glicemia de jejum{ mmol'L} (Matthews et al, 1985)
TGO-Transaminase Glutdmice Oxalacética; TGP-Transaminase Glutdmico Pirdvica,GGT-Gama Glutamil

Transferase

Confirmam-se, assim, os critérios para a SM utilizados nesta pesquisa, de

acordo Critérios de Cook modificado do ATP Ill para SM em adolescentes, descrito

no Quadro 3. Apesar da glicemia néo estar elevada, niveis aumentados de insulina

foram observados em ambos os grupos de pacientes.
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4.2.2 Aminoacidos

Foi analisado um total de 19 aminoacidos como mostra a Tabela 3, mas n&o
houve diferenga entre os grupos. Embora a média das concentragbes plasmaticas

de arginina estivesse maior em ambos os grupos de pacientes em relagdo aos

controles, ndo houve significancia estatistica.

Tabela 3. Concentragcbes plasmaticas dos aminoacidos (uM/L) em controles (n=6),
pacientes com SM (n=6) e pacientes obesos (n=6).

Aminoacidos

Controles

Obesidade

Fenilalanina 63,0015,46 55,82+3,90 62,10+7,65
Glicina 226,70+£40,54 183,50+18,56 259,00£20,13
Isoleucina 83,02+7,07 89,08+11,46 92,2515,57
Leucina 81,62+4,72 142,20+14,36 125,90+8,75
Metionina 21,13+4,987 19,47+2,03 27,87+3,22
Serina 137,70+17,57 125,40+14,98 108,50+6,66
Taurina 123,60+23,69 130,00+19,96 142,40+20,62
Tirosina 60,88+60,88 68,6515,26 63,87+6,30
Treonina 160,10+33,59 87,08+2,19 86,15+2,50
Asparagina 50,236,293 59,05+6,16 59,134,294
Valina 206,60£29,40 167,20+13,51 199,00+22,11
Triptofano 48,7516,61 52,17+5,30 45,57+7,44
Alanina 253,30£29,31 242,30+38,83 265,80+18,53
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4.2.3 Transporte de L-arginina em plaquetas

O transporte de L-arginina (pmol/10°céls/min) através do sistema y‘L estava
diminuido nos pacientes com SM (18.4 + 3.8, n=10) e obesidade (20.8 + 4.7, n=10),
comparados aos controles (52.3 £ 14.8, n=10) (Figura 26).
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Figura 26. Transporte de L-arginina em plaquetas de controles e pacientes com SM
e obesidade.

4.2 .4 Atividade da NOS em plaquetas

A producgdo basal de L-citrulina plaquetaria, pmol/10%céls, foi similar entre os
trés grupos (Obesidade: 0.16 + 0.03, n=10; SM: 0.12 £ 0.02, n=10; e Controles: 0.17
1 0.04, n=10) (Figura 27).
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Figura 27. Producéao de L-citrulina em plaquetas de controles e pacientes com SM e
obesidade.



4.2.5 Concentracéo intraplaquetaria de GMPc
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Nao houve diferenga significativa na concentragao plaquetaria basal de GMP
ciclico entre os trés grupos (Controles: 0.19 + 0.03; Obesidade: 0.15 £ 0.02; SM:
0.12 £ 0.02) (Figura 28).

0.34
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0.1+

GMPc(pmoI/1O8 cells)
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1 Controles (n=10)
I Obesidade (n=8)
Il Sindrome Metabdlica (n=10)

Figura 28. Concentragao intraplaquetaria de GMPc de controles e pacientes com

SM e obesidade.

4.2.6 Agregacio plaquetaria

A capacidade de agregacao de plaquetas isoladas em resposta ao colageno

(2-6 pug/ml) mostrou uma dose resposta, mas sem diferenga significativa entre os

trés grupos (Figura 29).
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Figura 29. Agregacdo das plaquetas de controles e dos pacientes com SM e

obesidadade.
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4.2.7 Expressio das isoformas da NOS em plaguetas

A avaliagdo da expressdo da enzima NOS endotelial realizada por western
blotting, apresentada em unidades arbitrarias, mostra que as plaquetas humanas
expressam essa enzima de forma constitutiva (eNOS), e que nao houve diferenca
significativa entre pacientes obesos (1.36 + 0.08) com SM (1.14 + 0.18) e controles
(0.87 £ 0.01) (Figura 30).

Controle Obesidade SM
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Figura 30. Expressdo da NOS endotelial em plaquetas de pacientes obesos e com
SM e controles.

O Western Blotting de lisado de plaquetas mostra que as plaquetas humanas
expressam a enzima NOS induzivel (iINOS) e que, da mesma forma que a eNOS,
nao houve diferenca significativa entre pacientes obesos (0.77 + 0.05), com SM

(0.85 + 0.15) e controles (0.73 + 0.17) (Figura 31).
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Figura 31. Expressdo da NOS induzivel em plaquetas de pacientes obesos e com
SM e controles.

4.2 .8 Substincias reativas ao acido tiobarbiturico no soro

A formagédo de TBARS no soro ndo mostrou diferenga significativa entre os
pacientes com obesidade (0.0002605 + 6.730e-0050 nMol/mg de proteina) e SM
(0.0003332 + 6,832 e-005nMol/mg de proteina), quando comparada aos controles
(0.0003684 £ 0.00013730 nMol/mg de proteina) (Figura 32).
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Figura 32. Formagdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) em
soro de pacientes obesos e com SM e controles.
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4.2.9 Atividade da SOD nas plaquetas
A atividade da SOD, através da mensuragao da inibicao da auto-oxidagao da

adrenalina, mostrou diferenga significativa nas plaquetas de pacientes com
obesidade (4235 + 613.2 nMol/mg de proteina) quando comparada a SM (1713
267.7 nMol/mg de proteina) e controles (1011+ 123.6 nMol/mg de proteina) (Figura
33).
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Figura 33. Atividade da SOD em plaquetas de pacientes de pacientes obesos e com
SM e controles.

4.2.10 Atividade da SOD no soro

A atividade da SOD, através da mensuragao da inibicao da auto-oxidagao da
adrenalina, mostrou diferenga significativa em soro de pacientes com obesidade
(4235 £ 613.2 nMol/mg de proteina), quando comparada aos controles (1011+ 123.6
nMol/mg de proteina) (Figura 34).
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Figura 34. Atividade da SOD em soro de pacientes de pacientes, obesos e com SM

e controles.

4.3 Correlagoes

4.3.1 HDL-C vs influxo de L-arginina via sistema y'L

Houve uma correlacao positiva do influxo de L-arginina com os niveis de HDL-

Colesterol (Figura 35).
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Figura 35. Correlacdo HDL-C vs influxo de L-arginina.

4.3.2 Correlacdo da insulina vs influxo de L-arginina via sistema y'L

Houve correlagao negativa do influxo de L-arginina com os niveis de insulina
(Figura 36).
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Figura 36. Correlacao insulina vs influxo de L-arginina.
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4.3.3 Correlacdo do indice Homa vs influxo de L-arginina via sistema y'L

Houve uma correlagdo negativa do influxo de L-arginina com os indices Homa
IR, relacionada a RI (Figura 37) e Homa Beta, relacionado a fungdo da célula beta
(Figura 38).
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Figura 37. indice Homa IR vs influxo de L-arginina.
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Figura 38. indice Homa B vs influxo de L-arginina.
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4.3.4 Correlacdo da leptina vs influxo de L-arginina via sistema y'L

Correlagdo negativa entre influxo de L-arginina e os niveis de leptina foi

observada (Figura 39).
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Figura 39. Leptina vs influxo de L-arginina.
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5 DISCUSSAO

Nesta tese foram observadas alteracdes clinicas e laboratoriais nos pacientes
obesos e com SM que reforcam um estado de inflamagao subclinica, pro-
aterogénica e protrombdética. Levando-se em conta a faixa etaria desta populacao,
cuja meédia de idade foi de aproximadamente 15 anos, devemos atentar para a
gravidade das condigdes de morbidade deste grupo tdo jovem e com perspectivas
cardiovasculares e metabdlicas de pior prognostico. Serdo analisadas e discutidas
estas alteragdes seguindo a ordem da Tabela 1 e Tabela 2.

Os casos de obesidade se confirmaram pelo IMC mais significativo da SM e
obesidade em relagdo aos controles. Em seguida, foi observada alteracdo da
pressao arterial. A pressao arterial sistélica e diastélica observada nos pacientes
com SM estava elevada em relagdo aos controles. Esta alteracdo pode estar
relacionada a RI, hiperatividade do sistema nervoso simpatico e alteracdes de
estrutura e fungdo vasculares. Cerca de 30% das criangas e adolescentes com
sobrepeso e obesidade podem apresentar hipertensdo arterial sistémica
(GOOSSENS et al., 2003).

A hipertensdo também pode ser explicada pelo aumento da expressao de
endotelina-1 (ET-1), pela expressdo dos receptores do sistema renina-angiotensina
nos adipdcitos viscerais e pela propria obesidade (WILLA et al., 2003).

Os acidos graxos poli-insaturados tornam as plaquetas mais ativadas e o
colesterol a membrana mais rigida, fazendo com que os receptores de plaqueta
figuem mais sensiveis. Portanto o acoplamento dos agonistas plaquetarios estimula
a fosfolipase a liberar o acido araquidénico, transformando-o em TXA,, um lipideo
eicosanoico, potente vasoconstritor, que também pode contribuir para a hipertensao
(BATLOUNI, 1999. p. 327-54).

O aumento da cintura, quadrii e relacdo cintura/quadril decorrem
provavelmente do aumento de gordura abdominal e visceral. As adipocitocinas
liberadas pelos adipécitos destes tecidos, principalmente o TNF-alfa, agrava a RI. O
TNF-a compromete a via de sinalizagao da insulina, pois inibe a captacao de glicose
e leva a: um aumento na expressao da forma induzida da NOS no musculo; uma

reducdo na meia-vida do mRNA da eNOS; e aumento na producdo de superoxido
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pelo NADPH oxidase vascular. No vaso, o TNF-a reduz a biodisponibilidade do NO
em cultura de células endoteliais e impede a vasodilatacdo endotélio-dependente
(BAHIA et al., 2006). Agravando ainda o quadro, ha de se destacar o papel das
outras citocinas pré-inflamatérias, secretadas pelo préprio tecido adiposo, como a IL-
6, que também diminui a sinalizacao insulinica, e o PAI-1, na atividade inflamatdria
vascular, predispondo a formagao de estrias e placas ateromatosas. Em contraste,
adiponectina tem uma relac&o inversa com a obesidade, inflamagéao e Rl (FONSECA
ALANIZ et al., 2006).

Na analise dos dados laboratoriais desta tese com relagdo aos marcadores
inflamatorios, observou-se aumento: dos leucécitos no grupo de SM e obesos em
relacdo aos controles, do fibrinogénio e do PCR ultrassensivel. Pode-se hipotetizar
que o aumento dos marcadores inflamatérios observados esta relacionado ao
estado subinflamatério crénico da obesidade e SM, agravando o estresse oxidativo,
podendo levar ao desacoplamento da NOS.

Os acidos graxos liberados do tecido adiposo visceral estimulam a produgéo
de ERO, as quais estdo associadas a uma reducédo do transporte de glicose
estimulado pela insulina e aos danos em o6rgaos-alvo, tais como as relacionados
com o DM e a DAC. A inflamacdo medida pela PCR tem demonstrado ser um
componente integral do processo aterosclerético e da Rl (SINAIKO et al., 2005).

O &acido urico estava elevado nos pacientes com SM, o que pode estar
relacionado a RI, segundo FACCHINI et al. 1991. Esta associagao é explicada pela
hiperinsulinemia, que, possivelmente, diminui a excrecdo renal de acido urico.

Alguns estudos mostram que niveis elevados de triglicéridios estdo mais
relacionados com a hiperuricemia, por um aumento do requerimento de NADPH para
a sintese de novo de acidos graxos (CLAUSEN et al., 1998).

A obesidade em adolescentes pode desencadear o estresse oxidativo com
aumento da producao de superoxido (GRUBER et al., 2008). Segundo Guido et al.
(2002) o aumento da oferta de acidos graxos livres circulantes, o estresse oxidativo,
a hipertensao arterial e o aumento de moléculas de LDL pequenas e densas sao
alguns dos possiveis mecanismos envolvidos na menor oferta de NO decorrente da
RI. Portanto, a elevada ingesta de dietas ricas em gorduras, em especial as
saturadas, como se observa atualmente na juventude (tem uma base alimentar em

Fast Food), reforca as observagdes anteriores e a hipétese de Barker, pois nos
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paises em desenvolvimento, ha concomitancia entre a desnutricdo e obesidade, logo
a deficiéncia na oxidacao dos lipideos pés-prandial. Este estado dislipidémico pode
comprometer a fluidez da membrana plasmatica incluindo a plaquetaria. A
estabilidade da membrana plasmatica deve ser mantida, uma vez que permite o
arranjo tridimensional adequado dos receptores e carreadores, assim como a agao
de alguns lipidios. Como ja mencionado, os acidos graxos poli-insaturados
(diferentemente dos saturados que causa certa rigidez na membrana), através de
suas duplas ligagbes, deixam a membrana mais fluida possibilitando ligagdes
eficientes, facilitando a troca de substancias entre o meio intra e extracelular. A
vitamina E € capaz de proteger as moléculas de LDL-colesterol do processo de
oxidacdo em humanos e o uso de 6leo de peixe melhorou a fungcdo endotelial
agudamente em individuos com hipercolesterolemia (CHIN et al., 1996), diminuindo
a lipotoxicidade presente nos estados de insulino-resisténcia.

O aumento de VLDLs e triglicéridios, a redugao do HDL-colesterol e o LDL-
colesterol rico em particulas pequenas e densas constituem um perfil lipidico
bastante aterogénico. Alteragdes na fluidez de membranas de plaquetas associadas
ao LDL circulante foram recentemente descritas na obesidade (RAFFAELLI et al.,
2009).

Os resultados desta tese demonstram, pela primeira vez, que o transporte de
L-arginina via sistema y’L esta inibido em pacientes adolescentes com obesidade e
sindrome metabdlica, comparados aos controles. No grupo geral de pacientes deste
estudo, houve uma correlagao positiva entre o transporte de L-arginina através do
sistema y'L e circulacdo de lipoproteinas de alta densidade (HDL)
antiaterogénicas.Um classico estudo demonstrou que o HDL-colesterol diminui a
funcdo das plaquetas porque aumenta a atividade da NOS (MEHTA et al., 1995).
Além disso, a HDL transporta o excesso de colesterol dos tecidos periféricos para o
figado para a sua excrecgao e inibe a oxidagao do colesterol LDL. De acordo com o
nosso conhecimento, ndo ha nenhum estudo que prove um efeito direto do HDL-
colesterol no sistema de transporte y'L. Uma possibilidade é de os niveis elevados
de colesterol HDL participem do colesterol da membrana, com preservacao
biomecanica que, por sua vez, modula os transportadores de aminoacidos nas

plaquetas e células do sangue.
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A magnitude do efeito do colesterol na rigidez celular induzida por alteragées
na membrana pode levar a alteragdes do transporte do aminoacido catiénico L-
arginina, precursor da sintese de NO, incluindo o sistema y’L (PETNEHAZY et al.,
2006).

Devido a particular composicao lipidica da cavéola, € possivel propor que a
conhecida associacdo entre hipercolesterolemia e disfuncdo endotelial, possa
envolver uma alteragao da fisiologia dessa estutura. Portanto, a diminuigdo do HDL
observado nos nossos pacientes, pode dificultar a troca e favorecer uma maior
alteracdo nas cavéolas, diminuindo a expressao e a atividade da eNOs. Por outro
lado, a exposicédo ao estresse oxidativo ou as lipoproteinas oxidadas, leva a reducao
do numero de caveéolas, bem como da associacdo da eNOS com as mesmas,
ocasionando uma menor producdo de NO. E possivel que uma diminuicdo da
atividade do transporte de L-arginina em plaquetas através do sistema y'L
observada limite a producdo de NO em plaquetas. A auséncia de alteragbes na
atividade da NOS e na expressao da eNOS e iNOS, talvez seja por uma questao de
tempo, ja que os pacientes ainda sao jovens.

As alteracbes hepaticas que acompanham a obesidade sdo decorrentes de
mecanismos combinados, que envolvem a Rl e o estresse oxidativo. Observa-se
desde a infiltragdo gordurosa no figado, que pode progredir e evoluir para
esteatoepatite (20% dos casos) e cirrose hepatica (2% dos casos). O padrao-ouro de
diagndstico da lesdo hepatica € a bidpsia. No grupo de pacientes (SM e obesos),
encontramos alteragdes relacionadas ao GGT.

A insulinemia e o HOMA estavam alterados em ambos os grupos de
pacientes. O indice HOMA-IR vem sendo utilizado para avaliagdo de resisténcia
insulinica com bons resultados. Possui boa correlagdo com o clamp euglicémico
hiperinsulinémico e com a insulinemia de jejum (MATTHEWS et al., 1985). Também
€ de facil realizagao, pois é calculado por meio de uma férmula cujas variaveis sao a
insulinemia e a glicemia de jejum. No grupo de pacientes do presente estudo, tanto o
HOMA IR quanto o HOMA Beta se correlacionaram negativamente com o transporte
de L-arginina.

Além da RI, a hiperinsulinemia compensatéria também se correlacionou
negativamente com o influxo de L-arginina. Mann et al. (2003) observaram que os

efeitos hormonais sobre o transporte de aminoacidos tém sido extensivamente
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revisados para uma variedade de células . A insulina é conhecido por ser capaz de
aumentar a captagdo de L-arginina através de outro sistema de transporte, o y*
(mCAT-1), e também eleva a produgdo de NO em culturas primarias na veia
umbilical de células endoteliais humanas e das glandulas gastricas (SOBREVIA et
al., 1997).

A expressao do receptor de insulina em plaquetas e a exposigao da proteina
de membrana na superficie de plaquetas nao foram conclusivamente demonstradas.
Apesar de a insulina radiomarcada pelo '* I(iodo) ligar-se @ membrana plasmatica
de plaquetas com ~ 570 sitios de ligagao por celula, a existéncia de um receptor de
insulina funcionalmente ativo em plaquetas permanece obscura (HAJEK et al.,
1979). Como a meia-vida das plaquetas é de cerca de 7 dias, é dificil entender como
uma ac¢ao hormonal direta sobre as plaquetas pode levar a um estado pro-trombatico
(RAUCHFUSS et al., 2008).

E mais provavel que a insulina ou os precursores da Rl modulem a adeso
das plaquetas através das células endoteliais, ao invés de uma agao direta sobre
plaguetas. Mais estudos devem ser realizados para determinar os mecanismos
exatos da insulina nos transportadores de membranas e plaquetas.

Neste estudo, os niveis circulantes de L-arginina por medi¢ées de HPLC, n&o
foram afetados pelas condigdes patoloégicas da obesidade e SM. Em uma
observagéo anterior realizada por Gruber et al. (2008), foi evidenciado aumento dos
niveis plasmaticos de L-arginina em pacientes adolescentes obesos, mas no
presente estudo avaliamos também a SM.

Os rins, juntamente com a ingestao dietética (1-2 g / dia), sdo responsaveis
por manter os niveis plasmaticos normais da L-arginina (BRUNINI et al., 2007). Os
mecanismos exatos da controvérsia em torno dos niveis plasmaticos de L-arginina
na obesidade poderiam resultar de varios fatores, como dieta, grau de obesidade e o
envolvimento da L-arginina em outras vias metabdlicas.

Um fator que pode limitar esta capacidade de transporte € a baixa
concentragdo de L-arginina no plasma, a qual foi primeiramente evidenciada por
Moyano et al. (1998) e confirmada no estudo de pacientes com AN realizados no
nosso laboratério (PEREIRA et al.,, 2010). Esta baixa concentragcdo de L-arginina
pode ser decorrente da baixa ingestdo alimentar ou do continuo catabolismo

protéico que estes pacientes sofrem. Sendo assim, uma menor concentracao de L-
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arginina plasmatica pode reduzir o transporte transmembrana e, consequentemente,
o substrato intracelular para a NOS. No entanto, ndo houve diferenca siginificativa na
dosagem do aminoacido L-arginina entre os controles e pacientes com SM e
obesidade.

O transporte transmembrana da L-arginina, independente da concentragao de
L-arginina no interior da célula, € uma das condigdes essenciais para que ocorra a
sintese do NO (LOSCALZO, 2001; MAXWELL, 2000; BRUNINI et al., 2003).
(BRUNINI et al., 2007; MANN; YUDILEVICH; SOBREVIA, 2003), situagao esta
descrita anteriormente como “paradoxo da via L-arginina-NO”. Um trabalho realizado
em nosso laboratério comprovou que o transporte de L-arginina em plaquetas
humanas é realizado por um sistema de transporte de baixa capacidade e elevada
afinidade [Constante de Michaelis-Menten (Ky) 10 uM] para aminoacidos catidnicos
e que também transportava aminoacidos neutros com elevada afinidade na
presenca de Na* (K = 10 uM), via sistema y'L (MENDES RIBEIRO et al., 1999). Os
exatos mecanismos envolvidos na regulagdo do sistema y’L na obesidade e SM néo
s&o claros. E possivel que essas patologias induzam mudancas na afinidade do
sistema y'L pelo substrato, L-arginina, ou na expressdo desse transportador em
plaguetas. Outra hipétese é que a concentragdo aumentada na circulagdo de
analogos da L-arginina na hipertensdo, um dos componentes da SM, ja descrita em
estudos prévios participe dessa inibicado (SYDOW et al., 2005; EID et al., 2004). Em
um outro trabalho, nosso grupo demonstrou que a inibigdo do transporte de L-
arginina em plaquetas por ambos, L-NMMA e ADMA, é mais eficiente em pacientes
hipertensos do que em controles (BRUNINI et al., 2004).

Reducédo do transporte de L-arginina ocorre sob condi¢des de deplecao
intraplaquetaria de aminoacidos (zero-trans) (CHILLARON et al., 1996; SIQUEIRA et
al., 2007). No entanto futuros estudos sdo necessarios para quantificar a
concentracdo de aminodacidos intraplaquetarios na obesidade e SM.

Ha evidéncias de que as concentragcbes plasmaticas de arginina estejam
marcadamente reduzidas em animais e em pacientes diabéticos, provavelmente
devido a diminuigdo da sintese enddgena e ao catabolismo aumentado por tecidos
extraintestinais. Quando tanto arginina e BH4 sdo deficientes (por exemplo, sob
condigdes de diabetes e estresse oxidativo), a redugdo enzimatica do oxigénio

molecular pela eNOS ndo é mais ligada a L-arginina e a oxidagdo da eNOS produz
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quantidades relativamente grandes de superoxido. Este reage com o NO e forma
peroxinitrito, reduzindo ainda mais a biodisponibilidade de NO. Inversamente,
quando arginina e BH4 sdo abundantes, a eNOS continua associada a oxidagéo de
L-arginina e NO é sintetizado, enquanto a produ¢do de ERO ¢ inibida . Elevadas
concentragdes extracelulares de arginina impedem a formacéao de superdxido, reduz
o estresse oxidativo e melhora a Rl em pacientes com DM2. Além disso, o0 aumento
de BHs no endotélio e o aumento da sintese de NO através da suplementacao
dietética com L-arginina ou suco de melancia (que contém altos niveis de L-citrulina,
precursora eficaz de L-arginina) reduziu a adiposidade, bem como as concentragdes
plasmaticas de glicose e triglicerideos. Além disso, estudos recentes com suinos
(um excelente modelo para estudar a fungdo vascular humana) revelaram que, a
longo prazo, a suplementacdo dietética com L-arginina reduziu toda a gordura
corporal, aumentou o ganho de musculo esquelético e melhorou o perfil metabdlico
(WU et al., 2007; WU; MEININGER, 2009).

O GMPc intraplaquetario e agregacgao plaquetaria nao foram alterados nos
pacientes, comparados aos controle. Apesar de existir uma elevagao dose-resposta
em relacdo ao grafico da agregagao, nao foi estatisticamente significativo .

A peroxidacao lipidica estava inalterada no soro, porém a linha de defesa
SOD plaquetaria e do soro estavam aumentadas, demonstrando talvez um primeiro
estagio de defesa do organismo contra os fatores ja descritos da obesidade. Estudo
em nosso laboratorio demonstrou atividade da SOD, reduzida nas plaquetas de
pacientes com anorexia nervosa (AN) em relacdo aos controles (PEREIRA et al.,
2010). Podemos concluir que em condicbes extremas de subnutricdo existe o
comprometimento do sistema antioxidante de defesa.

A leptina € uma proteina codificada pelo gene obesidade (ob) e secretada
pelos adipdcitos. Sua secregcdo € sensivel tanto ao balango energético quanto a
quantidade de massa gorda. Ela age pela ativagao dos seus receptores situados no
plexo coroide e no hipotalamo, inibindo a ingestdo alimentar e estimulando o gasto
energético (KONSTANTINIDES et al., 2001).

Curiosamente, a forma longa do receptor de leptina foi detectada em
plaquetas humanas e altas concentragcdes de leptina agem sinergicamente com ADP
para promover agregacado plaquetaria in vitro. Estas observagbes aumentam a

possibilidade de que a leptina também possa promover trombose e contribuir para
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disturbios do equilibrio hemostatico na obesidade (NAKATA et al., 1999 ). A leptina
foi considerada, em um grande estudo prospectivo, um fator de risco independente
para doenga cardiovascular (WALLACE, et al., 2001).

Com relagao a sinalizagao celular, descrita anteriormente (LUZ, 2005 p. 269 e
270), os receptores de insulina pertencem a familia tirosinoquinase, logo a ativagao
da via AKT libera o NO, exercendo agao antiaterogénica; enquanto que um defeito
na autofosforilagdo da tirosina levara a ativagado da segunda via que € da proteina
ras-MAPK, que, ao contrario da anterior, promove aterogénese.

Semelhante a outros fatores de crescimento, a insulina estimula a via MAPK,
que é de importancia na disfungao sistémica porque provoca defeito tanto na
captacéo de glicose quanto na vasodilatagdo dependente do endotélio mediada por
insulina. Esta via, portanto, regula a produgdo do NO dependente do endotélio, logo
o defeito na captacédo de glicose leva a um defeito no estimulo da vasodilatagéao
endotelial estimulado pela insulina. A via da MAPK é importante para as agodes
proliferativas da insulina. Entretanto, na vasculatura, essa via medeia ndo somente o
crescimento celular, mas também a capacidade migratéria das células endoteliais,
do musculo liso vascular e dos mondcitos (GUIDO et al., 2002).

No tecido adiposo, os acidos graxos livres estimulam a via mitogénica MAPK,
que estimula a PKC. Os receptores tipo 3 tirosinoquinases (via de fosforilagao) estao
presentes nas células endoteliais e plaquetas.

A PKG em plaquetas estimula glicoproteinas lla/lllb e, consequentemente,
estimula a agregacéao plaquetaria .

A via PKC ativada leva a um retardo do relaxamento vascular induzido pela
acetilcolina, aumentando a permeabilidade vascular a albumina, a expressao do
fator de crescimento vascular do endotélio (VEGF) (microvascularizagéo da retina) e
proliferagdo mesangial. Os produtos finais de glicagdo avangada (AGES) também
estimulam a PKC (GUIDO et al., 2002).

A disfungdo endotelial ocasionada pela hiperinsulinemia também pode
decorrer do estresse oxidativo, pois a insulina pode ativar os sistemas nitrérgicos e
endotelinérgicos, como também induzir o aumento de ET-1, elevando a expressao
da NADPH oxidase, com geragao do anion superoéxido (GUIDO et al., 2002).

Os efeitos metabdlicos da adiponectina incluem aumento na sensibilidade a

insulina no figado, musculo e tecido adiposo, mediados por aumentada oxidagao de
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gordura nos tecidos. Existe forte evidéncia de que a sinalizagao para adiponectina
nesses tecidos seja através da via AMPK a qual representa um sistema regulador
metabdlico que funciona em paralelo a sinalizagdo para insulina (KAHN et al.,2005).

No DM, nado esta claro se a hiperatividade plaquetaria decorre dos efeitos
deletérios diretos da insulina sobre a plaqueta e/ou dos originados nas células
endoteliais. A intervencgao terapéutica com a metformina promove efeitos vasculares
diretos através da ativagédo da enzima AMP-quinase (AMPK) nas células endoteliais,
promovendo oxidagao de acidos graxos e diminuindo a lipotoxicidade presente nos
estados de insulino-resisténcia (DORMANDY et al; 2005).

A adesao, ativagdo e agregacao plaquetarias podem estar relacionadas a
producdo do NO estimulada pelas tradicionais vias GMPc-dependentes, onde
principal via de atuagdo do NO, é originado a partir de 5'trifosfato de guanosina
(GTP) pela agcdo da GCs(guanilato ciclase soluvel) no citosol, dependente do
transporte de L-arginina; ou pela via nao-tradicional (menos caracterizada, por
exemplo, NO, por meio desse mecanismo independente de GMPc, pode ativar a
ADP ribosiltransferase e inibir a mobilizacdo de Ca’™ no interior das plaquetas
(EGBRINK et al., 2005).

Na avaliagcdo do grupo de obesos e SM, a auséncia de correlagdo entre
elevados niveis de glicose e sistema y’L em plaquetas ndo foi surpreendente
porque, em estudo cinético prévio, nosso grupo evidenciou que o sistema y’L nao foi
afetado (SIQUEIRA et al., 2007).

6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que:
1- O transporte de L-arginina encontra-se diminuido nas plaquetas dos pacientes
adolescentes com obesidade e SM;
2- O sistema de defesa antioxidante representado pela SOD nas plaquetas estava
aumentado em pacientes adolescentes com obesidade quando comparado a SM e

controles e no soro também estava aumentado nos obesos comparados ao controle.
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3- Existe uma correlagdo positiva do influxo de L-arginina e os niveis de HDL-
colesterol;

4- Ha uma correlagéo negativa do influxo de L-arginina e niveis de insulina,e indice
de HOMA IR e HOMA BETA.

A partir dessas conclusdes, podemos sugerir que a inibicao do transporte de
L-arginina na obesidade e SM correlaciona-se negativamente com a Rl e a
hiperinsulinemia, sem afetar a producdo de NO e a funcdo plaquetaria. Um
conhecimento mais detalhado dos mecanismos subjacentes a regulagéo do sistema
y'L pode fornecer o surgimento de novas estratégias terapéuticas para a obesidade
e SM em pacientes adolescentes e prevenir a hiper-reatividade plaquetaria e
eventos cardiovasculares na fase adulta.

Como transporte de L-arginina extracelular é essencial para a produgédo de
NO em plaquetas, a reducdao do transporte desse aminoacido observada no
presente estudo pode ser um marcador precoce da disfungédo da via L-arginina-NO
em plaquetas de pacientes adolescentes obesos e com SM.

Finalizando, € necessario interromper o processo de obesidade e SM nas
criangas e adolescentes, pois o inicio da doenga cardiovascular possui mecanismos

operantes desde a infancia.
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Anexo 1 — Curva do IMC para as idades de 2 a 20 anos para o sexo masculino.

2 to 20 years: Boys NAME
Body mass index-for-age percentiles RECORD #
Date Age Weight Stature BMI* Comments
BMI—
35—
34 —
33 —_
32—
31—
r
e 30—
*To Calculate BMI: Weight (kg) + Stature {cm) + Stature {cm) x 10,000 i
or Weight (Ib) + Stature (in) -+ Stature (in) x 703 - ~ 29—
—BMI ra 28
/I a0
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— 26 B85 26 —_
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— 25 z o5 —
e ] 75
— 24 7 24 —
23 - m— 23 —
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.
21 ~ : 21
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P
Z = 10
— 19 7% . - ~— 19—
Y o |~ = = /‘5
18— — =1 1/ T 18 —|
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|
— 16 — — = 16—
— 15 15 —
e —— = ==
— 14 =i — — 14 —
- 13 13 —
— 12 12—
kg/m® AGE (VEARS) kg/m*
n 1 n n 1 n 1 1 n n T I | | I I n n

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Published May 30, 2000 {modified 10/16/00).
SOURCE: Developed by the National Center for Health Statistics in collaboration with

the National Center for Chronic Disease Prevention and Health Promotion (2000).
http://www.cdc. gov/igrowthc harts SAFER+HEALTHIER: PEOPLE™
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Anexo 2 — Curva de IMC proposta pelo CDC-NCHS para meninas, entre 2 e 20

anos
2 to 20 years: Girls NAME
Body mass index-for-age percentiles RECORD #
Date Age Weight Stature BMI* Comments
BMI—
35
34 —
33 —
32—
L
31—
=
*To Calculate BMI: Weight (kg) + Stature (cm) + Stature (cm) x 10,000 |~
or Weight (Ib) + Stature {in) + Stature (in} x 703 — ~ 29—
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Published May 30, 2000 (modified 10/16/00).
SOURCE: Developed by the National Center for Health Statistics in collaboration with

the National Center for Chronic Disease Prevention and Health Promotion (2000).
hitp://weww cde. gov/growthe harts. SAFER+ HEALTH
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Anexo 3- CEP/HUPE processo 451

[/
S, UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO HI =

g vika 5 HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO
P esmn COMITE DE ETICA EM PESOUISA

Rio de Janeiro, 11 de abril de 2007

Do: Comité de Etica em Pesquisa

Profd. Patricia Maria C. O. Duque

Para: Aut. Carmen Regina Leal de Assumpcao
Orient. Prof2, Tatiana Marlowe Cunha Brunini

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto, apds avaliagdo,
considerou o projeto (1712-CEP/HUPE) " A VIA L-ARGININA-OXIDO NiTRICO EM PLAQUETAS.
RELACAO COM A OBESIDADE, SINDROME METABOLICA E DOENCA RENAL. ESTUDO EM UMA
POPULAGAO DE ADOLESCENTES " aprovado, encontrando-se este dentro dos padrdes éticos da
pesquisa em seres humanos, conforme Resolugdo n.°196 sobre pesquisa envolvendo seres
humanos de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Satide, bem como o consentimento
livre e esclarecido.

O pesquisador devera informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no
decorrer da pesquisa.

O Comité de FEtica solicita a V. S3,, que ao término da pesquisa encaminhe a esta comissdo
um sumdrio dos resultados do projeto.

Profd| Patricia. MariaiGL0, Dighe

Membro do Com@mlﬁt%% 7%@

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREO - VILA ISABEL - CEP 20551-030
TEL: 21 2587-6353 — FAX: 21 2264-0853 - E-mail: cep-hupe@uerj.br
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Anexo 4 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Avalicdo da via L-arginina-6xido nitrico em plaquetas de .
adolescentes com Obesidade, Sindrome Metabdlica e Doenga Renal. Estudo em
uma populacao de Adolescentes

Pesquisadores participantes: Dr. Anténio Claudio Mendes Ribeiro, Doutoranda
Carmen Regina Leal de Assumpg¢ao

Universidade do Estado do Rio de Janeiro

Departamento de Farmacologia e Psicobiologia

Laboratério de Transporte de Membrana

Tel.:(21)25876141

Eu,

___,CPF/RGn° , responsavel pelo
menor

____abaixo assinado, concordo em deixa-lo participar da pesquisa acima como
sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido pela Doutoranda Carmen Regina
Leal de Assumpc¢ao sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, os
possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacao,permitindo o exame
fisico e coleta sanguinea, assim como as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Foi-me esclarecido ainda que, por ser uma
participacao voluntaria e sem interesse financeiro, nao terei direito a nenhuma
remuneragao. Foi-me garantido que poderei retirar meu consentimento a qualquer
momento sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrup¢édo do meu tratamento
nesta instituigao.

Rio de Janeiro, de de 200 .

Assinatura do Responsavel

Assinatura do paciente
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ANEXO 5 — Protocolo do Laboratério de Transporte de Membrana

Laboratério de Transporte de Membrana-UERJ

Data: / /

Nome:

Data de nascimento: / / Idade Atual:
Cor:[1branca [(lnegra [lparda Sexo: [1feminino [ masculino

Local de nascimento:
Nacionalidade:
Filiagao:
Responsavel:
Endereco:

Municipio: Estado:

Telefone: ( )

Celular do responsavel: ( )

Queixa principal:

Idade de surgimento da queixa principal:
H.D.A.:

Anamnese dirigida: Medicamentos em uso pela crianca roncos noturnos, problemas,

transtorno alimentar

H.Fisiolégica:
Duracéo da gestacéo: Parto: O vaginal 0 cesareo

Intercorréncias durante a gestacédo ? [1N&o [ Sim. Quais ?

Intercorréncias durante o parto [ Nao [J Sim. Quais?

Peso ao nascimento: Comprimento ao nascimento:

Desenvolvimento psico-motor (sugar,sentar,andar,falar):

Cursando (série escolar atual):

9 : Idade pubarca: Idade telarca:

ldade menarca:

Ciclos menstruais: [ regulares O irregulares



(?: ldade pubarca:

H.P.P. (Patologias, cirurgias, alergias):

H. Alimentar: (_rotina alimentar e horarios das refeigoes)

H. Familiar:

Obesidade: [1sim [Jnao Quem?

Dislipidemia: [1sim [ nao Quem?

Hipertenséo arterial: [1sim [1nao Quem?

Diabetes: [1sim [Jnéo Quem?

Doenca coronariana: [1sim [1nao Quem?

Endocrinopatia: [1sim [ n&o Qual e quem?

IrmAo/&(s): numero: Q - d -

U saudaveis. Quantos ?

1 obesos(s). Quantos ?

H social: Horario escolar:

[1 Patologia(s) associadas:

133

Familiar que atende

N° total de pessoas na casa

Tempo de TV, Games e Computador:

Nivel de cooperacgao familiar:

Exame fisico:

Peso: Comprimento: cm Altura:

IC: IE: 10: IMC: Kg/m2
Percentil: _ Cintura: cm Percentil: Q: cm
RCQ: PA: Percentil.

Circunferéncia braco: cm
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Padrao de distribuicao de gordura corporal: (universal, andréide, ginecéide, lipodistrofia)
Estado geral: (mucosas, estado de higiene inclusive bucal, cooperagdo com
examinador, estigmas genéticos ?)

Exame de pele e fanero

Pélos axilares: (1 ausentes [1 presentes_Caracteristicas: [1 finos [ grossos

Quantidade: [J pequena [Jmoderada [ grande

Exame do pescoco:

Circunferencia do Pescoco: cm
Tiredide:

Exame do abdome:

Exame do térax
FC:

Ausculta cardio-vascular:

Ausculta respiratoria:
FR:

Mamas: 9 Tanner M1 M2 M3 OM4 [1M5

Exame da genitalia:

Aparéncia geral: [J feminina [J masculina Uindeterminada/ ambigua
Pélos:Tanner 0 P1 0 P2 0OP3 0 P4 0 P5

6\ Tanner 0 G1 1G2 1G3 1G4 IG5

Testiculos : Direito: didmetro maior: cm; didmetro menor: cm
Esquerdo: diametro maior: cm; didmetro menor: cm

Volume D: ml Volume E ml

9 Tanner 1 G1 G2 1G3 0G4 1G5



Exames Laboratoriais

Dados Laboratoriais

Hemoglobina (g/dL)
Hematdcrito (%)
Leucécitos(mm?)
Plaqueta (103/mm?)
Ureia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Acido Urico (mg/dL)
Sadio (mmol/L)
Potassio (mmol/L)
Colesterol Total (mg/dL)
Colesterol HDL (mg/dL)
Colesterol LDL (mg/dL)
Colesterol VLDL (mg/dL)
Triglicerideos (mg/dL)
TGP (U/L)

TGO (U/L)

GGT (U/L)

Fosfatase Alcalina (U/L)
TSH (mUl/mL)

Glicemia (mg/dL)
Insulina (uUI/mL)

Homa 3

Homa IR
Leptina(ng/mL)
Fibrinogénio (mg/dL)
PCR ultrassensivel(mg/L)

Resultados
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ANEXO 6 — Producao cientifica.

Producao cientifica oriunda de 2006-2010

ASSUMPCAO C.R., BRUNINI T.M.C., MATSUURA C., RESENDE A.C.,
MENDES-RIBEIRO, A.C. (2008) Impact of the L-arginine-nitric oxide
pathway and oxidative stress on the pathogenesis of the metabolic
syndrome. The Open Biochemistry 2: 100-107.

PEREIRA, N.R., MOSS, M.B., ASSUMPCAO C.R., CARDOSO, C.B,,
MANN G.E., BRUNINI, T.M.C., MENDES RIBEIRO, A.C. (2010) Oxidative
stress, L-arginine-nitric oxide and arginase pathways in platelets from
adolescents with anorexia nervosa. Blood Cells, Molecules, and Diseases.
44(3):164-168.

Insulin resistance in Obesity and Metabolic Syndrome: is there a
connection with L-arginine transport? Carmen R.L Assumpc¢éo.1,2,
Tatiana.M.C Brunini.1, Natalia R Pereiral, Amélio F Godoy-Matos 2,
Mariana A.S. Siqueira1, Giovanni Mann.E.3, Antonio.C Mendes-Ribeiro.1,3

Blood Cells, Molecules, and Diseases (submetido)

Trabalhos apresentados em eventos nacionais e internacionais

XXIl Reunido Anual da FESBE, 22 a 25 de agosto de 2007, Aguas de
Linddia, Sao Paulo. Pereira R.N., Assumpg¢do C.R.L., Cardoso C.,
Marques G.T., Brunini T.M.C., Mendes-Ribeiro, A.C. Anorexia nervosa, via

L-arginina-6xido nitrico e plaquetas.
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40° Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapéutica
Experimental. 16-19 de outubro de 2008, Aguas de Lindéia. Via L-
arginina-6xido nitrico em anorexia nervosa. Pereira, N.R., Assumpcao,
C.R.L. ,0Okinga, A., Cardoso, C., Brunini, T.M.C., Mendes-Ribeiro, A.C.

13th International Congress of Endocrinology, 8-12 de novembro de
2008, Rio de Janeiro.
e Assumpgao, C.R., Pereira N.R., Martins M.A., Brunini T.M.C.,
Mendes-Ribeiro A.C. Intraplatelet L-arginine-nitric oxide pathway in
obese adolescents.

e Mc Cardle Disease, Assumpgéao C.L.,Vaisman F.

Physiological Society Meeting, 7-10 de Julho de 2009, King's University
College Dublin, Irlanda. Pereira N.R., Moss M.B.; Assumpc¢éo, C.R., Mann
G.E., Brunini T.M.C., Mendes-Ribeiro A.C. Nitric oxide production and

bioavailability in red blood cells from patients with anorexia nervosa.

Xll Congresso Brasileiro de Nutrologia, 3 a 5 de setembro de 2008, Rio
de Janeiro. Pereira N.R., Assumpgao C.R.L., Cardoso C., Brunini T.M.C,
Mendes-Ribeiro A.C. O papel do éxido nitrico e sua relacdo com a fungao
plaquetaria em pacientes com anorexia nervosa.

Capitulo de Livro

Transtorno Alimentares e Obesidade. Diagndstico e manejo das condigdes
clinicas asociadas aos transtornos alimentres cap 16 p.195-208,2.ed Ed
Artmed,2006

Tradugao de capitulo de livro

Williams Tratado de Endocrinologia 11*Ed, Cap 4 e 5
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Outros Trabalhos

ASSUMPCAO, C. R. L. Complicagbes Clinicas da anorexia nervosa e

bulimia nervosa. Revista Brasileira de Psiquiatria. , v.24, p.29 - 33, 2002.

ASSUMPCAOQ, C. R. L. Bécio Multinodular Toxico-reavaliagdo apos terapia

com alcoolizagdo Conduta médica. , v.4, p.10 - 17, 2000.

ASSUMPCAO, C. R. L. Alteracdes Psiquiatricas no Hipetireoidismo. Jornal
Brasileiro de Psiquiatria. , v.43, p.591 - 597, 1994.

ASSUMPCAO, C. R. L. Mapeamento dos protocolos de pesquisa
examinados pelo Comité de Etica em Pesquisa- CEP do Instituto estadual
de diabetes e endocrinologia luiz Capriglioni- IEDE(1999-2003) In: |
Congresso de Bioética do Rio de Janeiro, 2003, Rio de Janeiro. |

Congresso de Bioética do Rio de Janeiro. , 2003. v.1.

ASSUMPCAOQ, C. R. L. Hepatite pelo Propiltiouracil:relato de 2 casos In:
24° Congresso Brasileiro de Endocrinologia e Metabologia
Arquivos Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia. , 2000. v.44.
p.S214 .

ASSUMPCAO, C. R. L. Hipertireoidismo e Diabetes In: 24° Congresso
Brasileiro de Endocrinologia e Metabologia, 2000, Rio de Janeiro.
Arquivos Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia. , 2000. v.44.
p.S245.

ASSUMPCAOQ, C. R. L.Tireoidite Aguda:Relato de Caso In: 24° Congresso
Brasileiro de Endocrinologia e Metabologia, 2000, Rio de Janeiro.
Arquivos Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia. , 2000. v.44.
p.S231.

ASSUMPCAO,C.R.L.Formas Incomuns de Hipertireoidismo. Monografia.
RJ:PUC/RJ, 1984.
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