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RESUMO

O diabetes melito e suas complicagbes apresentam origem multifatorial.
Mecanismos bioquimicos e patoldgicos estao associados com hiperglicemia
cronica no diabetes e 0 aumento do estresse oxidativo tem sido postulado
com papel central nestas desordens. Evidéncias sugerem que a lesao celular
oxidativa causada pelos radicais livres contribuem para o desenvolvimento
das complicagdes no diabetes tipo 1 (DM1) e a diminuicao das defesas anti-
oxidantes (enzimaticas e ndo-enzimaticas) parecem correlacionar-se com a
gravidade das alteragcdes patologicas no DM1. Nesta revisao, relata-se como
o estresse oxidativo pode exercer efeitos deletérios no diabetes e sao apre-
sentadas as opgoes terapéuticas em estudo para modulagéo da injuria vascu-
lar. (Arq Bras Endocrinol Metab 2008; 52/7:1096-1105)

Descritores: Diabetes tipo 1; Estresse oxidativo

ABSTRACT

Oxidative Stress: a Review on Metabolic Signaling in Type 1 Diabetes.
Diabetic complications appear to be multifactorial process. The biochemical
and pathological mechanisms are associated with chronic hyperglycemia of
diabetes and the increased oxidative stress which has been postulated to play
a central role in these disorders. Accumulating evidence suggests that oxida-
tive cell injury caused by free radicals contributes to the development of type
1 diabetes (DM1) complications and decreased efficiency of antioxidant de-
fenses (both enzymatic and nonenzymatic) seems to correlate with the sever-
ity of pathological tissue changes in DM1. In this review, we report as oxidative
stress may exert deleterious effects in diabetes, as well as address current
strategies in study to down-regulating vascular injury. (Arq Bras Endocrinol
Metab 2008; 52/7:1096-1105)

Keywords: Type 1 diabetes; Oxidative stress

INTRODUCAO

diabetes melito (DM) é uma doenga multifatorial associada ao au-

mento no risco cardiovascular quando comparado a nio-diabéticos
(1). Os resultados do The Diabetes Control and Complications Trial Resear-
ch Group (DCCT) (2) e do UK Prospective Diabetes Study (UKPDS) (3)
demonstraram relagido direta entre hiperglicemia cronicamente mantida ¢
as complicag¢des micro e macrovasculares. Entretanto, hiperglicemia créni-
ca ou intermitente tem sido identificada na patogénese da lesio endotelial
no diabetes (4) e, em particular, no diabetes tipo 1 (DM1), disfun¢io en-
dotelial tem sido demonstrada mesmo quando a normoglicemia ¢ alcanga-
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da (5,6) sendo sugerido que o estresse oxidativo
tenha papel central na patogénese das complica¢oes
do diabetes (7).

O estresse oxidativo ¢ um estado de desequilibrio
entre a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e a capacidade antioxidante endégena (8) e o seu papel
como determinante principal do inicio e da progressiao
das complica¢des cardiovasculares associadas ao DM
tem sido alvo de grande interesse.

Mecanismos bioquimicos tém sido propostos para
explicar as anormalidades estruturais e funcionais
associadas com a exposi¢io prolongada dos tecidos
vasculares a hiperglicemia com indicios de que a capa-
cidade antioxidante endégena esteja prejudicada nos
individuos diabéticos, dificultando a remog¢do dos ra-
dicais livres (9).

Neste artigo foram revisados os mecanismos pato-
génicos relacionados ao estresse oxidativo no diabetes,
com énfase nos conhecimentos recentes em relagio ao
DML e aos avangos terapéuticos direcionados ao meca-
nismo celular de injaria vascular.

ALTERACOES BIOQUIMICAS

Espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio sio atomos, ions ou mo-
léculas que contém oxigénio com um elétron nio-pareado
em sua Orbita externa. Sdo caracterizadas por grande
instabilidade e elevada reatividade e tendem a ligar o
elétron nio-parecado com outros presentes em estrutu-
ras proximas de sua formagdo, comportando-se como
receptores (oxidantes) ou doadores (redutores) de elé-
trons. Os radicais livres podem reagir com as principais
classes de biomoléculas, sendo os lipideos os mais sus-
cetiveis (10) (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies reativas de oxigénio (11).

Radicais Nao-radicais

Superdxido O, Peréxido de hidrogénio H,0,
Hidroxila OH Acido hipocloroso HOCI
Peroxila LO, Ozbnio O,

Alkoxila LO Oxigénio singlet

Hidroxiperoxila HO, Peréxidos lipidicos
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Aumento da atividade

da aldose redutase -

via dos poliodis

A hiperglicemia, com conseqiiente aumento de ROS,
reduz os niveis de 6xido nitrico (NO) ativando a al-
dose redutase. O aumento do fluxo pela via dos poli-
Ois, induzido pelo aumento de ROS, determina
maior conversio de glicose a sorbitol, reduzindo
NADPH e glutationa (antioxidante intracelular) e
aumentando o estresse oxidativo induzido pela hi-
perglicemia. O sorbitol é convertido a frutose, resul-
tando aumento da relagio NADH: NAD"*, o que
aumentaria a sintese “de novo” de diacilglicerol
(DAG), principal ativador fisiolégico da proteina ki-
nase C (PKC) (Figura 1) (11).

Formacao de produtos

avancados da glicosilacao

nao-enzimatica (AGEs)

Os AGEs sio proteinas ou lipidios que se tornam glica-
dos ap6s a exposigio a agtcares oxidados e contribuem
para o desenvolvimento de arteriosclerose. Acredita-se
que atuem modificando (12,13): proteinas intracelu-
lares envolvidas na regula¢io génica; moléculas da
matriz extracelular vizinha, interferindo na sinalizagio
entre a matriz ¢ a célula, causando disfungio celular;
proteinas, como a albumina, que entdo ativam os re-
ceptores de AGEs (RAGEs), estimulando a produgio
de citocinas inflamatérias como a interleucina 1 ¢ 6,
fator de crescimento I, fator de necrose tumoral alfa,
prostaglandinas ¢ fator estimulador de colonias de
granulécitos (Figura 2).

Os AGEs se acumulam na maioria dos 6rgaos-alvo
que podem ser acometidos no diabetes, como rim e
retina e, ainda, nas placas ateroscleréticas (14,15). O
rim ¢ o principal alvo dos danos mediados por AGEs,
tendo em vista que representa o maior sitio de clearence
destes produtos (16).

O N (carboximetil) lisina (CML) e outros AGEs
tém sido encontrados em vasos retinianos de portado-
res de diabetes e se correlacionam com o grau de reti-
nopatia (17). Elevados niveis de AGEs tém também
sido documentados em nervos periféricos de portado-
res de diabetes ¢ em modelos animais, demonstrou-se
que AGEs pioram a neuropatia diabética por reduzirem
a velocidade de condugio nervosa e o fluxo sangiiineo
para os nervos periféricos (18).
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Figura 1. Via dos polidis (7).
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Figura 2. Aumento da produgcdo dos AGEs e suas consequéncias patolégicas (7).
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Ativacdo da PKC por DAG induzido pela
hiperglicemia

A NAD(P) H-oxidase tipo fagocitica é a maior fonte de
produgio de ROS em muitas células nao-fagociticas, in-
cluindo fibroblastos, células musculares lisas, endoteliais,
mesangiais renais e tubulares renais (19). A produgio
de ROS pela oxidase, em pequenas quantidades, pode
funcionar na sinalizagio metabodlica e, em grandes quan-
tidades, pode originar dano oxidativo. Os tipos celulares
encontrados nas paredes dos vasos possuem NAD(D)
H-oxidase semelhantes as fagociticas, as quais sio ati-
vadas em condigoes fisiologicas. Essas oxidases parecem
ter multiplas utilidades, controlando fun¢oes vasculares,
respostas a expressio génica, sinalizagio em processos
celulares, como crescimento, apoptose, migragio e
remodelagio da matriz extracelular. No entanto, em
determinadas patologias, como DM e hipertensio ar-
terial, ocorre aumento na produgio de ROS que ul-
trapassa o limiar fisioloégico, causando danos celulares,
principalmente as células endoteliais (20).

A NAD(P) H-oxidase é formada por subunida-
des de membrana, como gp91rhex| p22rhox ¢ subuni-
dades citosélicas, como p47r* ¢ p67°"*, Quando
ativadas, algumas subunidades sdo fosforiladas por
varias quinases, incluindo a PKC, sendo translocadas

Hiperglicemia

/ ® @
P40-PHOX

O erpro)PKC  ©0®

P47-PHOX P47- PHOX P67-PHOX ]-®

® ® /
®®® P40-PHOX

para a membrana, formando a oxidase ativa cataliti-
camente (Figura 3) (21,22).

A PKC ¢é uma das trés principais quinases serina-
treonina (fosforilam proteinas em residuos de serina ¢
treonina), estando envolvida em eventos de transdugio
de sinais, respondendo a estimulos especificos hormo-
nais, neuronais ¢ de fatores de crescimento. Atua cata-
lisando a transferéncia de um grupo fosfato do ATP
(adenosina tri-fosfato) a vérias proteinas. Da mesma
forma, a PKC também sofre fosforila¢des antes de ser
ativada, o que ocorre durante sua transloca¢io do cito-
sol para a membrana da célula. Sua ativagdo e transloca-
¢io do citosol 2 membrana plasmitica ocorrem em
resposta a aumento transitério de DAG ou exposi¢io a
agentes exdgenos, como os ésteres de forbol (mimetiza
a hiperglicemia iz vitro) (23).

O DAG ¢ o principal ativador fisioloégico da
PKC; deriva de multiplas fontes, incluindo a hidroéli-
se de fosfatidilinositideos, metabolismo da fosfati-
dilcolina por a¢do de fosfolipases ou pela sintese “de
novo”. Também ¢é possivel que a ativa¢io da via
DAG-PKC induzida pela hiperglicemia seja resulta-
do de glico-oxidagdo, ji4 que existem evidéncias de
que alguns oxidantes, como H,O,, podem ativar a
PKC (Figura 4) (7).
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Figura 3. Ativacdo da NADPH oxidase (21).
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Figura 4. Fontes de DAG (7).

A via DAG-PKC ¢ importante na regulagio da
permeabilidade vascular, contratilidade, prolifera¢io
celular, angiogénese, a¢do de citocinas, adesio leuco-
citaria, sendo todas as altera¢des descritas no diabetes
(Figura 5) (24).

Aumento da atividade da via das
hexosaminas

Por este mecanismo, o aumento da glicose intracelular
tem como conseqiiéncia a metabolizagio final de fruto-
se-6-fosfato a uridina difosfato-N-acetil glucosamina
(UDPGIcNACc), resultando altera¢des patoldgicas na
expressio génica, aumentando a produgio de citocinas
inflamatérias e fatores de transcri¢io (Figura 6) (25).
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Figura 6. Aumento da atividade da via das hexosaminas
pela hiperglicemia (7).
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ET-1 = endotelina-1; NO = éxido nitrico; VEGF = fator de crescimento celular derivado do endotélio; TGF-B = fator transformador do crescimento beta; PAI-1 = inibidor
do ativador do plasminogénio 1; NF«kB = fator nuclear «-B; NAD(P) = H forma reduzida de NADP+; ROS = espécies reativas de oxigénio (12).

Figura 5. Anormalidades estruturais e funcionais decorrentes da ativacdo da via DAG-PKC hiperglicemia induzida.
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MECANISMO UNIFICADO
DE LESAO CELULAR

O mecanismo que parece ser comum a todas as células
lesadas, como conseqiiéncia da hiperglicemia, ¢ a pro-
dug¢io aumentada de ROS, sendo esta hipotese capaz
de unificar todas as vias. A hiperglicemia leva a aumento
da PARP (poli ADP-ribose polimerase), enzima envol-
vida no reparo de danos ao DNA, ¢ conseqiientemente,
a diminui¢do da GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desi-
drogenase), responsavel pela metabolizacio final da gli-
cose, ativando todas as vias (12) (Figura 7).

>

| GAPDH

I
1 fluxo via t AGEs 1 PKC 1 fluxo vias das
dos polidis hexosaminas

T NFxB

ROS = espécies reativas de oxigénio; PARP = poli ADP-ribose polimerase; GAPDH =
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; AGES = produtos avangados da glicosilagdo
ndo-enzimdtica; PKC = proteina quinase C; NFkB = fator nuclear kB (12).

Figura 7. Mecanismo unificado de dano celular induzido
pela hiperglicemia.

DEFESAS ANTIOXIDANTES

O organismo possui sistemas de defesas antioxidantes
que incluem as moléculas degradadoras de ROS (ROS
scavengers), acido trico, dcido ascérbico, a-tocoferol,
moléculas que contém sulfidril e enzimas antioxidantes,
como catalase, glutationa peroxidase (GPx) e superdxi-
do dismutases (26,27). Em condi¢oes patologicas, em
que a produgio excessiva de ROS ultrapassa a defesa
antioxidante, o estresse oxidativo pode modificar irre-
versivelmente macromoléculas biolégicas, como DNA,
proteinas, carboidratos e lipideos, contribuindo para a
aterogénese (25). Acredita-se que a capacidade antioxi-
dante do plasma deva-se principalmente a presenga de
albumina, por meio de seus grupos tidis, sendo esta
considerada a principal molécula antioxidante extrace-
lular (28,29).

Arg Bras Endocrinol Metalb 2008;52/7

ESTRESSE OXIDATIVO
E DIABETES TIPO 1

Poucos estudos avaliaram o estresse oxidativo em DM1.
Diferentes metodologias para quantificagio do status
oxidante ¢ antioxidante vém sendo utilizadas ¢ aperfei-
¢oadas (Tabela 2).

Dominguez e cols. (30) avaliando 24 pacientes
pré-puberes dentro de sete a dez dias ap6s inicio clini-
co do diabetes, quando o controle metabolico ja esta-
va restaurado, demonstraram concentra¢oes elevadas
de malonaldeido (MDA) plasmatico, produto final da
oxidag¢io de acidos graxos poliinsaturados, em relagao
ao grupo-controle (p < 0,0001), sugerindo que radi-
cais livres do oxigénio possam exercer scus cfeitos td-
xicos em estagios precoces da doenga, mantendo-se
elevados no curso dela, ao serem comparados com um
grupo de 30 DM1 com dois a 22 anos de doenga e
sem complicagdes. Demonstraram ainda baixos niveis
de glutationa peroxidase no grupo recém-diagnostica-
do em relag¢dao aos controles (p < 0,0001), com pro-
gressivo declinio no curso da doenga. Estes mesmos
autores nio encontraram correlagio entre estes acha-
dos ¢ os parimetros de controle glicémico ¢ lipidico.

Vessby e cols. (31) avaliando 38 pacientes DM1,
com 16,1 £ 10,3 anos desde o diagnéstico, nio de-
monstraram diferenga significativa nas variaveis de pe-
roxidagdo lipidica (8-iso-prostaglandina F,e MDA) em
relagio ao grupo-controle. Neste grupo, a capacidade
antioxidante total do plasma (quantificada por quimio-
luminescéncia) (36) foi 16% menor no grupo de diabé-
ticos (p < 0,0005), a despeito do simultineo aumento
nos niveis de tocoferol (p < 0,05), sem correlagio com
o controle glicémico.

Em estudo mais recente, Hata e cols. (32) de-
monstraram, em DM1 com 5,5 + 4,4 anos de doenga,
correlagdo direta entre aumento de 8-OhdG (8-hidro-
xi-2’-deoxiguanosina), outro marcador de estresse
oxidativo, com o controle glicémico e a presenga de
microalbumintria, achados confirmados em outros
estudos (5,30).

Gleisner e cols. (33), avaliando um grupo de DM1
pré-ptuberes, com menos de cinco anos de diagndstico,
nio observou diferenca estatisticamente significante
nos marcadores do estresse oxidativo em rela¢io aos
controles, com parimetros bioquimicos similares entre
os dois grupos.

Na avaliagio do estresse oxidativo em um grupo
de DMI brasileiros (34), com 2,62 + 2,24 anos de

1101

copyright® ABE&M todos os direitos reservados



copyright® ABE&M todos os direitos reservados

Diabetes Tipo 1, Estresse Oxidativo
Reis et al.

Tabela 2. Estudos avaliando estresse oxidativo em diabéticos tipo 1.

Investigadores n  Marcador Marcador
oxidativo antioxidante

Santini e cols. (9) 72 ROOH Diene CAQT
conjugados
(o)

Dominguez 54 MDA plasmdtico GPx

e cols. (30)

Vessby e cols. (31) 38 MDA CAQT
8-is0-PGF,, a e y-tocoferol

Hata e cols. (32) 27 8-OhdG _

Gleisnere cols. (33) 27 8-iso-PGF,, CAQT

Reis e cols. (34) 16 ROS Reducdo de

MTT pelo plasma

Mera e cols. (35) 37 ROOH Diene CAOT

conjugados

Resultados Comentdrios

t ROOH e DC Aumento do estresse oxidativo e

| CAOT reducdo das defesas antioxidantes,
independentemente do controle
glicémico ou de complicacoes

t MDA Estresse oxidativo estd presente em

| GPx estégios precoces da doenca e
mantém-se no curso dela

1 CAOT Auséncia de estresse oxidativo no DM1

t a e y-tocoferol

t 8-OhdG Aumento do estresse oxidativo em

estagios precoces da doenca

Auséncia de estresse oxidativo no DM1,
nos primeiros cinco anos de doenca

NS em relacdo
aos controles

t ROS

t reducdo do MTT

Manuten¢do do balanco oxidante/
antioxidante nos primeiros cinco anos
apbds o diagndstico

t ROOH e DC
I CAOT

Aumento do estresse oxidativo e
reducdo das defesas antioxidantes,
principalmente em mulheres

ROOCH = lipides oxidados; MDA = malonaldeido; GPX = glutationa peroxidase; 8-iso-PGF,, = 8-iso-prostaglandina F,,; CAOT = capacidade antioxidante total do
plasma; 8-OhdG = 8-hidroxi-2'-deoxiguanosina; ROS = espécies reativas de oxigénio; MTT = sais de tetrazoélio.

doenga, sem comorbidades associadas e em tratamen-
to intensivo com insulina, observou-se diferenga esta-
tisticamente significante na produg¢io de ROS por
granulécitos de DM1 em rela¢io aos nio-diabéticos
(p < 0,05), quantificados por quimioluminescéncia
dependente de luminol (o método se fundamenta na
amplificagio pelo luminol da luminescéncia natural
emitida pelas espécies reativas de oxigénio). O status
antioxidante do plasma foi avaliado pela redu¢io dire-
ta do MTT (sal de tetrazdlio: [3-(4,5-dimethylthia-
zol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide]) pelo
plasma (37), ensaio utilizado na medida de viabilidade
e proliferag¢do celular, que se fundamenta na redugio
do MTT por meio de redutases, que agem como doa-
dora de elétrons na redu¢io do MTT. Esta redugio,
descrita inicialmente como fenémeno intracelular, en-
volve NADH2 e FADH2 e ¢é primariamente uma me-
dida da taxa de produgio de NADH na hiperglicemia.
Nio foi observada diferenga significativa na capacida-
de de redugio direta do MTT pelo plasma entre DM1
e nio-diabéticos (p > 0,05), caracterizando manuten-
¢do do poder antioxidante do plasma neste grupo (Fi-
gura 8). Nenhuma correlagio entre controle glicémico
¢ lipidico e os pardmetros avaliados foi encontrada.
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Figura 8. A: Producdo de ROS por granulécitos de diabéticos
tipo 1 (n = 15) e ndo-diabéticos (n = 12); B: status antioxi-
dante do plasma (reduc¢do direta do MTT).
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Intervencoes terapéuticas

Os tratamentos atuais para o diabetes incluem contro-
le glicémico e de pressio arterial, agentes hipolipe-
miantes e orientagdes nutricionais, e, a despeito das
multiplas opg¢oes, deparou-se com a maioria dos pa-
cientes ndo atingindo controle metabdlico satisfatéd-
rio, com evolugdo para lesdes endoteliais. Estudos em
andamento focam nos mecanismos patogénicos de-
sencadeados pela hiperglicemia, a fim de reduzir ou
bloquear a injaria vascular, sendo os principais objeti-
vos reduzir a formag¢io de DAG, AGEs ¢ ROS, inibir
o sistema NADPH-oxidase ¢ PKC ¢ prevenir a intera-
¢do entre AGEs e seu receptor (RAGE). A seguir, os
cfeitos de algumas drogas em estudo que interferem
na cascata metabolica induzida pela hiperglicemia (Fi-
gura 9 e Tabela 3).

Hiperglicemia| ~ DAG ﬂ: PKC di NADPH-Oxidase

Formacéao Ativacdo Ativacdo

|3_
5| 4l
Inflamacdo |<€— Complexo <€— AGEs <—

AGE-RAGE Formacéao Producao

L =inibi¢cdo, reducdo ou bloqueio; 1 = inibidor da DGK; inibidor da Dgat;
inibidor da PAP; 2 = inibidores da PKC; 3 = [ECA, estatinas, BRAs; inibidor da
GTPase Rac-1; NAC; apocininas; 4 = OPB 9195; ALT-946; estatinas; BRAS;
aminoguaniding; piridoxina (derivado da vitamina B6); LR-90; 5 = sSRAGE; DGK =
diacilglicerol kinase; Dgat = diacilglicerol aciltransferase; PAP = fosfohidrolases 1
e 2 (PAP 1 e 2); NAC (N-acetil L-cisteina); OPB9195 (isopropilimedrazona-4-
oxotiazolidim-5ylacetamida); ALT-946 (N-(2 acetomidoetil)
drozinecarboxiimidamideidrocloreto); DAG = diacilglicerol; PKC = proteina
kinase C; ROS = espécies reativas de oxigénio; AGE = produtos finais da
glicagdo ndo-enzimdética; RAGE = receptor de AGEs; SRAGE = RAGE solUveis;
BRAs = bloqueadores do receptor de angiotensina l.

Figura 9. Terapias experimentais de inibicdo da cascata me-
tabdlica induzida pela hiperglicemia.

CONCLUSAO

O papel do estresse oxidativo nas complicagoes dia-
béticas tem sido amplamente estudado, principal-
mente no diabetes tipo 2, com estudos envolvendo
bloqueio da via oxidante e terapias antioxidantes au-
mentado nos ultimos anos. No DM, cujo diagnoés-
tico ¢ precoce, a importancia do estresse oxidativo
desde estigios precoces da doenga e o efeito prote-
tor do tratamento intensivo com insulina sobre este
mecanismo bioquimico sio inconclusivos, com mais
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Tabela 3. Intervengdes tferapéuticas nos mecanismos
patogénicos desencadeados pela hiperglicemia.
Acdo Agente Efeito em Efeito em
terapéutico animais humanos
- Pesquisa
clinica
Inibicé&o da Aminoguanidina  { neuropatia | nefropatia
formacdo (38,39 I nefropatia | retinopatia
de AGEs . .
| retinopatia
OPB-9195 (40) I nefropatia -
| estenose apds
lesdo vascular
| pressao arterial
ALT- 946 (41) | nefropatia -
{ AGEs no rim
Piridoxina (42,43) | nefropatia -
| refinopatia
| colesterol
| peso
LR-90 (44,45) | nefropatia -
| estresse oxidativo
| fibrose da matrix
extracelular
Inibic&o da Inibidor da GTPase Prote¢do contra | estresse
NADPH-oxidase Rac-1 (46,47) les@o vascular oxidativo em
| estresse oxidativo  CelMIas
endoteliais
adbrticas
NAC (N-acetil t neovascularizagdo -
L-cisteina) (48) em ratos pos-isquemia
Bloqueio Anticorpos I neuropatia -
de RAGE anti-RAGE (49)

I nefropatia
| aterogénese

estudos sendo necessarios para o entendimento das
bases moleculares do seu efeito, a fim de se imple-
mentar novas terapéuticas adjuvantes a insulina nes-
ta patologia.

Os autores declaram nido haver conflitos de interesse cientifi-
co neste artigo.
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