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~ INTRODUGAO

= de carboidratos, lipidios e proteinas, como resultado do
° defeito na secrecio de insulina ou em sua a¢ao ou am-
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Otermo diabetes melito (DM) ¢ uma desordem me-
tabdlica de multiplas etiologias caracterizadas por
hiperglicemia cronica com distarbios no metabolismo
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RESUMO

Este estudo avaliou os efeitos da estreptozotocina nos perfis glicémico e lipidico e
marcadores de estresse oxidativo em hamsteres. Hamsteres machos
Golden Syrian foram divididos em dois grupos: grupo diabético (D), que recebeu uma unica
injecdo de estreptozotocina (STZ - 50 mg/kg), e grupo controle (C), que recebeu injecdo de
tampao citrato. Os animais foram eutanasiados apds 10 dias de experimento e o sangue, o
figado e rins foram coletados. O grupo diabético apresentou niveis maiores de
glicose, triacilglicerois e colesterol séricos e maior concentragao de substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARs) no figado e nos rins. Também apresentou significativo aumento da
concentracao de glutationa no figado e menores atividades da paraoxonase e do superoxido
dismutase. Hamsteres fornecem um bom modelo para o diabetes melito do tipo | e
estresse oxidativo, similar ao da sindrome humana, e poderao ser adequados para a analise de
compostos antidiabéticos. Arq Bras Endocrinol Metab. 2011;55(1):46-53
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ABSTRACT

This study evaluated the effects of streptozotocin on glycemic and lipid profiles and

oxidative stress status in hamsters. Male Golden Syrian hamsters were
divided in diabetic group (D) which received a streptozotocin single injection (STZ - 50 mg/kg),
and control group (C) which received a single injection of the vehicle citrate buffer. Animals were
euthanized after 10 days of experiment and blood, liver and kidneys were collected.
The diabetic group had higher levels of glucose, triacylglycerols and cholesterol in serum and
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) concentration increased in the liver and kidneys.
Diabetes induced a significant increase in glutathione concentration in the liver and decreased
paraoxonase and superoxide dismutase activities. Hamsters provide a novel animal
model for diabetes mellitus and oxidative stress, similar to the human syndrome, which may be
suitable for the testing of antidiabetic compounds. Arq Bras Endocrinol Metab. 2011;55(1):46-53
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bos (1). Ha mais de 250 milhoes de pessoas em todo o
mundo com diabetes e estima-se que a cada 5 segundos
surja um novo caso (2). O diabetes pode gerar compli-
ca¢Oes como retinopatias, nefropatias, neuropatias e dis-
tarbios enddcrinos. O papel do estresse oxidativo nessas
complica¢oes tem sido alvo de muito interesse (3,4).
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O estresse oxidativo ¢ um estado de desequilibrio
entre a produgio de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e a capacidade antioxidante endogena. A gera-
¢do aumentada de ROS no diabetes pode ser devida a
auto-oxidagdo da glicose, a formag¢io de produtos finais
de glicagdo avangada (AGEs), a via dos poliois e tam-
bém as mudangas no conteudo e atividade no sistema
de defesas antioxidantes no tecido (5). ROS causam, %
vitro, danos a via de sinaliza¢dao da insulina (6), dimi-
nuig¢do da translocagio dos transportadores de glicose
(GLUT-4) nos adipécitos (7) e redugio da internaliza-
¢do da insulina nas células endoteliais (8). Em adi¢do, a
oxidagio de lipidios e de proteinas estd associada com
o desenvolvimento das complicagdes do diabetes (5).

Modelos animais com diabetes, que apresentem o st~
tusredox similar ao humano, serdo tteis para analisarmos
possiveis mecanismos que estejam envolvidos na relagio
diabetes e estresse oxidativo. O diabetes experimental
pode ser induzido por firmacos, manipulagio cirtrgica
ou genética em varias espécies de animais. A maioria dos
experimentos ¢ realizada em roedores, embora alguns es-
tudos sejam realizados em animais maiores. O modelo
murino ¢ o mais usado em decorréncia da disponibilidade
de mais de 200 linhagens bem caracterizadas e da habi-
lidade de deletar ou superexpressar genes especificos por
meio da tecnologia dos nocaute e transgénicos (9).

A estreptozotocina ¢ uma glicosamina-nitrosureia
comumente usada para produzir o diabetes. A droga ¢é
captada pelas células pancredticas que contém transpor-
tadores de glicose GLUT-2, entdo, células produtoras
de insulina que n3o expressam esse transportador sio
resistentes a estreptozotocina (STZ) (10). Mecanismos
s30 propostos para a citotoxicidade produzida pela STZ.
A alcaliniza¢io do DNA celular e subsequente ativa¢io
da poli-ADP ribose sintetase causam deplegdo rapida e
letal de NAD nas células pancreaticas, com subsequente
reduc¢io no nivel de ATP e posterior inibi¢ao da sinte-
se e secregdo da insulina (11,12). Por outro lado, evi-
déncias indicam que os radicais livres podem ter um
papel essencial no efeito diabetogénico da STZ (13).
Hamsteres desenvolvem diabetes quando tratados com
estreptozotocina (14), porém nio existem trabalhos na
literatura que avaliem vérios produtos do estresse oxi-
dativo e defesas antioxidantes em hamsteres diabéticos.

O estresse oxidativo pode ser avaliado por meio de
atividade de enzimas envolvidas no balan¢o redox da cé-
lula, que incluem a superdxido dismutase, catalase, glu-
tationa peroxidase e glutationa redutase, as quais con-
vertem radicais superdxido em perdxidos ou perdxidos
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em 4gua ¢ oxigénio. A conversio de perdxido de hidro-
génio pela glutationa peroxidase ocorre concomitante
com a oxida¢do da glutationa reduzida (GSH) para a
forma oxidada (GSSG). O diabetes pode alterar a ativi-
dade dessas enzimas em varios tecidos (15). Compostos
que podem ser modificados pela agio de radicais livres,
como lipidios, proteinas e grupos sulfidrilas, sio também
usados como medidas indiretas do estresse oxidativo. O
principal objetivo deste trabalho foi avaliar o estresse
oxidativo em hamsteres com diabetes induzido por STZ.

MATERIAIS E METODOS

Animais utilizados

Foram usados 14 Hamsteres Syrian Golden, machos,
de 90 dias de idade, divididos em dois grupos, com 7
hamsteres cada. O manuseio dos animais foi realizado
em concordancia com os principios éticos para manipu-
lagdo de animais de experimentagdo (Colégio Brasileiro
de Experimentagio Animal) (16) e os procedimentos
com os animais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Ouro Preto.
Os grupos receberam dieta comercial (Labina-Purina)
e dgua a vontade.

Estabelecimento do diabetes melito experimental

O diabetes melito foi induzido pela administragdo in-
traperitoneal de 50 mg/kg de estreptozotocina (17).
O grupo controle recebeu uma inje¢dao de tampao ci-
trato, 0,01 M, pH 4,5, para que o mesmo estresse fosse
provocado. Foram considerados diabéticos os hamste-
res que apds trés dias da administragio de STZ apre-
sentaram perda de peso corporal ¢ niveis de glicemia
maiores ou iguais a 250 mg/dL, em determinagdes
com glicosimetro digital ACCU-CHEK (Roche).

Eutanasia e preparacao das amostras

Os animais foram mortos no décimo dia de experimen-
to, apOs anestesia, por sangria total pelo plexo braquial.
Amostras de sangue foram coletadas e centrifugadas em

tubos de 1,5 mL para a determinagio de componentes
séricos. O figado e os rins foram removidos, pesados ¢ es-
tocados em nitrogénio liquido para andlises bioquimicas. =

Analises bioquimicas séricas

A concentragio de glicose e frutosamina e a atividade =

47

=
S

da amilase foram determinadas utilizando kits Labtest -
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(Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil), n°® 84, 97 ¢ 25,
respectivamente. A concentra¢io de proteinas totais
séricas ¢ albumina foi medida utilizando kits Labtest
99 e 19, respectivamente. Os niveis de triacilglicerdis e
colesterol total foram dosados enzimaticamente usando
o kit Labtest, cat 59 ¢ 60, utilizando glicerol ou coles-
terol como padrio, respectivamente.

Avaliacoes histopatoldgicas

Fragmentos ndo excedentes a 4 mm de didmetro de
péncreas, fixados em solugdo de formol a 10%, foram
desidratados, diafanizados e¢ embebidos em parafina.
Apés inclusio, os fragmentos foram seccionados em
microtomo rotativo para a obtengio de slides de parafi-
na de aproximadamente 4 pm e posterior fixagao em la-
minas de vidro previamente limpas e desengorduradas.
As laminas foram coradas pela técnica histologica de
rotina da Hematoxilina & Eosina, para visualiza¢io das
altera¢oes histologicas. As analises morfométricas digi-
tais para a determinagdo da drea das ilhotas pancredticas
foram realizadas no microscépio éptico Leica DM5000
associado ao software de andlise Leica Qwin plus.

Atividade de enzimas e compostos antioxidantes

A atividade de paraoxonase (PON) no soro (atividade
arilesterdsica) foi determinada de acordo com Beltowski
e cols. (18). A atividade arilesterasica foi calculada uti-
lizando o coeficiente de extingdo molar do fenilaceta-
to, que é de 1310 L. mol! . cm™. Os resultados foram
expressos em unidades por mL, em que 1 U de ari-
lesterase hidrolisa 1 mmol de fenilacetato por minuto.
A atividade enzimatica da paraoxonase no soro (ativida-
de sobre o paraoxon) foi calculada utilizando o coefi-
ciente de extingdo molar do substrato, que ¢ de 18.290
L. mol* . cm™. Os resultados foram expressos por uni-
dades por mL, em que 1 U de enzima hidrolisa 1 mmol
de paraoxon por minuto (18).

Para determinar a atividade da superéxido dismutase
(SOD), usamos o kit Fluka 19160 (Steinheim, Germany).
Esse ensaio usa a xantina ¢ a xantina oxidase para gerar
radicais super6xidos que reagem com 2-(4-iodofenil )-3-
-(4-nitrofenol)-5-pfeniltetrazoliumclorido para produ-
zir formazan, um composto que absorve luz a 450 nm.
A inibi¢3o da produgio do cromégeno é proporcional a
atividade da SOD presente na amostra.

Os grupos sulfidrilas totais foram estimados usan-
do o reagente de Ellman’s de acordo com Sedlak and
Lindsay (19). Brevemente, 40 pL de plasma foram
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misturados com 150 nulL de 0,2 M de tampio Tris HCI
(pH 8,2) contendo 20 mM EDTA e com 50 pL de 5,5
ditiobis-(2-4cido nitrobenzoico) (DTNB, 10 mM solu-
¢do em metanol). Entdo, 800 pL de metanol foram adi-
cionados, a amostra foi centrifugada a 10.000 g por 15
minutos e a absorbincia do sobrenadante foi determi-
nada a 412 nm. A absorbancia da amostra branco (sem
DTNB) e reagente branco (sem plasma) foi subtraida da
concentragio de sulfidrilas e calculada pela curva padrio
preparada com concentra¢ao conhecida de cisteina.

A concentragio de glutationa total (GSH e GSSH)
em homogenatos de figado foi determinada usando o
kit Sigma CS0260 (EUA). Esse kst utiliza um méto-
do cinético para mensurar os niveis de glutationa, por
meio da redugio do DTNB (4cido 5,5’-Ditio-bis-(2-
-nitrobenzoico) a TNB, que ¢ determinado espectrofo-
tometricamente a 412 nm. Foi utilizado um padrio de
glutationa reduzida Sigma G4251.

Andlise de peroxidacao lipidica

Amostras de figado de todos os hamsteres foram homo-
geneizadas com tampdo Tris-HCI 0,1M pH 7,4 (1:10).
O contetdo de lipidios peroxidados foi determinado
de acordo com Buege ¢ Aust (20). Brevemente, 250
pL de tricloroacético (TCA) a 28% foram adicionados
a 500 pL de amostra, 250 pL de 4cido tiobarbitarico
(TBA) (1% em acido acético 1:1) e 125 pL de hidro-
xibutiltolueno (BHT) (5 mM dissolvido em etanol) e
incubados a 95°C por 15 minutos. Subsequentemente,
a mistura foi centrifugada a 10.000 g por 15 minutos.
A absorbancia do sobrenadante foi feita a 535 nm usan-
do espectrofotdmetro. O contetdo de lipidio peroxida-
do foi calculado usando o coeficiente de extingdo molar
do complexo TBA-MDA 1,56 x 10° mol-1.cm-1.

Analise da oxidacao proteica

Amostras de figado e rins de todos os hamsteres foram
homogeneizadas em tampio fostato 50 mM, pH: 6,7
(1:10). O contetdo de grupos carbonilas nesses homo-
genatos foi determinado pelo método de Levine mo-
dificado (21). Primeiramente, 0,5 mL de amostra foi
precipitado usando 0,5 mL de TCA 10% e centrifugado
2 5.000 g por 10 minutos, descartando-se o sobrena-
dante. Foram adicionados a esse precipitado 10 mM de
difenil-hidrazina (DNPH) HCI2M e incubados a tem-
peratura ambiente por 30 minutos. Durante a incuba-
¢do, as amostras foram vigorosamente misturadas a cada
15 minutos. Depois da incubagio, 0,5 mL de TCA 10%
foi adicionado e as proteinas foram precipitadas e cen-
trifugadas a 5.000 g por 10 minutos. Depois de descar-

Arq Bras Endocrinol Metab. 2011;55/1



tar o sobrenadante, o precipitado foi lavado duas vezes
com uma mistura de acetato de etila e etanol (1:1), cen-
trifugado e o sobrenadante descartado. O precipitado
foi dissolvido em SDS 6% e centrifugado a 10.000 g por
10 minutos. O sobrenadante foi lido a 370 nm contra
HCI 2M. Os niveis de proteinas carboniladas foram ex-
pressos em nanomoles por mL usando a coeficiente de
extingdo molar do DNPH (22000 mol*.cm™).

Analises estatisticas

Os dados foram analisados pelo teste de normalidade
Kolmogorov—Smirnov. Todos os dados seguiram uma
distribui¢do normal e foram analisados pelo teste de ¢
de Student. Os dados foram expressos como média +
desvio-padrio. Em todos os testes, foram considerados
significantes os resultados com valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Avaliacao do efeito da injecao de estreptozotocina
sobre o perfil glicémico, perfil lipidico e fungao
hepatica de hamsteres

Inicialmente, analisamos os niveis de glicose e os niveis
de frutosamina. Ao analisar os dados da concentragdo
de glicose dos hamsteres que receberam a inje¢ao de
estreptozotocina, na tabela 1, podemos notar que ela
estd aumentada cerca de 7 vezes. A concentragio de
frutosamina ndo foi influenciada pelo tratamento com
STZ (p > 0,05). A porcentagem total de drea pancrei-
tica ocupada pelas ilhotas foi de 8,23% para o grupo
C, significativamente maior que a porcentagem da area
ocupada pelas ilhotas pancredticas de 2,98% nos animais
D (Figuras 1 ¢ 2). As concentragdes de proteinas totais
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¢ albumina sérica ndo apresentaram diferenga significa-
tiva entre os grupos. A andlise estatistica do peso dos fi-
gados nio demonstrou diferengas entre os grupos, mas
os pesos dos rins apresentaram-se 1,5 vez aumentado
nos hamsteres diabéticos (Tabela 1).

Area das ilhotas

Controle Diab:ético

0s valores sdo apresentados como média e desvio-padrao (n = 7). Os dados foram analisados
pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Todos os dados seguiram uma distribuiao
normal e foram analisados por teste de £ Diferengas estatisticas sdo mostradas *, p < 0,05.

Figura 2. Area das ilhotas pancredticas dos hamsteres controles e
diabéticos

Tabela 1. Perfil glicBmico, indicadores bioquimicos da fungdo hepética e
peso corporal, do figado e dos rins em hamsteres

Controle Diabético "*(‘I':’:s
Glicose mmol/L 2,51+0,92 18,55 +4,3* 0,004
Frutosamina pmol/L 232,76+110,43  227,83+47,76 0,920
Albumina pmol/L 265,36 +2533 285,86 +30,19 0,299
Proteinas totais séricas g/L 61,64 4,16 68,7 + 35,94 0,721
Peso corporal final g 130,88+12,99  11355+17,92* 0,026
Peso do figado g 3,38+ 0,45 324+097 0,756
Peso dosrins g 0,82 + 0,06 1,28+0,14* 0,0003

0s valores sdo apresentados como média e desvio-padrdo (n = 7). Os dados foram analisados
pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Todos os dados seguiram uma distribuigdo
normal e foram analisados por teste de ¢ Diferencas estatisticas s@o mostradas por *, p < 0,05.

Figura 1. Fotomicrografias histoldgicas de cortes pancreaticos. (A) Grupo controle. (B) Grupo diabético. Note a diminuicdo do tamanho das ilhotas

pancredticas comparado ao grupo controle. Coloragdo: Hematoxilina & Eosina. Barra = 50 uM.
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A anilise estatistica dos dados revelou que a con-
centragio de triacilglicer6is apresentava-se 2,7 vezes
aumentada nos hamsteres diabéticos, como mostrado
na tabela 2. A concentragio de colesterol total foi 4,5
vezes aumentada pelo diabetes. Verificamos que o tra-
tamento com STZ em hamsteres também promoveu al-
teragdes no perfil lipidico, similares as encontradas para
humanos. As atividades séricas da PON sobre os subs-
tratos fenilacetato ¢ o paraoxon apresentaram-se 44% e
31% diminuidas, respectivamente.

Tabela 2. Perfil lipidico e atividade da paraoxonase em hamsteres

Controle Diabético V::!I:r:s
Triacilglicerdis mmol/L 1,03+0,13 2,87+0,8" 0,018
Colesteral mmol/L 6,28+ 2,82 2844 +1155* 0,029
PON paraoxon U/mL 93,73+ 27,27 54,33 +13,08* 0,010
PON fenilacetato U/mL 23,7 +3,82 16,18 + 3,37* 0,011

PON: paraoxonase. Os valores sdo apresentados como média e desvio-padrdo (n = 7). Os dados
foram analisados pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Todos os dados seguiram
uma distribuicdo normal e foram analisados por teste de ¢ Diferencas estatisticas sao mostradas
por *, p<0,05.

Analise dos efeitos do diabetes sobre as defesas
antioxidantes e marcadores do estresse oxidativo

O status antioxidante foi mensurado pela dosagem da
concentragdo de SH total, atividade da superéxido dis-
mutase ¢ da concentragdo de glutationa total no figado
¢ nos rins. A tabela 3 mostra que ndo ha diferengas na
concentragio de grupos sulfidrilas totais no soro entre
os grupos. A concentra¢io de glutationa total no figado
apresentou-se 8,2 vezes aumentada nos hamsteres dia-
béticos. J4 a concentra¢io de glutationa total nos rins
ndo foi modificada. Notamos também que a atividade
da enzima superéxido dismutase no soro apresentou
um aumento de 2,5 vezes no grupo diabético compa-
rado ao controle.

A analise de nossos dados nao revelou diferenga sig-
nificativa para a concentragio de proteina carbonilada
no figado e nos rins nos grupos estudados (Tabela 3).
Porém, a concentragio de TBARS no figado e rim dos
hamsteres diabéticos revelou-se 2,6 vezes ¢ 2,4 vezes
aumentada, respectivamente, pelo teste de z.

- DISCUSSAQ

Animais com diabetes induzido por substincias qui-
micas t€m sido usados para estudar o diabetes depen-
dente de insulina. A indugdo de diabetes em hamsteres
utilizando STZ pode ser conseguida utilizando doses
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Tabela 3. Status oxidativo em hamsteres

L Valores

Controle Diabético dep
SH total pmol/L 283,38+ 64,86 268,22 + 19,46 0,710
Glutationa no figado 1,13+0,34 9,28 +4,33° 0,036
nmoles/mL
Glutationa nos rins 6,91 +3,98 5,87 +4,57 0,623
nmoles/mL
Superdxido dismutase % 90,55+ 7,33 71,2+1319* 0,0243
Proteina carbonilada figado 33,37 +18,43 23,27+ 16,01 0,356
U/mL
Proteina carbonilada rim 13,84 +4,84 1421 +4,84 0,911
U/mL
TBARS figado nmoles/mL 1,08+0,43 287 +1,71* 0,035
TBARS rim nmoles/mL 122+0,79 2,87 +1,210* 0,0424

SH: sulfidrilas totais, TBARS: substéncias reativas ao 4cido tiobarbitdrico. Os valores sao
apresentados como média e desvio-padrdo (n = 7). Os dados foram analisados pelo teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov. Todos os dados seguiram uma distribuigdo normal e foram
analisados por teste de ¢ Diferencas estatisticas sdo mostradas *, p < 0,05.

multiplas de droga ou em uma dose tnica (17,22). Em
nosso trabalho aplicamos uma dose tnica de 50 mg/
kg de STZ e observamos um aumento significativo da
concentra¢io de glicose sérica desde o terceiro dia apds
a aplica¢do. Os animais permaneceram com a glicose
significativamente aumentada até serem eutanasiados
no décimo dia. Possivelmente, em decorréncia do curto
tempo de experimento, a concentragio de frutosamina
dos hamsteres diabéticos nao foi alterada, pois essa re-
flete a concentragdo de proteinas que foram glicadas ha
aproximadamente trés semanas e, portanto, no curto
periodo do experimento ndo foi possivel detectar alte-
ragoes nesse parimetro. A diminui¢io da drea ocupada
pelas ilhotas pancreaticas dos hamsteres do grupo D
confirma esse quadro, sugerindo que a dose de STZ
aplicada foi capaz de provocar diabetes tipo 1 nos ani-
mais. Hipercolesterolemia em animais tratados com
estreptozotocina resulta da absor¢ao intestinal e da sin-
tese aumentadas de colesterol (23). As lipoproteinas de
ratos diabéticos sao oxidadas e demonstram citotoxici-
dade, um aspecto que pode ser prevenido pela insulina
ou tratamento antioxidante. Trabalhos mostram que
o metabolismo de lipidios de hamsteres ¢ influenciado
pelo diabetes, aumentando a concentragio de triacilgli-
ceréis e colesterol (24,25), corroborando com dados
deste trabalho.

Bell e cols. (26) demonstraram que hamsteres que
receberam a mesma concentragio de STZ que os ani-
mais do presente trabalho apresentaram tumores hepa-
ticos. Assim, avaliamos um possivel dano hepatico por
meio de marcadores séricos e ndo observamos nenhuma

Arq Bras Endocrinol Metab. 2011;55/1



mudang¢a nas concentragdes de proteinas ¢ albumina.
Isso pode indicar que altera¢oes em parimetros bioqui-
micos observados ndo foram devidas as lesoes hepaticas
e sim proprias do diabetes.

Estresse oxidativo aumentado e mudangas na capa-
cidade antioxidante sio observados em diabetes melito
clinico e experimental ¢ podem contribuir para com-
plicagoes dessa doenga (5). Corroborando com isso,
nossos dados mostram uma diminui¢io de enzimas
antioxidantes ¢ um aumento de produtos do estresse
oxidativo.

Ocorre aumento do estresse oxidativo ¢ da pero-
xidagdo lipidica em macréfagos e em lipoproteinas na
presenga de hiperglicemia e hipertrigliceridemia (27).
A enzima PON associada com a HDL protege a LDL
e a HDL contra a oxida¢io e também elimina lipidios
oxidados das células (28). A atividade sérica da PON
se encontra diminuida no diabetes melito (29), o que
também foi verificado em nosso trabalho.

Esta enzima também pode atuar de forma suicida
neste processo € entdo ser usada para prevenir a pero-
xida¢io de HDL. Essa teoria ¢ apoiada pela observagio
da diminuig¢do da atividade da PON quando exposta a
perdxidos de lipidios. A atividade diminuida da PON 1
pode ser relacionada a glicagaio do HDL e consequente
perda de func¢ao, que ocorre no diabetes. Foi verificado
por Hedrick e cols. (30) uma diminui¢io de 65% na
atividade de PON em HDL glicado ¢ uma redugio de
40% na atividade enzimatica, quando a PON purificada
¢ exposta diretamente a glica¢io. Nio existem trabalhos
na literatura que verifiquem a atividade dessa enzima
em hamsteres diabéticos ¢ isso se torna mais importante
devido ao fato de esse animal apresentar o metabolismo
de lipoproteinas tio semelhante a0 humano.

O radical superéxido, o primeiro produto da redu-
¢do da molécula de oxigénio, tem um elétron desem-
parelhado em sua orbita externa e isso resulta em uma
fonte importante de hidroperéxidos e de radicais livres
toxicos. Uma célula normal tem a habilidade de deto-
xificar radicais superéxido por meio de enzimas como a
superoxido dismutase. A SOD, junto com outras enzi-
mas como a catalase, glutationa redutase, ajuda a man-
ter a concentragio de glutationa ¢ NADPH necessario
para a 6tima fun¢io dos mecanismos de defesas antio-
xidantes. Varios trabalhos com animais tratados com
STZ mostram uma diminuigio da atividade de SOD.
Mohan and Das (31) demonstraram uma diminuigdo
da atividade de SOD no plasma de ratos diabéticos; po-
rém, trabalhos demonstrando os efeitos causados pelo
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diabetes sobre a atividade de SOD em hamsteres sdo es-
cassos. Observamos também uma atividade diminuida
em nossos hamsteres, corroborando com os trabalhos
em outros modelos experimentais.

Os dados das enzimas superdxido dismutase, glu-
tationa peroxidase ou redutase ¢ catalase muitas vezes
sdo controversos. Como verificado para diabetes em al-
guns modelos experimentais ou diferentes tecidos, elas
podem se encontrar aumentadas ou diminuidas. O au-
mento de suas expressdes ¢, consequentemente, de suas
atividades pode ser devido a um mecanismo regulado
em nivel transcricional (32). Sob condig¢des fisiologi-
cas normais, a transcri¢do do fator Nrf2 ¢ inibida pela
proteina repressora Keapl localizada no citoplasma das
células (33). A proteina Keapl contém residuos conser-
vados de cisteina, os quais desempenham um papel cri-
tico na manuteng¢do do Nrf2 no citoplasma. Entretan-
to, um aumento na produgio de EROS no organismo
promove no citoplasma a dissociagdo desse complexo,
tazendo com que o Nrf2 fique ativado, sendo trans-
portado para o nicleo (34,35). No nucleo das células,
esse fator de transcrigdo se liga a elementos de resposta
a antioxidantes (ARE) na regidio promotora dos genes
que transcrevem enzimas antioxidantes enddgenas.
A ativa¢io Nrf2-ARE induz a produgio da superdxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa
reduzida, peroxiredoxinas, nicotinamida adenina dinu-
cleotideo fosfato (NADPH): quinona oxidoredutases
(NQOs) e hemoxigenases. Juntas, essas enzimas € pep-
tideos representam um potente mecanismo antioxidan-
te de defesa. Uma vez restabelecido o balango redox
da célula, o Nrf2 ¢ dissociado do nucleo pelo Keapl
e subsequentemente transportado para o citoplasma,
onde ¢ ubiquitinado ¢ degradado (32). Essa pode ser
uma explicagdo para nosso resultado de concentragio
de glutationa total no figado, que se apresentou au-
mentado talvez por esse mecanismo de defesa do orga-
nismo ativado pelo aumento de oxidantes.

Hidroperéxidos tém um efeito téxico nas células,
diretamente ou por meio de grande degradagdo de ra-
dicais hidroxil toxicos. Eles também podem reagir com
metais de transi¢do e formar aldeidos, como o malon-

dialdeido, que causa danos as membranas celulares. -

O aumento de espécies reativas ao dcido tiobarbittri-
o, que ¢ uma evidéncia indireta da intensa produgio
de radicais livres, ¢ visto em varios trabalhos com ratos
tratados com estreptozotocina ¢ aloxana (36,37). Em
hamsteres, Takatori e cols. (38) analisaram a concentra-

¢do de malondialdeido e 4-HNE, outro aldeido forma- .
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do da peroxida¢io lipidica, e verificaram também um
aumento nas suas concentragdes em animais que rece-
beram uma dose de STZ, o que corrobora com nossos
resultados.

As principais mudangas estruturais em proteinas po-
dem ser caracterizadas pelas dosagens de proteina car-
bonilada (PCO), perda de grupos tidis e produtos de
oxidag¢do proteica avangada (AOPP). O uso da proteina
carbonilada como marcador possui algumas vantagens
em relagio a outros marcadores, como sua formagio re-
lativamente ripida, grande estabilidade ¢ longo tempo
de vida. Esses compostos carbonilados podem contribuir
para as complicagdes diabéticas. Considerando que em
nossos animais estd ocorrendo um aumento do estresse
oxidativo, um baixo nivel de danos a proteinas pode ser
interpretado como um resultado da eficiéncia alta do sis-
tema de antioxidantes, o que pode estar sendo promo-
vido pela estimulagdo via Nrf-2, causada pelo diabetes.

A auséncia de mudangas significativas na concen-
tragdo de proteinas carboniladas e grupos sulfidrilas,
combinada com efeito significativo do diabetes sobre os
lipidios peroxidados, sugere que os substratos bioqui-
micos diferentes possuem suscetibilidade diferente ao
estresse produzido pelo diabetes. Isso corrobora com
trabalhos realizados em outros roedores, que nio ob-
servaram mudangas em todos os produtos gerados pelo
estresse oxidativo (39).

Os mecanismos pelos quais o estresse oxidativo au-
mentado esta envolvido nas complicagdes diabéticas sao
parcialmente conhecidos. Muitas pesquisas com resul-
tados positivos em outros roedores nio apresentaram
os mesmos resultados satisfatérios em humanos diabé-
ticos. Este trabalho mostrou o hamster como um bom
modelo experimental para ajudar na elucidagio de me-
canismos ¢ identificar terapias adicionais ao tratamento
do diabetes.
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