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RESUMO 
 

O monossialotetra-hexosilgangliosídeo (GM1) é um glicoesfingolipídio presente nas 
membranas celulares que exerce propriedades antioxidantes e neuroprotetoras. Os mecanismos 
neuroquímicos envolvidos na neuroproteção induzida pelo GM1 não são completamente 
conhecidos. Recentemente, foi demonstrado que o GM1 aumenta a quantidade da enzima 
catalase no SNC por causar vasodilatação, e sugeriu-se que a vasodilatação possa ser 
responsável pelas suas propriedades neuroprotetoras. Contudo, o mecanismo pelo qual o GM1 
causa vasodilatação não foi determinado. Dado o papel central do óxido nítrico (NO), bem 
como de canais de potássio no controle do tonus do músculo liso, o objetivo deste trabalho foi 
determinar a participação do NO e de canais de K+ na vasodilatação induzida pelo GM1.  

Primeiramente, avaliamos o efeito da administração de L-NAME (metil éster de NG-
nitro- L-arginina, 60 mg/kg, i.p.), um inibidor da enzima óxido nítrico sintase (NOS), na 
vasodilatação cerebral induzida pelo GM1 (50 mg/kg, i.p.) em ratos Wistar machos adultos. 
Verificamos que o L-NAME preveniu o aumento do diâmetro dos vasos cerebrais induzido pelo 
GM1. Tendo em vista a participação do NO no efeito vasodilatador do GM1, determinamos o 
conteúdo de nitritos e nitratos (NOx), bem como de hemoglobina (Hb) no hipocampo e no 
córtex cerebral, 15, 30 e 60 min após a administração de  GM1. Observamos um aumento no 
conteúdo de Hb e uma redução dos níveis de NOx após 60 min. Dado que nitritos e nitratos 
podem ser removidos in vivo pelo sangue por ligação com a Hb, um possível efeito do GM1 
sobre o conteúdo de NOx poderia ser mascarado. No intuito de contornar essa situação, 
determinamos os níveis de NOx em fatias de córtex cerebral incubadas com GM1 (0, 10, 30 e 
100 µM). Verificamos que o GM1 (100 µM) aumentou os níveis de NOx em 30 min e, reduziu 
o conteúdo em 60 min, sem alterar o conteúdo de Hb. Ainda, mostramos que o L-NAME (100 
µM) reverte o aumento de NOx induzida pela incubação com GM1 (100 µM, por 30 minutos) 
em fatias de córtex cerebral, sem alterar o conteúdo de Hb. 

Tendo em vista a participação do NO no efeito vasodilatador do GM1, e conhecendo a 
capacidade de ligação da Hb com o NO, determinamos a via de relaxamento muscular mediada 
pelo NO em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos. Verificamos que o GM1 
causou relaxamento vascular através de uma curva cumulativa de concentrações (10 nM a 3 
mM), e também determinamos que a participação do endotélio é fundamental para este efeito. O 
efeito vasorelaxante do GM1 além de ser dependente da presença do endotélio vascular, é 
completamente bloqueado pela presença de L-NAME (1 µM), da mesma forma que  os 
resultados encontrados nos experimentos com vasos cerebrais. Considerando que o NO formado 
no endotélio ativa a guanilato ciclase (GCs), também testamos o efeito do inibidor desta enzima 
(ODQ-1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-alpha]quinoxalin-1-one) no efeito vasorelaxante do GM1. 
Neste caso, o efeito do GM1 foi bloqueado parcialmente pelo ODQ (10 µM). Além da 
participação da GCs, avaliamos o papel dos canais de K+ no efeito vasorelaxante do GM1. 
Verificamos que o tetraetilamônio (1 mM), um bloqueador não seletivo, assim como a 
glibenclamida (10 µM), bloqueador dos canais de K+ sensíveis ao ATP bloquearam 
parcialmente o efeito do GM1. Por outro lado, a apamina (50 nM), um bloqueador de canais de 
K+ dependentes voltagem e Ca2+  (KCa) de baixa condutância não alterou o efeito do GM1, 
enquanto que a caribdotoxina (50 nM), um bloqueador de KCa de alta condutância deslocou a 
curva de relaxamento para a direita. 

Em resumo, neste trabalho mostramos a participação do NO e dos canais de K+ na 
vasodilatação induzida pelo GM1. Embora mais estudos sejam necessários para estabelecer o 
mecanismo vasodilatador do GM1, sugerimos que uma terapia adjunta com GM1 ou com 
drogas correlatas é válida em condições clínicas onde o aumento do fluxo sanguíneo é 
associado a um melhor prognóstico, como doenças vasculares obstrutivas e doenças 
neurodegenerativas.  
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ABSTRACT  
 

Monosialotetra-hexosylganglioside (GM1) is a glycosphingolipid present in most cell 
membranes which displays antioxidant and neuroprotective properties. Additionally, it has been 
recently demonstrated that GM1 increases catalase content in the CNS due to vasodilation, and 
it has been suggested that vasodilation may be responsible, at least in part, for the 
neuroprotective properties of GM1. However, the mechanisms underlying GM1-induced 
vasodilation have not been determined. Given the pivotal role of nitric oxide and potassium 
channels in the control of vascular tonus, we decided to investigate whether these mediators are 
involved in the vasodilation induced by GM1. 

Initially, we investigated the effect of L-NAME (NG-nitro-L-arginine methyl ester, 60 
mg/kg, i.p.), an inhibitor of nitric oxide sinthase (NOS), on the cerebral vasodilation induced by 
GM1 (50 mg/kg, i.p.) in male wistar rats. L-NAME fully prevented the increase in outer 
diameter of pial vessels induced by GM1. In addition, we investigated the content of stable NO 
end products, namely, nitrites and nitrates (NOx), as well as the content of the hemoglobin (Hb) 
in the hipocampus and cerebral cortex 15, 30 and 60 min after GM1 administration. 
Interestingly, GM1 increased Hb content and decreased NOx content 60 min after 
administration. Since it has been demonstrated that NO end products like NOx can be removed 
from brain in vivo by blood flow, a possible effect of GM1 on NOx levels could be masked. 
Therefore, we decided to investigated the effect of GM1 (0, 10, 30 e 100 µM) on NOx content 
in slices of cerebral cortex. The incubation of slices with GM1 (100 µM) for 30 min 
significantly increased NOx levels. In addition, we observed decreased NOx levels after 60 min 
of incubation, without changes in Hb content. In order to obtain pharmacological evidence for 
the role of nitric oxide synthase (NOS) in GM1-induced increase of NOx content in situ, 
cortical slices were incubated with L-NAME (100 µM) in the presence or absence of GM1 (100 
µM) for 30 minutes, and the NOx content was measured. L-NAME blunted GM1-induced 
increase of NOx content. 

Since it has been demonstrated that GM1 induces pial vessel vasodilation and increases 
NOx content in cerebral cortex, which are fully prevented by the nitric oxide synthase inhibitor 
L-NAME, we further investigated whether GM1 relaxes larger vessels, as well as the 
mechanisms by which GM1 causes vasorelaxation. We found that GM1 (10, 30, 100, 300 µM, 
1 and 3 mM) induced vascular relaxation of the rat mesenteric artery, as determined by 
isometric tension studies in arterial rings contracted with 1 µM phenylephrine. The 
vasorelaxation induced by GM1 was abolished by endothelium removal, by incubation with L-
NAME (1 µM) and partially inhibited by the blockade of potassium channels by 1 mM 
tetraethylammonium, 10 µM glibenclamide, by the soluble guanylate cyclase inhibitor 1H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-alpha]quinoxalin-1-one (10 µM), and by 50 nM charybdotoxin, a blocker 
of large and intermediate conductance calcium-activated potassium channels. Moreover, GM1-
induced relaxation was not affected by apamin (50 nM), a small conductance calcium-activated 
potassium channel blocker.  

Althogether, these results indicate that nitric oxide and potassium channels participate in 
the vasodilation induced by GM1. Although more studies are necessary to definitely establish 
the mechanisms underlying the GM1-induced vasodilation, we suggest that vasodilation may 
underlie some of the biological effects of exogenous GM1 ganglioside and that adjunct therapy 
with GM1 may be of value in clinical conditions in which increased blood flow is associated to 
a better prognosis, such as obstructive vascular and neurodegenerative diseases. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1 Gangliosídeos 

1.1.1. Histórico 

Os gangliosídeos foram primeiramente identificados na década de 30, por Ernest 

Klenk, que sugeriu o nome gangliosídeos devido à associação destes compostos com a 

matéria cinzenta do tecido cerebral, ou também chamada de Gangliozellen (Klenk, 

1935). Durante os anos de 1950 e 1960, inúmeros estudos confirmaram a abundância 

dos gangliosídeos no cérebro e em células neurais (neurônios e glia), (Svennerholm, 

1956; Derry and Wolfe, 1967) e sua onipresença sugere que eles têm papel importante 

na fisiologia celular. Sendo assim, sua alta concentração em neurônios em 

desenvolvimento e neurônios adultos, maior que 10% do conteúdo lipídico total, indica 

um papel crítico dos gangliosídeos no sistema nervoso (Ledeen, 1978). 

 

1.1.2. Estrutura química e nomenclatura 

Gangliosídeos são glicoesfingolipídios cujo componente característico da 

molécula é o ácido siálico. O número de resíduos de ácido siálico por molécula de 

gangliosídeo varia de 1 a 7. O tipo de ácido siálico mais abundante nos gangliosídeos 

cerebrais é o N-acetil-neuramínico, seguido pelo N-glicolil-neuramínico (Figura 1) (Yu 

and Saito, 1992).  
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1 A 

 

 

1 B  

 

 

 

Figura 1: Estrutura química (A) e fórmula estrutural (B) do Monossialotetra-

hexosilgangliosídeo (GM1). 

Fonte: Adaptado de Mocchetti, (2005). 

 

Em termos estruturais, a cadeia oligossacarídica dos glicoesingolipídios une-se 

por meio de uma ligação β-glicosídica, a uma ceramida, que é constituída de uma 

cadeia de ácido graxo longo e uma esfingosina. A cadeia oligossacarídica pode ser 

formada por resíduos de glicose, galactose, N-acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina 

e fucose, que em várias combinações conferem heterogeneidade aos diferentes tipos de 

glicoesfingolipídeos. Estes compostos são classificados em diferentes famílias (gânglio, 

lacto, globo, gala, neolacto, isoglobo) com base na sequência de oses e no tipo de 
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ligação glicosídica entre elas (Tabela 1) (Chester, 1998 appud Degroote et al., 1994; 

Svennerholm, 1994).   

 

Família Abreviatura Estrutura 

Ganglio Gg Galβ1-3GalNAcβ1-4Galβ1-4Glcβ1-Cer 

Lacto Lc Galβ1-3GlcNAcβ1-4Galβ1-4Glcβ1-Cer 

Neolacto nLc Galβ1-4GlcNAcβ1-4Galβ1-4Glcβ1-Cer 

Globo Gb GalNAcβ1-3Galα1-4Galβ1-4Glcβ1-Cer 

Isoglobo iGb GalNAcβ1-3Galα1-3Galβ1-4Glcβ1-Cer 

 

Tabela 1: Família, abreviatura e estruturas das famílias de glicoesfingolipídeos.  

Fonte: Chester, MA. IUPAC-IUB (1997). 

Disponível em http://www.chem.qmul.ac.uk/iupac/misc/glylp.html 

 

Os glicoesfingolipídios predominantes no tecido nervoso pertencem á família 

gânglio (Tettamanti and Riboni, 1993). Esta família de gangliosídeos devido às suas 

rotas de síntese possui 4 séries: o, a, b, c (Figura 2) (Maccione et al., 1999). 

A nomenclatura mais utilizada para designar as diferentes espécies da família 

dos gangliosídeos foi proposta por Svennerholm (1963). Segundo este pesquisador, os 

gangliosídios recebem uma abreviatura conforme sua estrutura. Eles são denominados 

pela letra G, seguida da letra maiúscula M (Monossialo-), ou D (Dissialo-), ou T 

(Trissialo-), ou Q (tetrassialo-), ou P (Pentassialo-), ou H (Hexasialo-) ou S 

(Heptasialo-) de acordo com o número de resíduos de ácido siálico (1 a 7 

respectivamente), seguido de um número que por convenção, é a subtração da 

quantidade de resíduos de açúcares neutros presentes na molécula, do número 5, 
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seguido de uma letra minúscula (a, b ou c) para distinguir as diferentes espécies de cada 

grupo mono, di, tri, tetrassialado. Assim, o monossialotetra-hexosilgangliosídio GM1 

(GM1a), que é considerado o protótipo da família gânglio e que será estudado neste 

trabalho, pertence a série “a” de rota de síntese dos gangliosídios; é constituído por um 

resíduo de ácido siálico (unido a galactose interna por uma ligação glicosídica α 2 →    

3) e quatro resíduos de oses neutras unidas entre si através de ligações glicosídicas β 

(Figuras 1 e 2) (Mocchetti, 2005). 
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Figura 2: Rotas da síntese das séries ‘o”, “a”, “b” e “c” dos gangliosídios. Glc-T, UDP-

Glc:ceramida glicosiltransferase; Gal-T1, UDP-Gal:glicosilceramida 

galactosiltransferase; GalNAc-T, UDP-GalNAc:LacCer/GM3/GD3/GT3 N-

acetilgalactosamiltransferase; Sial-T1, CMP-NeuAc:lactosilceramida sialiltransferase; 

Sial-T2, CMP-NeuAc:GM3 sialiltransferase; Sial-T3, CMP-NeuAc:GD3 

sialiltransferase; Sial-T4, CMP-NeuAc:GA1/GM1/GD1b/GT1c sialiltransferase; Sial-

T5, CMP-NeuAc:GM1b/GD1a/GT1b:GQ1b:GQ1c sialiltransferase. GlcCer, 

glicosilceramida; GalCer, galactosilceramida; LacCer, lactosilceramida. Gangliosídios 

nomeados segundo Svennerholm (1963). Fonte: Adaptado de Maccioni et al., 1999. 
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1.1.3. Localização 

Os gangliosídeos são componentes das membranas plasmáticas, localizando-se 

principalmente na parte externa dessas membranas (Hakomori, 1981) de todos os 

tecidos de vertebrados (Ledeen and Yu, 1982), concentrando-se mais no sistema 

nervoso (Wiegandt, 1985), onde representam cerca de 10 a 12% do conteúdo total de 

lipídios (Ledeen, 1978).  

No cérebro de mamíferos os gangliosídeos predominantes são o GM1, o GD1a, 

o GD1b, o GT1b e o GQ1b, os quais correspondem de 80 a 90% do total de 

gangliosídeos (Ando et al., 1978). No tecido nervoso dos vertebrados, os gangliosídeos 

estão localizados assimetricamente na camada externa da membrana plasmática, com a 

porção oligossacarídica exposta na superfície extracelular e a porção ceramida inserida 

na membrana, em contato com os vários componentes lipídicos e protéicos (Tettamanti 

and Riboni, 1993). Devido a essa distribuição assimétrica, e também à sua diversidade 

química, os gangliosídeos estão sujeitos a interações com moléculas sinalizadoras 

extracelulares (Dal Toso et al., 1988). Além disso, os gangliosídeos se encontram em 

menor quantidade em regiões intracelulares, particularmente ligados a organelas que 

exercem importantes funções de sinalização, transporte e funções metabólicas (Gillard 

et al., 1993). Neste sentido, foi sugerida a presença de GM1 no envelope da membrana 

nuclear em células de neuroblastoma e em culturas primárias de neurônios do sistema 

nervoso central e periférico, indicando também a participação do GM1 na regulação da 

atividade do trocador Na+/Ca2+ (Wu et al., 1995; Kozireski-Chuback et al., 1999a, b, c). 

 

1.1.4. Funções dos gangliosídeos 

Muitos estudos sugerem a participação dos gangliosídeos no desenvolvimento 

neuronal, na sinaptogênese e na transmissão sináptica. A participação dos gangliosídeos 



 

 7 

nos processos de crescimento, reconhecimento e diferenciação celular (Hakomori, 

1981) foi sugerida devido a aumentos significativos no conteúdo dos principais 

gangliosídeos durante alguns estágios da diferenciação neuronal sugerindo uma 

necessidade funcional dessas substâncias nos processos de neuritogênese e 

sinaptogênese (Vanier et al., 1971). Além do crescimento celular, a maturação do SNC 

parece ser particularmente influenciada por esses glicoesfingolipídios, uma vez que a 

concentração e a topografia de certos tipos de gangliosídeos sofrem importantes 

mudanças durante o desenvolvimento cerebral (Karpiak and Mahadik, 1990). Neste 

sentido, foi proposto que gangliosídeos individuais podem ser usados como marcadores 

dos estágios de diferenciação celular, sendo que o GD3 e o GD2 estão relacionados com 

a proliferação celular; o GT1a, GT1c, GQ1c e o GP1c com o crescimento dos neuritos e 

arborização; o GD1a e o GT1b com a formação das sinapses e o GM1 e o GM4 com a 

mielinização (Rahmann, 1995).  Em adição, a administração intracraniana de anticorpos 

anti-gangliosídeos em ratos recém nascidos, induz alterações morfológicas (reduz o 

número de dendritos) e funcionais (dificuldade de aprendizado) que são detectadas no 

período adulto. O mesmo ocorre in vitro, ou seja, a incubação com anticorpos anti-

gangliosídeos inibe o crescimento de neuritos em culturas de neurônios (Schwartz and 

Spirman, 1982; Spirman et al., 1982).  

As propriedades neuritogênicas (que envolvem aumento no número, tamanho 

e/ou ramificação dos neurônios) e neurotróficas (relacionados à sobrevivência e 

manutenção do neurônio) dos gangliosídeos podem estar relacionadas a potencialização 

da ação do fator de crescimento neural (NGF) promovida por estas substâncias. 

Contudo, os mecanismos pelos quais os gangliosídeos potencializam as ações do NGF 

ainda são controversos (Gonatas et al., 1983; Rabin and Mocchetti, 1995). Foi proposto 
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que o GM1 não só mimetiza, mas também potencializa a ação de neurotrofinas em 

alguns sistemas neuronais in vivo (Hadjiconstantinou and Neff, 1998a, b).   

Farooqui e colaboradores (Farooqui et al., 1997) sugerem que os efeitos 

neurotróficos exercidos pelo GM1 se devem à facilitação da dimerização e conseqüente 

ativação dos receptores de tirosina quinase do tipo A (TrkA). Contudo, sabe-se que o 

GM1 induz a ativação de três receptores para neurotrofinas:  TrkA>TrkC>TrkB 

(Duchemin et al., 2002). Foi mostrado que a fosforilação dos receptores de tirosina 

quinases (Trk) e sua ativação no cérebro in situ e in vivo, pelos gangliosídeos, inicia 

uma transdução de sinal que resulta na ativação das quinases reguladas por sinal 

extracelular 1 e 2 (ERK1 e ERK2) (Singleton et al., 2000; Duchemin et al., 2002; Mo et 

al., 2005).  

A presença de altas concentrações de gangliosídeos nas terminações sinápticas 

levou à investigação de um possível papel dessas substâncias na neurotransmissão 

(Hadjiconstantinou and Neff, 1998b). De fato, foi verificado que os gangliosídeos 

localizados nos terminais sinápticos ligam cálcio com grande afinidade e, portanto, são 

candidatos a carreadores do cálcio necessário para a liberação de neurotransmissores 

(Svennerholm, 1980). Sendo assim, diversos estudos atribuem efeitos dos gangliosídeos 

sobre a plasticidade sináptica, especialmente os efeitos do GM1 em vários sistemas de 

neurotransmissores, como o dopaminérgico, o colinérgico, o noradrenérgico e o 

serotoninérgico (Hadjiconstantinou and Neff, 1998b).  

Além disso, Ando e colaboradores (2006) mostraram que os gangliosídeos GM1 

e GQ1b são capazes de aumentar o influxo de íons cálcio em sinaptossomas, indicando 

que os gangliosídeos modulam os processos eletroquímicos de transmissão e, 

provavelmente, o armazenamento de informações no sistema nervoso central 

(Rahmann, 1995). 
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Foi proposto que os gangliosídeos também atuam como inibidores da proteína 

quinase C (PKC), e impedem a translocação desta enzima do citosol para a membrana. 

Sendo assim, foi sugerido que os efeitos protetores do GM1 seriam pela inibição da 

translocação e conseqüente ativação da PKC (Vaccarino et al., 1987; Favaron et al., 

1988). 

         Contudo, apesar das propriedades neuroprotetoras dos gangliosídeos, a 

concentração que atinge o SNC é baixa, devido à presença da barreira hemato-

encefálica, somente cerca de 1 a 3% da dose de GM1 administrada sistemicamente 

atinge o SNC (Orlando et al., 1979; Ghidoni et al., 1989), entretanto é suficiente para 

exercer propriedades neuroprotetoras. Já os gangliosídeos semi-sintéticos como o 

LIGA-20 (um análogo do GM1) com atividade neuroprotetora (Wu et al., 2005), atinge 

concentrações cerebrais maiores e por períodos mais longos (Polo et al., 1994), pois 

atravessa a barreira hemato-encefálica mais eficientemente (Wells et al., 1996).  Da 

mesma forma, quando adicionados a um meio de incubação podem estar na forma de 

monômeros, oligômeros ou micelas, e sua incorporação a células intactas e preparações 

de membrana é altamente dependente da concentração do gangliosídeo e do tempo de 

incubação (Saqr et al., 1993).  

 

1.1.5. Efeitos Neuroprotetores do Gangliosídeo GM1 

Tendo em vista a diversidade de ações dos gangliosídeos, a utilização clínica de 

gangliosídeos exógenos, especialmente do monossialotetrahexosilgangliosídeo, tem 

sido proposta para uma grande diversidade de patologias relacionadas ao sistema 

nervoso: lesão de medula espinhal (Mahadik & Karpiak, 1988; Geisler et al., 1991), 

neuropatias periféricas (Schneider et al., 1994), doenças cérebro-vasculares (Carolei et 

al., 1991), isquemia (Lazzaro et al., 1994), hipóxia (Krajnc et al., 1994), doenças de 
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Parkinson (Schneider, 1998), Alzheimer (Svennerholm et al., 2002) e traumatismo 

crânio-encefálico (Chen et al., 2003). 

Foi proposto que os gangliosídeos normalizam vários processos metabólicos e 

aumentam a viabilidade de culturas de neurônios expostos a altas concentrações de 

aminoácidos excitatórios (Favaron et al., 1988; Costa et al., 1993; Lazarewicz et al., 

1994). Deste modo, o GM1 atenua a citotoxicidade promovida pelo L-aspartato em 

cultura de células cerebelares de rato (Skaper et al., 1990), por glutamato e cainato 

(Favaron et al., 1988) e também por N-metil D-aspartato (NMDA) (Facci et al., 1990). 

O tratamento com GM1 (30 mg/kg/dia, i.p., por três dias), reduz o aumento de 

aminoácidos excitatórios no líquido de diálise após uma lesão isquêmica (Lombardi and 

Moroni, 1992), e atenua a perda neuronal induzida por anóxia (Skaper et al., 1989) e 

reduz a neurodegeneração induzida por etanol (Saito et al., 2007). 

O GM1 também tem sido estudado como um agente anticonvulsivante, uma vez 

que ele inibe a atividade epileptiforme recorrente em ratos, induzida pela injeção 

intracerebral de anticorpos contra gangliosídeos cerebrais (Karpiak et al., 1976; Karpiak 

et al., 1981), atenua as convulsões induzidas por soman (Ballough et al., 1998), ácido 

metilmalônico (Fighera et al., 2003), ácido glutárico e pentilenotetrazol (Fighera et al., 

2006). Entretanto, o GM1 não altera as convulsões induzidas por estimulação elétrica 

em ratos (Albertson and Walby, 1987), e não está esclarecido se seus efeitos 

anticonvulsivantes e neuroprotetores estão relacionados com suas propriedades 

antioxidantes. 

 Existem vários estudos relacionando os efeitos neuroprotetores do gangliosídeo 

GM1 com sua ação antioxidante, tanto in vivo (Fighera et al., 2003; 2004; 2006), como 

in vitro (Maulik et al., 1993; Avrova et al., 1994; 2002). De fato, o GM1 inibe a 

lipoperoxidação e protege receptores e enzimas, como a Na+, K+-ATPase, contra o dano 
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oxidativo induzido por isquemia (Mahadik et al., 1989) e glutamato (Avrova et al., 

2002). Maulik e colaboradores (1993) sugerem que esse glicoesfingolipídio tenha 

atividade antioxidante direta, já que é capaz de neutralizar a ação de radicais livres, 

como os radicais hidroxila e superóxido, induzidos por isquemia em miocárdio de ratos 

in vitro. Tiurin e colaboradores (1992) sugeriram que os gangliosídeos são inibidores da 

fosfolipase A2, responsável pela liberação do ácido araquidônico das membranas para 

posteriormente ser convertido em prostaglandinas pela ciclooxigenases, gerando assim 

espécies reativas. Lazarewics e colaboradores (1994) mostraram que a administração de 

GM1 diminui o conteúdo de prostaglandinas e eicosanóides que se acumulam no 

cérebro após uma lesão isquêmica.  

Estudos anteriores mostram que a administração sistêmica de GM1 (2 injeções 

de 50 mg/kg, i.p., separadas por um intervalo de 24 horas) diminui as convulsões e a 

lipoperoxidação induzidas por metilmalonato (Fighera et al., 2003), a lipoperoxidação e 

carbonilação protéica induzidas por ácido glutárico e pentilenotetrazol (Fighera et al., 

2006), bem como aumentam o conteúdo de ácido ascórbico estriatal (Fighera et al., 

2003). Interessantemente, essa mesma dose de GM1 aumenta a atividade catalásica 

cerebral e reduz a quimioluminescência no córtex cerebral ex vivo. No entanto, em 

homogeneizado de córtex in vitro, o GM1 reduz a atividade catalásica e não causa efeito 

significativo sobre a quimioluminescência (Fighera et al., 2003; 2004), mostrando que 

este gangliosídeo não tem ação antioxidante intrínseca em nosso modelo. Fighera e 

colaboradores não observaram diferenças na atividade da superóxido dismutase (SOD), 

da glutationa peroxidase (GPx) e no conteúdo de grupos tióis não-protéicos em 

homogeneizado de córtex após o tratamento com GM1 (50 mg/kg, i.p.) (Fighera et al., 

2004).  Entretanto, Mahadik e colaboradores (1993) observaram que a administração de 
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GM1 (10 mg/kg, i.m.) aumenta os níveis de enzimas antioxidantes, catalase, superóxido 

dismutase e glutationa peroxidase, após uma lesão isquêmica no córtex.   

 Além das propriedades neurotróficas, neuroprotetoras, anticonvulsivante e 

antioxidante, inúmeros trabalhos evidenciam o efeito de melhora da memória induzida 

por GM1 em diversas tarefas (Silva et al., 1996; Fong et al., 1997; Silva et al., 1999; 

Silv et al., 2000). Neste sentido, foram apresentadas evidências de que o GM1 se liga a 

proteína precursora do peptídeo β-amilóide, causando proteólise (Zhang et al., 2007), 

bem como aumenta a viabilidade das células expostas a este peptídeo (Sokolova et al., 

2007), justificando sua utilização em modelos animais e em pacientes com a Doença de 

Alzheimer (Yanagisawa, 2007). 

 

1.1.6 Síndrome de Guillain-Barré 

 Embora o efeito neuroprotetor do gangliosídeo GM1 seja bem conhecido em 

modelos experimentais e haja evidências de que ele possa ser benéfico para seres 

humanos (Svennerholm et al., 2002), seu uso é limitado nos Estados Unidos e em 

alguns países da Europa devido a uma possível relação entre o surgimento da Síndrome 

de Guillain-Barré e o uso de gangliosídeos. 

 A síndrome de Guillain-Barré (SGB), ou polirradiculoneurite aguda, é uma 

doença aguda, auto-imune caracterizada por uma polineuropatia motora, desencadeada 

por uma infecção, envolvendo o sistema respiratório ou gastrintestinal, que 

freqüentemente precede o aparecimento de efeitos neurológicos (Kuwabara, 2007). A 

SGB é dividida em dois grandes subtipos: polineuropatia desmielinizante inflamatória 

aguda (AIDP) e neuropatia axonal motora aguda (AMAN) (Asbury and McKhann, 

1997). 
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Numerosos casos de SGB ou outras formas de polineuropatia motora aguda têm 

sido atribuídas a terapia com gangliosídeos. Desde 1985, foram relatados, 

espontaneamente, na Alemanha, Itália e Espanha, pelo menos 45 casos de SGB 

associados ao uso de produtos com gangliosídeos combinados para o tratamento de 

neuropatia periférica e outras desordens neurológicas. Tipicamente, a SGB tem ocorrido 

quatro semanas após o tratamento com gangliosídeos; embora a recuperação parcial ou 

completa em alguns pacientes tenha sido evidente, relatam-se casos fatais. Suspeita-se 

que as reações envolvam um mecanismo imunológico, uma vez que os gangliosídeos 

são preparados a partir de córtex cerebral bovino (Govoni et al., 1997). Além disso, 

muitos casos de SGB também foram relacionados à terapia com 

monossialogangliosídeo puro, que também é extraído de cérebro bovino. A experiência 

clínica com esta formulação, contudo, é substancialmente menor que com os 

gangliosídeos combinados. Atualmente, para minimizar estes efeitos o GM1 está sendo 

obtido de cérebro porcino. Contudo, a correlação entre o uso de gangliosídeos e a 

ocorrência da SGB é forte, sendo suportadora de uma hipótese de causa/efeito (Lewis, 

1994). 

Embora se conheçam diversos efeitos neuroprotetores dos gangliosídeos, a 

capacidade em produzir melhora neurológica e funcional clinicamente significativa e 

duradoura ainda não foi demonstrada em algumas situações. Estudos mais abrangentes e 

bem controlados, com períodos adequados de tratamento são necessários para avaliar os 

seus benefícios em longo prazo. A eficácia incerta e o potencial dos gangliosídeos para 

induzir complicações neurológicas severas, como a SGB, limitam sua aceitação e a 

difusão de seu uso. Contudo, são necessárias investigações complementares para se 

estabelecer uma relação causal definitiva. 
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1.1.7. Circulação Cerebral e GM1 

A diversidade de situações nas quais o GM1 promove neuroproteção 

provavelmente esteja relacionada à considerável variedade de mecanismos de ação e de 

efeitos farmacológicos promovidos por este glicoesfingolipídio. Já foram propostas 

inúmeras vias de sinalização que seriam moduladas pelo GM1, como a interação com 

fatores neurotróficos e seus receptores (Duchemin et al., 1997, 1998, 2002; Rabin et al., 

2002), ativação de uma família de proteínas ativadas por mitógenos (MAPK) (Mo et al., 

2005) e a via da fosfoinositídio-3-quinase/proteína quinase B (PI3K/Akt) (Duchemin et 

al., 2007), ação antioxidantes in situ e in vivo (Avrova et al., 1994; Avrova et al., 1998; 

Fighera et al., 2003; Fighera et al., 2004). Contudo, é possível que este gangliosídeo 

atue em uma via comum a várias condições/doenças, como por exemplo, a circulação 

sanguínea cerebral. No entanto, existem poucos estudos na literatura relacionando o 

efeito da administração de GM1 sobre circulação cerebral. Neste sentido, Tanaka e 

colaboradores (1986) mostraram que a administração de GM1 (30 mg/kg), 30 minutos 

após uma lesão isquêmica em gatos, aumenta o fluxo sanguíneo local, e reduz o dano-

isquêmico. Chen e colaboradores (2003) também sugeriram que o GM1 melhora o fluxo 

sanguíneo cerebral após traumatismo crânio-encefálico, reduzindo a hipóxia, a isquemia 

e peroxidação lipídica causadas pela lesão.  

Svennerholm e colaboradores (2002) verificaram o efeito da administração 

intracerebroventricular de GM1 em pacientes com doença de Alzheimer, por um 

período de um ano, e observaram uma significativa melhora física e mental dos 

pacientes, assim como uma tendência de aumento no fluxo sanguíneo cerebral. Estes 

estudos sugerem um envolvimento do GM1 no aumento do fluxo sanguíneo cerebral.  

Na tentativa de estabelecer um possível papel do GM1 sobre a circulação 

cerebral, um estudo prévio do grupo mostrou que o GM1 aumenta a quantidade de 
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catalase e assim a atividade da enzima por causar vasodilatação, determinada pelo 

aumento do diâmetro dos vasos sanguíneos cerebrais e pelo aumento do conteúdo de 

hemoglobina nas amostras cerebrais (Furian et al., 2007).  Estes resultados sugerem que 

este efeito pode ser o responsável pelas propriedades neuroprotetoras do GM1 em várias 

condições experimentais. Contudo, nenhum estudo investigou especificamente o 

mecanismo da ação vasodilatadora induzida pelo GM1.  Além disso, a descoberta de 

substâncias com ação neuroprotetora, antioxidante e vasodilatadora tem despertado o 

interesse da medicina para o tratamento de diversas patologias relacionadas à formação 

de radicais livres, lesões no SNC e prejuízos na perfusão tecidual. 

 

1.2 Estrutura e funções dos vasos sanguíneos 

 O sistema vascular é uma complexa rede de vasos que conecta o coração com 

diversos órgãos e tecidos para manter sua homeostase em resposta a mudanças 

fisiológicas e patológicas. Todos os vasos sanguíneos, à exceção dos capilares, são 

estruturalmente e funcionalmente compostos por três camadas celulares organizadas 

em torno de um canal central por onde percorre o sangue. Do exterior ao lúmen 

compreendem a camada adventícia (tecido conjuntivo), a média (tecido muscular 

liso) e a íntima (células endoteliais) (Opie, 1998) conforme ilustrado na figura 3. 
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Figura 3: Corte transversal da parede arterial enfatizando a camada adventícia, a 

camada média, constituída por células musculares lisas, e a camada íntima ou 

endotelial, constituída por uma linha única de células endoteliais.  

Fonte:  modificado de Servier Medical Art – Powerpoint Image Bank. 

 

A camada adventícia é a mais externa da parede vascular. Sua espessura varia 

de acordo com o tipo vascular e sua localização. Ela é constituída de tecido 

conjuntivo denso, composto de fibroblastos e macrófagos residentes, fibras de 

colágeno, fibras elásticas e terminações nervosas que podem também liberar fatores 

vasoativos. Os fibroblastos da camada adventícia são capazes de produzir 

mediadores vasoativos como os ânions superóxido (O2-
•) (Pagano et al., 1997; 

Gutterman, 1999; Rey et al., 2002) e até mesmo o óxido nítrico (NO•) (Kleschyov et 

al., 2000).  
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 A túnica média, por sua vez contém células musculares lisas dispostas em uma 

matriz composta por elastina e fibras de colágeno. As células musculares lisas são a 

sede dos mecanismos de contração e de relaxamento dos vasos. Elas recebem os sinais 

provenientes do endotélio, e de tecidos adjacentes metabolicamente ativos e das 

terminações nervosas, os quais estimulam os mecanismos intracelulares nas células 

musculares lisas que geram a sua contração através do aumento da concentração 

citosólica do cálcio. O cálcio livre se complexa à calmodulina e ativa a quinase da 

cadeia leve da miosina (MLCK), a qual fosforila a cadeia leve de miosina (MLC) e 

permite a interação entre os filamentos de actina e miosina gerando a contração 

(Walker et al., 1994).  

 A camada íntima é constituída por uma monocamada de células endoteliais que 

reveste a superfície interna dos vasos, que separa a luz dos vasos sanguíneos da 

camada muscular lisa e da camada adventícia (O'Donnell, 2003). Estas células 

desempenham um papel central no controle da homeostase vascular através da 

liberação de mediadores potentes que regulam o tônus vascular, a pressão sanguínea e 

o fluxo sanguíneo através da síntese e secreção de numerosos fatores vasoconstritores 

e vasodilatadores. Estes fatores são secretados principalmente quando o endotélio é 

ativado por agonistas que estimulam receptores acoplados a proteínas G e geram um 

aumento da concentração intracelular do Ca2+ nas células endoteliais. Entre os 

agonistas estão os neurotransmissores noradrenalina, ATP e substância P; os 

hormônios circulantes vasopressina, angiotensina II, e insulina; e ainda os autacóides 

bradicinina, histamina, ADP, endotelina, bem como o produto da coagulação 

sanguínea, a trombina e, além da serotonina presente nas plaquetas. Alguns destes 

fatores vasorelaxantes produzidos pelo endotélio estão ilustrados na Figura 4, sendo 

que a via da prostaciclina (PGI2), a via de produção do óxido nítrico (NO) pela enzima 
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eNOS, e a via do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) são as 

principais vias que medeiam o  relaxamento vascular. Após a ligação de agonistas aos 

seus receptores, ocorre um aumento na concentração de cálcio intracelular e 

consequentemente ativação das vias endoteliais, formação de segundos mensageiros 

como AMPc e GMPc, ou ainda a hiperpolarização e o relaxamento da célula muscular 

lisa (Figura 4). Além dos estímulos químicos, existe ainda um importante estímulo 

físico, o shear stress, ou estresse de cisalhamento, o qual corresponde à força que o 

fluxo sanguíneo exerce nas células endoteliais e que gera a síntese e liberação de 

mediadores vasorrelaxantes (Matlung et al., 2009). Além disso, a força de 

cisalhamento, exercida pelo sangue sobre o endotélio vascular, é capaz de induzir uma 

vasodilatação pelo aumento da secreção do NO, do EDHF e da prostaciclina, além de 

inibir a secreção da endotelina, um potente fator vasoconstritor (Cohen & Vanhoutte, 

1995). O aumento da produção do NO pode ser explicado pelo fato de que o fluxo 

gera uma rápida ativação da eNOS e, a médio prazo, um aumento da expressão gênica 

desta enzima por ativação da transcrição da eNOS endotelial (Xiao et al., 1997). A 

vasodilatação, seja proveniente do estímulo químico (agonista) ou físico (estresse de 

cisalhamento), é abolida após a remoção do endotélio vascular. 

 Dentre os vasoconstritores liberados pelo endotélio pode-se destacar a endotelina 

(Yanagisawa et al., 1988), o tromboxano A2 (Ellis et al., 1976) e a angiotensina II 

(Veltmar et al., 1991).  Os vasodilatadores liberados são a prostaciclina (PGI2) 

(Moncada et al., 1976), o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) 

(Feletou and Vanhoutte, 1988) e o NO (Furchgott, 1983; Ignarro et al., 1987; Palmer 

et al., 1987; Furchgott and Vanhoutte, 1989) (Figura 4).  
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Figura 4: Fatores vasorrelaxantes produzidos pelo endotélio vascular. São três as 

principais vias endoteliais que geram a vasodilatação: a via da prostaciclina (PGI2), a 

via de produção do óxido nítrico (NO) pela enzima eNOS, e a via do fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). Dependendo do tipo de vaso, todas 

estas vias podem ser ativadas após a estimulação de receptores das células endoteliais 

em cuja via de sinalização ocorra o aumento da concentração intracelular do Ca2+. 

Dentre os agonistas pode-se citar a acetilcolina (ACh), substância P (SP), bradicinina 

(BK), e adenosina trifosfato (ATP). Após a liberação pelas células endoteliais, estes 

mediadores exercem suas ações nas células musculares lisas, através da produção dos 

segundo mensageiros AMPc ou GMPc, ou ainda através da hiperpolarização. 

 

1.3 Óxido Nítrico (NO) 

O NO é um gás difusível envolvido em numerosos processos biológicos no 

sistema cardiovascular, imune e nervoso (Calabrese et al., 2007). Seu papel 

fisiológico foi proposto em 1980 por Furchgott e Zawadzki, que demonstraram que o 

relaxamento vascular induzido por acetilcolina era dependente da presença do 
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endotélio, evidenciando que este efeito era mediado por um fator relaxante de 

natureza não prostanóide chamado inicialmente (em inglês) de endothelium derived 

relaxing factor ou EDRF.  Em 1987 Moncada e Ignarro demonstraram que o EDRF e 

o NO induziam um relaxamento vascular pelo mesmo mecanismo biológico e 

apresentam características químicas idênticas (Furchgott and Zawadzki, 1980; 

Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987; 1988). Nesse momento, o EDRF foi 

caracterizado como sendo o NO. Em 1998, devido a importância da descoberta do 

NO na área médica e científica o Prêmio Nobel de Fisiologia e Medicina foi 

conferido a Robert Furchgott, Louis Ignarro e Ferid Murad pelas suas significantes 

contribuições científicas na área. 

Além da importante função como vasodilatador endógeno, o NO também 

exerce muitas outras funções nos vasos sanguíneos, incluindo a supressão da 

proliferação das células do músculo liso, modulação da expressão de moléculas de 

adesão e modulação da ativação de leucócitos, bem como adesão de leucócitos e 

agregação plaquetária (Huang, 1999). No sistema nervoso periférico, o NO funciona 

como um neurotransmissor não-adrenérgico e não-colinérgico no trato 

gastrointestinal, respiratório e genitourinário (De Giorgio et al., 1994).  

No SNC a primeira evidência do papel do NO como neurotransmissor foi 

demonstrada pela liberação de uma molécula difusível, com propriedades 

semelhantes às produzidas pelo EDRF após a estimulação dos receptores NMDA 

pelo glutamato (Garthwaite and Boulton, 1995). Atualmente, o papel do NO no SNC 

está sendo alvo de inúmeros estudos, que evidenciam sua participação em funções 

cognitivas, plasticidade sináptica, no controle do sono, apetite, temperatura corporal 

e neurosecreção (Guix et al., 2005; Calabrese et al., 2007). Estudos posteriores 

mostraram que o NO atua como neurotransmissor no SNC e periférico (Figura 5) por 
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mecanismos dependentes de guanosina 3’,5’- monofosfato cíclico (GMPc) (Arnold 

et al., 1977). 

 

Figura 5: Ações do Óxido Nítrico no sistema nervoso Central e Periférico. 

Fonte: Adaptado de Calabrese et al., 2007. 

 

1.3.1 Síntese do NO 

A produção do NO ocorre por meio de uma reação catalisada pelas enzimas 

óxido nítrico sintases (NOS, EC 1.14.13.39): neuronal (nNOS ou NOS-I), induzida 

(iNOS ou NOS-II) ou endotelial (eNOS ou NOS-III). A NOS utiliza como substrato 

a L-arginina, através de uma reação que ocorre em duas etapas, envolvendo heme-

oxidações, e catalisa a oxidação do nitrogênio guanidino terminal da L-arginina à L-

citrulina e NO (Marletta, 1993). Ambos os passos requerem oxigênio molecular, 

dinucleotídeo nicotinamida adenina fosfato (reduzida) (NADPH) e co-fatores como 

mononucleotídeo de flavina (FMN), dinucleotídeo de flavina e adenina (FAD), 

heme, e tetrahidrobiopterina (BH4) (Figuras 6 e 7). Além disso, o Ca2+ é requerido 

para a ativação das isoformas constitutivas. O NO formado facilmente se difunde 

pelas células ou pelas membranas celulares, e está envolvido em diversas funções, 

tanto a nível central como periférico (Calabrese et al., 2007), ilustradas na Figura 5. 
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Figura 6: Estrutura e atividade catalítica da NOS. Os elétrons são fornecidos pelo 

NADPH no domínio redutase. A proteína comporta vários sítios de ligação para o 

substrato L-arginina, o heme, o complexo Ca2+/CaM (cálcio-calmodulina) e para os 

cofatores da reação: NADPH (dinucleotídeo nicotinamida adenina fosfato), BH4 

tetra-hidrobiopterina), FAD (dinucleotídeo de flavina e adenina), FMN 

(mononucleotídeo  de flavina). Adaptado de Calabrese et al., 2007 e  Stuehr et al., 

1991. 
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Figura 7: Biossíntese do óxido nítrico (NO) em duas etapas, envolvendo heme-

oxidações.  Fonte: Adaptado de (Stuehr et al., 1991). 

 

1.3.2 Isoformas da Óxido Nítrico Sintase 

As isoformas da NOS apresentam grande homologia estrutural, cerca de 53% 

e são codificadas por três genes distintos (Nathan and Xie, 1994). As NOS podem ser 

divididas em dois domínios, um redutor na porção C-terminal e um oxidante na 

porção N-terminal. No domínio redutor estão os sítios de ligação para o NADPH e 

para os co-fatores FMN, FAD, que transferem elétrons para o grupo heme, localizado 

no domínio oxidante, onde também se ligam o BH4 e o substrato L-arginina (Abu-

Soud and Stuehr, 1993), como ilustrado na figura 6. 

Todas as isoformas da NOS são funcionais somente como estruturas 

diméricas, através da interação entre seus domínios. Além disso, entre estes domínios 

se localiza o sítio de ligação da ligação do Ca2+ à calmodulina (CaM), o qual por um 

mecanismo alostérico é o responsável pelo alinhamento do domínio redutor com o 
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domínio oxidante, o que permite a transferência de elétrons das flavinas para o grupo 

heme (Abu-Soud and Stuehr, 1993). 

 

Figura  8: Representação dos domínios redutor e oxidante da NOS 

Fonte: Barreto e Correia, 2005 

A nomenclatura das isoformas da NOS foi dada de acordo com o tecido onde 

elas foram encontradas primeiramente, embora hoje sabe-se que sua localização é 

mais ampla e complexa. A nNOS encontra-se principalmente em áreas cerebrais 

como córtex cerebral, bulbo olfatório, núcleo acumbens, estriado, amígdala, 

hipocampo (principalmente na região CA1 e no giro denteado), hipotálamo, tálamo, 

núcleo do trato solitário e no cerebelo (Vincent and Kimura, 1992; Rodrigo et al., 

1994). Interessantemente, a expressão da nNOS também foi confirmada em 

astrócitos e nos vasos sanguíneos cerebrais (Guix et al., 2005). Apesar da expressão 

predominante no SNC, a nNOS também ocorre em neurônios periféricos  não-

colinérgicos e não-adrenérgicos que fornecem inervações para o músculo liso do 

trato gastrointestinal (De Giorgio et al., 1994), bem como no corpo cavernoso do 

pênis, na uretra e na próstata (Magee et al., 1996). 

A isoforma  eNOS localiza-se principalmente nas células endoteliais e, exerce 

papel regulatório do fluxo sanguíneo cerebral (Huang et al., 1995). A eNOs também 
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foi encontrada em neurônios piramidais da região CA1, CA2 e CA3 do hipocampo, e 

em células granulares do giro denteado (Oka et al., 2004). Na periferia, a eNOS foi 

descrita no endotélio sinusóide vascular e no músculo liso do corpo cavernoso 

(Rajasekaran et al., 1998).  A eNOS é a principal isoforma implicada na manutenção 

das funções vasculares, por isso neste trabalho ela será abordada de uma forma mais 

ampla. O NO sintetizado pelas eNOS, se difunde rapidamente para as células 

adjacentes e regula o tônus vascular ao induzir vasodilatação sob influência de 

diversos estímulos (Furchgott and Zawadzki, 1980).  

A expressão da iNOS ocorre em resposta a patógenos, pela sinalização via 

citocinas como interleucina-1β e interferon-δ através da atividade do fator nuclear 

NF-κB (Persichini et al., 2006), principalmente nos macrófagos ativados, nas células 

da microglia e em astrócitos, recrutados para os locais de infecção e inflamação 

(Saha and Pahan, 2006),  e nas células musculares lisas após a estimulação por 

agentes próinflamatórios. Portanto, a iNOS é induzida na presença de um processo 

inflamatório. Diferente da nNOS e da eNOS, a iNOS é regulada em nível 

transcripcional e sua ativação é independente da concentração intracelular do Ca2+ 

(Ghosh & Salerno, 2003). Esta enzima tem como função principal produzir NO em 

grande quantidade para garantir as atividades antimicrobiana, citostática e 

imunorregulatória. 

 Além da localização, as isoformas da NOS também diferem quanto à 

dependência por cálcio. A eNOS e a nNOS são enzimas constitutivas e dependentes 

da formação de complexos cálcio-calmodulina para sua ativação, enquanto que a 

iNOS é induzível e independente de cálcio-calmodulina (Guix et al., 2005).  
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1.3.3 Efeito relaxante do NO 

O NO é rapidamente degradado, tendo portanto um meia-vida extremamente 

curta (3-5 segundos). Entretanto, a maioria dos efeitos mediados pelo NO se devem à 

ativação da enzima guanilato ciclase solúvel ou citosólica (GCs), pela da ligação do 

NO ao grupo heme desta enzima (Stone and Marletta, 1995). Esta enzima é 

responsável pela conversão da guanosina 5’-trifosfato (GTP) em guanosina 3’,5’-

monofosfato cíclico (GMPc), que é um segundo mensageiro (Ignarro et al., 1987). 

Este nucleotídeo ativa a proteína quinase G (PKG) que, dentre outras funções 

defosforila a cadeia leve da miosina tornando-a inativa e provocando o relaxamento 

(Rapoport et al., 1983; Rapoport and Murad, 1983). Uma segunda via de ação da 

PKG é a ativação de canais de K+, ocasionando hiperpolarização e conseqüente 

relaxamento vascular (Archer et al., 1994). 

Além disso, foi demonstrado que níveis aumentados de GMPc são associados 

com o relaxamento do músculo liso, neurosecreção e neurotransmissão (Arnold et 

al., 1977; Krumenacker et al., 2004). 

 

 

 

 



 

 27 

 

Figura 9: Relaxamento do músculo liso vascular via produção de GMPc e ativação 

da proteína quinase G (PKG). 

 

De acordo com o exposto na Figura 9, a ligação de um agonista como a 

acetilcolina ao seu receptor muscarínico subtipo M3 presente nas células endoteliais, 

promovem um influxo de cálcio intracelular. O Ca2+ se liga à proteína calmodulina 

(CaM), formando um complexo cálcio-calmodulina (Ca2+-CaM), responsável pela 

estimulação da atividade da NOS, particularmente a eNOS. O NO formado atravessa 

o espaço do endotélio para o músculo liso vascular, e ativa a enzima guanilato ciclase 

solúvel (GCs), que catalisa a conversão de GTP em GMPc. O GMPc induz 

relaxamento do músculo liso por vários mecanismos, que incluem: 1) inibição da 

entrada de cálcio na célula, reduzindo as concentrações de cálcio intracelular (Pfitzer, 

2001), 2) ativação de canais de K+ causando hiperpolarização e relaxamento 

(Jackson, 1998), e 3) estimulação da proteína quinase dependente de GMPc (PKG), 

que ativa a fosfatase da cadeia leve da miosina, que desfosforila a cadeia leve da 

miosina e produz o relaxamento do músculo liso (Pfitzer, 2001; Munzel et al., 2003). 
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Após este processo, o GMPc é inativado pela da sua hidrólise a guanosina 5’- 

monofosfato (GMP) catalisada por enzimas da família das fosfodiesterases 

(Appleman and Terasaki, 1975). 

Assim, as propriedades vasorrelaxantes do NO são acompanhadas pela 

produção do GMPc nas células musculares lisas (Furchgott et al., 1985), 

responsáveis pela homeostase da pressão arterial e fluxo sanguíneo. Além disso, o 

efeito vasorrelaxante do NO é inibido na presença da hemoglobina (Hb), um 

seqüestrador de NO devido ao grupo heme, bem como em presença de inibidores da 

guanilato ciclase solúvel, como o azul de metileno ou o ODQ (Martin et al., 1985).  

 

1.4 Papel dos Canais de Potássio no controle do tônus vascular  

Os canais de potássio têm importante papel no potencial de membrana das 

células excitáveis, na regulação da contratilidade muscular e no controle do tônus 

vascular. Vários estudos mostram que fatores relaxantes derivados do endotélio 

como NO e PGI2, induzem vasodilatação por ativação de canais de potássio na 

membrana celular, permitindo um efluxo de K+ da célula, redução do potencial de 

membrana, e hiperpolarização (Nelson and Quayle, 1995). Como conseqüência, 

ocorre o fechamento de canais de Ca2+ dependentes de voltagem na membrana 

celular e o relaxamento do músculo liso vascular, produzindo a vasodilatação.  

Entretanto, o fechamento de canais de K+ por vasoconstritores reduz o efluxo de 

potássio e promove a abertura de canais de Ca2+, aumentando o potencial de 

membrana, levando a despolarização e consequentemente a vasoconstrição (Nelson 

and Quayle, 1995; Coleman et al., 2004). 



 

 29 

 

Figura 10: Ilustração esquemática dos eventos envolvidos na resposta do músculo 

liso vascular a abertura (esquerda) e bloqueio dos canais de potássio (direita).  Fonte: 

Adaptado de (Sobey, 2001).   

 

1.4.1 Subtipos de canais de Potássio 

 Os canais de potássio são uma família de proteínas de membrana, encontradas 

em vários tipos de células.  Nas células endoteliais e nas células do músculo liso 

vascular já foram identificados quatro tipos de canais de potássio: 1) canais de 

potássio sensíveis à voltagem (KV); 2) canais de potássio ativados por Ca2+ (KCa), 

incluindo os de baixa (SKCa), intermediária (IKCa) e alta condutância (BKCa); 3) 

canais de potássio sensíveis ao ATP (KATP) e; 4) canais de potássio retificadores 

(KIR) (Jackson, 2005; Baranowska et al., 2007).  

 

1.4.1.1 Canais de potássio sensíveis à voltagem (KV) 

Os canais de potássio dependentes de voltagem (KV) permitem um efluxo de 

K+ em resposta a uma despolarização (-35 a -55 mV) da membrana, resultando em 



 

 30 

repolarização e retorno ao potencial de repouso. Assim, os KV funcionam para limitar 

a despolarização de membrana e manter o tônus vascular de repouso (Ko et al., 

2008).  São conhecidos mais de trinta genes que codificam subfamílias das 

subunidades α dos KV.  Sabe-se que as subunidades α têm domínio citoplasmático N- 

e C- terminal, e os KV são formados por seis domínios transmembranas (S1-S6) que 

formam um poro (P), sendo que o S4 é o sensor de voltagem (Figura 11). AMPc, 

NO/GMPc podem ativar os KV em alguns vasos sanguíneos, e estes canais são 

bloqueados pela 4-aminopiridina (Nelson and Quayle, 1995).  

 

Figura 11: Representação dos canais de potássio dependentes de voltagem KV. 

Fonte: http://www.tocris.com/img/targetFiles/potassiumFig1.jpg 

 

1.4.1.2 Canais de potássio ativados por Ca2+  (KCa) 

Da mesma forma que os canais KV, os BKCa são formados por uma subunidade 

α, e uma subunidade regulatória β. A subunidade α (Slo1) é formada por 6 domínios 

transmembrana  (S1-S6), sendo a S4 o sensor de voltagem e a subunidade formadora do 

poro (Nelson and Quayle, 1995). Além disso, existem 4 isoformas da subunidade β (β1- 

β4), cada uma com 2 domínios transmembrana, que podem estar associados com a 

subunidade α, na proporção 1:1 (Tanaka et al., 2004; Ko et al., 2008). A função das 
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subunidades β é aumentar a sensibilidade do canal aos íons cálcio, sendo a isoforma 

predominante no músculo liso vascular  a β1 (Jiang et al., 1999).  

Os canais de potássio ativados por Ca2+ de alta condutância (BKCa), são 

abundantes e, o subtipo predominante no músculo liso vascular. São ativados pelo 

cálcio intracelular e também por despolarização, e contribuem para a manutenção do 

potencial de membrana nos vasos de pequeno calibre (Jackson, 2005).  Um grande 

número de vasodilatadores, incluindo o NO, CO, e epóxidos do ácido araquidônico, 

assim como substâncias que aumentam os níveis de AMPc ou GMPc, ativam os BKCa 

direta, ou indiretamente via ativação de quinases (Archer et al., 1994). Os agentes 

farmacológicos usados para bloquear estes canais são TEA (~ 200 µM) (Langton et al., 

1991), iberiotoxina  e caribdotoxina (10 nM) (Miller et al., 1985). 

Alguns vasos do músculo liso também expressam canais de potássio ativados 

por Ca2+ de baixa condutância (SKCa). Estes canais requerem a calmodulina para 

permitir a sensibilidade ao cálcio, e são bloqueados por apamina, um peptídeo extraído 

do veneno de abelhas (Bond et al., 1999). Sua função no músculo liso vascular ainda 

não é totalmente conhecida, mas sabe-se que eles são ativados pelo ácido araquidônico 

(Gauthier et al., 2004). 

 

1.4.1.3 Canais de potássio sensíveis ao ATP (KATP) 

Os canais de K+ sensíveis ao ATP existem na forma de complexos octaméricos, 

contendo dois tipos de subunidades protéicas. Os canais consistem de quatro 

subunidades retificadoras (KIR 6.1 ou KIR 6.2) e cada subunidade está associada a um 

receptor do tipo sulfoniluréia (SUR). A diversidade molecular dos canais KATP se deve 

às múltiplas isoformas dos SUR (SUR1, SUR2A, SUR2B, SUR2C), sendo que a 
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combinação prevalente no músculo liso vascular é a KIR 6.2/SUR2B, seguida por KIR 

6.1/SUR2B (Brayden, 2002; Rosenblum, 2003). 

Os canais KATP são bloqueados por concentrações da ordem micromolar de ATP 

intracelular, devido à ligação do ATP a subunidade KIR. Entretanto, nucleotídeos 

difosfato na presença de Mg2+ podem ativar estes canais por sua ligação a subunidade 

SUR. Esses canais têm importante papel na vasodilatação mediada por vasodilatadores 

endógenos como adenosina (Merkel et al., 1992), PGI2 (Jackson et al., 1993), e pelo 

peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (Nelson et al., 1990), além de 

também estar ativados em situações patológicas como hipóxia (Daut et al., 1990), 

isquemia (Bari et al., 1998), acidose (Brayden, 2002). A glibenclamida é o bloqueador 

comumente utilizado para o estudo dos KATP em diferentes tecidos (Sobey, 2001). 

 

1.4.1.4 Canais de potássio retificadores (KIR) 

Estes canais são abundantes no músculo liso dos vasos de resistência de pequeno 

diâmetro, embora sua função ainda não é completamente conhecida (Ko et al., 2008).  

Os KIR são tetrâmeros, sendo que cada subunidade possui 2 domínios transmembrana, 

que são codificadas por membros da família dos genes KIR, sendo que a isoforma 

expressa no músculo liso vascular é a KIR 2.1 (Bradley et al., 1999). 

 Foram sugeridas duas hipóteses para a provável função destes canais: a) eles 

contribuem para o potencial de repouso da membrana, visto que ocorre constrição dos 

vasos coronários e cerebrais na presença de bário, um bloqueador específico dos KIR 

(Park et al., 2007) e b) outra evidência indica que ocorre ativação dos KIR em resposta a 

aumentos moderados na concentração extracelular de K+ (10-15mM) causando  

vasodilatação, visto que a vasodilatação é revertida por Ba2+, mas não por bloqueadores 

de outros canais de K+ (Nelson and Quayle, 1995; Knot et al., 1996). 
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Nos microvasos coronários e cerebrais, os KIR atuam como sensores para 

concentrações aumentadas de K+, levando a hiperpolarização e vasodilatação quando as 

concentrações de K+ se elevam para valores entre 5 e 15 mM (Edwards et al., 1988; 

Quayle et al., 1993; Knot et al., 1996). Esses canais são ativados pelo EDHF, pela 

bradicinina (Rivers et al., 2001) e pelo peptídeo natriurético atrial tipo C (Chauhan et 

al., 2003). 

 Enfim, estudos experimentais e clínicos sugerem que o GM1 exerce ações 

vasomotoras em diversas situações, e este fato tem implicações para as propriedades 

neuroprotetoras apresentadas por este glicoesfingolipídio. De fato, tem sido mostrado 

que a administração de GM1 (30 mg/kg, i.v.) restaura de maneira significativa a 

circulação cerebral local e o metabolismo da glicose em animais submetidos ao modelo 

de isquemia por oclusão arterial (Tanaka et al., 1986). Além disso, o GM1 reduz o 

edema cerebral e aumenta o metabolismo cerebral após traumatismo crânio-encefálico 

em ratos (Chen et al., 2003). É importante mencionar que a administração de GM1 

promove uma melhora no quadro neurológico e tende a aumentar o fluxo sanguíneo 

cerebral em pacientes com Mal de Alzheimer (Svennerholm et al., 2002). Neste 

contexto, nosso grupo recentemente demonstrou que a administração de GM1 (50 

mg/kg, i.p.) induz vasodilatação e que este fato está relacionado com um aumento na 

atividade da enzima antioxidante catalase em hipocampo e córtex cerebral de ratos 

(Furian et al., 2007), provendo um possível mecanismo convergente para as ações 

neuroprotetoras do GM1 em várias condições neurodegenerativas, como anóxia (Carolei 

et al., 1991; Tan et al., 1993), isquemia (Carolei et al., 1991; Kwak et al., 2005) e Mal 

de Parkinson (Schneider, 1998) e Alzheimer (Yanagisawa, 2007), nas quais existe uma 

falência no sistema antioxidante cerebral e estresse oxidativo. Entretanto, pouco se sabe 
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sobre os mecanismos responsáveis pela vasodilatação induzida por GM1, sendo este o 

objeto de estudo desta tese de doutorado.   

 O estudo do mecanismo da ação vasodilatadora do gangliosídeo GM1 será 

realizado através da determinação do diâmetro dos vasos sanguíneos cerebrais, e da 

determinação do conteúdo de nitratos e nitritos (NOx) em cérebro de ratos, após a 

administração ou incubação com GM1 e/ou L-NAME. Para investigar a participação da 

via da GC/GMPc e de canais de potássio neste efeito, serão utilizados anéis de artéria 

mesentérica isolada de ratos, incubadas com GM1, com inibidores das enzimas e 

bloqueadores de canais de potássio. 
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2. OBJETIVOS 
 
 
2.1 Objetivo Geral 

Avaliar o mecanismo da ação vasodilatadora induzida pelo gangliosídeo GM1 em 

cérebro (córtex, hipocampo e vasos piais), e em anéis de artéria mesentérica superior 

isolada de ratos. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 
- Verificar se a administração sistêmica de L-NAME previne o aumento no 

diâmetro dos vasos sanguíneos cerebrais induzido pelo GM1. 

- Verificar o efeito do GM1, ao longo do tempo, sobre a produção de 

nitratos/nitritos (NOx) em hipocampo e córtex cerebral de ratos ex vivo. 

- Verificar o efeito da incubação com diferentes concentrações de GM1, ao 

longo do tempo, sobre a produção de nitratos/nitritos (NOx) e conteúdo de hemoglobina 

em fatias de córtex cerebral de ratos in situ. 

- Verificar se o L-NAME reverte o aumento do conteúdo de NOx induzido pelo 

GM1 em fatias de córtex cerebral de ratos in situ. 

- Verificar se o GM1 produz relaxamento vascular utilizando uma preparação de 

anéis de artéria mesentérica isolada. 

- Verificar se o relaxamento vascular induzido pelo GM1 depende da presença 

do endotélio em anéis de artéria mesentérica isolada. 

- Verificar a participação do óxido nítrico sintase e da guanilato ciclase no 

relaxamento vascular induzido pelo GM1 em anéis de artéria mesentérica isolada, 

utilizando L-NAME como inibidor da NOS e o ODQ como inibidor da GCs. 
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- Verificar a participação de canais de potássio no relaxamento vascular induzido 

pelo GM1 em anéis de artéria mesentérica isolada, utilizando bloqueadores de diferentes 

canais de potássio: tetraetilamônio, glibenclamida, caribdotoxina e apamina. 
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3. RESULTADOS 

 

Os resultados que fazem parte desta tese estão apresentados sob a forma de artigos 

científicos. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Referências 

Bibliográficas, encontram-se nos próprios artigos. 

 Os artigos estão dispostos da mesma forma que foram publicados na edição das 

revistas científicas (Artigo 1) ou aceito (Artigo 2). 
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3.2 Artigo 2 
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Abstract 

 

 Monosialotetra-hexosylganglioside (GM1) is a glycosphingolipid present in most 

cell membranes that displays antioxidant and neuroprotective properties. It has been 

recently described that GM1 induces pial vessel vasodilation and increases NOx content 

in cerebral cortex, which are fully prevented by the nitric oxide synthase inhibitor L-

NAME. However, it is not known whether GM1 relaxes larger vessels, as well as the 

mechanisms by which GM1 causes vasorelaxation. 

 In this study we demonstrate that GM1 (10, 30, 100, 300 µM, 1 and 3 mM) induces 

vascular relaxation determined by isometric tension studies in rat mesenteric artery rings 

contracted with 1 µM phenylephrine. The vasorelaxation induced by GM1 was 

abolished by endothelium removal, by incubation with L-NAME (1 µM) and partially 

inhibited by the blockade of potassium channels by 1 mM tetraethylammonium, 10 µM 

glibenclamide,  by the soluble guanylate cyclase inhibitor 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-

alpha]quinoxalin-1-one (10 µM),  and by 50 nM charybdotoxin, a blocker of large and 

intermediate conductance calcium-activated potassium channels. Moreover, GM1-

induced relaxation was not affected by apamin (50 nM), a small conductance calcium-

activated potassium channel blocker.  

The results indicate that direct and indirect nitric oxide pathways play a pivotal 

role in vasorelaxation induced by GM1, which is mediated mainly by potassium 

channels activation. We suggest that vasodilation may underlie some of the biological 

effects of exogenous GM1 ganglioside. 

 

Key-words: mesenteric artery; potassium channel; nitric oxide; guanylate cyclase, 

endothelium 
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Abbreviations: ACh, acetylcholine; ANOVA, analysis of variance, cGMP, cyclic 

guanosine monophosphate; (+E), endothelium intact; (-E), endothelium denuded; 

eNOS, endothelial nitric oxide sinthase; GLB, glibenclamide; GM1, monosialotetra-

hexosylganglioside;  KATP, ATP-sensitive potassium channel; KCa, calcium-activated 

potassium channel; KV, voltage-sensitive potassium channel; L-NAME,  NG-nitro- l-

arginine methyl ester; NO, nitric oxide; NOS: nitric oxide synthase; ODQ, 1H-

[1,2,4]oxadiazolo[4,3-alpha]quinoxalin-1-one; Phe, phenylephrine; sGC, guanylate 

cyclase soluble; TEA, tetraethylammonium; ChTX, charybdotoxin. 
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Introduction 

 Gangliosides constitute a heterogeneous family of sialic acid-containing 

glycosphingolipids that are components of most cell membranes. They are particularly 

abundant in the brain, where they represent the major lipid constituent of the neuronal 

surface (Ledeen & Yu 1982; Tettamanti 2004). Administration of GM1 has been 

reported to protect the central nervous system against various neurotoxic agents or 

conditions, such as methylmalonic acid (Fighera et al. 2003), pentylenetetrazol and 

glutaric acid exposure (Fighera et al. 2006), anoxia (Carolei et al. 1991; Tan et al. 1993) 

and ischemia (Carolei et al. 1991; Kwak et al. 2005), lead-induced neurotoxicity ( She et 

al. 2009), Parkinson’s (Schneider 1998) and Alzheimer’s diseases (Svennerholm 1994; 

Yanagisawa 2007), traumatic brain injury (Chen et al., 2003), spinal cord injury 

(Geisler et al, 2001) accompanied by an apparent absence of side effects in animals. 

However, caution is warranted because of reports of sporadic cases of Guillain-Barré 

syndrome after ganglioside therapy (Yuki 1998; Govoni et al. 2003; Komagamine and 

Yuki 2006).  

 Several neurochemical mechanisms have been proposed for GM1-induced 

neuroprotection. It has been proposed that GM1 interacts with neurotrophic factors and 

their receptors in vivo and in situ (Duchemin et al. 1997, 1998, 2002; Rabin et al. 2002), 

activating MAPK (Duchemin et al. 2002; Mo et al. 2005) and PI3-kinase/Akt survival 

pathways (Duchemin et al. 2008). In addition, there are studies showing that GM1 

presents antioxidant activity, both in situ and in vivo (Avrova et al. 1994, 1998), and 

that its systemic administration increases the striatal ascorbic acid content (Fighera et al. 

2003) and catalase activity in homogenates of the cerebral cortex (Fighera et al. 2004). 

In fact, it has been demonstrated that vasodilation underlies the GM1-induced increase 
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of catalase content in the brain and may be responsible, at least in part, for the 

neuroprotection induced by this ganglioside (Furian et al. 2007).  

 Nitric oxide (NO) is a short-lived gas, involved in several cellular functions, 

particularly in the brain, and has been recognized as a critical physiological mediator in 

the regulation of the vascular tone (Moncada & Higgs 1991).  NO is synthesized from 

L-arginine by the members of the nitric oxide synthase (NOS) family of proteins 

endothelial (eNOS), neuronal (nNOS) and inducible (iNOS) (Calabrese et al. 2007). NO 

synthesized in endothelial cells diffuses to smooth muscle cells where it activates 

soluble guanylate cyclase (Dudzinski & Michel 2007), resulting in cyclic guanylate 

monophosphate-dependent vasodilation (Furchgott & Zawadzki 1980; Katsuki et al. 

1977; Palmer et al. 1987) an important process in the homeostasis of blood flow. Cyclic 

GMP (cGMP) causes hyperpolarization by activating K+ channels, resulting in smooth 

muscle relaxation (Jackson 1998). In addition, it has also been reported that NO causes 

direct activation of K+ channels in smooth muscle cells, causing vasodilation (Bolotina 

et al. 1994). In summary, accumulating evidence suggests that NO regulates blood 

vessel tonus through direct or indirect activation of K+ channels, but the role of these 

channels on GM1-induced vasodilation is unknown. Therefore, since (1) GM1 increases 

NO content, (2) L-NAME prevents GM1-induced vasodilation (Furian et al. 2008)  and 

(3) sGC and K+ channels play a key role in the NO-mediated regulation of blood vessel 

tonus, we hypothesized that these downstream effectors of nitric oxide pathways 

(guanylate cyclase and K+ channels) are involved in GM1-induced vasorelaxation.  
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 Experimental procedures 

 Animals 

Adult male Wistar rats (250–280 g), maintained on a 12-h light/dark cycle, and with 

free access to tap water and standard laboratory chow (Nuvital®, Brazil) were used. All 

experimental protocols (including statistical evaluation) were designed aiming to keep 

the number of animals used to a minimum, as well as their suffering. The investigation 

conforms to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by the US 

National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996). The 

Institutional Ethics Committee of the Federal University of Paraná approved all 

procedures adopted in this study. 

 

Drugs 

Phenylephrine hydrochloride, acetylcholine chloride, NG-nitro-L-arginine-

methyl-ester (L-NAME), 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-alpha]quinoxalin-1-one (ODQ), 

tetraethylammonium (TEA), glibenclamide (GLB), apamin and charybdotoxin (ChTX) 

were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). GLB was dissolved in dimethyl 

sulfoxide (DMSO). All other reagents were of the highest grade and solutions were 

prepared in fresh type I ultra pure water. GM1 ganglioside was kindly donated by TRB 

Pharma Laboratories, São Paulo, Brazil. 

 

 Preparation of rat mesenteric rings  

The rat superior mesenteric artery was identified and mesenteric rings were 

prepared. Briefly, segments of the mesenteric artery were excised, cleaned of adhering 

tissue, cut into 2-mm long rings and transferred to a dish filled with Krebs–Henseleit 

buffer (pH 7.4; composition in mM: NaCl 115.3, KCl 4.9, CaCl2·2H2O 1.46, KH2PO4 
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1.2, MgSO4 1.2, D-glucose 11.1, NaHCO3 25). The rings were suspended in organ baths 

containing the physiological solution bubbled with carbogen (5% CO2/95% O2) at 37°C. 

Isometric force transducers (Letica Scientific Instruments, Barcelone, Spain) coupled to 

a MacLab® recording system and its application program (Chart, v 3.3) from 

ADInstruments (Castle Hill, Australia) were used to record contractions and relaxations. 

Preparations were maintained at a basal tension of 5 mN and allowed to stabilize for 1 h 

before drugs were added, and during this time the solution was changed every 15 min. 

In some experiments, endothelium was removed by gently rubbing inside the vessel 

with a small wire. The integrity of the endothelial layer was verified by the ability of 

acetylcholine (ACh, 1 µM) to fully relax vessels pre-contracted with phenylephrine 

(Phe, 1 µM) (Rattmann et al. 2009). 

 

 Measurement of vascular relaxation  

The ability of cumulative concentrations of GM1 (10, 30, 100, 300 nM, 1, 3, 10, 30, 

100, 300 µM, 1 and 3 mM) to relax endothelium-intact and endothelium-denuded 

mesenteric rings under sustained contraction elicited with Phe (1 µM) was determined. 

Only intact endothelium mesenteric rings were used in the experiments designed to 

evaluate the involvement of K+ channels, NOS and sGC in the vasorelaxing effect of 

GM1. 

Mesenteric rings were subjected to a 15 min-incubation with L-NAME (1 µM, a 

non-selective nitric oxide synthase inhibitor), or ODQ (10 µM, a soluble guanylate 

cyclase inhibitor), or TEA (1 mM; a non-selective K+ channel blocker), or GLB (10 

µM; an ATP-sensitive K+ channel blocker),  or apamin (50 nM; a small conductance 

calcium-activated K+ channel blocker), or ChTX (50 nM; a large and intermediate-

condutance calcium-activated K+ channel blocker) and contracted with Phe (1 µM).  
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After sustained contraction elicited by Phe to the incubation medium, GM1 (10, 30, 

100, 300 nM, 1, 3, 10, 30, 100, 300 µM, 1 and 3 mM) was added and the relaxation 

response measured, as described in Preparation of rat mesenteric rings. EC50 values 

were calculated with GraphPad Prism 4.0 software, by using a non-linear regression, 

which employ a sigmoidal logarithmic function to estimate the plateau. 

 

Statistical analysis 

Variations in the tension of mesenteric rings induced by GM1 were analyzed by 

a 2 way-ANOVA, with the concentrations treated as a within-subject factor. Post hoc 

analysis was carried out by the Student-Newman-Keuls test. A probability of P < 0.05 

was considered significant.  All data are reported as mean ± S.E.M. 

 

Results 

Figure 1 shows the effect of increasing cumulative concentrations of GM1 (10, 

30, 100, 300 nM, 1, 3, 10, 30, 100, 300 µM, 1 and 3 mM) on the tonus of endothelium-

intact (+E), and in endothelium-denuded (-E) mesenteric rings contracted with Phe (1 

µM). GM1 induced vascular relaxation only in endothelium-intact rings (P<0.001; Fig. 

1). The EC50 was 43 (22-88) µM. Post hoc analysis revealed that the minimal effective 

relaxing concentration of GM1 ganglioside was 10 µM. Figure 1C shows the 

representative trace showing the contracting and relaxing effects of Phe (1 µM) and 

ACh (1 µM), on mesenteric rings,  and the relaxing effect after the exposure to 

cumulative concentrations of GM1.   

Since there is evidence suggesting the involvement of nitric oxide on GM1-

induced vasodilation (Furian et al. 2008), we investigated whether L-NAME alters 

GM1-induced vascular relaxation. L-NAME (1 µM) completely inhibited GM1-induced 
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relaxation in rat mesenteric artery rings (P<0.001; Fig. 2A and 2B). This finding is in 

agreement with previous studies which have reported an inhibitory effect of L-NAME 

on GM1-induced vasodilation (Furian et al. 2008). In addition, the guanylate cyclase 

inhibitor ODQ (10 µM) attenuated the vasorelaxation induced by 3 mM GM1, further 

supporting a role for NO and the coupled guanylate cyclase system in the currently 

described effect of GM1 (P<0.001; Fig. 2C and 2D).  

It was well established that potassium channels are involved in the control of 

smooth muscle contractility and vascular tone. The incubation with non-selective 

potassium channel blocker TEA (1 mM) (P<0.001; Fig. 3A and 3B), reduced GM1-

induced vasorelaxation, suggesting the involvement of potassium channels in this effect. 

In addition, ATP-sensitive potassium channel blocker GLB (10 µM) completely 

inhibited the vasorelaxation induced only by 3mM of GM1 (P<0.001; Fig. 3C and 3D), 

providing additional experimental evidence for the involvement of K+ channels in GM1-

induced vasodilation.  

Furthermore, apamin (50 nM), a small conductance calcium-activated potassium 

channel blocker, had no effect on GM1 induced vasorelaxation (P=0.999; Fig. 4A and 

4B), whereas ChTX (50 nM), a blocker of large and intermediate conductance calcium-

activated potassium channels, induced a concentration related right-shift in cumulative 

concentration-effect curve for GM1 (P<0.001; Fig. 4C and 4D) increasing the EC50 

from 114 (86-151) µM to 1 mM (668 µM - 1mM). 

We also measured tensions in controls after the incubation with enzyme 

inhibitors and channel blockers in the presence of Phe. Statistical analyses (paired T-

Test) revealed that L-NAME (3,9 mN to 5,5 mN), ODQ (2,6 mN to 4,1 mN), and 

apamin (3,6 mN to 4 mN) significantly increased Phe-induced contraction. On the other 

hand, TEA, ChTX, and GLB did not change Phe-induced contraction (data not shown). 
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 Discussion 

In this report we demonstrate that GM1 induces endothelium-dependent 

vasorelaxation in rat superior mesenteric arteries. In addition, we gathered 

pharmacological evidence supporting the involvement of the NO/sGC/cGMP pathway 

and of KCa and KATP channels in GM1-induced vasorelaxation.  

There is some evidence suggesting that GM1 causes vasodilation (Tanaka et al. 

1986) (Svennerholm et al. 2002). Accordingly, it has been shown that GM1 (30 mg/kg, 

i.v.) significantly restores local cerebral blood flow and glucose metabolism in animals 

subjected to arterial occlusion (Tanaka et al. 1986) and improves neurological status and 

cerebral blood flow in Alzheimer’s diseased patients (Svennerholm et al. 2002), 

suggesting that vasodilation and better perfusion may underlie some pharmacological 

effects of GM1 administration. In addition, we have recently demonstrated that GM1 

increases catalase content in brain samples by causing vasodilation (Furian et al. 2007), 

providing a possible convergent mechanism for the neuroprotective action of GM1 

(Furian et al. 2007).  Furthermore, a role for NO in GM1-induced vasodilation has been 

proposed, since L-NAME prevents GM1-induced NOx increase in cerebral slices and 

fully inhibits GM1-induced vasodilation in pial vessels (Furian et al. 2008). 

Interestingly, the concentration of GM1 that caused a 60% relaxation of the mesenteric 

artery in the current study (100 µM, Fig. 1), increased by 50% NOx content in slices of 

cerebral cortex in a previous study (Furian et al. 2008).  

In order to determine whether the vasorelaxing effect of GM1 involved NOS 

activation, mesenteric rings were incubated with the non-selective NOS inhibitor L-

NAME (1 µM) and then exposed to cumulative concentrations of GM1. L-NAME fully 

prevented the vascular relaxation induced by GM1, suggesting that NOS plays a crucial 

role in the vascular effects of GM1, as previously suggested for pial vessels. In addition, 
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GM1-induced relaxation depended on the endothelium integrity, reinforcing the role of 

endothelium-derived relaxing factors, particularly nitric oxide, in GM1-induced 

vasodilation.  

Endothelial nitric oxide synthase is a dually acylated peripheral membrane protein 

that targets to the Golgi region and caveolae of endothelial cells, and can co-precipitate 

with caveolin-1, the structural protein of caveolae (Garcia-Cardena et al. 1997). This 

protein, in some instances, regulates the activity of other proteins targeted to caveolae, 

as potassium channels and calcium regulatory proteins (Saliez et al. 2008). These 

elements play an important functional role in the modulation of cell signal transduction 

pathways involved in eNOS activity. It has been demonstrated that caveolin-1 KO mice 

have increased NO-mediated relaxation in superior mesenteric arteries, and that 

increased vascular flow (Rizzo et al. 1998) promote eNOS dissociation from caveolin 

and association with calmodulin to activate the enzyme (Saliez et al. 2008). 

Sphingolipids are the major components of caveolae structure. Therefore, one might 

suggest that GM1, a sphingolipid, can promote eNOS dissociation from caveolin, by 

binding to CaM-binding domain of eNOS and determine the membrane association of 

the enzyme. However, this discussion is speculative in nature, and further studies are 

necessary to elucidate this point. 

It is well known that NO-induced artery relaxation is predominantly mediated by 

the sequential activation of soluble guanylate cyclase (sGC), accumulation of cGMP 

(Moncada & Higgs 1991), cGMP-dependent protein kinase activation and subsequent 

K+ channels opening (Alioua et al. 1998; Robertson et al. 1993). Accordingly, in order 

to evaluate the participation of the NO/sGC/cGMP pathway in GM1-induced 

vasodilation, we incubated the preparations with ODQ, an inhibitor of the NO-sensitive 

guanylate cyclase (Garthwaite et al. 1995). GM1-induced relaxation was partially 



 

 60 

blocked by ODQ suggesting that the relaxing response elicited by GM1 involves the L-

arginine/NO/sGC/cGMP pathway.  The partial effect of ODQ on GM1-induced vascular 

relaxation markedly contrasted with the complete prevention of GM1-induced 

relaxation by L-NAME. Such a discrepancy could be explained by a direct stimulation 

of calcium-activated K+ channels by NO, without the participation of cGMP (Bolotina et 

al. 1994), suggesting that cGMP-independent pathways also play a role in the relaxing 

effect induced by GM1.  

Potassium channels are the dominant ion conductive pathways in vascular muscle 

cells and their activity contribute to the regulation of muscle contractility and vascular 

tone (Jackson 2000; Nelson & Quayle 1995). Moreover, it has been reported that 

endothelium-derived relaxing factors, such as NO, induce vasorelaxation by activating 

K+ channels and consequently closing voltage-dependent calcium channels in the 

vascular smooth muscle (Nelson & Quayle 1995).  Smooth muscle cells have been 

shown to express at least four different classes of potassium channels: voltage-activated 

K+ (KV), ATP-sensitive K+ (KATP), Ca2+-activated K+ (KCa) and inward rectifier K+ 

(KIR) channels (Jackson 2005). Therefore, in order to identify the K+ channels involved 

in the vasorelaxation induced by GM1 we incubated mesenteric ring preparations with 

K+ channels blockers TEA, GLB, ChTX and apamin. The findings that TEA and GLB 

prevent GM1-induced vasorelaxation suggest that ATP-sensitive potassium channels 

are important for its relaxing activity (Fig. 3). In addition, the relaxation induced by 

GM1 was right-shifted by ChTX, a large and intermediate conductance calcium 

activated potassium channel blocker (Fig. 4C), but not by apamin, a small conductance 

calcium-activated potassium channel blocker (Fig. 4A). These findings indicate that 

while large calcium-activated potassium channels are involved in the vascular relaxation 

induced by GM1, the involvement of small conductance calcium-activated potassium 
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channels is unlikely. These data are in agreement with the view that large conductance 

channels (BKCa) are the main KCa channels in microvascular smooth muscle cells 

(Jackson 2005). Interestingly, there is evidence suggesting that NO activates BKCa 

either directly or indirectly, by activating protein kinases (Archer et al. 1994).  

Furthermore, it is worth to pointing out that drug-induced vasorelaxation 

depends on the tonus of the artery prior to drug exposure. Since inhibition of the NO 

pathway with NOS or sGC inhibitors and by blockers of KCa channels could increase 

the basal tonus of the mesenteric ring, eliciting a stronger contraction with Phe, a 

functional antagonism may have come into play in these experiments. Therefore, we can 

not rule out partial functional antagonism as a cause for the currently described 

antagonism of GM1-induced vasorelaxation by 1 µM L-NAME, 10µM ODQ and 50 

nM apamin, even considering the widespread use of these agents at concentrations 

higher (i.e. 40-300 µM for L-NAME; 0.1-10 µM for ODQ; 100 nM for apamin) than 

those used in the current study to pharmacologically demonstrate the involvement of the 

NOS pathway and of KCa channels in the vasodilating effect of several compounds 

(Sampson et al. 2001; Capasso et al. 2008; Tirapelli  et al. 2008).  

Regarding the possible clinical significance of the presently reported vasodilator 

effect of GM1, one must be aware that the concentrations of GM1 required for cause 

total relaxation are in the low milimolar range, which could be quite high to reach in the 

body fluids. However, it should be noted that intermediate concentrations of GM1, from 

10 to100 µM, were able to cause 30-60 % of vasorelaxation in the present study. In this 

regard, a previous clinical study by Svennerholm et al. (2002), revealed that treatment 

of five Alzheimer’s disease patients with GM1 (30 mg/24 h; i.c.v.) increased CSF GM1 

concentrations to 40-60 µM, which is close to the range of GM1 concentrations required 

to cause 30-60 % of vasorelaxation in mesenteric rings. In light of these results, we 
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think that the present data may have clinical significance, depending basically on the 

level of vasorelaxation required to reach therapeutic effects in a given condition. In light 

of this premise, it is remarkable that a 42 % increase in middle cerebral artery diameter 

by simvastatin treatment significantly ameliorates cerebral vasospasm and reduces 

neurological deficits resulting from subarachnoid hemorrhage in mice (McGirt et al., 

2002). 

In conclusion, our results demonstrate that GM1-induced vasorelaxation in 

mesenteric rings is endothelium-dependent, and mediated by the activation of the 

NO/sGC/cGMP pathway and KCa and KATP channels. Figure 5 shows an integrative 

view of the mechanisms which underlie the currently described vasorelaxing effect of 

GM1. While the mechanisms by which GM1 facilitates NO production are still 

unknown, our findings constitute strong experimental evidence supporting a role for NO 

and K+ channels in GM1-induced vasodilation in mesenteric artery rings. As a 

consequence, this study significantly contributes for the understanding of 

pharmacological effects of exogenous GM1, a compound that could improve the 

outcome in several experimental models of disorders associated with perfusional 

deficits, such as traumatic brain injury (Chen et al., 2003), anoxia (Carolei et al. 1991; 

Tan et al. 1993), ischemia (Carolei et al. 1991; Kwak et al. 2005) and Parkinson’s 

(Schneider 1998) and Alzheimer’s diseases (Svennerholm 1994; 2002; Yanagisawa 

2007). On the other hand, a clinical trial with GM1 for ischemic stroke did not show 

enough evidence to conclude that gangliosides are beneficial in this situation (Candelise 

and Ciccone, 2002). However, factors such as time for initiating treatment, doses and 

patient sample size could underestimate potential benefic effects of neuroprotective 

agents in general (Wahlgren and Ahmed, 2004), and therefore more clinical studies are 
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needed to further evaluate the value of GM1 treatment for disorders associated with 

perfusional deficits. 
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Figure Legends 

 

Fig. 1 GM1 induces endothelium-dependent relaxation in rat mesenteric rings.  (A) 

Relaxing effect of GM1 (10, 30, 100, 300 nM, 1, 3, 10, 30, 100, 300 µM, 1 and 3 mM) 

in endothelium-intact (indicated by +E) and endothelium-denuded (indicated by -E) 

mesenteric rings. (B) Relaxing effect of GM1 (3 mM) in the presence an absence of 

endothelium. Data are mean ± S.E.M., n=6. * P < 0.05 when compared to the respective 

control. (C) Representative trace showing the contracting and relaxing effects of Phe (1 

µM) and ACh (1 µM), respectively, on mesenteric rings maintained at a basal tension of 

5 mN. After 60 minutes, mesenteric rings were exposed to cumulative concentrations of 

GM1.  Dots indicate the addition of the drugs. 

 

Fig. 2 GM1 induces NO/sGC/cGMP-dependent relaxation in rat mesenteric rings. (A) 

The NOS inhibitor L-NAME (1 µM) prevents and (C) the guanylate cyclase inhibitor 

ODQ attenuates GM1-induced vasorelaxation. Figures 2B and 2D show the effect of L-

NAME and ODQ on the vasorelaxant effects of GM1 (3 mM). Data are mean ±  S.E.M. 

* P < 0.05 when compared to the respective control (n=6-7 per group). 

 

Fig. 3 Potassium channel blockers inhibit GM1-induced mesenteric relaxation. Effect of 

GM1 in the absence (control curve) or presence of (A) tetraethylammonium (TEA, 

n=7), (C) glibenclamide (GLB, n=6). Figures 3B and 3D shows the effect of GM1 3 

mM in the presence an absence of potassium channels blockers. Data are mean ± S.E.M.  

*P < 0.05 when compared to the respective control. 
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Fig. 4 Inhibition of GM1-induced mesenteric relaxation by conductance calcium-

activated potassium channel blockers. Effect of GM1 in the absence (control curve) or 

presence of (A) apamin (n=5) and (C) charybdotoxin (ChTX, n=5). Figure 4B and 4D 

show the effect of GM1 3 mM in the presence and absence of apamin and ChTX.  Data 

are mean ± S.E.M. *P < 0.05 when compared to the respective control. 

 

Fig. 5 Representation of the proposed pathways activated by GM1 to induce 

vasorelaxation in mesenteric artery rings. GM1 increases NO levels, which activate 

sGC, increasing cGMP levels. cGMP activates KCa, KV and KATP channels, promoting 

vasorelaxation. In addition, NO may directly activate KCa, promoting vasorelaxation. 

The vasorelaxating effect of GM1 disappeared when the endothelium was not intact and 

fully prevented in the presence of the NOS inhibitor L-NAME. The sGC inhibitor, 

ODQ, partially prevented GM1 induced-relaxation. Potassium channel blockers, 

namely, TEA and GLB also prevented the effect of GM1, while the KCa blocker, ChTX 

induced a concentration related right-shift in cumulative concentration-effect curve for 

GM1.  Blockers/Inhibitors are presented in gray and bold and enzymes in italics. Dotted 

and solid lines represent activation of partially and fully known pathways, respectively. 

Abbreviations: L-NAME:  NG-nitro- l-arginine methyl ester; L-arg: L-arginine; L- cit: 

L-citrulline; eNOS: endothelial nitric oxide sinthase; sGC: guanylate cyclase soluble; 

cGMP: cyclic guanosine monophosphate; ODQ: 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-

alpha]quinoxalin-1-one;  KCa: calcium-activated potassium channel; TEA: 

tetraethylammonium; ChTX: charybdotoxin; KATP: ATP-sensitive potassium channel; 

GLB: glibenclamide; KV: voltage-sensitive potassium channel. 
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4. DISCUSSÃO 

Na primeira parte do presente trabalho nós mostramos que o GM1 causa 

vasodilatação e aumento do conteúdo de hemoglobina cerebral por ativação da NOS, 

uma enzima chave no controle do tônus vascular (Palmer et al., 1987) já que os efeitos 

do GM1 foram prevenidos pelo inibidor da NOS L-NAME. Nesse sentido é interessante 

mencionar que o GM1 ativa receptores Trk C (Duchemin et al., 2002, Rabin et al., 

2002), e a ativação destes receptores causa um aumento de quatro vezes na produção de 

óxido nítrico em células do endotélio de vasos sanguíneos cerebrais (Takeo et al., 

2003). Estes resultados estão de acordo com nossos dados sobre a vasodilatação 

induzida por GM1 e sua prevenção por L-NAME.  

O NO está envolvido em várias funções celulares, e tem sido reconhecido como 

um dos principais reguladores fisiológicos do tônus vascular (Vallance et al., 1989; 

Moncada and Higgs, 1991). O NO é sintetizado pelas isoformas da NOS, as 

constitutivas nNOS e eNOS, que requerem a formação de complexos Ca2+-calmodulina, 

e pela iNOS, que não requer a formação de complexos Ca2+-calmodulina para sua 

ativação (Calabrese et al., 2007). A nNOS é expressa em grandes quantidades em 

diversas áreas cerebrais, como o córtex cerebral, estriado, amigdala, hipocampo, 

hipotálamo e tálamo (Vincent and Kimura, 1992, Rodrigo et al., 1994). 

Interessantemente, a nNOS também é encontrada em astrócitos e na camada adventícia 

de vasos sanguíneos cerebrais de ratos (Nozaki et al., 1993), enquanto a eNOS é 

principalmente expressa no endotélio (Marsden et al., 1993). A eNOS também é 

encontrada em outros tipos celulares, como neurônios e astrócitos humanos (Oka et al., 

2004), e astrócitos de ratos (Colasanti et al., 1998) e ambas têm um papel importante na 

regulação da circulação cerebral (Furchgott and Vanhoutte, 1989; Lee, 2000). Assim, 

baseado nos dados do presente estudo nós não podemos concluir se alguma isoforma da 
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NOS é o alvo do GM1, e mais estudos são necessários para determinar se alguma 

isoforma da NOS em particular é ativada por GM1. 

Devido à sua alta reatividade biológica e sua difusibilidade, a biossíntese de NO 

é controlada por diversos mecanismos, incluindo alterações transcricionais, traducionais 

e pós-traducionais da NOS e mudanças na disponibilidade de substratos, cofatores e 

reguladores putativos. Considerando os mecanismos de regulação rápidos, como os 

observados no presente trabalho, os mecanismos mais prováveis parecem envolver 

mudanças na disponibilidade de substratos e cofatores e fosforilação (Kavya et al., 

2006). Neste contexto, diversos sítios de fosforilação por proteínas quinases são 

encontrados em todas as três isoformas da NOS. Por exemplo, a fosforilação da eNOS 

pela fosfatidilinositol-3-quinase/Akt promove ativação da enzima, resultando em 

aumento na síntese de NO (Dimmeler et al., 1998; Fulton et al., 1999). Além disso, 

inibidores da fosfatidilinositol-3-quinase/Akt como a wortmannina e o LY-294002 

previnem o aumento no conteúdo de NO induzido por ativação da nNOS (Canabal et 

al., 2007), fornecendo mais evidências que a fosfatidilinositol-3-quinase/Akt ativam a 

NOS. Foi demonstrado que o GM1 ativa a fosfatidilinositol-3-quinase/Akt em 

concentrações comparáveis as usadas no presente estudo (Duchemin et al., 2007), é 

tentador propor que o GM1 ativa a NOS por mecanismos que envolvem a via da 

fosfatidilinositol-3-quinase/Akt. Contudo, mais estudos são necessários para testar esta 

hipótese e determinar como o GM1 ativa a NOS. 

Sabe-se que os produtos estáveis formados a partir do NO como nitritos e 

nitratos (NOx) podem ser removidos in vivo pelo sangue (Kumura et al., 1994), um 

possível efeito do GM1 sobre os níveis de NOx poderiam ser subestimados ex vivo. De 

acordo com esta idéia, nós não encontramos um aumento no conteúdo de NOx ex vivo 

após administração de GM1. Entretanto, os experimentos realizados em fatias de córtex 
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cerebral de ratos revelaram que o GM1 aumentou a produção de NOx in situ após 30 

minutos de incubação, na ausência de fluxo sanguíneo. Além disso, é interessante que o 

GM1 reduziu o conteúdo de NOx no hipocampo e córtex cerebral (ex vivo) e em fatias 

de córtex cerebral (in situ) após 60 minutos de incubação, e que esse efeito coincide 

temporalmente com o fim do efeito vasodilatador do GM1 in vivo. Uma possível 

explicação para este fato é que o acúmulo de NO causado pelo aumento na atividade da 

NOS poderia resultar em inibição desta enzima por retroalimentação (Assreuy et al., 

1993). Assim, é plausível propor que um aumento no conteúdo de NO, 30 minutos após 

administração de GM1, pode resultar em uma subsequente diminuição da atividade da 

NOS, levando a uma diminuição no conteúdo de NOx 60 minutos após administração 

de GM1. De acordo com esta idéia, Baumgartner et al. (1997) e Tseng et al. (1998) 

mostraram que o GM1 (30 mg/kg, i.v. for 3 dias) previne o aumento nos níveis de 

citrulina cerebral (um subproduto do NO formado a partir da arginina como resultado da 

atividade da NOS) em cachorros submetidos a choque circulatório prolongado. Estes 

resultados, indicam um efeito bimodal do GM1 sobre a atividade da NOS determinado 

pelo tempo de exposição ao gangliosídeo, estão de acordo com os resultados obtidos por 

Dawson et al., (1995), que mostraram que a exposição por duas horas de células 

transfectadas com nNOS a gangliosídeos (incluindo GM1) diminui a atividade da NOS. 

Além disso, Higashi e Yamagata (1992) mostraram que enquanto baixas concentrações 

de gangliosídeos ativam, altas concentrações de gangliosídeos inibem enzimas 

dependentes de calmodulina. Considerando que incubações prolongadas com GM1 

facilitam sua incorporação nas membranas (Riboni e Tettamanti, 1991) e aumentam sua 

disponibilidade celular, é possível sugerir que o efeito bifásico do GM1 sobre a 

atividade da NOS, pelo menos das isoformas constitutivas dependentes de calmodulina, 

possa ser devido ao efeito bifásico do GM1 sobre a formação dos complexos Ca2+-
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calmodulina. Interessantemente, este efeito bifásico do GM1 pode ter importantes 

implicações para explicar seus efeitos neuroprotetores, já que combina os efeitos 

benéficos de melhorar a perfusão e a inibição da síntese tardia de espécies nitrosativas 

deletérias.  

Na segunda parte do presente trabalho nós mostramos que a vasodilatação 

induzida por GM1 é dependente do endotélio em anéis de artérias mesentéricas 

superiores de ratos. Além disso, o efeito do GM1 ocorre pela ativação da via 

NO/sGC/cGMP e canais de potássio sensíveis ao ATP ou cálcio.  

Para confirmar se os efeitos vasorelaxantes do GM1 envolvem ativação da NOS, 

os anéis de artéria mesentérica foram incubados com L-NAME (1 µM) e então expostos 

a concentrações cumulativas de GM1. A incubação com L-NAME preveniu 

completamente o relaxamento vascular induzido por GM1, confirmando que a NOS tem 

um papel crucial na promoção dos efeitos vasculares do GM1, como encontrado para 

vasos piais. Além disso, nós encontramos que o vasorrelaxamento induzida por GM1 é 

dependente da integridade do endotélio, reforçando a participação de fatores relaxantes 

derivados do endotélio, particularmente o NO, na vasodilatação induzida por GM1. 

É bem conhecido que a vasodilatação dependente de NO é predominantemente 

mediada pela ativação sequencial da guanilato ciclase solúvel (sGC), acúmulo de cGMP 

(Moncada & Higgs 1991), ativação da proteína quinase G e subsequente abertura de 

canais de K+ (Robertson et al., 1993; Alioua et al., 1998). Para investigar a participação 

da via sGC/cGMP na vasodilatação induzida por GM1, nós incubamos os anéis de 

artéria mesentérica com ODQ, um inibidor da sGC (Garthwaite et al. 1995). A 

vasodilatação induzida por GM1 foi parcialmente prevenida pela incubação com ODQ, 

sugerindo que a resposta vasorelaxante induzida por GM1 envolve a via sGC/cGMP.  O 

efeito parcial do ODQ sobre o relaxamento vascular induzido por GM1 não está 
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totalmente de acordo com a prevenção completa da vasodilatação induzida por GM1 

com L-NAME. Estes resultados aparentemente contraditórios podem ser explicados por 

uma ativação direta de canais de K+ ativados por Ca2+ por NO, sem a participação da via 

sGC/cGMP (Bolotina et al., 1994), sugerindo que vias independentes de cGMP também 

participam da vasodilatação induzida por GM1. Nesse sentido, cabe mencionar que a 

eNOS é uma proteína duplamente acilada que está presente nas cavéolas de células 

endoteliais, e pode ser co-precipitada, com caveolina-1, a proteína estrutural das 

cavéolas (Garcia-Cardena et al., 1997). Esta proteína regula a atividade de outras 

proteínas presentes nas cavéolas como, por exemplo, a eNOS e canais de K+ (Saliez et 

al., 2008). Nesse contexto, foi demonstrado que anéis de artéria mesentérica preparados 

de camundongos nocaute para caveolina-1 apresentam maior relaxamento dependente 

de NO (Rizzo et al., 1998). Uma explicação para estes resultados é que um fluxo 

vascular aumentado promove dissociação da eNOS da caveolina-1 e associação com 

calmodulina para ativar a enzima (Saliez et al. 2008). Desde que esfingolipídeos são 

components importantes das cavéolas, é possível que o GM1, um esfingolipídeo, possa 

promover dissociação da eNOS da caveolina, ao se ligar ao domínio da calmodulina na 

eNOS. Contudo, esta discussão é especulativa por natureza, e mais estudos são 

necessários para esclarecer este ponto. 

Os canais de K+ são os principais canais iônicos em células da musculatura 

vascular e sua atividade contribui para regulação da contratilidade da musculatura e do 

tônus vascular (Nelson and Quayle, 1995; Jackson, 2000). Além disso, tem sido 

mostrado que fatores relaxantes derivados do endotélio, como o NO, induzem 

vasorelaxação por ativar canais de K+ e fechar de canais de Ca2+ no músculo liso 

vascular  (Nelson & Quayle 1995). Já foi demonstrado que as células da musculatura 

lisa vascular expressam pelo menos quatro diferentes classes de canais de K+: 
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dependentes de voltagem (KV), sensíveis ao ATP (KATP), ativados por Ca2+ (KCa) e 

retificadores (KIR) (Jackson, 2005). Assim, na tentativa de identificar os canais de K+ 

envolvidos no vasorrelaxamento induzido por GM1, os anéis de artéria mesentérica 

foram incubados com os bloqueadores de canais de K+ TEA, GLB, ChTX e apamina. 

Os resultados mostraram que o TEA e a GLB preveniram o vasorelaxamento induzido 

por GM1 sugerindo que canais de K+ sensíveis ao ATP são importantes para o efeito do 

GM1. Além disso, a curva de relaxamento induzida por GM1 foi deslocada para direita 

sem redução do efeito máximo pela incubação com ChTX, um bloqueador dos canais de 

K+ ativados por Ca2+ de alta e intermediária condutância, mas não por apamina, um 

bloqueador dos canais de K+ ativados por Ca2+ de baixa condutância. Estes resultados 

sugerem o envolvimento dos canais de K+ ativados por Ca2+ de condutância alta e 

intermediária no efeito vasorelaxante induzido pelo GM1, e estão de acordo com os 

dados de que os canais de BKCa são o principal subtipo de canais KCa em células da 

musculatura lisa vascular (Jackson 2005). De fato, existem evidências que o NO ativa 

os canais KCa tanto de maneira direta quanto indireta, via ativação de proteínas quinases 

(Archer et al. 1994).  

Em relação a significância clínica  para os efeitos  vasodilatadores do GM1 

observados neste trabalho, deve-se ressaltar que as concentrações de GM1 requeridas 

para causar relaxamento total estão na faixa milimolar, que é muito maior que as 

concentrações encontradas nos fluídos corporais. Entretanto, as concentrações 

intermediárias (10 a 100 µM) são capazes de causar 30-60 % de relaxamento. Neste 

sentido, um estudo clínico coordenado por Svennerholm e colaboradores (2002), 

mostrou que o tratamento com GM1 (30 mg/24 h; i.c.v.) em 5 pacientes com Doença de 

Alzheimer aumentou as concentrações de GM1 para 40-60 µM no líquor. Estas 

concentrações estão de acordo com as utilizadas neste trabalho, e que causaram um 
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relaxamento de 30-60 % nos anéis de artéria mesentérica. Considerando este estudo, nós 

sugerimos que os resultados obtidos podem ter um significado clínico, dependendo do 

nível de relaxamento requerido para produzir efeitos terapêuticos em determinadas 

situações. Baseado nesta premissa é importante ressaltar que um aumento de 42% no 

diâmetro da artéria cerebral média, induzido pelo tratamento com sinvastatina, melhora 

significativamente o vasoespasmo cerebral e reduz os déficits neurológicos resultantes 

de uma hemorragia subaracnóide em camundongos (McGirt et al., 2002). 

Em resumo, nossos resultados demonstram que a vasodilatação induzida por 

GM1 em cérebro de ratos é dependente da atividade da NOS, e que o efeito do GM1 

neste sistema é bifásico. Além disso, o vasorrelaxamento induzido por GM1 em anéis 

de artéria mesentérica superior de ratos depende da integridade do endotélio, ativação 

da NOS, sGC e canais de K+ ativados por Ca2+ de alta e intermediária condutância e 

canais de K+ sensíveis ao ATP. A figura 12 mostra uma ilustração com os mecanismos 

elucidados no presente estudo que estão envolvidos no vasorelaxamento induzido por 

GM1.  

 



 

 85 

 

Figura 12: Proposição esquemática das vias ativadas por GM1 para induzir vasodilação 

em anéis de artérias mesentéricas superiores de ratos. O GM1 aumenta os níveis de NO, 

que ativa a sGC, aumentando os níveis de cGMP. O cGMP ativa canais de K+ dos 

subtipos KCa, KV e KATP, promovendo vasorelaxamento. Além disso, o NO pode ativar 

diretamente os canais de K+ do subtipo KCa, promovendo vasorelaxamento. O efeito 

vasorelaxante do GM1 não foi encontrado quando o endotélio não estava intacto e foi 

completamente prevenido pela incubação com o inibidor da NOS L-NAME. O inibidor 

da sGC, ODQ, preveniu parcialmente o vasorelaxamento induzido por GM1. A 

incubação com os bloqueadores de canais de K+ TEA (bloqueador não-seletivo), GLB 

(canais sensíveis ao ATP) ou ChTX (canais ativados por Ca2+ de alta e intermediária 

condutância) preveniram os efeitos vasorelaxantes do GM1. Inibidores/bloqueadores 

são mostrados em vermelho e grafados em negrito, ao passo que enzimas são grafadas 



 

 86 

em itálico. As linhas verdes pontilhadas ou sólidas representam vias parcialmente ou 

completamente conhecidas, respectivamente.  

Abreviaturas: NO: óxido nítrico, L-NAME:  NG-nitro- l-arginina metil éster; L-arg: L-

arginina; L-cit: L-citrulina; eNOS: óxido nítrico sintase endotelial; sGC: guanilato 

ciclase solúvel; cGMP: monofostato de guanosina cíclico; ODQ: 1H-

[1,2,4]oxadiazolo[4,3-alfa]quinoxalin-1-ona;  KCa: canais de K+ ativados por Ca2+ de 

alta e intermediária condutância; TEA: tetraetilamônio; ChTX: caribdotoxina; KATP: 

canais de K+ sensíveis ao ATP; GLB: glibenclamida; KV: canais de K+ dependentes de 

voltagem. 

Enquanto os exatos mecanismos pelos quais o GM1 facilita a produção de NO 

ainda são desconhecidos, nossos resultados contribuem de maneira significativa para o 

entendimento das propriedades farmacológicas do gangliosídeo GM1 exógeno, um 

composto que tem potencial neuroprotetor em uma série de condições 

neurodegenerativas associadas com déficits perfusionais, como traumatismo crânio-

encefálico (Chen et al., 2003), anóxia (Carolei et al. 1991; Tan et al. 1993), isquemia 

(Carolei et al. 1991; Kwak et al. 2005) e Mal de Parkinson (Schneider 1998) e 

Alzheimer (Svennerholm, 1994). 
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5. CONCLUSÕES  

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que: 

- A administração sistêmica de L-NAME previne o aumento no diâmetro dos 

vasos sanguíneos cerebrais induzido pelo GM1. 

- A administração de GM1 não altera o conteúdo de NOx após 15 ou 30 

minutos, porém provoca uma redução significativa após 60 minutos, tanto no 

hipocampo como no córtex cerebral de ratos ex vivo.  

- A incubação de fatias de córtex cerebral com GM1 na concentração de 100 µM 

GM1 produz um aumento expressivo do conteúdo de NOx aos 30 minutos, e uma 

redução significativa aos 60 minutos sem alterar o conteúdo de hemoglobina nas fatias 

de córtex cerebral de ratos in situ. 

- O L-NAME reverte o aumento do conteúdo de NOx induzido pelo GM1 em 

fatias de córtex cerebral de ratos in situ. 

- O GM1 produz relaxamento vascular em anéis de artéria mesentérica isolada; 

- O relaxamento vascular induzido pelo GM1 é completamente dependente da 

presença do endotélio em anéis de artéria mesentérica isolada. 

- O L-NAME reverte totalmente o relaxamento vascular induzido pelo GM1 e o 

ODQ reverteu parcialmente o efeito. 

- O efeito relaxante do GM1 é revertido pela incubação com tetraetilamônio, 

glibenclamida e  caribdotoxina, porém não é revertido pela incubação com apamina.  

 

Em resumo, neste trabalho mostramos a participação do NO e dos canais de K+ 

na vasodilatação induzida pelo gangliosídeo GM1.  
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