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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos agudos de concentracdes de glicose usadas
para o diagnéstico do diabetes mellitus, na reatividade vascular (RV) de
rim isolado de coelhos normais. Metodologia: Rins isolados de coelhos
normais foram agudamente expostos (3hs) a concentragdes normais
(5,5mM) e elevadas (7, 7,8 e 11,1mM) de glicose. A RV foi avaliada com
acetilcolina. Resultado: Houve reducéo significativa na vasodilatacao
dependente do endotélio no grupo com glicose 11,1mM em compara-
cao ao controle (redugcdo maxima na pressao de perfusdo de 2443 vs.
41+4%; p<0,05), mas ndo ocorreram diferencas significativas entre os gru-
pos com glicose 7 e 7,8mM e o controle (redugcdes maximas na pressao
de perfusdo de 3944 e 3413, respectivamente, vs. 41+4%, p>0,05). Con-
clusao: Niveis de glicose utilizados para o diagndstico p6s-TOTG de DM
sdo capazes de provocar alteracdes agudas na RV. Estes efeitos ndo
foram observados com os valores diagnoésticos de jejum. Especulamos
que a glicemia p6s-TOTG possa estar mais relacionada com a presenca
de disfuncdo endotelial do que os niveis diagnoésticos de jejum e, por
isto, se correlacione melhor com o risco cardiovascular. (Arq Bras
Endocrinol Metab 2003;47/6:716-720)

Descritores: Endotélio; Hiperglicemia; Reatividade vascular; Circulagao
renal

ABSTRACT

Is Endothelial Function Altered by Glucose Levels Used in the Diagnosis of
Diabetes Mellitus? Study in the Isolated Rabbit Kidney.

Objective: To assess the acute effects of glucose levels used in diagnosis
of diabetes mellitus on vascular reactivity in the isolated rabbit kidney.
Methods: Isolated rabbit kidneys were acutely exposed (3hs) to normal
(5.5mM) and high (7, 7.8 and 11.1mM) glucose concentrations. Vascular
reactivity was evaluated with acetylcholine. Results: Kidneys perfused
with glucose 11.1mM (maximal reduction in the perfusion pressure of
24+3 vs. 41+4%; p<0.05), but not with 7 and 7.8mM (maximal reduction in
the perfusion pressures of 39+4 e 34+3%, respectively, vs. 41+4%, p>0.05)
showed significantly decreased endothelium-dependent relaxations
compared to control. Conclusions: High glucose levels typically
observed after an oral glucose challenge can acutely alter vascular
reactivity. We speculated that post-OTTG glucose levels are more strong-
ly related to endothelial dysfunction and this is the reason why it is more
correlated with cardiovascular disease. (Arq Bras Endocrinol Metab
2003;47/6:716-720)

Keywords: Endothelium; Hyperglycemia; Vascular reactivity; Renal circu-

lation

ODIABETES MELLITUS (DM) é considerado atualmente um importante
problema de satde publica devido a sua crescente prevaléncia e com-
plicagdes crénicas micro e macrovasculares, que geram elevados custos dire-
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tos e indiretos, comprometendo a produtividade e qua-
lidade de vida de seus portadores, e acarretando uma
maior taxa de morbimortalidade. A prevaléncia do DM
vem aumentando tanto nos paises desenvolvidos como
nos paises em desenvolvimento. No Brasil, os dados do
estudo multicéntrico de DM mostraram uma prevalén-
cia de 7,6% na populacdo de 30 a 69 anos, e estima-se
que no ano 2.010 possam existir cerca de 11 milhdes de
diabéticos no pais, representando um aumento de 100%
em relacdo aos atuais cinco milhdes de diabéticos (1).

A alta morbimortalidade dos portadores do DM
estd na dependéncia de suas complicagdes crdnicas, que
ocorrem em varios tecidos, envolvendo a micro e a ma-
crovasculatura. De fato, o DM contribui para a maioria
dos casos de doenca renal terminal no mundo ocidental,
sendo também a principal causa de cegueira adquirida e
de amputagdes ndo traumaticas dos membros inferiores.
ApOs a descoberta da insulina em 1921, a principal causa
de morbidade e mortalidade nos diabéticos passou a ser
a doenca cardiovascular (2). Segundo o estudo de Fra-
mingham (3), mais de 50% da mortalidade dos diabéti-
cos esta relacionada a doenca cardiovascular, e a incidén-
cia de doenca cérebro-vascular e arterial coronaria é duas
a quatro vezes maior nos pacientes diabéticos do que na
populacdo geral. Agravando a situagdo, os diabéticos que
desenvolvem doenca cardiovascular apresentam pior
prognostico e maior mortalidade (4-7).

Em 1997, a Associacdo Americana de Diabetes
(ADA) modificou seu critério diagnéstico de DM,
propondo que o mesmo fosse definido por uma
glicemia de jejum maior ou igual a 7 mM e nao
recomendando o uso do teste oral de tolerancia a gli-
cose (TOTG). Isto vem sendo alvo de criticas, uma
vez que esta mudanca no critério diagnéstico néo foi
elaborada com base numa anélise especifica do risco de
complicagdes cardiovasculares (8).

Como atualmente uma série de evidéncias indi-
ca que a fisiopatogenia da doenga vascular do DM esta
associada a disfuncdo endotelial (9), no presente estu-
do objetivamos avaliar os efeitos agudos das diferentes
concentragbes de glicose, rotineiramente utilizadas
para o diagnostico de DM, na reatividade da microcir-
culacdo renal de coelhos ndo diabéticos.

METODOLOGIA

Procedimentos Gerais

Foram utilizados coelhos albinos New Zealand
anestesiados com pentobarbital sédico (40mg/kg,
1V), imobilizados com brometo de pancurdnio
(Img/kg, 1V) para permitir ventilagdo controlada
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mecanica e anticoagulados com heparina (500U1/Kkg,
1V). ApOs realizacdo de laparotomia mediana, ambos
0s rins sdo isolados e as artérias e veias renais catete-
rizadas. A seguir o rim ¢ instalado em placa de petri e
a artéria renal perfundida com solucdo nutriente
(Krebs-Henseleit) aerada com carbogénio (95% O, -
5% CO,) com fluxo constante (2ml/min) para poste-
rior registro da pressdo de perfusdo. Apos inducdo de
pré-contracdo da circulacdo renal com perfusdo con-
tinua de noradrenalina (10uM), sdo realizadas curvas
dose-resposta para verificagdo do efeito vasodilatador
da substancia a ser testada: acetilcolina (vasodilatacdo
dependente do endotélio). A linha de perfusdo foi
conectada a um transdutor de pressdo (Modelo 7016,
Ugo Basile, Comerio, Italia) e as modificagbes da
pressdo de perfusdo foram registradas continuamente
através de um sistema de pré-amplificacdo acoplado a
um fisiégrafo (Gemini 7070, Ugo Basile, Comerio,
Italia). A composicdo da solucdo de Krebs-Henseleit
utilizada é a seguinte (em mM): 118 NacCl, 4,7 KClI,
1,17 MgsoO,, 2,5 CaCl,6H,0, 1,2 NaH,PO,, 25
NaHCOg, 5,5 glicose e 0,25% albumina sérica bovina
(pH 7,4).

Protocolos Experimentais

Vasodilatacdo dependente de endotélio -
Efeitos da glicose.

A circulacdo renal de coelho foi perfundida com so-
lucdes com diferentes concentragdes de glicose du-
rante 3 horas. Foram realizados grupos com concen-
tracdo fisiologica de glicose (5,5mM, grupo con-
trole) e com as seguintes concentracBes elevadas de
glicose: 7mM (critério diagnostico de jejum da
ADA), 7,8mM (critério diagnédstico de jejum do
National Diabetes Data Group — NDDG e da Orga-
nizacdo Mundial da Saude — OMS) e 11,1mM
(critério diagnostico do TOTG). Apbs a perfuséo,
foi induzida pré-contracdo sub-méxima (80% da
resposta maxima) da circulacdo renal através de
infusdo continua de noradrenalina (10uM). A seguir
foram administradas doses crescentes de acetilcolina
(10 -5 a 10 -3 mol) na linha de perfusdo renal, para a
determinacdo das respostas vasodilatadoras depen-
dentes de endotélio.

Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas: cloreto de acetil-
colina, hidrocloreto de (+)-arterenol (noradrenalina),
D-glicose e pentobarbital sodico (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA), brometo de pancurénio
(Pancuron, Cristélia, Brasil).
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Andlise estatistica

Os resultados foram representados como a média +
erro padrdo da média (EPM) para cada grupo. A deter-
minacdo das diferencas significativas entre 0s grupos
foi realizada através de andlise da variancia (ANOVA).
Quando uma diferenca significativa era detectada pela
ANOVA, o teste de Student-Newman-Keuls era uti-
lizado para a localizagdo das diferengas significativas.
Diferencas com valor de P<0,05 foram consideradas
como significativas. Os célculos estatisticos foram rea-
lizados através do programa assistido por computador
Graphpad Instat (Graphpad Software, Universidade
de Londres, Inglaterra).

RESULTADOS

A figura 1 ilustra os efeitos da perfusdo das diferentes
solugdes contendo concentragdo elevada de glicose (7,
7,8 e 11,1mM) na vasodilatacdo dependente do en-
dotélio. O relaxamento induzido pela acetilcolina foi
significativamente menor no grupo perfundido com
glicose 11,1mM em compara¢do ao grupo controle
(P<0,05), atingindo uma redugdo méaxima de 24+3%
na pressdo de perfusdo em contraste com a reducdo
maxima de 41+4% do grupo controle. N&do houve
diferenca significativa entre o grupo controle (5,5mM)
e 0s grupos com glicose 7 e 7,8mM (reducbes maxi-
mas na pressdo de perfusdo de 41+4% versus 39+4 e
34+3%, respectivamente, p>0,05).

Glicose 5,5 mM
Glicose 7 mM
Glicose 7,8 mM
Glicose 11,1 mM
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*p<0,05 em relagéo ao controle.
Figura 1. Relaxamento induzido pela acetilcolina nos gru-
pos controle (glicose 5,5mM, n= 6) e com glicose elevada

(7, 7,8 e 11,1mM, n= 6). Cada ponto representa a
média+EPM.
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DISCUSSAO

Esta estabelecido que o endotélio possui a¢des criticas
para homeostase corporal, sendo capaz de secretar varios
mediadores quimicos e de interagir com as células mus-
culares lisas vasculares e com elementos presentes no
sangue. Como principais fun¢Bes endoteliais podemos
citar: 1) controle do ténus vascular através da secrecdo de
substancias vasoativas; 2) regulacdo do crescimento das
células musculares lisas vasculares; 3) participagdo na
reacdo inflamatéria e; 4) hemostasia (9,10). Conseqlien-
temente, os varios fatores implicados na patogenia de
vasculopatias como fumo, hipertenséo arterial sistémica
(HAS), dislipidemia, hiper-homocisteinemia e a propria
hiperglicemia tém em comum a presenga de pertur-
bacdes na fisiologia endotelial. Nos diabéticos, em geral
existe uma interagdo complexa de fatores que provocam
disfuncdo do endotélio, tais como hiperglicemia, HAS,
dislipidemia, hiperinsulinemia/Zresisténcia insulinica,
sobretudo no DM2 (11,12). No DM1, o agente pre-
ponderante parece ser a hiperglicemia (11,12). Esta de-
monstrou ser um importante fator para as complicaces
microvasculares em pacientes com DM1 nos estudos
DCCT (13) (Diabetes Control and Complications Trial)
e Steno (14) e em DM2 conforme demonstrado pelo
UKPDS (15) (United Kingdom Prospective Diabetes
Study), tendo também uma possivel participacdo na
patogénese das complicagdes macrovasculares (16,17).

Véarios métodos vém sendo empregados em
estudos experimentais para avaliagdo da presenca de
alteracBes da funcdo endotelial, provocadas por con-
centracdes elevadas de glicose. Entretanto, as concen-
tragcdes de glicose utilizadas nos variados estudos tém
sido muito altas em relacdo as encontradas rotineira-
mente na prética clinica (18-36). No nosso trabalho,
encontramos a presenca de disfuncdo endotelial aguda
provocada por concentracdes de glicose correspon-
dentes ao valor diagnéstico p6s TOTG. Desconhece-
mos, até o presente momento, estudos que tenham
analisado especificamente os diferentes niveis glicémi-
cos usados para o diagnéstico do DM com relagdo a
presenca da disfun¢do endotelial.

Varios estudos observacionais demonstraram
que a hiperglicemia é um fator de risco independente
para a doenca cardiovascular, incluindo a doenca arte-
rial coronariana (DAC), o acidente vascular encefélico
isquémico (AVE) e a doenca vascular periférica
(37,38). Ambas as glicemias de jejum e apds uma
sobrecarga oral com glicose contribuem para a glicemia
media, a qual pode ser avaliada pela determinagdo dos
niveis de hemoglobina glicada. Entretanto, ainda néo
sdo totalmente conhecidas as contribuicBes relativas
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destas diferentes glicemias para o risco cardiovascular.
Apesar da auséncia de uma analise especifica do risco de
complicac@es cardiovasculares, em 1997 a ADA modi-
ficou seu critério para o diagnostico de DM, ndo
recomendando o uso do TOTG. JA o estudo
DECODE (Diabetes Epidemiology: Collaborative Ana-
lysis of Diagnostic Criteria in Europe) mostrou que a
glicemia de jejum isoladamente, ao contrario da gli-
cemia po6s TOTG, ndo identifica os individuos com
maior risco de morte associada com a hiperglicemia (8).

Diante destas controvérsias, além da realizacdo
de estudos epidemiolégicos que possam esclarecer as
importancias relativas das glicemias de jejum e pos
TOTG no risco vascular, é importante avaliar se exis-
tem diferencas no grau de anormalidades biolGgicas
causadas por estes diferentes niveis de glicemia. No
nosso estudo, encontramos a presenca de disfuncdo
endotelial aguda causada por niveis de glicemia diag-
nosticos de DM pés TOTG, mas ndo com os niveis
diagnésticos de jejum. Desta forma, um individuo que
apresente diagnoéstico apenas pelo TOTG (niveis de
jejum normais) ja pode estar desenvolvendo alteracGes
fisiopatogénicas endoteliais que levem a doencga vascu-
lar. Entretanto, ndo pudemos avaliar os efeitos créni-
cos de niveis diagnésticos de jejum na reatividade vas-
cular e suas implicaces fisiopatoldgicas.

Em trabalhos anteriores, avaliamos a vasodi-
latacdo independente de endotélio através do uso de
nitroprussiato de sédio (SNP) como vasodilatador.
Realizamos curvas dose-resposta com SNP 10 -7 a 10-5
mol. O mesmo sistema foi perfundido com solucdes
contendo glicose 5,5mM (controle), 15 e 25mM. Con-
forme a figura 2, ndo houve diferencas significativas
neste tipo de vasodilatacdo entre os grupos, mostrando
que concentracdes elevadas de glicose ndo afetaram a
vasodilatacdo independente de endotélio.

Ll ]
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3+ Glicose 25 mM
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[

Nao houve diferencas significativas entre os grupos (p>0,05).
Figura 2. Relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sédio nos

grupos controle (glicose 5,5mM, n= 6) e com glicose elevada
(15 e 25mM, n= 6). Cada ponto representa a médiatEPM.
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Concluimos que niveis de glicose correspon-
dentes aos utilizados para o diagnéstico de DM pés
TOTG sdo capazes de provocar alteragcdes agudas sig-
nificativas na reatividade vascular da circulacdo renal de
coelhos ndo diabéticos. Estes efeitos ndo foram obser-
vados com os valores diagnésticos de jejum. Especu-
lamos que a glicemia p6s TOTG possa estar mais rela-
cionada com a presenca de disfuncdo endotelial do que
0s niveis diagnosticos de jejum e, por isto, se correla-
cione melhor com o risco cardiovascular.
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