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RESUMO 

 

O diabetes mellitus (DM) em longo prazo pode levar a diversos problemas entre eles 
a insuficiência renal, cegueira, alterações vasculares e neurológicas. Entre as teorias 
que explicam como a hiperglicemia crônica conduz aos danos celulares e teciduais 
responsáveis pelas complicações observadas no DM, a formação dos produtos finais 
de glicação avançada (AGEs) é considerada uma das mais importantes. Sabe-se 
também que nas doenças cardiovasculares, uma das principais complicações do 
diabetes, ocorre um aumento das quinureninas, produtos de oxidação do triptofano, 
numa reação catalisada pela enzima Indolamina 2,3 dioxigenase (IDO). Neste 
trabalho avaliamos a influência dos AGEs sobre a modulação da enzima IDO no 
estado diabético e seu impacto nos principais marcadores de risco cardíaco. Foi 
utilizado um modelo experimental de diabates induzido pela injeção i.p. de aloxano 
em ratos Wistar que foram divididos em 6 grupos (n=8 por grupo): Diabético Ativado 
(DA), Diabético Não Ativado (DNA), Diabético Ativado tratado com aminoguanidina 
(DAAG), Diabético Não Ativado tratado com AG (DNAAG), Controle Ativado (CA) e 
Controle Não Ativado (CNA). A aminoguanidina (AG) é um conhecido inibidor da 
formação de AGEs e foi administrada por gavagem por 50 dias após a instalação do 
DM. A formação de quinureninas reflete a atividade de IDO e foi medida em 
macrófagos peritoneais e homogenato de cérebro, por HPLC. A expressão de IDO 
foi avaliada por Dot blot, imunofluorescência e imunocitoquímica. Os principais 
marcadores de risco cardíaco (colesterol total e suas frações e PCR-US) foram 
determinados através de kits comerciais. Além disso, foi avaliado também o perfil 
glicêmico e renal destes animais, uma vez que os AGEs são nefrotóxicos. Como 
esperado, no estado diabético houve um aumento de 2,9 vezes na formação dos 
AGEs, em relação aos animais controle e a aminoguanidina inibiu cerca de 35% da 
formação destes produtos. Observamos um aumento na atividade e expressão de 
IDO em macrófagos e homogenato de cérebro de ratos diabéticos em relação ao 
controle. O aumento visto em macrófagos foi mais evidente quando estas células 
foram ativadas pelo LPS, mimetizando uma situação de infecção. Este aumento 
ocorreu de forma independente da concentração dos AGEs, uma vez que não houve 
diferença entre os grupos tratatos e não tratados pela AG. Da mesma forma 
observada para a modulação da IDO, o tratamento com a AG não alterou os perfis 
glicêmico, lipídico e renal no nosso modelo experimental. Nossos resultados 
demonstram que o estado hiperglicêmico eleva os níveis de IDO. Estes achados 
sugerem que IDO pode vir a se tornar um marcador da morbidade do diabetes e 
potencial alvo em novas estratégias terapêuticas para o DM.  
 
Palavras chave: Diabetes Mellitus. Produtos Finais de Glicação Avançada. 
Indolamina-Pirrol 2,3 dioxigenase. 
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ABSTRACT 

 

 
The diabetes mellitus (DM) is a chronic disease that is known to cause several long-
term complications such as renal insufficiency, blindness, vascular and neurological 
changes. There are some theories trying to explain how chronic hyperglycemia may 
lead to cellular and tissue impairments and the Advanced Glycation End-Products 
(AGE) theory is one of the most important. Cardiovascular disease is one of the 
diabetes mellitus long-term complications and in this case it was observed an 
increased serum concentration of kynurenine, an indoleamine 2, 3 dioxygenase 
(IDO) catalyzed tryptophan oxidation product. In this study we evaluated the IDO 
modulation by AGEs in diabetic rats and the impact of this modulation in cardiac risk 
markers. For diabetes model, Wistar rats were treated with intraperinoeal (i.p.) 
injection of aloxane. It was evaluated 6 different groups (n=8): Activated diabetic 
(DA), Non Activated diabetic (DNA), Activated diabetic treated with aminoguanidine 
(DAAG), Non activated diabetic treated with aminoguanidine (DNAAG), Activated 
control (CA) and Non activated control (CAN). Aminoguanidine (AG) is a known 
AGEs formation inhibitor and it was administrated by gavage during 50 days after the 
DM was installed. Kynurenine formation is a measure of IDO acitivity and it was 
evaluated, by HPLC, in peritoneal macrophages and brain homogenates. The IDO 
protein expression was analyzed by Dot Blot, Immunofluorescence and 
immunocytochemistry. The main cardiac risk markers (total cholesterol and fractions 
and PCR-US) were determined by commercial kits. The glycemic and renal profile 
were also evaluated since AGEs are known to be nephrotoxic. As expected, we 
observed an increase in AGEs by 2,9 times when compared with the control and the 
aminoguanidine compound inhibited 35% of tthese products. There was an increase 
in the IDO expression and activity in macrophages and brain homogenates in 
diabetic rats when compared with control. This rise was more evident when the 
animals were treated with LPS, mimicking an infection. The difference of IDO activity 
and expression was not due to the AGEs concentration since we did not observe 
difference between the AG treated and non-treated groups. The same way observed 
by IDO modulation, the AG treatment did not alter the glycemic, lipidic and renal 
profiles in this experimental model. These results showed that the hyperglycemic 
state increase IDO levels. These findings suggest that IDO might be a morbid 
diabetes marker and a potential target of new therapeutic strategies of DM.  
 
Key wods: Diabetes Mellitus. Advanced Glycation End Products. Indoleamine-pirrol 
2,3 dioxygenase. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O diabetes mellitus é atualmente um problema importante de saúde pública 

mundial, devido a sua morbidade e ao alto índice de mortalidade causada 

principalmente por complicações em longo prazo como a insuficiência renal, 

doenças cardiovasculares e distúrbios neurológicos. Em 2007 havia 

aproximadamente 246 milhões de indivíduos com diabetes e o número tende a 

aumentar, podendo chegar a 370 milhões em 2030 1.  A incidência e a prevalência 

do diabetes aumentam a cada ano em todo o mundo, especialmente nos países em 

desenvolvimento. No Brasil o DM afeta aproximadamente 7,6% da população entre 

30 e 69 anos 2. 

A hiperglicemia persistente, característica da doença pode levar à glicação de 

proteínas e a auto-oxidação da glicose que tem como conseqüência o aumento na 

geração de espécies reativas de oxigênio, formação de produtos de glicação 

avançada, também chamados AGEs (do inglês, Advanced Glycated End-Products), 

entre outros 3. 

Uma das principais causas de mortalidade em pacientes diabéticos deve-se 

aos problemas cardiovasculares 4, 5. Já foi demonstrado anteriormente um aumento 

na síntese de quinurenina a partir do triptofano numa reação catalizada pela enzima 

indolamina 2,3 dioxigenase (IDO) na doença cardiovascular 6-8. Dados da literatura 

mostram também o envolvimento da enzima IDO na resposta imune em doenças 

cardíacas 9, 10. Num outro trabalho, foi sugerido que uma baixa expressão da 

atividade de IDO em células dendríticas, parece desempenhar um importante papel 

no desenvolvimento do diabetes 11.  

Desta forma, este trabalho foi proposto para verificar o efeito do estado 

diabético e dos AGEs sobre a enzima IDO, pelo papel ambíguo que esta enzima 

parece desempenhar no DM e nas complicações decorrentes desta doença. A 

revisão da literatura que se segue apresenta os principais tópicos que auxiliam a 

compreensão do nosso trabalho. 
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1.1 DIABETES MELLITUS 

 

 

O Diabetes Mellitus (DM) é definido como uma síndrome de hiperglicemia 

crônica resultante da falta de produção de insulina e/ou de resistência à ação deste 

hormônio. A classificação do DM inclui: diabetes mellitus tipo 1 (insulino- 

dependente), diabetes mellitus tipo 2 (não-insulino-dependente), diabetes mellitus 

gestacional, diabetes mellitus associado a outras doenças ou secundário entre 

outros 12.  

O DM tipo 1, comumente encontrado em crianças e adolescentes, tem origem 

auto-imune. Variações desta categoria têm sido propostas mais recentemente. 

Dentre elas o diabetes auto-imune latente (LADA) cujos pacientes desenvolvem o 

DM tipo 1 de uma forma não clássica, a partir dos 20 anos de idade, constituindo 

significativa fração dos diabéticos adultos. O diabetes Tipo 1 (DM1) é forma presente 

em 5%-10% dos casos 12. 

O diabetes tipo 2 (DM2), ocorre em 90-95% dos pacientes com diabetes. 

Observa-se nestes casos uma predominância de resistência insulínica que pode 

estar associada tanto a uma deficiência relativa na produção de insulina pelas 

células β-pancreáticas, quanto a defeitos na secreção de insulina 12.  

Embora a etiologia específica da DM2 não seja totalmente conhecida, sabe-

se que não ocorre a destruição auto-imune das células β-pancreáticas e que 

geralmente se associa a uma forte predisposição genética, cujos fatores ainda não 

estão totalmente esclarecidos. No entanto, fatores ambientais também são 

importantes. A maioria dos pacientes com essa forma de DM apresenta sobrepeso 

ou obesidade, e cetoacidose raramente desenvolve-se espontaneamente, ocorrendo 

apenas quando associada a infecções. O DM2 pode ocorrer em qualquer idade, mas 

é geralmente diagnosticado após os 40 anos 13.   

O DM gestacional é causado pela diminuição da tolerância à glicose, de 

magnitude variável, diagnosticada pela primeira vez na gestação, podendo ou não 

persistir após o parto 12, 13. 

O diabetes associado a outras doenças abrange variadas formas de DM, 

decorrentes de pré-disposição genética associada com doenças como pancreatite, 

hipertireoidismo ou devido ao uso de fármacos diabetogênicos. A toxicidade das 
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drogas diabetogênicas como, por exemplo, o aloxano, decorre de sua ação 

degenerativa sobre as células β-pancreáticas 14.  

No diabetes ocorrem alterações fisiológicas que diminuem a capacidade 

imunológica e a resposta inflamatória dos pacientes, aumentando a susceptibilidade 

às infecções 15. O grau de controle glicêmico está envolvido na patogênese dessas 

alterações. Ocorrem disfunções nos leucócitos como anormalidades na aderência, 

quimiotaxia, fagocitose e destruição intracelular. Há diminuição, também, da ativação 

espontânea e da resposta neutrofílica, se comparadas aos indivíduos não diabéticos 
16. Simultaneamente, uma queda na resposta desses polimorfonucleares (PMN) a 

estímulos diversos pode ser responsável pela elevada incidência de infecção 

bacteriana em diabéticos 17.  

 Existem teorias de que a hiperglicemia ou a presença dos produtos finais da 

glicação levam a um estado de persistente ativação dos PMN, o que induz a 

ativação espontânea de cadeia oxidativa e liberação de mieloperoxidase, elastase e 

outros componentes dos grânulos neutrofílicos, podendo tornar os PMN menos 

responsivos quando estimulados por patógenos, podendo ainda, iniciar um processo 

patológico, levando à injúria vascular. Alguns estudos têm demonstrado que a 

fagocitose pelos polimorfonucleares ocorre em níveis similares em indivíduos 

diabéticos e não diabéticos, porém de acordo com Wilson e Reeves, 1986, a 

capacidade de killing de Escherichia coli e Candida albicans é prejudicada pelo DM 
18. Há ainda estudos que afirmam que o grupo diabético é caracterizado por um 

dano significativo de capacidade fagocítica quando comparado com não diabéticos 
19. 

O aumento da expressão das moléculas de adesão nos polimorfonucleares é 

importante na patogênese da aterosclerose, uma das mais importantes 

complicações do diabetes e principais causas de morbidez e mortalidade nestes 

pacientes 4, 5. Sabe-se que adultos com diabetes têm taxas de doenças do coração 

levando à morte cerca de 2 a 4 vezes maiores do que os adultos sem diabetes 20. A 

hiperglicemia tanto aguda quanto crônica é responsável pelo surgimento de micro e 

macroangiopatias e a piora do controle glicêmico leva à inflamação e ruptura das 

placas ateromatosas 21, 22. Além destas alterações o diabetes pode provocar 

complicações como a insuficiência renal, a cegueira e distúrbios neurológicos 23, 24. 

O controle da hiperglicemia pode reduzir o surgimento e progressão de retinopatias, 

nefropatias e neuropatias 25, 26.  
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1.2 PRODUTOS FINAIS DE GLICAÇÃO AVANÇADA (AGES) 

 

 

Os produtos finais de glicação avançada constituem uma variedade de 

substâncias formadas a partir de interações entre açúcares redutores ou lipídeos 

oxidados e proteínas, aminofosfolipídeos ou ácidos nucléicos.  

Trabalhos anteriores demonstraram que os AGEs (do inglês, Advanced 

Glycated End Products) desempenham um importante papel no desenvolvimento 

das complicações do DM 3. 

Neste processo, a molécula de glicose pode ligar-se a estrutura de proteínas, 

através de uma reação não enzimática denominada reação de Maillard ou glicação. 

Esta reação divide-se em três estágios: inicial, intermediário e final 27. 

No estágio inicial a glicose ou outros açúcares redutores (frutose, pentose, 

galactose, manose, ascorbato e xilose) reagem com radicais amina presentes em 

várias moléculas como proteínas, ácidos nucléicos e lipídios formando uma base de 

Schiff, instável. Esta por sua vez, passa por um rearranjo gerando uma cetoamina 

estável, conhecida como “Produto de Amadori” 27. As principais variáveis que 

regulam a formação destes compostos são as concentrações de glicose, a meia vida 

da proteína, sua reatividade em termos de grupamentos amina livres e a 

permeabilidade celular à glicose. Estes produtos possuem grupos carbonilas reativos 

e através de ligações irreversíveis podem acumular-se em proteínas de meia vida 

curta e longa. A hemoglobina glicada e as frutosaminas são conhecidos exemplos 

de “Produtos de Amadori” 27, 28.  

No estágio intermediário, os produtos de Amadori passam por reações de 

oxidação e desidratação levando à formação de compostos contendo dicarbonilas 

como glioxal, metil glioxal e 3-deoxiglicosonas. Estes compostos são mais reativos 

que seus precursores e atuam propagando reações com grupos amina livres de 

proteínas. Em particular o metil glioxal, um alfa-oxaldeido, que é um dos compostos 

mais importantes in vivo tanto por sua alta reatividade como pela elevada 

concentração plasmática 29. 

No estágio final estes propagadores podem interagir com grupamentos amina 

e através de reações de oxidação, desidratação e ciclização, formar compostos 

fluorescentes, insolúveis e irreversíveis, denominados produtos finais de glicação 

avançada, os AGEs, que se acumulam nas proteínas e levam a lesões tissulares 27. 
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Outro mecanismo pelo qual os AGEs podem ser formados tem sido relatado 

na literatura. Este envolve auto-oxidação de açúcares livres na presença de oxigênio 

e metais livres, levando à formação de compostos carbonila mais reativos, que 

interagem com proteínas e formam cetoaminas altamente reativas 3.  

Os AGEs mais representativos são: N€-carboximetil-lisina (CML), de maior 

concentração no soro, N€-carboxietil-lisina (CEL), pirralina, dímero de lisina derivado 

do glioxal (GOLD), dímero de lisina derivado do metil glioxal (MOLD), dímero de 

lisina derivado da 3-deoxiglucosona (DOLD),  1-alquil-2-formil-3,4-diglicosil pirrol 

(AFGP) e FFI (2-(2-fluoril)-4,5-furanil-1-H-imidazol) e os fluorófos pentosidina e arg-

piridina 30-34.  

Diversos estudos têm utilizado a mensuração de produtos de glicação no soro 

ou nos tecidos de diabéticos para avaliar o risco de progressão da doença. Os dois 

parâmetros mais utilizados são a avaliação da hemoglobina glicada (HbA1c) e das 

proteínas glicadas do soro ou frutosaminas 27.  A avaliação do controle metabólico 

no diabetes mellitus pode ser realizada estimando-se a extensão da exposição do 

organismo à glicose, através da determinação dos produtos iniciais de glicação. Os 

produtos intermediários de glicação que podem ser estimados no laboratório são 

glioxal, metil glioxal e deoxiglicosanos. Estudos demonstraram um aumento na 

concentração de metil glioxal nos rins, olhos e plasma de animais diabéticos quando 

comparados aos animais saudáveis. Este aumento ocorre de forma proporcional aos 

níveis glicêmicos 27. 

A formação dos AGEs através da hiperglicemia crônica contribui para 

complicações do diabetes. Eles parecem exercer importante papel na patogênese 

da cardiomiopatia. O aumento da formação de AGEs, associados ao colágeno, gera 

rigidez miocárdica seguida de fibrose  já que modificam a estrutura das proteínas, 

principalmente do colágeno, afetando suas funções 35, 36 . 

 A caracterização estrutural dos produtos finais de glicação avançada é 

particularmente difícil devido a sua complexidade química, no entanto, a pentosidina 

e caboximetilisina (CML), já foram caracterizadas estruturalmente. Altos níveis de 

pentosidina têm sido observados no plasma, hemácias e urina de pacientes 

diabéticos. Este aumento tem sido correlacionado com a idade e duração do 

diabetes. Além disso, existe uma relação linear entre e os níveis de pentosidina e a 

severidade das complicações micro e macro angiopáticas. Altos níveis de CML têm 

sido observados em pacientes diabéticos e associados à retinopatia e nefropatia. 
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Além disso, estudos recentes também indicam que a peroxidação lipídica, 

juntamente com a glicação, pode ser uma importante fonte de CML no diabetes e na 

aterosclerose 27. 

Os AGEs formados podem lesar as células por diferentes mecanismos, tais 

como formação de ligações cruzadas com macromoléculas, interação com 

receptores celulares específicos e glicação intracelular. A formação de ligações 

cruzadas com o colágeno tem sido demonstrada em pacientes diabéticos e justifica 

a ocorrência de várias complicações crônicas observadas no DM tais como, rigidez 

vascular e espessamento de membranas basais. Além disso, a glicação da molécula 

de colágeno pode inibir a liberação de óxido nítrico derivado do endotélio, com 

conseqüente vasoconstrição, redução do fluxo plasmático e isquemia tissular 30-34.  

Estudo in vivo e in vitro indicam que os AGEs têm um papel essencial na 

patogênese da nefropatia diabética e na progressão da insuficiência renal. As 

complicações do envelhecimento normal, como perda da função renal, doença de 

Alzheimer, alterações de pele e cataratas, podem também ser mediadas pela 

glicação progressiva das proteínas de vida longa 37. 

A ligação de AGEs à molécula de colágeno pode alterar a estrutura e função 

biológica de macromoléculas tais como lipoproteínas, imunoglobulinas, entre outras. 

Lipoproteínas de baixa densidade (LDL) ligadas ao colágeno glicado não são 

reconhecidas pelos receptores específicos para LDL, favorecendo sua captação por 

receptores inespecíficos e consequente formação de células espumosas. São ainda 

capazes de estimular a liberação de tromboxano β2 e de induzir agregação 

plaquetária, além de gerar radicais livres com conseqüente aumento de lesões 

oxidativas 34. Finalmente, estas lipoproteínas com estrutura alterada estimulam a 

liberação de anticorpos levando a formação de complexos imunes que se depositam 

nas paredes dos vasos. Todos estes mecanismos podem contribuir para a oclusão 

dos vasos e justificam a ocorrência de macroangiopatia no paciente diabético 34. 

Imunoglobulinas ligadas ao colágeno têm uma capacidade diminuída de 

formar complexos antígeno-anticorpo. Além disso, sabe-se que a atividade dos 

neutrófilos polimorfonucleares está modificada em diabéticos, devido à diminuição 

da quimiotaxia, aderência, fagocitose e destruição intracelular, o que diminui a 

capacidade imunológica e a resposta inflamatória desses pacientes 38. 

Dados da literatura têm demonstrado a existência de receptores celulares 

especificos para AGEs. Estes receptores foram identificados em diferentes células, 
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tais como, linfócitos T, monócitos/ macrófagos, fibroblastos, células da musculatura 

lisa, neurônios, células vermelhas e mesangiais. Entre os diferentes receptores de 

AGEs, o receptor denominado RAGE é provavelmente a molécula mais bem 

caracterizada até o momento 34. 

Quanto à glicação intracelular, sabe-se que os AGEs formados podem 

interagir com nucleotídeos, histonas ou proteínas envolvidas na transcrição do DNA 

celular e alterar propriedades importantes para a homeostase celular 3. 

Sendo assim, os efeitos patológicos dos AGEs estão relacionados à 

capacidade destes compostos de modificar as propriedades químicas e funcionais 

das mais diversas estruturas biológicas 3. Dados da literatura têm demonstrado a 

participação dos AGEs em várias patologias, com destaque para o diabetes mellitus, 

a aterosclerose, a insuficiência renal, o processo inflamatório, a doença de Alzeimer 

e o processo de envelhecimento 39-41. Além dos AGEs existem outros produtos que 

também têm sido correlacionados com estas doenças entre eles as quinureninas, 

produtos da catálise da enzima indolamina 2,3 dioxigenase 6-8, 42-44. 

O primeiro composto a ser extensivamente estudado in vitro e in vivo como 

sendo um potente inibidor da formação de AGEs foi a aminoguanidina (AG) 45. AG 

tem sido amplamente testada em modelos animais. Estudos de vários investigadores 

demonstraram que ela retarda o desenvolvimento de complicações diabéticas, 

incluindo nefropatia, neuropatia e vasculopatia 46. 

A AG é uma pequena molécula de hidrazina, um composto nucleofílico que 

age como armadilha para reativos carbonílicos intermediários, tais como metilglioxal 

(MgO), glioxal (GO), e 3-deoxiglicosona (3-DG) 47. AG inibe a formação de 

carboximetilisina (CML) e carboxietilisina (CEL), inibe ligações cruzadas e a 

fluorescência do colágeno da pele de ratos diabéticos, retardando também o 

desenvolvimento da nefropatia diabética 46. Além disso, AG também demonstrou ser 

um potente inibidor da enzima óxido nítrico sintase (NOS) 48. 

A administração de aminoguanidina em ratos diabéticos reduz AGEs e limita 

alterações estruturais e funcionais nos tecidos 45. Seu mecanismo de ação ainda é 

controverso. Originalmente, acreditava-se que reagisse com ceto-aminas, 

atualmente se sugere que reaja com os produtos da oxidação liberados, como a 3-

deoxiglicosona 49, 50. 
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1.3 INDOLAMINA 2,3- DIOXIGENASE (IDO) 

 

 

A Indolamina 2,3-dioxigenase é uma heme proteína expressa 

intracelularmente de forma constitutiva ou induzida na placenta, pulmão, intestino 

delgado e grosso, cólon, baço, fígado, rim, estômago, e cérebro51. A IDO pode 

também ser induzida em células apresentadoras de antígenos (APC), células de 

linhagem mielóide (células dendríticas, monócitos, macrófagos, eosinófilos), células 

epiteliais, fibroblastos, músculo liso vascular e células endoteliais, e certas linhagens 

de células tumorais 11, 52-61. 

Dois genes homólogos intimamente ligados (IDO1, IDO2) localizados no 

cromossomo 8 em humanos e camundongos codificam a proteína IDO. Em 

mamíferos todos os genes de IDO estudados até hoje possuem um ou mais 

elementos de resposta ao intérferon (IFN) nas suas regiões promotoras 62-64. 

A IDO inicia a degradação oxidativa do aminoácido essencial L-triptofano ao 

longo da via das quinureninas (metabólito produzido como resultado da degradação 

do triptofano para N-formilquinurenina), através da clivagem oxidativa do anel 

pirrólico do triptofano  como demonstrado na figura 165, 66. Na via das quinureninas a 

IDO catalisa a oxidação do triptofano a N-formilquinurenina (NFK) que 

subseqüentemente é deformilada e transforma-se em L-quinurenina (QUIN). A partir 

deste último, uma série de compostos com potencial atividade biológica 

especialmente neurotóxica é formada como, por exemplo, 3-hidroxi-quinurenina e o 

ácido quinolínico 67, 68. Estudos com anticorpos específicos para o ácido quinolínico 

mostram que as células do sistema imune são capazes de sintetizar e/ou estocar 

grandes quantidades deste metabólito 69. A capacidade neurótóxica do ácido 

quinolínico in vivo está associada a algumas doenças neurodegenerativas e com o 

aparecimento de demência na Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) 70.  
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FIGURA 1 - Diagrama Esquemático da Via das Quinureninas 
Fonte: Chen, Y. et al, 2009. 
 

Sabe-se que a síntese desta enzima é fortemente induzida pela citocina pró-

inflamatória IFN-γ in vitro e também in vivo. Outras citocinas (IFN-α, IL-1, TNF-α) e o 

lipopolissacarídeo de membrana bacteriana (LPS) também são capazes de induzir a 

expressão de IDO 71-75. Infecções celulares por agentes microbianos (por exemplo, 

alguns vírus e outros patógenos intracelulares) também podem induzir IDO em 

certos tipos celulares 57.  

IDO foi originalmente reconhecida como um mecanismo de defesa do 

hospedeiro, por seu papel direto na resposta imune contra patógenos e agentes 

infecciosos já que o esgotamento celular de L-triptofano capacita o hospedeiro a 

inibir o crescimento de patógenos infecciosos in vivo. Estudos anteriores 

demonstraram que o efeito inibitório de IFN-γ no crescimento de patógenos 

intracelulares in vitro, tais como o Toxoplasma gondii, é parcialmente atribuído à 

depleção do triptofano utilizado para a síntese protéica do parasita, através da 

indução de IDO 76, 77. Adicionalmente, a depleção de triptofano via IDO é o 

mecanismo pelo qual o IFN-γ exerce seu efeito antiproliferativo in vitro nas células 

tumorais 78. A capacidade de IDO em privar células de um aminoácido essencial e 

promover a formação de quinureninas bioativas enfatiza sua função biológica de 

defesa imune inata e controle imune 78. 
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Entretanto, vários estudos têm sugerido um papel imunomodulador para a 

enzima, que pode contribuir para a indução de tolerância imunológica 79. Munn e 

colegas, 1998, mostraram que IDO desempenha um papel essencial na proteção do 

embrião contra rejeição em modelo murino de gravidez alogênica. A inibição da 

atividade da IDO por seu inibidor farmacológico, 1-metil-triptofano (1MT), resultou na 

rejeição dos fetos mediada pelas células T 80. Estes resultados não só propuseram 

uma função imunológica para IDO, mas também sugeriram um papel na geração de 

tolerância imunológica e regulação da resposta imune. Assim, células expressando 

IDO são capazes de suprimir respostas locais da célula T e promover tolerância 

imune sob várias condições fisiológicas e patofisiológicas de importância médica, 

inclusive doenças infecciosas, rejeição fetal, transplantes de órgãos, doenças 

neurológicas, desordens inflamatórias e auto-imunes e câncer 71. Esses resultados 

contradiziam a função original e amplamente aceita de que a IDO agiria como um 

mecanismo de defesa do hospedeiro. Essa dicotomia em relação à função da IDO 

tem atraído grande atenção para esta enzima. 

Portanto, a IDO pareceu agir de uma forma dupla: 1) exercendo ação 

antimicrobiana, inibindo o crescimento de microorganismos e estimulando a resposta 

imune.  2) envolvendo-se na ativação da regulação das respostas imunes e criação 

de tolerância imune 79.  

Autores de estudos anteriores propuseram interações da IDO com o sistema 

imune 81. Em seu modelo, IDO assumiu funções imunológicas estimulantes e 

reguladoras simultâneamente e de forma complementar. Em outras palavras, foi 

sugerido que o sistema imunológico, mediado pela IDO, primeiramente reagiria ao 

agente infeccioso a fim de inibir seu crescimento e progressão e mais tarde, numa 

segunda fase, o mecanismo de regulação imunológica seria ativado para proteger o 

hospedeiro de uma reação exacerbada induzida pelo sistema imune 81. Propõe-se 

tanto que a depleção de triptofano seja o principal mecanismo pelo qual a IDO 

exerce sua função reguladora, quanto que o real responsável seja o acúmulo de 

metabólitos do triptofano no microambiente 79. 

Várias teorias têm sido sugeridas para caracterizar o papel da IDO em 

condições normais e em doenças. A diminuição dos níveis de triptofano e aumento 

nas concentrações plasmáticas de quinurenina já foram descritas em pacientes com 

doenças cardiovasculares, renais e doenças neurodegenerativas 9, 10, 70. Trabalhos 

anteriores demonstraram ainda que alguns dos fatores responsáveis pelo 
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aparecimento do diabetes são também responsáveis pelo aumento na síntese das 

quinureninas 6-8, 42-44.  

Embora, o papel da IDO em doenças auto-imunes, incluindo DM1 não tenha 

sido ainda completamente descrito, evidências suportam a hipótese de que a IDO 

possa contribuir com um conjunto de mecanismos que atrasam a progressão dessas 

doenças restaurando a tolerância imune 82. Estudos recentes têm demonstrado 

maiores sobrevivência em longo prazo e viabilidade de ilhotas singênicas expostas á 

fibroblastos expressando IDO em modelo animal diabético 83. E dados de outros 

estudos têm fornecido evidências encorajadoras para o tratamento do DM1 com IDO 

expressa por Células de Sertoli encapsuladas 84.  

Demonstrou-se que durante o tratamento com inibidor de IDO, 1-metil-

triptofano (1MT), a progressão do DM1 acelera 85. Também foi relatado que um 

defeito no catabolismo de triptofano diminui a tolerância imune em camundongos 

diabéticos não obesos (NOD) 86. Além disso, a expressão de IDO foi induzida 

quando ilhotas humanas foram tratadas com IFN-γ. Estes achados sugerem que IDO 

tem considerável potencial para a avaliação em novas estratégias terapêuticas para 

o DM. 

A atividade da IDO é medida no soro através dos níveis de quinurenina em 

relação ao triptofano (T/QUIN) no soro ou tecidos. Vários relatos mencionaram 

notável aumento na taxa de sobrevida prevista em pacientes com câncer quando há 

uma elevada razão QUIN/T, ou seja, com alta degradação do triptofano e níveis 

elevados de quinureninas. Também se observa essa razão QUIN/T aumentada em 

pacientes com rejeição renal aguda, desde o primeiro dia após o transplante. Isto 

sugere que o papel antiinflamatório para a atividade de IDO supera sua capacidade 

de regulação das respostas de células T contra o transplante 87. Em conjunto, estes 

dados sugerem claramente que IDO e a sua atividade em diferentes tecidos podem 

ser correlacionados com as condições e os desfechos clínicos de certas doenças, 

como o DM1 e suas complicações.  
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2 OBJETIVOS 

 

Conforme revisão de estudos anterior acima citada, propusemos os seguintes 

objetivos para este trabalho. 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar a influência dos produtos finais de glicação 

(AGEs) sobre parâmetros bioquímicos (glicêmico, lipídico e renal) e sobre a 

modulação da enzima Indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) em ratos diabéticos induzido 

pela administração intraperitoneal de aloxano. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

   

- Avaliar o efeito dos AGEs (através da sua inibição pela aminoguanidina),  no 

perfil glicêmico,  perfil lipídico e renal dos ratos diabéticos.  

 
 

- Avaliar o efeito dos AGEs (através da sua inibição pela aminoguanidina), na 

atividade e expressão da enzima IDO de macrófagos peritoneais e homogenato 

de cérebro em ratos diabéticos. 

 

- Avaliar o efeito da ativação celular por LPS na atividade e expressão da enzima 

IDO. 
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3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 

 

Para a relaização das análises propostas foi seguido o seguinte protocolo 

experimental. 

 

 

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

 

Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso de 280 ± 50g, obtidos no 

Biotério da Universidade Federal de Alfenas. Os animais foram mantidos em caixas 

de polietileno e receberam água e ração comercial ad libitum, conforme aprovado 

pelo Comitê de Ética em Utilização Animal, CEUA, UNIFAL-MG (processo nº 

279/2010).  

 

Os animais foram divididos nos grupos descritos a seguir: 

 

- Diabético Ativado (DA): animais diabéticos ativados com LPS e não tratados 

com aminoguanidina. (n=8) 

- Diabético Não Ativado (DNA): animais diabéticos não ativados com LPS e 

não tratados com aminoguanidina. (n=8) 

- Diabético + AG Ativado (DAAG): animais diabéticos ativados com LPS e 

tratados com aminoguanidina. (n=8) 

- Diabético + AG Não Ativado (DNAAG): animais diabéticos não ativados 

com LPS e tratados com aminoguanidina. (n=8) 

- Controle Ativado (CA): animais não diabéticos ativados com LPS e não 

tratados com aminoguanidina. (n=8) 

- Controle Não Ativado (CNA): animais não diabéticos não ativados com LPS 

e não tratados com aminoguanidina. (n=8) 
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3.2 INDUÇÃO DO DIABETES E TRATAMENTO PARA INIBIÇÃO DA FORMAÇÃO 

DE AGES 

 

 

Para indução do diabetes, foi administrada a droga diabetogênica Aloxano em 

solução salina (pH 4,5) 2%, na dosagem de 150mg/kg, via intraperitoneal. Foram 

considerados diabéticos os animais que apresentaram glicosúria acima de 250 

mg/dL. Para inibição da formação dos produtos de glicação foi administrada aos 

animais do grupo Diabético + AG uma solução de aminoguanidina na concentração 

de 0,1g/Kg em água por gavagem durante 50 dias. Os demais grupos (não tratado e 

controle) receberam gavagem somente de água por gavagem durante o mesmo 

período, a fim de serem submetidos ao mesmo estresse de manipulação.   

 

 

3.3 ATIVAÇÃO DE MACRÓFAGOS 

 

 

A ativação e recrutamento dos macrófagos foi realizada pela administração 

intraperitoneal de Lipopolissacarídeo de Membrana (LPS - E. coli, Serotype 026:B6, 

Sigma®) em solução salina estéril, na dosagem de 500µg/Kg, 48 horas antes do 

sacrifício.    

 

 

3.4 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

 

 

 Os animais foram anestesiados pela inalação de Éter Etílico. O sangue foi 

colhido por punção cardíaca, para realização do hemograma e obtenção de soro e 

plasma. Em seguida, submetidos à eutanásia por aprofundamento da anestesia. Os 

macrófagos peritoneais foram obtidos por lavagem intraperitoneal com PBS estéril, 

após a obtenção do lavado, os rins e cérebro foram retirados para preparo dos 

homogenatos e análises histológicas.  
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3.5 OBTENÇÃO DAS CÉLULAS DA CAVIDADE INTRAPERITONEAL  

 

 

Os animais foram sacrificados e tiveram a sua cavidade intraperitoneal lavada 

com 15 mL de PBS estéril. A suspensão de células mononucelares foi obtida por 

aspiração com seringa e agulha e colocada em tubo de polipropileno de fundo curvo. 

As células de todos os animais dos diferentes grupos experimentais foram contadas 

e mantidas em banho de gelo até a realização dos ensaios.  

 

 

3.6 CONTAGEM DAS CÉLULAS E AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR 

 

 

As células foram contadas em Câmara de Neubauer, foram utilizadas 

dezenove partes de líquido de turk (ácido acético 3% e azul de metileno 1%) e uma 

parte da suspensão celular. A viabilidade celular foi avaliada com Azul de Tripan 

0.1%. Foi feita uma lâmina por animal, corada pelo método MGG modificado por 

Rosenfeld, para avaliação da morfologia celular.  

 

 

3.7 DETERMINAÇÃO DA GLICUSÚRIA/GLICEMIA 

 

 

A dosagem da glicosúria/glicemia foi realizada através do método 

colorimétrico pela utilização de kit comercial específico (Analisa®) e a leitura foi 

realizada em Bioplus® (Bio 2000). Foram coletadas amostras de urina dos animais 

uma vez por semana a partir da indução do diabetes para teste de glicosúria. A 

glicemia em jejum foi confirmada no soro dos animais logo após o sacrifício. Os 

animais que não apresentaram glicosúria/glicemia acima de 250 mg/dL, ou tiveram o 

quadro diabético revertido ao longo do experimento foram excluídos. 
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3.8 DETERMINAÇÃO DE HEMOGLOBINA GLICADA 

 

 

A porcentagem da hemoglobina glicada foi avaliada por cromatografia de 

troca iônica por meio de kit comercial (HbA1c Analisa®) e leitura em 

espectrofotômetro conforme instruções do fabricante. 

 

 

3.9 AVALIAÇÃO DOS AGES 

 

 

Após dosagem de proteínas no soro (método do Biureto -kit para dosagem de 

Proteínas Totais, Analisa®) e no homeganato de rins (método de Bradford), os 

AGEs foram quantificados pela medida da fluorescência conforme descrito por Zilin e 

colegas, 2001 88. As amostras de soro ou homogenato de rins (70µl) sofreram 

precipitação de proteínas e lipídeos pela adição de clorofórmio (330 µL) e ácido 

tricloroacético 0,15M/L (1,6ml) seguida de vigorosa agitação em vórtex e 

centrifugação a 12000g, 4ºC por 15 minutos. O espectrofluorímetro foi ajustado nos 

comprimentos de onda de 350nm (excitação) e 440nm (emissão) com abertura de 

fenda de 5nm. As medidas foram realizadas à temperatura ambiente em cubeta de 

quartzo de 1cm de caminho ótico utilizando-se apenas a fase aquosa. Os resultados 

foram expressos em unidade arbitrária dividida pela concentração de proteínas 

(UA/mg proteína). 

 

 

3.10 DOSAGENS BIOQUÍMICAS 

 

 

As determinações de colesterol total e frações, triglicérides, uréia e creatinina, 

foram realizadas no soro obtido através de kits comerciais específicos para cada 

teste (Analisa®) em aparelho automatizado (HumaStar 80, Human®) conforme 

instruções do fabricante. 
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3.11 DOSAGEM DA PROTEÍNA C REATIVA ULTRA-SENSÍVEL 

 

 

As análises da PCR-US foram realizadas por imunoturbidimetria no soro 

obtido através de Kit comercial específico (Biotécnica®) e a leitura foi realizada em 

Bioplus® (Bio 2000) conforme instruções do fabricante. 

 

 

3.12 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE IDO 

 

 

Após obtenção e contagem dos macrófagos peritoneais, conforme descrito 

anteriormente, a atividade da enzima IDO foi avaliada através formação de 

quinureninas conforme ensaio descrito por Yamamoto e Hayaishi, 1967 89. Foi 

preparado um homogenato celular (por sonicação) e este foi centrifugado por 10 min 

a 2500 rpm a 4ºC. Montou-se reação contendo o sobrenadante do homogenato 

(volume correspondente a 5x106 células) em tampão fosfato pH 6,5 (50mM), o 

substrato triptofano (200 µM), os ativadores da enzima: ascorbato (20mM) e azul de 

metileno (10µM) e catalase (100µg/mL) para a degradação do peróxido de 

hidrogênio (H2O2) formado pela interação do ascorbato com azul de metileno. A 

reação foi incubada por 30 minutos a 37ºC sob agitação. Logo após, a reação foi 

bloqueada pela adição de ácido tricloroacético 6% para precipitação das proteínas. 

Toda a NFK, primeiro produto da via das quinureninas, foi degradada à quinurenina 

através de um segundo banho de 15 minutos à 65ºC. As amostras foram então 

centrifugadas a 13000g á 4ºC por 15 minutos e filtradas em membrana de 0,22µm 

de poro. Reações “branco” foram montadas sem a presença da enzima (sem 

homogenato celular) para monitoramento de possíveis contaminações de 

quinurenina exógena.  

A formação das quinureninas (N-formilquinurenina e quinurenina) foi 

monitorada por HPLC (High-performance liquid chromatography, modelo LC-20A-

Prominence, com duplo pistão serial, degaseificador on-line, forno de coluna, auto-

injetor, acoplado a detector de arranjo de diodos (DAD)).  
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Foram Injetados 40 µL da amostra em coluna C18 e a análise foi 

acompanhada por 25 minutos em fluxo de fase móvel de 1 mL/min. Após a 

separação dos componentes da amostra, analisamos as substâncias pelos 

detectores de arranjo de diodos e de fluorescência. A fase móvel foi composta por 

acetonitrila: água, em um método gradiente realizado pelas duas bombas.  

Mantivemos 100% de água durante dois minutos de corrida. Aumentamos 

linearmente a concentração de acetonitrila atingindo 10% em 22 minutos. A partir 

desse tempo a concentração de ACN diminuiu linearmente à 0% até o 25º minuto. 

As absorbâncias foram monitoradas nos comprimentos de onda (λ) 280nm 

(triptofano), 325nm (N-formilquinurenina) e 365nm (quinurenina) simultaneamente. O 

limite de detecção (S/N = 3:1) foi de 244 nM e o limite de quantificação (S/N = 10:1) 

foi de 488 nM tanto para triptofano quanto para quinurenina. Nas condições 

utilizadas a relação do sinal com a concentração se mostrou linear na faixa 

analisada (2,44 x 10-4 – 1 mM). 

O monitoramento das quinureninas por HPLC foi realizado no laboratório de 

Bioquímica da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da USP (São Paulo-SP). 

 

 

3.13 EXPRESSÃO DE IDO POR DOT BLOT 

 

 

Amostras de proteínas dos macrófagos (100 µg) foram transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose à vácuo por Dot blot. A membrana foi incubada por 2h 

em solução de leite em pó desnatado 5% a fim de bloquear sítios inespecíficos. 

Após boqueio, a membrana foi incubada em solução com anticorpo primário anti-IDO 

por 2h (Millipore®). As membranas foram novamente incubadas por 1h em solução 

contendo anticorpo secundário conjugado à peroxidase (Anti-IgG, 1/16000, 

SIGMA®). Os dot blots foram revelados em solução de diaminobenzamidina (DAB) e 

prontamente fotografados. 

 

 

3.14 PREPARO DAS LÂMINAS SILANIZADAS 
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As lâminas foram lavadas com detergente neutro, mantidas em água corrente 

por 30 minutos e em água destilada ppor mais 30 minutos, foram então secas e 

então passaram por uma bateria de banhos: 

 

    1º) Água destilada : 15 segundos com 5 mergulhos 

    2º) Acetona pura : 15 segundos com 5 mergulhos 

    3º) Acetona pura : 15 segundos com 5 mergulhos 

    4º) Silano 4% em solução de acetona : 10 segundos 

    5º) Acetona pura : 15 segundos com 5 mergulhos 

    6º) Acetona pura : 15 segundos com 5 mergulhos 

    7º) Água destilada : 15 segundos. 

 

Após a sequência de banhos as lâminas foram postas para secar em estufa 

(60ºC) e armazenadas para o uso. 

 

 

3.15 EXPRESSÃO DE IDO POR IMUNOFLUORESCÊNCIA 

 

 

A fim de avaliar a presença e localização da enzima IDO foram realizados 

ensaios de microscopia confocal. 

As células foram coletadas em PBS, centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos 

a 4°C e uma gota (20 µL) foi aplicada sobre cada lâmina silanizada. A lâmina foi 

mantida em câmara úmida por 45 minutos para adesão e logo após incubada com o 

fixador paraformaldeído comercial 4% por mais 45 minutos. 

As lâminas foram então lavadas com PBS e em seguida incubadas cloreto de 

amônio 50 mM em PBS por 30 minutos para torná-las permeáveis. Passado esse 

período as células foram bloqueadas com PGN por 40 minutos e com PGN/saponina 

por 45 minutos.  Em seguida incubamos as lâminas com o anticorpo anti-IDO (1:100) 

por 1 hora a temperatura ambiente. Lavamos e incubamos as lâminas com 

conjugado fluorescente (anti-IgG de cabra acoplado a fluoresceína isotiocianato 

(FITC)) (1:100) e DAPI para corar o DNA do núcleo das células durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Após lavagem com PBS, montamos as lâminas em lamínulas 
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contendo glicerol tamponado com pH alcalino e 0,1% de parafenileno-diamino 

(PPD), um inibidor do decaimento de fluorescência.   

Visualizamos a fluorescência em microscopia confocal, com laser de UV (363 

nm) e visível (488, 567 e 657 nm), acoplado a um computador contendo sistema de 

captura de imagens Digital Sight, NIS-Element BR®. 

 

 

3.16 EXPRESSÃO DE IDO POR IMUNOCITOQUÍMICA 

 

 

As células foram coletadas em tampão fosfato, centrifugadas e uma gota 

deixada sobre cada lâmina silanizada por 30 minutos para aderência, em câmara 

úmida. Posteriormente foram fixadas em paraformaldeído 4% por 30 minutos. 

As células aderidas foram incubadas com cloreto de amônio 50 mM em PBS 

por 30 minutos, com isso retirou-se os grupos aldeídos que são fluorescentes 

naturais. A seguir os epítopos inespecíficos foram bloqueados e as células 

permeabilizadas com PGN/saponina por 45 minutos, em seguida incubadas com 

anticorpo policlonal anti-IDO por 1 hora à temperatura ambiente. As lâminas foram 

então lavadas e incubadas com anticorpo conjugado a peroxidase (goat anti-mouse 

IgG 1:100 espécie específico acoplado a peroxidase), foram lavadas novamente em 

PBS e incubadas com diaminobenzidina (DAB) por 10 minutos. Em seguida realizou-

se a desidratação, contracoloração dos núcleos com hematoxilina e diafanização 

com xilol. As lâminas foram montadas com lamínulas e Entelan® e a 

imunocitoquímica pode ser visualizada por microscopia de luz em microscópio Zeiss 

Axiophot® acoplado a um computador contendo sistema de captura de imagens 

Digital Sight, NIS-Element BR ®. 

.   

 

3.17 ANÁLISE HISTOLÓGICA DOS RINS 

 

 

Após sacrifício retirou-se os rins dos animais, estes foram lavados em solução 

fisiológica, abertos longitudinalmente com bisturi e imediatamente fixados em 

paraformaldeído comercial 4%. O material foi aparado para isolar a área de 
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interesse, região medular, e mantido no fixador por 24 horas. Passado o período de 

fixação, o material foi desidratado em série crescente de concentrações de álcool 

(70, 80, 90, 95, 100%) e diafanizado (álcool-xilol 1:1, xilol) para inclusão em parafina 

histológica. 

Foram realizados cortes de 7µm em micrótomo Leica ®, os cortes foram 

aderidos em lâminas de vidro e corados pelo método Hematoxilina-Eosina, conforme 

rotina do Laboratório de Histologia e Biologia Celular da UNIFAL-MG. 

As fotomicrografias foram obtidas em microscópio óptico acoplado a um 

computador pelo sistema de captura de imagens Digital Sight, NIS-Element BR ®. 

 

 

3.18 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS 

 

 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média, de no 

mínimo três experimentos independentes feitos em duplicata. As análises foram 

realizadas através de comparações entre os grupo controle, diabético e diabético 

submetido à tratamento com AG. Os dados foram analizados por meio de testes no 

programa estatístico Graph Pad Instat ® (1993). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Neste estudo, avaliamos a formação de AGEs no modelo experimental de 

diabetes induzido por aloxano e a influência destes produtos de glicação sobre 

alguns parâmetros bioquímicos e sobre a modulação da enzima IDO. 

Para tanto, tratamos ratos Wistar pela via intraperitoneal com 150mg/kg de 

aloxano.  Após a confirmação do DM, iniciou-se o tratamento com aminoguanidina 

(AG) ou água por gavagem por 50 dias. Os animais foram divididos nos grupos 

diabético, diabético tratado com AG e controle. Os grupos foram ativados ou não por 

LPS.  

Para caracterizar nosso modelo experimental, avaliamos alguns parâmetros, 

entre eles o peso desses animais no início do experimento e no momento de 

sacrifício.  

 

 

4.1 PESO 

 

 

Como podemos observar no GRAF 1 houve um ganho de cerca de 120g nos 

animais animais do grupo controle, ao contrário dos grupos de ratos diabéticos 

tratados ou não com aminoguanidina ao longo do período experimental, que 

mantiveram peso similar ao que possuíam no início do experimento. A diferença no 

peso dos animais controle em relação aos diabéticos tratados ou não com 

aminoguanidina foi significativa (po0,001).  Este resultado mostrou-se condizente a 

um dos quatro sintomas marcantes causados pela hiperglicemia que incluem: perda 

de peso, poliúria, polidpsia e polifagia 90.  
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GRÁFICO 1 - Efeito do estado diabético no peso dos animais dos grupos diabético não tratado 

(n=35), diabético tratado com AG (n=31) e controle (n=13), ao final do experimento. 
Todos os animais iniciaram o experimento pesando 250 ± 50g. Letras minúsculas 
diferentes significam que houve diferença estatística pelo teste de Tukey-Kramer de 
múltiplas comparações. 

Fonte: Do autor. 
 
 
 
 
4.2 ATIVAÇÃO DOS MACRÓFAGOS 

 

 

Após o tratamento com a AG, os animais dos grupos ativados foram 

sacrificados 48 horas após a injeção de LPS (500 µg/Kg em solução salina) e as 

células do peritônio foram colhidas e o número total e diferencial das células foi 

determinado.  

TABELA 1 - Efeito do estado diabético e do tratamento com aminoguanidina sobre o influxo 
celular ao peritônio em animais injetados ou não com LPS. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fonte: Do autor 

Macrófagos Peritoneais 

DNA 2,20 ± 0,42  
DNAAG 1,50 ± 0,56  
CNA 1,74 ± 0,23  
   

DA 3,76 ± 0,73  
DAAG 3,30 ± 0,41  
CA 4,17 ± 0,8  

nº de células x 106/ml 

 

ns 
* 

*** 
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Grupo diabético não ativado (DNA, n=8), diabético não ativado tratado com 

AG (DNAAG, n=8), controle não ativado (CNA, n=8), diabético ativado (DA, n=8), 

diabético ativado tratado com AG (DAAG, n=8) e controle ativado (CA, n=8). ns: 

diferença não-significativa; *(po0,05); ***(po0,001). Teste estatístico de Tukey-

Kramer de múltiplas comparações. 

A cavidade peritoneal abriga uma variedade de células do sistema imune 

sendo uma excelente fonte de fagócitos mononucleares, representadas 

principalmente por macrófagos e um subtipo de linfócito (linfócitos B-1) 91-93. Está 

ainda presente linfócitos T e linfócitos natural killer (NK) nessa cavidade 94. 

Em todos os grupos estudados, a contagem diferencial mostra que a maioria 

das células obtidas são macrófagos. 

Como podemos observar na tabela 1, há um aumento significativo do número 

total de células no peritônio dos animais injetados com LPS em relação aos grupos 

não ativados.  Observamos que a ativação por LPS não foi capaz promover um 

aumento significativo na migração de células para o peritônio nos animais diabéticos 

(DNA e DA). Entre os animais diabéticos tratados com AG (DNAAG e DAAG) 

ocorreu um aumento significativo (p<0,05) na migração celular quando houve 

ativação por LPS. Entre os animais controle (CNA e CA) notamos um aumento ainda 

mais evidente na migração de células quando o animal foi ativado pelo LPS 

(p<0,001).  

Esses dados demonstram que o recrutamento dos macrófagos pela injeção 

intraperitoneal de LPS foi mais efetivo nos animais controles e animais diabéticos 

tratados com AG do que nos animais diabéticos não tratados com AG. Esses dados 

corroboram com estudos anteriores, que demonstraram menor responsividade e 

menores taxas fagocíticas em pacientes acometidos pelo DM 18, 19, e nos levam a 

crer que o tratamento para inibição da glicação com a AG auxilia numa melhora da 

resposta imune inata no estado diabético. 

 

 

4.3 AVALIAÇÃO DO PERFIL GLICÊMICO 

 

 

Neste trabalho utilizamos o aloxano para induzir o DM. . A ação tóxica do 

aloxano sobre as células β do pâncreas envolve diferentes processos, como a 
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oxidação de grupamentos–SH, inibição da glicoquinase, geração de radicais livres e 

distúrbios na homeostase intracelular de cálcio.  O aloxano produz necrose 

específica das células β nas ilhotas pancreáticas e induz a liberação maciça de 

insulina com posterior supressão das ilhotas de Langerhans ao responder a um 

estímulo externo da glicose. Os ratos diabéticos induzidos com aloxano apresentam 

sintomas idênticos aos pacientes diabéticos, pois os animais desenvolvem danos no 

sistema ocular, renal, cardíaco, vascular e nervoso, constituindo assim um 

importante modelo para o estudo de complicações agudas e crônicas do DM 95. A 

fim de confirmar o estado diabético nos animais, avaliamos a glicosúria e a glicemia 

através do método colorimétrico.  

 

 

4.3.1 Glicosúria/Glicemia dos Animais 

 

 

A dosagem da glicosúria foi realizada sete dias após indução do diabetes e 

acompanhada semanalmente a fim de excluir animais com possível reversão do 

estado diabético ao longo dos dois meses de experimento.  A glicemia dos animais 

foi confirmada no momento do sacrifício.  

 

 
GRÁFICO 2 - Avaliação da glicemia dos animais dos grupos diabético sem tratamento (n=29), 

diabético tratado com AG (n=23) e controle (n=14) no momento do sacrifício. Letras 
minúsculas diferentes significam que houve diferença estatística pelo teste de Tukey-
Kramer de múltiplas comparações. 

Fonte: Do autor 
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Quando analisada a concentração de glicose sanguínea, verificou-se um 

aumento significativo no grupo diabético quando comparado ao grupo controle, 

mostrando que a indução do diabetes pelo aloxano foi efetiva.  

A aminoguanidina previne a formação dos AGEs porque contém hidrazina em 

sua estrutura química, a qual reage com os seguintes compostos: glioxal, metilglioxal 

e 3-desoxiglicosona e inibe a a formação de carboximetilisina e carboxietilisina .  

Nossos resultados demonstram que não houve redução da hiperglicemia 

após o tratamento com aminoguanidina. Entretando observamos uma redução da 

glicação das proteínas avaliadas, a hemoglobina e frutosamina. 

 

 

4.3.2 Hemoglobina Glicada 

 

 

A formação da HbA1c ocorre de forma irreversível e progressiva no eritrócito e 

é proporcional aos níveis glicêmicos encontrados no sangue, sendo que os valores 

anormais levam de 4 a 6 semanas para normalizarem-se. Por essa propriedade, a 

determinação da HbA1c para avaliação da glicemia dos diabéticos é de grande 

utilidade porque avalia o real quadro glicêmico das últimas 4 a 6 semanas 

A concentração de hemoglobina glicada (Hb A1c) foi avaliada por 

cromatografia de troca iônica. Os resultados apresentam-se em porcentagem da 

HbA1c em relação à hemoglobina total como mostrado no gráfico abaixo. 

 
GRÁFICO 3 - Porcentagem da Hemoglobia Glicada em relação à Hemoglobina Total nos animais 

diabéticos sem tratamento (n=11), diabéticos tratados com AG (n=11) e controles 
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(n=13). Letras minúsculas diferentes significam que houve diferença estatística pelo 
teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. 

Fonte: Do autor 
 

Valores de Referência: 
Não Diabéticos: 4,4 a 6,7% 
Diabéticos com Bom Controle: 6,7 a 7,3% 
Diabéticos com Controle Regular: 7,3 a 9,1% 
Diabéticos com Controle Ruim: acima de 9,1% 
 
Pode-se observar no GRAF 3 que houve diferenças significativas entre os três 

grupos experimentais na porcentagens de hemoglobina glicada. Entre o grupo 

diabético sem tratamento e diabético tratado com AG o valor de p foi inferior a 0,05, 

e entre os animais controles e ambos os grupos diabéticos (tratados e não tratados 

com AG) o valor de p foi inferior a 0,001. Nota-se ainda que os valores de HbA1c nos 

animais dibéticos sem tratamento se mostraram superiores ao valor de referência 

considerando controlado (7,3 – 9,1%), já os animais tratados com AG apresentaram 

valores normais ou próximos aos considerados saudáveis (6,7 – 7,3%), bem como 

os animais controles, não diabéticos (4,4 – 6,7%). 

 

 

4.3.3 Frutosamina 

 

 

A frutosamina refere-se ao valor médio da glicose sanguínea nas últimas 4 a 

6 semanas. É o nome genérico dado á todas as proteínas séricas glicosiladas 

(principalmente a albumina). Seus valores normalmente são inferiores aos 

encontrados na análise da hemoglobina glicada. 
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GRÁFICO 4 - Avaliação da Frutosamina nos animais dos grupos diabéticos sem tratamento (n=17), 

diabéticos tratados com AG (n=23) e controles (n=19). Letras minúsculas diferentes 
significam que houve diferença estatística pelo teste de Tukey-Kramer de múltiplas 
comparações. 

Fonte: Do autor 
 

Observa-se no gráfico 4 que o tratamento inibiu  a formação das frutosaminas 

quando comparamos o grupo diabético tratado com AG com o grupo não submetido 

à tratamento (po0,001), e quando comparamos ambos os grupos diabéticos com o 

grupo controle (po0,001).  

 

 

4.4 AVALIAÇÃO DA FORMAÇÃO/INIBIÇÃO DE AGES 

 

 

Há entre os AGEs compostos naturalmente fluorescentes, como por exemplo 

a pentosidina 96. Essa fluorescência de AGEs foi avaliada no soro e homogenato de 

rins através conforme descrito previamete na seção 3.9. 
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GRÁFICO 5 - Fluorescência de AGEs no Soro dos animais diabéticos sem tratamento (n=10), 

diabéticos tratados com AG (n=8) e controles (n=8). Letras minúsculas diferentes 
significam que houve diferença estatística pelo teste de Tukey-Kramer de múltiplas 
comparações. 

Fonte: Do autor 
 

Como se pode observar no GRAF 5 houve diferença significativa nos níveis 

de fluorescência entre os três grupos experimentais (po0,001), sendo que os 

animais diabéticos não tratados apresentaram os maiores índices de fluorescência, 

indicando maior concentração de AGEs. O tratamento com AG inibiu a glicação de 

proteínas no soro, dado esse que condiz com a análise da frutosamina apresentada 

anteriormente no GRAF 4. Observa-se também diferença entre o grupo diabético 

não submetido ao tratamento com AG e o grupo controle, não diabético (po0,001). 

Não houve, entretanto, diferenças significativas entre os grupos diabético tratado 

com AG e grupo controle, indicando que em animais tratados com AG os níveis de 

AGEs se assemelham aos níveis em animais sadios, comprovando a eficácia do 

tratamento com AG na prevenção da formação dos AGEs. 

 



 46 

  
GRÁFICO 6 - Fluorescência de AGEs no Homogenato de rins dos animais diabéticos sem tratamento 

(n=8), diabéticos tratados com AG (n=9) e controles (n=14). Letras minúsculas 
diferentes significam que houve diferença estatística pelo teste de Tukey-Kramer de 
múltiplas comparações. 

Fonte: Do autor 
 

 A análise espectrofluorimétrica do homogenato de rins demonstrada no 

gráfico 6 não revelou diferenças significativas de fluorescência entre os animais 

diabéticos tratados com AG e não tratados. Comparando-se os grupos diabéticos 

sem tratamento com os controles nota-se que houve diferenças entre diabéticos e 

controles com valor de significância menor (po0,01), e diferenças entre diabéticos 

tratados com AG e controles com significância maior (po0,001). Esses dados 

contrariam a análise espectrofluorimétrica realizada no soro (gráfico 5), que pode ter 

ocorrido devido as propriedades nefrotóxicas da AG. Os compostos fluorescentes 

observados neste ensaio poderiam surgir de um processo inflamatório nos rins 

agravado pela AG.  

Dados de literatura indicam que ratos diabéticos quando tratados com 

inibidores da formação de produtos finais da glicação avançada apresentam 

correção de disfunções ao nível de células endoteliais e redução do infiltrado celular 

inflamatório, implicando, assim, a via da glicação não enzimática como importante no 

que tange às complicações diabéticas.  

 

 

4.5 AVALIAÇÃO DO DANO RENAL 
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 A lesão renal é uma complicação crônica microvascular muito freqüente em 

pacientes diabéticos e em modelos animais com diabetes induzido por drogas 97 e 98. 

Estes danos têm sido associados à glicemia e concentrações de hemoglobina 

glicada (Hb A1C) elevadas 99. A história natural da lesão renal induzida pelo diabetes 

tem sido vista como uma via que segue para uma situação clínica relativamente 

freqüente denominada nefropatia diabética, passa por estágios intermediários e 

termina na insuficiência renal crônica. Ao contrário de outras doenças renais, a 

incidência da nefropatia diabética, como causa de insuficiência renal crônica, está 

em ascensão. Portanto, a detecção precoce é de grande importância para o 

estabelecimento de medidas preventivas com vista à melhoria da qualidade de vida 

e redução da mortalidade por insuficiência renal crônica em pacientes diabéticos 98. 

 A glicação de proteínas tem sido apontada como um dos principais 

mecanismos responsáveis pelas lesões glomerulares observadas na nefropatia 

diabética 100. Sendo assim, os AGEs são considerados moléculas de especial 

interesse para os nefrologistas, uma vez que podem ter um papel etiológico de 

complicações vasculares e renais associadas com o diabetes e envelhecimento 101. 

Por essa razão investigamos o efeito do DM e dos AGEs nos rins. 

 

 

4.5.1 Uréia e Creatinina 

 

 

Sabe-se que em casos de lesão renal os níveis de uréia apresentam-se 

prontamente elevados, e que os níveis de creatinina elevam-se de forma progressiva 

ao dano mais lentamente do que ocorre com a uréia. As determinações da uréia e 

creatinina foram feitas no soro obtido e congelado no sacrfício através de método 

colorimétrico.  
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.  

GRÁFICO 7 - Uréia dos animais diabéticos sem tratamento (n=28), diabéticos tratados com AG 
(n=31) e controles (n=18). Letras minúsculas diferentes significam que houve 
diferença estatística pelo teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. 

Fonte: Do autor 

                         
GRÁFICO 8 - Creatinina dos animais diabéticos sem tratamento (n=25), diabéticos tratados com AG 

(n=24) e controles (n=18). Letras minúsculas diferentes significam que houve diferença 
estatística pelo teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. 

Fonte: Do autor 
 

 Pode-se observar no GRAF 7 e GRAF 8 que houve diferença significativa 

entre os níveis de uréia e creatinina presentes no soro dos animais controles se 

comparados aos animais diabéticos, sendo que os animais controle apresentaram 

níveis de uréia e de creatinina estatisticamente diferentes e menores quando 

comparados a ambos os grupos diabéticos, submetidos ou não ao tratamento com 

AG (po0,001). Não houve, entretanto diferenças siginificativas entre os grupos 

diabéticos tratados e não tratados com AG. Conforme o esperado, os valores dos 

níveis de creatinina são condizentes aos encontrados na análise da uréia. 
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4.5.2 Análise Histológica dos Rins 

 

 

A fim de avaliar a natureza e a magnitude do dano causado pelo estado 

diabético, foram confeccionadas lâminas análise histológica por microscopia óptica, 

conforme protocolo descrito anteriormente na seção 3.17. 

 

 
FIGURA 2 - Corte histológico da zona medular renal dos animais experimentais, em aumento de 40x, 

corados por Hematoxilina-Eosina. Glomérulos representativos de 10 campos por lâmina 
de cada animal. 

A) Glomérulo de animal diabético tratado com aminoguanidina; 
B) Glomérulo de animal diabético não submetido ao tratamento com aminoguanidina; 
C) Glomérulo de animal não diabético (controle). 

Fonte: Do autor 
 

O sistema renal é formado por um conjunto de estruturas histológicas 

imprescindível nos mecanismos de filtrações glomerular e tubular. O glomérulo renal 

é constituído primordialmente por uma rede de capilares fenestrados, sem 

diafragma, oriundos da arteríola aferente e pela cápsula de Bowman contendo dois 
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folhetos, visceral e parietal. Este último é formado por células epiteliais planas que 

limitam o espaço capsular onde se acumula o filtrado glomerular.  

Aqui, nos animais diabéticos não submetidos ao tratamento (FIG 2B) 

observamos o espessamento do espaço de Bowman, com alteração na morfologia 

celular nesta região. Normalmente a cápsula de Bowman é revestida por uma 

camada simples de células pavimentosas (seta 1, FIG 2A e 2C), porém, nos animais 

diabéticos não submetidos ao tratamento foi observada a presença de mais de uma 

camada celular (seta 2, FIG 2B). Foi observada também, nos animais diabéticos não 

tratados, a presença de material amorfo no espaço de Bowman, que geralmente é 

preenchido apenas por ultrafiltrado de plasma (seta 3, FIG 2B). 

Além disso, ocorreu acentuação da lobulação glomerular (aspecto de folhas 

de trevo) nos animais diabéticos sem tratamento, indicada pela seta 4 na figura 2B. 

Este aumento da lobulação é um indicativo da ocorrência de glomerulonefrite de 

classe 1 segundo a classificação de Banff 102 e 103. Notou-se também um aumento no 

tamanho dos túbulos renais mais proximais (seta 5, FIG 2B). 

Estes resultados corroboram com dados da literatura que relatam a 

predominância de lesões secundárias ao diabetes mellitus nos glomérulos, embora 

os túbulos e interstício renal possam tambem ser acometidos 98.  

 Apesar de propriedades nefrotóxicas já terem sido atribuídas para a 

aminoguanidina, no período de tratamento (50 dias) e na dose administrada 

(100mg/Kg/dia) em nosso modelo experimental não observamos alterações 

estruturais no grupo diabético tratado com AG quando comparados ao grupo 

controle. Estes resultados estão condizentes com trabalhos que mostram que a 

administração de aminoguanidina em ratos diabéticos reduz AGEs e limita 

alterações estruturais e funcionais nos tecidos 45. Foi descrito ainda que a AG inibe 

ligações cruzadas e a fluorescência do colágeno da pele de ratos diabéticos, 

retardando também o desenvolvimento da nefropatia diabética 46. Neste sentido, 

também foi demostrado que a aminoguanidina teve um efeito protetor contra necrose 

do túbulo proximal, edema intracelular, redução da cápsula de Bowman e diminuição 

da filtração glomerular 104. 
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4.6 AVALIAÇÃO DO RISCO CARDÍACO 

 

 

Sabe-se que as doenças cardiovasculares constituem uma das principais 

causas de morte entre pacientes portadores de diabetes mellitus. Dados da literatura 

demonstram uma alta prevalência de dislipidemia entre pacientes diabéticos, com 

freqüente associação entre os níveis glicêmicos elevados e alterações no perfil 

lipídico. Além das alterações nas vias metabólicas em decorrência da hiperglicemia, 

estudos realizados em diferentes modelos experimentais têm demonstrado que os 

AGEs também podem contribuir significativamente para não somente para o 

desenvolvimento de dislipidemia como também para a ocorrência de doenças 

cardivasculares. Sendo assim, a avaliação do perfil lipídico em pacientes diabéticos 

tem sido recomendada entre os diversos exames laboratoriais para avaliação do 

controle do diabetes mellitus, com vista à redução da morbidade e mortalidade em 

decorrência da aterosclerose 105. 

 No presente estudo, o perfil lipídico no soro dos animais diabéticos e 

diabéticos tratados com aminoguanidina foi comparado com aquele observado no 

soro de animais não diabéticos. 

 

 

4.6.1 Colesterol Total e Lipoproteínas  

 

 

Os animais diabéticos apresentaram níveis séricos de colesterol total e 

colesterol HDL significativamente maiores que os animais pertencentes ao grupo 

controle. O tratamento com aminoguanidina não foi capaz de prevenir este aumento 

(GRAF 9 e GRAF 10). Neste trabalho foi avaliada também a concentração de 

colesterol não HDL, um parâmetro importante para a estratificação do risco 

cardiovascular, uma vez que fornece uma estimativa da concentração de 

lipoproteínas aterogênicas no soro 105. Não houve diferença significativa na 

concentração de colesterol não HDL entre os diferentes grupos analisados (GRAF 

11). 
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GRÁFICO 9 - Colesterol Total dos animais diabéticos sem tratamento (n=18), diabéticos tratados com 

AG (n=17) e controles (n=18). Letras minúsculas diferentes significam que houve 
diferença estatisticamente significativa. Análise estatística pelo teste de Tukey-Kramer 
de múltiplas comparações. 

Fonte: Do autor 
 

 

4.6.2 Colesterol HDL  

 
GRÁFICO 10 - HDL dos animais diabéticos sem tratamento (n=18), diabéticos tratados com AG 

(n=17) e controles (n=18). Letras minúsculas diferentes significam que houve 
diferença estatisticamente significativa. Análise estatística pelo teste de Tukey-
Kramer de múltiplas comparações. 

Fonte: Do autor 
 

 

4.6.3 Colesterol Não-HDL  
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A hipercolesterolemia em decorrência do diabetes tipo 2 tem sido associada 

ao aumento na concentração de lipoproteínas aterogênicas tais como, lipoproteína 

de baixa densidade (LDL) e/ou lipoproteína de densidade muito baixa (VLDL). 

Entretanto, no diabetes tipo 1, tem sido observado um aumento na concentração 

sérica de lipoproteína de alta densidade (HDL), que pode estar associado a 

concentrações elevadas ou normais das demais lipoproteínas 106. Apesar dos níveis 

aumentados de HDL, não há redução do risco cardíaco nestes indivíduos. É 

importante considerar que alterações no tamanho, na composição e na estrutura das 

HDL podem compormeter a funcionalidade e interferir com suas propriedades 

antiaterogências 107. 

 

GRÁFICO 11 - Colesterol Não-HDL dos animais diabéticos sem tratamento (n=19), diabéticos 
tratados com AG (n=22) e controles (n=9). Análise estatística pelo teste de Tukey-
Kramer de múltiplas comparações. 

Fonte: Do autor 
 

 

4.6.4 Triglicérides 

 

 

No GRAF 12 nota-se que os níveis séricos de triglicérides aumentaram nos 

animais diabéticos quando comparados ao grupo controle, porém não houve 

diferença significativa entre os animais diabéticos tratados e não tratados com AG. 

 



 54 

 
GRÁFICO 12 - Triglicérides dos animais diabéticos sem tratamento (n=18), diabéticos tratados com 

AG (n=17) e controles (n=18). Letras minúsculas diferentes significam que houve 
diferença estatisticamente significativa. Análise estatística pelo teste de Tukey-
Kramer de múltiplas comparações. 

Fonte: Do autor 
 

A hipertrigliceridemia observada nos animais diabéticos pode ser atribuída 

não somente à hiperglicemia, que favorece o aumento na síntese de triglicérides, 

como também à falta de insulina, que interfere negativamente na ação da lipase 

lipoprotéica, levando a uma diminuição do catabolismo deste lipídeo.  

Os resultados observados estão de acordo com dados da literatura e 

poderiam ser atribuídos ao fato de termos utilizado aloxano para indução do 

diabetes. Desta forma o modelo experimental adotado em nosso estudo poderia ser 

comparado ao diabetes tipo 1, já que o aloxano destrói as células β-pancreáticas  
108. 

 

 
4.6.5 Avaliação da PCR-US 

 

 

A Proteína C reativa ultra-sensível é um marcador de atividade inflamatória. 

Estudos têm demonstrado a presença da PCR ultra-sensível nos tecidos inflamados, 

nas artérias com aterosclerose (com placas de gordura ou ateromas em sua parede) 

e no músculo cardíaco (miocárdio) infartado. A PCR ultra-sensível também 

desempenha papel que favorece a coagulação do sangue.  
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As diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2007) sobre as 

dislipidemias consideram a PCR ultra-sensível elevada como um fator agravante de 

risco cardiovascular 105.  

Como se pode observar no gráfico 13 não houve diferenças significativas nos 

níveis de Proteína C Reativa (ultra-sensível) entre os grupos no nosso modelo 

experimental. 

 

 
GRÁFICO 13 - Avaliação da Proteína C Reativa Ultra Sensível nos animais diabéticos sem 

tratamento (n=8), diabéticos tratados com AG (n=8) e controles (n=8). Análise 
realizada pelo teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. 

Fonte: Do autor 
 

Ao contrário do esperado, não observamos diferença nos níveis de Proteína C 

Reativa (ultra-sensível), provavelmente o intervalo de tempo (cerca de 2 meses) 

utilizado neste trabalho foi insuficiente para promover a elevação desta proteína.  

 

 

4.7 AVALIAÇÃO DA MODULAÇÃO DA ENZIMA IDO  

 

 

Já foi descrito anteriormente que nas doenças cardiovasculares, uma das 

principais complicações do diabetes, pode ocorre um aumento das quinureninas, 

refletindo na atividade de IDO. Neste trabalho avaliamos a influência dos AGEs 

sobre a modulação da enzima IDO no estado diabético. 
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4.7.1 Avaliação da atividade de IDO 

 

 

Como já mencionado a Indolamina 2,3 dioxigenase (IDO) é encontrada 

principalmente em células apresentadoras de antígenos como macrófagos e células 

dendríticas. Desta forma avaliamos a atividade da IDO em macrófagos peritoneais. A 

fim de testar a reação montada para avaliar a atividade de IDO realizamos um 

ensaio contendo IDO recombinante e IDO recombinante inibida por 1-Metil-triptofano 

(1MT) e todos os substratos necessários, conforme descrito na seção 3.12. 

Observamos que a reação funcionava pela grande produção de quinureninas 

geradas quando utilizamos IDO recombinante em substituição às amostras. Na 

reação montada com a enzima IDO recombinante, substratos e o inibidor da IDO 

(1MT) observamos menores taxas de produção de quinureninas (IDO rec. + 1MT). 

 

- Macrófagos 

 
GRÁFICO 14 -  Atividade de IDO recombinante (IDO rec.), IDO recombinante inibida por 1-Metil-

Triptofano (IDO rec. + 1 MT), e IDO dos macrófagos peritoneais dos animais dos 
grupos diabético ativado (DA, n=8), diabético não ativado (DNA, n=8), diabético 
ativado tratado com AG (DAAG, n=8), diabético não ativado tratado com AG 
(DNAAG, n=8), controle ativado (CA, n=8) e controle não ativado (CNA, n=8), 
avaliada pela presença de quinureninas em HPLC, comparada à atividade de IDO 
recombinante e IDO recombinante inibida por Metil Triptofano (MT). Letras 
minúsculas diferentes significam que houve diferença estatística pelo teste de 
Tukey-Kramer de múltiplas comparações. 

Fonte: Do autor 
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Podemos observar no GRAF 14 que houve uma maior produção de 

quinureninas nos macrófagos peritoneais dos animais diabéticos, tratados ou não 

com AG, indicando a maior atividade de IDO nos diabéticos se comparados aos 

animais controle. Estes dados estão de acordo com trabalhos anteriores que 

mostraram um aumento no catabolismo de triptofano e aumento nas concentrações 

plasmáticas de quinureninas nas doenças cardiovasculares 70. 

Nota-se também que nos animais que tiveram as células peritoneais 

previamente ativadas por LPS a atividade de IDO foi maior em todos os grupos. Isso 

ocorre devido ao papel indutor de IDO exercido pelo LPS 71-75. 

Além dos macrófagos, a IDO está presente em grandes quantidades também 

no cérebro 51. Por essa razão monitoramos a formação das quinureninas no 

homogenato de cérebro dos animais diabéticos tratados ou não com o inibidor da 

formação dos AGEs, a aminoguanidina, e nos animais controles. 

O gráfico 15 mostra que houve uma produção maior de quinureninas nos 

animais dibéticos, submetidos ou não ao tratamento com AG, se comparados aos 

animais controle (po0,001). Esse dado nos sugere que o estado diabético tem 

influência sobre a atividade de IDO de forma independente da presença dos AGEs. 

 

- Homogenato de cérebro 

 
GRÁFICO 15 -  Atividade de IDO no homogenato de cérebro de animais dos grupos diabético (n=8), 

diabético tratado com AG (n=8) e controle não diabético (n=8), avaliada pela 
presença de quinureninas em HPLC. Letras minúsculas diferentes significam que 
houve diferença estatística pelo teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. 

Fonte: Do autor 
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4.7.2 Efeito da ativação de macrófagos por LPS na expressão de IDO por 

imunomarcação 

 

 

Para avaliar o a expressão de IDO nos macrófagos peritoneais realizamos 

testes de imunofluorescência, imunocitoquímica e Dot blot.  

 
FIGURA 3 - Avaliação da ativação dos macrófagos peritoneais por LPS na expressão de IDO através 

de imunocitoquímica e imunofluorescência nos animais controle não diabéticos.  
A) Imunocitoquímica de macrófagos não ativados por LPS de animal controle. 
B) Imunocitoquímica de macrófagos ativados por LPS de animal controle. 
C) Imunofluorescência de macrófagos não ativados por LPS de animal controle. 
D) Imunofluorescência de macrófagos ativados por LPS de animal controle. 

Fonte: Do autor 
 

Para a imunocitoquímica de IDO foi utilizado anticorpo primário anti-IDO 

(1:50) e secundário específico conjugado à peroxidase (1:100), para a 

contracoloração do núcleo utilizou-se Hematoxilina. A revelação foi realizada 

utilizando diaminobenzidina (DAB). Aumento de100x em imersão. Para a 

imunofluorescência da IDO foi utilizado anti-corpo primário anti-IDO (1:50) e 

secundário específico (1:50) marcado com FITC que fluoresce em 518 nm (verde) 
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para microscopia confocal. O núcleo foi marcado com DAPI (azul). Aumento de 100x 

em imersão.  

Na FIG 3 observamos que houve significativo aumento na expressão da 

enzima IDO quando os animais controles, não diabéticos, receberam prévia ativação 

dos macrófagos peritoneais pela injeção de LPS. A localização da IDO está indicada 

pelas setas e marcada em marrom nas imagens de imunocitoquímica (figuras 3A e 

3B), e em verde nas imagens de imunofluorecência (figuras 3C e 3D). 

 
FIGURA 4 - Avaliação da ativação dos macrófagos peritoneais por LPS na expressão de IDO através 

de imunocitoquímica (fig 4A e 4B) e imunofluorescência (fig 4C e 4D) nos animais 
diabéticos.  

A) Imunocitoquímica de macrófagos não ativados por LPS de animal diabético. 
B) Imunocitoquímica de macrófagos ativados por LPS de animal dibético. 
C) Imunofluorescência de macrófagos não ativados por LPS de animal diabético. 
D) Imunofluorescência de macrófagos ativados por LPS de animal dibético. 

Fonte: Do autor 
 

Para a imunocitoquímica de IDO (marcada em marrom) foi utilizado anticorpo 

primário anti-IDO (1:50) e secundário específico conjugado à peroxidase (1:100), 

para a contracoloração do núcleo utilizou-se Hematoxilina (azul). A revelação foi 

realizada utilizando DAB. Aumento de100x em imersão. Para a imunofluorescência 

da IDO foi utilizado anti-corpo primário anti-IDO (1:50) e secundário específico (1:50) 
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marcado com FITC que fluoresce em 518 nm (verde) para microscopia confocal. O 

núcleo foi marcado com DAPI (azul). Aumento de 100x em imersão. 

Na FIG 4 nota-se aumento na expressão de IDO nos animais diabéticos 

ativados com LPS em relação aos animais diabéticos sem qualquer ativação. A IDO 

apresenta-se indicada pelas setas e marcada em marrom nas imagens de 

imunocitoquímica (figuras 4A e 4B), e em verde nas imagens de imunofluorecência 

(figuras 4C e 4D). Além disso, observamos que nos macrófagos dos animais 

diabéticos ativados por LPS a IDO se mostrou de forma mais pontual na periferia da 

célula (figura 4D). 

 
FIGURA 5 - Comparação da expressão de IDO nos estados diabético e controle não diabético, sem 

qualquer tipo de ativação, através de imunocitoquímica e imunofluorescência.  
A) Imunocitoquímica de macrófagos não ativados por LPS de animal controle. 
B) Imunocitoquímica de macrófagos não ativados por LPS de animal diabético. 
C) Imunofluorescência de macrófagos não ativados por LPS de animal controle. 
D) Imunofluorescência de macrófagos não ativados por LPS de animal diabético. 

Fonte: Do autor 
 

Para a imunocitoquímica de IDO (Fig 5A e 5B: marcada em marrom) foi 

utilizado anticorpo primário anti-IDO (1:50) e secundário específico conjugado à 

peroxidase (1:100), para a contracoloração do núcleo utilizou-se Hematoxilina 

(azul). A revelação foi realizada utilizando DAB. Aumento de100x em imersão. 
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Para a imunofluorescência da IDO (Fig 5C e 5D) foi utilizado anti-corpo primário 

anti-IDO (1:50) e secundário específico (1:50) marcado com FITC que fluoresce 

em 518 nm (verde) para microscopia confocal. O núcleo foi marcado com DAPI 

(azul). Aumento de 100x em imersão. 

A FIG 5 compara a expressão da IDO nos estados diabético e controle, 

sem ativação. Observamos que houve maior expressão de IDO nos macrófagos 

peritoneias dos animais diabéticos, conforme indicado pelas setas, tanto na 

análise por imunocitoquímica (figuras 5A e 5B) quanto pela análise por 

imunofluorescência (figuras 5C e 5D). 

 
FIGURA 6 - Comparação da expressão de IDO nos estados diabético e controle não diabético, com 

ativação por LPS, através de imunocitoquímica e imunofluorescência.  
A) Imunocitoquímica de macrófagos ativados por LPS de animal controle. 
B) Imunocitoquímica de macrófagos ativados por LPS de animal diabético. 
C) Imunofluorescência de macrófagos ativados por LPS de animal controle. 
D) Imunofluorescência de macrófagos ativados por LPS de animal diabético. 

Fonte: Do autor 
 

Para a imunocitoquímica de IDO (marcada em marrom nas figuras 6A e 6B) 

foi utilizado anticorpo primário anti-IDO (1:50) e secundário específico conjugado à 

peroxidase (1:100), para a contracoloração do núcleo utilizou-se Hematoxilina (azul). 

A revelação foi realizada utilizando DAB. Aumento de100x em imersão. Para a 
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imunofluorescência da IDO (figuras 6C e 6D) foi utilizado anti-corpo primário anti-

IDO (1:50) e secundário específico (1:50) marcado com FITC que fluoresce em 518 

nm (verde) para microscopia confocal. O núcleo foi marcado com DAPI (azul). 

Aumento de 100x em imersão. 

A FIG 6 mostra que houve maior expressão de IDO nos animais diabéticos do 

que nos animais controle, ambos ativados previamente por LPS, tanto por 

imunocitoquímica quanto por imunofluorescência, conforme indicados pelas setas. O 

padrão de distribuição pontual da IDO na periferia celular, observado nos 

macrófagos de animais diabéticos ativados com LPS (figura 6D) não ocorreu nos 

animais controle também ativados (figura 6C), indicando que esta característica se 

restringe ao grupo diabético ativado. 

 
FIGURA 7 - Comparação da expressão de IDO em macrófagos de animais diabéticos tratados e não 

tratados com AG, ativados ou não por LPS através de imunofluorescência.  
A) Macrófagos não ativados por LPS de animal diabético tratado com AG 
B) Macrófagos ativados por LPS de animal diabético tratado com AG 
C) Macrófagos não ativados por LPS de animal diabético não tratado com AG 
D) Macrófagos ativados por LPS de animal diabético não tratado com AG 

Fonte: Do autor 
 

Para a imunodetecção da IDO foi utilizado anticorpo primário anti-IDO (1:50) e 

secundário específico (1:50) marcado com FITC que fluoresce em 518 nm (verde) 
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para microscopia confocal. O núcleo foi marcado com DAPI (azul). Aumento de 100x 

em imersão. 

Para avaliarmos o efeito do tratamento com a aminoguanidina sobre a 

expressão de IDO realizamos o ensaio de Imunofluorescência de macrófagos 

peritoneais de animais diabéticos tratados e não tratados com AG (FIG 7). 

Observamos que praticamente não houve diferença na proporção de células 

expressando IDO entre os grupos com e sem tratamento, porém no que diz respeito 

à ativação por LPS, os animais diabéticos ativados, tratados ou não, mostraram 

padrão mais pontual de distribuição de IDO, com preferência pela membrana celular 

(FIG 7B e FIG 7D), enquanto que nos animais controles a IDO apresenta-se de 

forma mais difusa por toda a célula (FIG 7A e FIG 7C). 

Demonstramos que a localização desta enzima é diferente quando ativamos 

as células e esta diferença de localização pode estar relacionada com uma alteração 

na função celular. 

 
FIGURA 8 - Esquema da marcação de IDO nos macrófagos peritoneais dos animais diabéticos, 

tratados ou não tratados com AG, com e sem a ativação pelo LSP. 

Fonte: Adaptado de OKADA, S. S. 2010. 
 

O verde representa a marcação de IDO, os círculos representam as vesículas 

ou grânulos, marcados ou não pela IDO. Observa-se além de IDO dispersa no 

citoplasma uma maior concentração da enzima dentro de vesículas quando as 

células estão ativadas. 

 

 

4.7.3 Efeito da ativação de macrófagos por LPS na expressão de IDO por Dot blot 
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Além dos ensaios de imunofluorescência e imunocitoquímica realizamos o 

ensaio de Dot blot para avaliar a expressão da IDO em animais diabéticos ativados 

ou não com LPS e comparação com animais controles não diabéticos ativados ou 

não com LPS. 

Através de Dot blot avaliamos a expressão da enzima IDO e observamos um 

aumento na expressão da IDO devido à condição diabética em relação aos animais 

controle, e este aumento foi mais evidente nos animais ativados pelo LPS.  

 

 
FIGURA 9 - Expressão de IDO por Dot blot em macrófagos peritoneais de animais dos grupos 

controle e diabético, ativados ou não por LPS. Imagem representativa de 3 
experimentos realizada em duplicata (n=8/grupo). 

Fonte: Do autor 
 

 
GRÁFICO 16 - Expressão de IDO por Dot blot em macrófagos peritoneaias de animais dos grupos 
controle e diabético, ativados ou não por LPS. Letras minúsculas diferentes significam que houve 
diferença estatistica. 
Fonte: Do autor 

 

Os dados da literatura ainda são controversos sobre o papel que a IDO 

exerce no DM. Evidências suportam a hipótese de que a IDO possa contribuir com 

um conjunto de mecanismos que atrasam a progressão dessas doenças restaurando 
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a tolerância imune 82. Demonstrou-se que durante o tratamento com inibidor de IDO, 

1-metil-triptofano (1MT), a progressão do DM1 acelera 85. Nesta mesma linha, foi 

demonstrado também que a inibição da IDO com 1MT aumentou significativamente 

a lesão renal glomerular 110.  

Estudos recentes têm demonstrado maior sobrevivência em longo prazo e 

viabilidade de ilhotas singênicas expostas á fibroblastos expressando IDO em 

modelo animal diabético 83. E dados de outros estudos têm fornecido evidências 

encorajadoras para o tratamento do DM1 com IDO expressa por Células de Sertoli 

encapsuladas 84.  

Diante do exposto, nota-se que o real papel da IDO em condições normais e 

em condições patológicas ainda é bastante conflitante. Desta forma, novos estudos 

sobre a natureza exata da IDO nos mecanismos de patogenicidade do DM são 

necessários.  

Neste trabalho, observamos um incremento da IDO na condição de 

hiperglicemia, principamente quando houve a ativação pelo LPS. Desta forma, 

sugerimos que a IDO pode vir a se tornar um marcador em potencial da morbidade 

do diabetes. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 

- No estado diabético houve um aumento da formação dos produtos finais de 

glicação avançada (AGEs), conforme esperado, em relação aos animais 

controle, o que validou o nosso modelo experimental. 

- A aminoguanidina (AG) inibiu a formação dos AGEs. 

- A ativação dos macrófagos peritoneais pelo LPS aumentou a atividade de 

expressão de IDO nos três grupos experimentais (diabético, diabético + AG e 

controle). 

- Macrófagos peritoneais de ratos diabéticos apresentam maior conteúdo de 

IDO do que ratos controle.  

- Os AGEs não tiveram influência na atividade e expressão da IDO, pois a 

inibição da glicação pela aminoguanidina não alterou a modulação da enzima. 

- O estado diabético por si só aumentou a atividade e expressão de IDO, tanto 

nos macrófagos peritoneais quanto no homogenato de cérebro, porém por 

mecanismos independentes da concentração dos AGEs, já que não houve 

diferenças na modulação de IDO entre diabéticos tratados com AG e 

diabéticos não submetidos ao tratamento.  

Estes achados sugerem que IDO tem considerável potencial para a avaliação 

em novas estratégias terapêuticas para o DM. 
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