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1 APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta tese estdo apresentados sob a forma de
artigos, os quais encontram-se no item ARTIGOS CIENTIFICOS. As secdes
Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias
Bibliograficas, encontram-se nos préprios artigos e representam a integra deste
estudo.

O item DISCUSSAO E CONCLUSOES, encontrado no final desta tese,
apresenta interpretacdes e comentarios gerais sobre todos os artigos cientificos
apresentados.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagbes que
aparecem nos itens INTRODUGCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO E

CONCLUSOES desta tese.
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2 RESUMO

A ingestéo crbnica de dietas com alto teor de glicose, sacarose e lipidios
promove o desenvolvimento de resisténcia a insulina e DM tipo 2. Além disso, altos
niveis de glicose podem produzir alteragées quimicas permanentes em proteinas e
peroxidagao lipidica. A enzima sulfidrilica 6-ALA-D, a segunda enzima da rota de
sintese do heme, é altamente sensivel a elementos pro-oxidantes e sua atividade
pode estar inibida em diabéticos. Desta forma, este estudo foi designado para
avaliar os efeitos de dietas hiperglicidicas e hiperlipidicas sobre os niveis de
peroxidagcao lipidica e a atividade da enzima 6-ALA-D em diferentes tecidos de
camundongos.

O consumo de uma dieta rica em glicose, durante 25 semanas, causou um
aumento significativo nos niveis plasmaticos de glicose e trigliceridios, na quantidade
de TBARS no rim e no figado, e um decréscimo na atividade da 5-ALA-D hepatica
quando comparado ao consumo de uma dieta rica em amido. O nivel sanguineo de
HbA+; e as concentragdes hepatica, renal, e cerebral de TBARS foram mais altos em
camundongos alimentados com uma dieta rica em gordura do que naqueles
alimentados com uma dieta rica em amido, apds 16 semanas de tratamento. As
atividades hepatica, renal e cerebral da 6-ALA-D também foram menores nos
camundongos alimentados com a dieta rica em gordura. Além disso, foi encontrada
uma correlagao positiva entre os niveis de HbA; € a concentracdo de TBARS e uma
correlagdo negativa entre os niveis de HbA4; e a atividade da 3-ALA-D em todos os
tecidos analisados.

Os efeitos do alto consumo de sacarose (durante 4 semanas) sobre um
tratamento sub-agudo com cadmio também foram analisados. Houve um aumento

nos niveis de TBARS no bago e no figado dos grupos tratados com cadmio ou



sacarose + cadmio. A atividade da 8-ALA-D testicular dos animais tratados com
cadmio ou sacarose + cadmio foi inibida, enquanto houve um aumento na atividade
desta enzima no sangue e no bago dos animais. Além disso, a atividade da Na*/K"-
ATPase diminuiu no cérebro e no rim dos animais tratados com sacarose + cadmio.

O consumo de dietas ricas em glicose e sacarose, durante 30 semanas,
aumentou o peso corporal, o indice de gordura abdominal e a glicemia; e, uma
correlagdo positiva foi observada entre o indice de gordura abdominal e os niveis
sanguineos de glicose. Os niveis de TBARS também foram elevados no cérebro e
no rim e houve uma inibigdo na atividade da 3-ALA-D no sangue, no cérebro, no rim
e no bago de ambos os grupos. Além disso, os grupos tratados tiveram reducéo na
atividade da 5-ALA-D e niveis elevados de TBARS em relagcdo a animais jovens. O
DTT, o qual reduz pontes dissulfeto, aboliu o efeito inibitério das dietas sobre a
atividade da 6-ALA-D; e, a reativagao da 5-ALA-D pelo DTT nos grupos tratados com
glicose e sacarose foi elevada em relagdo ao controle, indicando um status mais
oxidativo desta enzima. Isto também foi observado quando os grupos tratados foram
comparados com camundongos jovens.

De uma forma geral, os resultados deste estudo indicam que o consumo de
dietas ricas em glicose, sacarose e gordura promove um estresse oxidativo
relacionado a hiperglicemia, o que poderia estimular a glicagdo e a oxidagdo de
proteinas e inibir a 3-ALA-D em camundongos. Nossos dados também indicam que o
alto consumo de sacarose, mesmo por um curto periodo, pode agravar a toxicidade
do cadmio sobre camundongos. Especificamente, as altera¢gdes na atividade da 6-
ALA-D encontradas nesse trabalho colocam esta enzima como um alvo em potencial
para acompanhar as oxidagdes fisioldgicas ou patolégicas causadas tanto pelo DM

quanto pelo envelhecimento.



3 ABSTRACT

Chronic intake of diets containing high proportion of glucose, sucrose or fat
promotes the development of insulin resistance and type 2 Diabetes mellitus.
Furthermore, high levels of glucose can produce permanent chemical alterations in
proteins and lipid peroxidation. 3-Aminolevulinate dehydratase (5-ALA-D), which is
the second enzyme in the heme pathway, is a sulfhydryl-containing enzyme highly
sensitive to the presence of pro-oxidants elements and has been found inhibited in
diabetics. Thus, the present study was designed to evaluate the effects of
hyperglycidic and hyperlipidic diets on the lipid peroxidation and 3-ALA-D activity in
different tissues of mice.

High-glucose consumption, during 25 weeks, caused a significant increase in
plasma glucose and triglyceride levels, TBARS content in kidney and liver, and a
decrease in hepatic 5-ALA-D activity in relation to high-starch diet-fed animals. Blood
HbA. level and TBARS concentrations (liver, kidney, and brain) were significantly
higher in mice fed the high-fat diet compared with those fed the high-starch diet, after
16 weeks. 5-ALA-D activity (liver, kidney, and brain) of mice fed the high-fat diet was
significantly lower than those of mice fed the high-starch diet. Furthermore, positive
correlations were found between the HbA:. and TBARS levels and negative
correlations were found between the HbA:; levels and 3-ALA-D activity in all the
studied tissues.

The effects of short-term high-sucrose consumption (4 weeks) on sub-acute
cadmium treatment also were analyzed. There was a significant increase in TBARS
levels (spleen and liver) in cadmium and high-sucrose plus cadmium-treated mice.
Testicular 6-ALA-D activity of cadmium and sucrose plus cadmium-treated animals

was significantly inhibited, whereas the enzyme activity increased in blood and
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spleen. Also, Na'/K*-ATPase activity was significantly decreased in brain and kidney
of sucrose plus cadmium-treated animals.

High-glucose or high-sucrose consumption, during 30 weeks, caused an
important increase in body weight, abdominal fat index, and plasma glucose levels;
and, a positive correlation was observed between the abdominal fat index and blood
glucose levels. TBARS levels were significantly increased in brain and kidney of both
high-glucose and high-sucrose fed mice. There was a significant inhibition of the &-
ALA-D activity in blood, brain, kidney, and spleen of both high-glucose and high-
sucrose-fed mice. The aged animals had reduced enzyme activity (kidney and
spleen) and increased TBARS levels (kidney, liver) in relation to young mice. DTT-
reactivation of 36-ALA-D of high-glucose and high-sucrose groups was significantly
elevated in relation to control, indicating a more oxidative status of this enzyme. This
fact also was observed as control, high-glucose, and high-sucrose groups were
compared to young mice.

In general, the results of this study indicate that consumption of high-glucose,
high-glucose, and high-fat diet promotes oxidative stress related to hyperglycemia,
which in turn can stimulate glycation and oxidation of proteins leading to 5-ALA-D
inhibition in mice. Furthermore, high-sucrose consumption and sub-acute cadmium
treatment have interactive effects on cerebral and renal Na*/K*-ATPase, showing that
a short-term intake of high quantity of sucrose can aggravate the toxicity of Cd?".
Importantly, 3-ALA-D activity alterations found in this work stated this enzyme as a
potential target for screening the physiologic or pathologic protein glications and

oxidations caused by both Diabetes mellitus and aging.
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4 INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) é considerado um disturbio metabdlico crénico,
caracterizado por um estado de hiperglicemia persistente, podendo ser resultante de
uma deficiéncia na producgéo de insulina (DM tipo 1), uma resisténcia dos tecidos a
acéo deste hormoénio (DM tipo 2) ou ambos os fatores (ALBERTI & SIMMET, 1998).
O DM tipo 2 compreende em torno de 90% da populacédo diabética, onde sao
reconhecidos como fatores etioldégicos a idade, a predisposicdo genética e a
obesidade (DEFRONZO et al., 1996; KAHN, 1998). Geralmente, a hiperglicemia no
DM tipo 2 resulta de graus variaveis de resisténcia a insulina e/ou deficiéncia relativa
de secrecdo desse horménio pelas células beta do pancreas (DEFRONZO et al.,
1996; DEFRONZO, 1997; KAHN, 1998).

De forma semelhante ao que ocorre com humanos, a ingestdo de dietas com
alta proporgcao de carboidratos ou de lipidios pode causar resisténcia a insulina em
animais experimentais (STORLIEN et al., 1986; BYRNES et al., 1995; HIGGINS et
al., 1996; HANSEN et al., 1998; STORLIEN et al., 2000). Logo, esses representam
modelos interessantes para se estudar o desenvolvimento de resisténcia a insulina,
assim como as alteragdes bioquimicas envolvidas neste processo.

A superproducao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a diminuicdo das
defesas antioxidantes podem estar associadas a manifestagdo do DM (BROWNLEE
et al.,, 1984; COLLIER et al., 1990; BROWNLEE, 1994). Varias rotas bioquimicas
que estdo estreitamente associadas com a hiperglicemia podem aumentar a
producdo de EROs (HUNT et al., 1988; MOHAMED et al., 1999). Além disso, altos
niveis de glicose podem produzir alteragées quimicas permanentes em proteinas e
aumento na peroxidacgao lipidica (DAY et al., 1979; WOLFF & DEAN, 1987; FU et al.,

1992; SCHWARTZ, 1995; JAIN & LIM, 2001).



A &-aminolevulinato desidratase (6-ALA-D) € uma enzima essencial para
todos os organismos aerobicos, pois participa da rota biossintética dos compostos
tetrapirrdlicos, os quais formam grupos prostéticos de proteinas fisiologicamente
importantes como a hemoglobina, a mioglobina e os citocromos (JAFFE & HANES,
1986; SASSA, 1998). A 5-ALA-D é uma enzima que contém grupos sulfidrilicos (-SH)
e, consequentemente, sua atividade € altamente sensivel a presenca de elementos
pré-oxidantes, os quais podem oxidar estes grupos (BARBOSA et al., 1998; FARINA
et al., 2001, 2003; SOARES et al., 2003).

Uma coexisténcia frequente entre DM e doencga porfirica tem sido encontrada
em humanos e em modelos animais (CABALLERO et al., 1995; CABALLERO et al.,
2000), o que pode estar ligado a inibicdo da enzima 3-ALA-D encontrada em
diabéticos (POLO et al., 1995; FERNANDEZ-CUARTERO et al., 1999). A inibigdo
dessa enzima, além de prejudicar a rota biossintética do heme, pode levar ao
acumulo de seu substrato, o acido é-aminolevulinico (3-ALA), o qual possui singular
capacidade pro-oxidante conforme relatos na literatura (PEREIRA et al., 1992;
BECHARA et al., 1993, 1996).

Desta forma, tendo em vista que o DM tipo 2 compreende em torno de 90%
da populagao diabética, onde obesidade e resisténcia a insulina sdo reconhecidas
como caracteristicas importantes, o presente estudo visou estudar o efeito de dietas

hiperglicidicas e hiperlipidicas sobre o ganho de peso corporal, o nivel de glicose no

sangue, a peroxidagéo lipidica e a atividade da enzima 5-ALA-D em camundongos.



5 REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1 Diabetes Mellitus

5.1.1 Histoérico

O DM é um mal conhecido pela humanidade ha muito tempo. No papiro de
Ebers (1500 A.C.), um documento médico egipcio, é relatada uma doenga
caracterizada pela emissdo anormalmente frequente de urina (DINSMOOR, 1996).
Ja no ano 70 da Era cristd, o médico Areteu da Capaddcia, descreveu a doenca
DIABETES, palavra grega que quer dizer sifao (DINSMOOR, 1996). Areteu observou
que apesar dos diabéticos comerem muito (polifagia), terem muita sede (polidipsia),
beberem muita agua e produzirem muita urina (poliuria), cada vez ficavam mais
fracos e edemaciados (poliastenia) e entravam quase sempre em coma antes da
morte (DINSMOOR, 1996). Era uma doenga grave e misteriosa, porque apesar da
fartura de alimentos que entravam pela boca, as energias corporais desfaziam-se e
saiam pela urina. Todas as calorias que entravam por cima (pela boca), saiam por
baixo (pela urina), fazendo do corpo humano um verdadeiro sifao ou DIABETES.

Em aproximadamente 1600 anos, a ciéncia pouco avangou no estudo do
Diabetes. S6 em 1670, o médico inglés Thomas Willis descobriu que a urina dos
diabéticos era "muitissimo doce, cheia de agucar" (DINSMOOR, 1996). Cinco anos
mais tarde, Mathew Dobson verificou tratar-se realmente de acucar. Em 1815, o
meédico M. Chevreul confirmou que o acgucar especifico na urina dos diabéticos era a
glicose (DINSMOOR, 1996). A partir dessa altura a doenga passou a chamar-se

"diabetes agucarada" ou "Diabetes mellitus".



Em 1869, Paul Langerhans observou que o pancreas continha dois tipos de
células, as responsaveis pela secregdo de enzimas digestivas e outras, agrupadas
em ilhotas ou ilhas, que ele suspeitou terem fungdo enddcrina. A evidéncia dessa
funcdo veio no final do século XIX, quando Oskar Minkowski e Joseph von Mering
realizaram experimentos com cées pancreactomizados evidenciando o surgimento
dos sinais e sintomas do DM nesses animais. A partir desse ponto o desafio era
tentar isolar a substancia responsavel pela regulagdo sanguinea da glicose.

Entre 1916 e 1920, o fisiologista romeno Nicolas Paulesco realizou e publicou
uma série de experiéncias com extrato de pancreas provando que a injecdo desse
composto tinha a capacidade de diminuir a glicemia. Porém, o principal achado
aconteceu em 1921, quando o cirurgido Frederic G. Banting e seu colaborador
Charles H. Best descobriram a insulina. Esse fato rendeu o prémio Nobel de
Medicina a Banting e J. J. R. Macleod que era o professor responsavel pelos
laboratérios de pesquisa (BANTING et al., 1922; MINKOWSKI, 1989). Depois desta
descoberta os pacientes diabéticos puderam ter uma melhor qualidade de vida, com
a diminuigdo da morbidade e da mortalidade associadas a esta doencga. Entretanto,
foi possivel observar que os enfermos acabavam sofrendo de complicagdes renais,

vasculares e cardiacas conforme a doenga progredia.

5.1.2 Classificacao

O DM representa um grupo heterogéneo de desordens metabdlicas que tém a
hiperglicemia como caracteristica comum. De acordo com o Comité Executivo para
Diagndstico e Classificagdo do DM da “American Diabetes Association” (ADA, 1997),
ele pode surgir ocasionalmente de forma secundaria depois de qualquer tipo de
patologia que cause uma extensiva destruicdo das ilhotas pancreaticas, incluindo

pancreatites, tumores, certas drogas, sobrecarga de ferro (hemocromatose),



patologias enddcrinas adquiridas ou genéticas e excisdes cirurgicas. Entretanto, as
formas mais comuns e importantes de DM resultam de desordens primarias do
sistema sinalizador da insulina presente nas ilhotas pancreaticas.

Estas desordens de origem primaria podem ser divididas em duas variantes
comuns (tipo 1 e tipo 2), as quais diferem nas suas caracteristicas inerentes,
resposta a insulina e origem (ADA, 1997; WHO, 1999):

e Diabetes mellitus tipo 1, também conhecida como DM dependente de
insulina, previamente referida como diabetes de manifestagéo juvenil,
corresponde a aproximadamente 10% dos casos de DM primaria;

e Diabetes mellitus tipo 2, ou DM nao dependente de insulina, forma
mais comum da doenca, afetando aproximadamente 90% da

populacio diabética.

5.1.3 Prevaléncia

O DM é um problema de saude publica mundial. Estima-se que existam
atualmente mais de 150 milhdes de pessoas com esta sindrome no mundo, sendo
que afigura-se uma previsao global futura com um aumento para 220 milhées em
2010 e 300 milhdes em 2025 (AMOS et al., 1997; KING et al., 1998). Juntamente
com esta projecao, pode ser estimado que 380 milhdes de pessoas apresentem
algum grau de intolerancia a glicose em 2025 (EDELSTEIN et al., 1997). A maioria
dos casos sera de diabéticos tipo 2, o que esta fortemente associado com um estilo
de vida sedentario e com a obesidade (ZIMMET, 1999).

Recentemente, os seis paises com o maior numero de pacientes diabéticos
eram: india (32,7 milhdes), China (22,6 milhdes), Estados Unidos (15,3 milhdes),

Brasil (12 milhdes), Paquistdo (8,8 milhdes) e Jap&o (7,1 milhdes) (KING et al.,



1998). O DM tipo 2 afetava aproximadamente 4.0% dos adultos no mundo em 1995
(HARRIS et al., 1998) e projegdes indicam que esta prevaléncia ira aumentar para
5.4% até 2025 (KING et al.,, 1998). Sendo que este aumento estd ocorrendo de
forma desproporcional nos paises em desenvolvimento, especialmente aqueles da
Asia e da América Latina (KING et al., 1998).

No Brasil, aproximadamente 50% das pessoas com DM desconhecem sua
condicdo morbida e 90% delas sao portadoras de DM tipo 2 (FRANCO et al., 1998).
Adicionalmente, MALERBI & FRANCO (1992) encontraram uma prevaléncia do DM
e da intolerédncia a glicose de 7.6 e 7.8%, respectivamente, numa amostra da
populagcdo brasileira; prevaléncia comparavel com os dados de Estados Unidos e
Europa. Este estudo foi conduzido com uma amostra representativa da populagao
urbana brasileira com idades entre 30 e 69 anos em nove capitais (de 1986 a 1988),
usando os critérios de diagndstico da Organizagao Mundial da Saude (WHO, 1985).

Outro dado interessante € que, embora o DM tipo 2 seja usualmente
caracterizado por um inicio (frequentemente assintomatico) depois dos 50 de idade,
nos habitantes das ilhas do Pacifico e em outros grupos de alta prevaléncia como no
sul da Asia, o inicio na faixa etaria entre 20 e 30 anos esta aumentando rapidamente
(ROSENBLOOM et al., 1999; ZIMMET, 1999). O DM tipo 2 ja foi reportado em
criangas do Japao, Estados Unidos, ilhas do Pacifico, Hong Kong, Australia e Reino
Unido (ROSENBLOOM et al., 1999; FAGOT-CAMPAGNA & NARAYAN, 2001). Entre
as criangas japonesas, esta forma ja € mais comum do que o DM tipo 1, abrangendo
aproximadamente 80% da populacéo diabética nesta faixa etaria; a incidéncia quase
dobrou entre 1976-80 e 1991-5 (KITAGAWA et al., 1998).

Esta elevada prevaléncia do DM tipo 2 em criangas, geralmente associada a
obesidade, parece sintomatico dos efeitos da globalizagdo e da industrializagao,

afetando todas as sociedades com estilo de vida sedentario (ZIMMET, 2000;



FAGOT-CAMPAGNA & NARAYAN, 2001).

5.1.4 Etiologia do Diabetes Mellitus Tipo 1

Esta forma de DM resulta de uma severa ou absoluta diminui¢do na producéo
de insulina, causada por uma redugdo na massa das células B do pancreas.
Usualmente, o DM tipo 1 desenvolve-se na infancia com manifestacéo e severidade
na puberdade. Esses pacientes dependem de insulina para sobreviver, por isso, até
pouco tempo, o termo DM dependente de insulina era aplicado a esta patologia.
Sem a aplicacdo de insulina esses pacientes costumam desenvolver complicacoes
metabdlicas sérias, tais como cetoacidose e coma.

Acredita-se que trés mecanismos interligados sejam 0s responsaveis pela
destruicdo das células B pancreaticas presente no DM tipo 1: susceptibilidade
genética, ataque auto-imune e algum tipo de agressao ambiental (BACH, 1994). A
susceptibilidade genética, ligada a alelos especificos do complexo de
histocompatibilidade principal da classe Il, parece predispor certas pessoas ao
desenvolvimento de uma agressao autoimune contra as células B das ilhotas do
pancreas (BACH, 1994). Sustentando os argumentos a favor da susceptibilidade
genética, temos os dados de que o DM tipo 1 ocorre mais frequentemente em
pessoas descendentes da regidao norte da Europa e que a doenga é muito menos
comum em outros grupos raciais, incluindo negros, americanos nativos e asiaticos
(BACH, 1994).

A reacdo auto-imune desenvolve-se espontaneamente ou, com mais
freqUéncia, esta ligada a algum evento ambiental que altera as células B, conferindo
caracteristicas imunogénicas. Estudos epidemioldgicos sugerem que a agdo de um

virus pode desencadear o processo. De fato, em periodos sazonais que



frequentemente correspondem a prevaléncia de infecgdes virais comuns costuma
ocorrer um aumento no diagnostico de novos casos (BENOIST & MATHIS, 1997;
CONRAD et al., 1997). O consumo precoce de produtos derivados do leite de vaca e
uma elevada ingestao de nitrato e nitrito também tém sido sugeridos (ATKINSON &
MACLAREN, 1994).

Apesar da importancia dos achados epidemioldgicos, os possiveis fatores
ambientais que precipitam o DM tipo 1 em individuos geneticamente susceptiveis
permanecem especulativos. Os agentes ambientais que causam essa injuria sao
dificeis de identificar em virtude do longo periodo entre a exposicdo e o
aparecimento da hiperglicemia, da genética complexa da doenga e da necessidade

aparente de varios insultos para iniciar a insulite (ATKINSON & MACLAREN, 1994).

5.1.5 Etiologia do Diabetes Mellitus Tipo 2

O DM tipo 2 é considerado multifatorial, apresentando heterogeneidade em
muitos aspectos. Anteriormente, foi considerado um disturbio relativamente distinto
caracterizado pela resisténcia tecidual a insulina; mas na realidade, o DM tipo 2 tem
demonstrado ser a manifestagdo de uma desordem muito mais ampla (ZIMMET,
1999). Atualmente, essa desordem é denominada “sindrome metabdlica” ou
“sindrome X” — um grupo de fatores de risco para doengas cardiovasculares que,
além da intolerancia a glicose, inclui hiperinsulinemia, dislipidemia, hipertenséo,
obesidade visceral, hipercoagulabilidade e microalbuminuria (DEFRONZO, 1997,
HANSEN, 1999).

Em fungdo da importancia clinica atual, existem algumas sugestdes de
sociedades médicas para detecg¢ao dos individuos portadores desta sindrome. Por
exemplo, um recente consenso (ATP Ill, 2001) sugere que os individuos portadores

de trés ou mais dos seguintes critérios devam ser considerados como portadores da



sindrome metabdlica:

¢ Obesidade abdominal (visceral), medida ao nivel do umbigo: cintura >
102 cm em homens e > 88 cm em mulheres;

e Hipertrigliceridemia: > 150 mg/dL;

e HDL colesterol: <40 mg/dL em homens e < 50 mg/dL em mulheres;

e Hipertensao arterial sistémica > 130/85 mmHg;

e Glicemia de jejum: > 110 mg/dL (recentemente, a ADA sugeriu que os
valores de normalidade fossem reduzidos para, no maximo, 99 mg/dL).

Além destes, podem ser incluidos outros achados clinicos e laboratoriais
como o IMC (indice de massa corporal), o nivel de excre¢ao urinaria de albumina
(microalbuminuria), os niveis sanguineos de acido urico, a proteina C reativa, a
homocisteina e a insulina de jejum (HANSEN, 1999).

Ha um debate continuo a respeito de qual seria o fator etiolégico primario no
desenvolvimento desta sindrome. Fatores genéticos, obesidade visceral, resisténcia
a insulina e disfungcdo endotelial podem contribuir de forma isolada ou conjunta
(REAVEN, 1988; ZIMMET, 1992). Também, além da importancia da suscetibilidade
de certos grupos étnicos, fatores ambientais e comportamentais como estilo de vida
sedentario, disturbios nutricionais e ganho de peso descontrolado sdo claramente
importantes para o seu surgimento (ZIMMET, 1992).

Alguns pesquisadores postulam que a base para a susceptibilidade ao DM
tipo 2 poderia ser o resultado de caracteristicas genotipicas evolucionariamente
vantajosas que promoveram deposicdo e estocagem de energia na forma de
gordura em tempos de abundancia, conferindo uma vantagem durante periodos
regulares de jejum e desastres naturais (NEEL, 1962). Agora, nés temos um farto
abastecimento de dietas com excesso de energia, carboidratos simples e gorduras

saturadas, geralmente acompanhado por uma redugdo na atividade fisica nas



atividades ocupacionais e de lazer. Desta forma, ambos esses fatores poderiam
transformar o perfil metabdlico previamente favoravel, visto nos “sobreviventes”, num
inconveniente desvantajoso, o qual resulta em obesidade e DM tipo 2 (DOWSE &
ZIMMET, 1993).

Existe um excelente modelo que retrata este fenbmeno — o rato de areia
israelense (Psammomys obesus) (ZIMMET, 1999). Quando esse animal é removido
de seu ambiente natural, caracterizado por uma dieta escassa e submetido a uma
dieta abundante e rica em calorias, ele desenvolve todos os componentes da
sindrome metabdlica, incluindo DM e obesidade. Até mesmo, varios novos genes
relacionados ao DM e a obesidade tém sido isolados e sequenciados a partir do P.
obesus recentemente (ZIMMET, 1999).

No outro foco da discussdo, a hipotese fenotipica estda baseada em
observacdes epidemiologicas ligando alteragbes ambientais com o risco de
aparecimento de doengas como obesidade, DM e hipertensdo. Certamente, as
alteragdes no tipo de trabalho (de “bragal”’, ou pesado, para sedentario), o aumento
na computadorizacdo e na mecanizagao, assim como as melhorias no setor de
transportes; sdo apenas alguns exemplos das alteragbes que tiveram impacto

recente sobre a saude humana (HU et al., 2001; ZIMMET, 2000).

5.1.6 Inducédo Experimental de Diabetes Mellitus Tipo 1

Em modelos animais experimentais, o DM tipo 1 pode ser induzido por uma
pancreatectomia parcial ou pela administracdo de drogas diabetogénicas. As
substancias mais usadas para induzir DM em roedores sdao o aloxano e a
estreptozotocina, as quais destroem seletivamente as células B das ilhotas de

Langerhans no pancreas.
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O aloxano (2,4,5,6-tetraoxipirimidina; 5,6-dioxiuracil), um derivado do acido
urico, causa degeneracdo e destruicdo das células B (DUNN et al., 1943; AHREN &
SUNDKVIST, 1995). Em ratos, a dose mais frequentemente usada dessa droga com
0 objetivo de induzir DM tipo 1 é de 65 mg/kg para administragdo intravenosa
(LENZEN & PANTEN, 1988). Quando administrado por via intraperitoneal ou
subcutanea sua dose efetiva tem que ser 2-3 vezes maior. Uma dose intraperitoneal
menor do que 150 mg/kg pode ser insuficiente para induzir DM em ratos (LENZEN &
PANTEN, 1988).

A rapida captagao pelas células secretoras de insulina parece ser uma das
importantes caracteristicas que determinam a diabetogenicidade do aloxano. Nas
células B do pancreas, ocorre formagdo de EROs (principalmente O,"), precedida
pela reducdo do aloxano a acido dialurico na presenca de diferentes agentes
redutores (LENZEN & PANTEN, 1988). Como o aloxano exibe uma alta afinidade
por componentes celulares que possuem grupos —SH; a GSH, a cisteina e os grupos
sulfidrilicos protéicos (incluindo enzimas que contenham -SH) s&o muito suscetiveis
a sua acao (LENZEN & PANTEN, 1988). Outro alvo das EROs formadas é o DNA
das ilhotas pancreaticas, cuja fragmentagdo ocorre nas células p expostas ao
aloxano (LENZEN & PANTEN, 1988).

Recentemente, alguns investigadores tém sugerido que a seletividade de
acao do aloxano nado é suficientemente satisfatoria. Na dose diabetogénica desta
droga, foi encontrado um decréscimo nos grupos —SH, acompanhado por um
aumento simultdneo na atividade da enzima glutationa peroxidase, no figado de
ratos logo depois de sua administracdo (SZKUDELSKI et al.,, 2001). Foi também
observado que o aloxano intensifica a lipdlise basal e induzida por epinefrina em
adipécitos isolados de ratos e a insulina falha em restringir este efeito

(SZKUDELSKI, 2001). Desta forma, usando aloxano para induzir DM, os animais
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tém que ser examinados depois de um determinado periodo de tempo para
minimizar os efeitos colaterais da acdo da droga. Deveria também ser enfatizado
que o espectro de dose diabetogénica do aloxano é muito estreito e por isso uma
superdosagem pode ser toxica, causando a perda de muitos animais (SZKUDELSKI,
2001).

A estreptozotocina (ETZ, 2-deoxi-2-(3-(metil-3-nitrosoureido)-D-glicopiranose)
€ sintetizada pela levedura Streptomycetes achromogenes e também pode ser
usada para inducdo de DM tipo 1. Geralmente, administra-se uma dose unica entre
40 e 60 mg/kg por via intravenosa para induzir DM tipo 1 em ratos adultos
(SZKUDELSKI, 2001), mas também doses mais elevadas podem ser usadas. A ETZ
é também eficaz depois de administracédo intraperitoneal de uma dose similar ou
maior, ja doses unicas inferiores a 40 mg/kg podem ser inefetivas (SZKUDELSKI,
2001).

A principal razao para a morte das células das ilhotas, induzida pela ETZ,
parece ser a alquilagdo do DNA (SZKUDELSKI, 2001). A atividade alquilante da ETZ
esta relacionada ao seu grupamento nitrosouréia, pois depois da inje¢cdo de ETZ em
ratos, diferentes purinas metiladas foram encontradas nos tecidos desses animais
(SZKUDELSKI, 2001). A ETZ também é capaz de gerar EROs, as quais também
contribuem para a fragmentacdo do DNA e provocam outros efeitos deletérios

nestas células (SZKUDELSKI, 2001).

5.1.7 Inducédo Experimental de Diabetes Mellitus Tipo 2

Diversas pesquisas com animais, particularmente roedores, tém demonstrado
de uma forma clara e consistente que dietas ricas em carboidratos e lipidios

diminuem a sensibilidade a insulina (STORLIEN et al., 1986; STORLIEN et al., 1988;
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BYRNES et al., 1995; HIGGINS et al., 1996; HANSEN et al., 1998; STORLIEN et al.,
2000). Com base nesses dados, muitos modelos de roedores tém sido usados para
abordar questdes especificas da resisténcia a insulina e do desenvolvimento do DM
tipo 2. Inclusive, a grande maioria dos agentes anti-diabéticos tem sido desenvolvida
com base na eficacia primaria sobre estes modelos.

De acordo com a literatura, ratos alimentados com uma dieta contendo altos
niveis de glicose livre desenvolvem hiperglicemia mais rapidamente do que aqueles
alimentados com uma dieta a base de amido (BYRNES et al., 1995; HIGGINS et al.,
1996). Nesse modelo, a pronta absorgdo da glicose poderia determinar uma
hiperinsulinemia mais rapida e, subsequente, faciltar o desenvolvimento de
resisténcia a insulina (BYRNES et al., 1995; HIGGINS et al., 1996).

Hamsters alimentados com dietas contendo 60% de frutose ou sacarose
também desenvolvem obesidade e intolerancia a glicose (KASIM-KARAKAS et al.,
1996). Além disso, a ingestdo de frutose aumenta os niveis de acidos graxos nao-
esterificados no plasma e trigliceridios no plasma e no figado destes animais
(KASIM-KARAKAS et al., 1996). Devido ao fato de que a ingestdo de dietas ricas em
frutose por apenas duas semanas pode induzir a resisténcia a insulina nestes
animais, este € um modelo bastante conveniente. Ratos alimentados com >60% de
frutose pelo mesmo periodo de tempo também desenvolvem resisténcia a insulina
com hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e hipertensdo (TOBEY, 1982). Ambos os
modelos, ratos e hamsters, tém sido utilizados para testar pequenas moléculas anti-
diabéticas que melhoram a sensibilidade hepatica a insulina (LEE et al., 1994).

Ratos alimentados com dietas ricas em gordura (60% das calorias como
gordura) desenvolvem resisténcia a insulina, com metabolismo basal da glicose
reduzido (KRAEGEN, 1986). A resisténcia a insulina é exemplificada por uma

reducado >50% na utilizagdo global de glicose pelo corpo em niveis fisiolégicos de
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insulina e a faléncia na supressdo da producdo hepatica de glicose (STORLIEN et
al., 1986). Os principais efeitos supressivos sobre o transporte de glicose estdo nos
musculos esqueléticos oxidativos e no tecido adiposo marrom, sugerindo que esses
tecidos contribuem significativamente para a resisténcia global a insulina
(STORLIEN et al., 1986). Camundongos alimentados com uma dieta rica em gordura
também desenvolvem resisténcia a insulina e intolerancia a glicose (AHREN et al.,
1997; AHREN & SCHEURINK, 1998).

Tém sido propostos varios mecanismos para explicar os efeitos da ingestao
de altas quantidades de gordura sobre a captacdo de glicose pelos tecidos
periféricos. Entre eles estao alteragdes no ciclo envolvendo acidos graxos e glicose
(RANDLE, et al., 1963), aumento na agéo glicocorticoide (KUSUNOKI et al., 1995),
ativagcado da proteina cinase C (SCHMITZ-PEIFFER et al., 1997) e/ou da rota NF-xB

(YUAN et al., 2001), desvio da glicose para a rota biossintética da hexosamina
(HAWKINS et al., 1997), modulagéo da expressao de adipocitocininas, como fator de
necrose tumoral (HOTAMISLIGIL et al., 1993), resistina (STEPPAN et al., 2001) e
adiponectina (HU et al., 1996; WEYER et al., 2001).

O modelo de ingestdo de dietas ricas em gordura é util para estudar a
resisténcia a insulina branda porque ele € mais parecido com os animais normais do
que os animais diabéticos. Se a ingestdo calorica for controlada cuidadosamente
para evitar a obesidade, esse modelo n&do exibe hiperglicemia mesmo depois de
muitas semanas submetidos a dieta (KRAEGEN et al., 1986; STORLIEN et al.,
1986). A resisténcia a insulina desenvolve-se dentro de poucas semanas com
hiperinsulinemia e tolerdncia prejudicada a glicose associados, mas o0
desenvolvimento de hiperglicemia franca demora mais tempo. As dietas ricas em
gordura tém sido usadas largamente para estudar os processos envolvendo o

desenvolvimento de resisténcia a insulina, na investigacdo dos efeitos anti-
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obesidade e anti-diabéticos de drogas e como um estressor ambiental para testar os
papeéis de genes especificos em camundongos knockout e transgénicos.

Como o DM tipo 2 envolve interacbes complexas entre defeitos metabdlicos e
genéticos, animais geneticamente modificados também tém sido usados para
elucidar as fungdes génicas no contexto de um cenario ambiental normal ou alterado
propositadamente. A transgenia € empregada para alterar a expressao de genes
funcionais, com objetivo de introduzir um gene extrinseco no animal, para alterar a
expressao de outros genes ou para recolocar genes com variagdes (MOLLER,
1994).

Questdes como os mecanismos envolvidos na secrecao de insulina
estimulada pela glicose, o controle da produgdo hepatica da glicose, os papéis
funcionais de genes na mediagédo da agao da insulina e balango energético in vivo, e
o desenvolvimento da obesidade podem ser parcialmente ou totalmente respondidas
através de estudos com esses modelos (MOLLER, 1994). Entretanto, uma das
falhas genéricas da tecnologia transgénica é que a superexpressdo ou a
subexpressao génica podem nao ser fisiologicamente relevantes e seria dificil tirar
conclusdes definitivas sobre as fungbes génicas com base em informacgdes
fenotipicas conseguidas a partir de animais transgénicos (MOLLER, 1994).

A tecnologia knockout oferece uma perspectiva diferente na qual pode-se ligar
a deficiéncia ou as deficiéncias génicas a um ou mais dos fendtipos do DM tipo 2
(KADOWAKI, 2000). Através desta técnica é possivel inserir um gene em uma
localizagéo precisa no genoma do animal. Isso permite aos cientistas a substituicao
de um gene especifico com um alelo inativo ou mutado. Deste modo, estes modelos
permitem a remocgao de um determinado gene de interesse na tentativa de definir
qual efeito este gene tem na vida do organismo em questao.

A partir dos achados é possivel identificar ou determinar de uma forma
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adicional se um gene particular € um possivel indutor de resisténcia a insulina e DM
tipo 2, assumindo que os fendtipos reflitam a fungao fisioloégica do gene deletado.
Delegbes homozigdticas permitem estudar a fungdo fisiolégica de um gene
particular, enquanto que as heterozigoticas ajudam a examinar o efeito da dosagem
génica (KADOWAKI, 2000). Com efeito, os papéis de muitos genes importantes para
a sinalizagdo da insulina e para produgcdo ou utilizagdo da glicose tem sido
estudados em animais knockout (KADOWAKI, 2000).

Os camundongos homozigotos para a mutagdo ob no cromossomo 6,
conhecidos como ob/ob, desenvolvem um diabetes brando com acentuadas
obesidade, hiperfagia e hiperglicemia transitéria, sendo usados como modelos para
DM tipo 2 (COLEMAN, 1978; JOOSTEN & van der KROON, 1974). Os animais
normais para o gene ob sintetizam o peptideo leptina (167 aminoacidos, 14-16 kDa)
que tem uma sequéncia peptidica sinalizadora e é altamente expressado pelo tecido
adiposo (ZHANG et al., 1994). A expressao do gene ob estd marcadamente reduzida
nos camundongos ob/ob (ZHANG et al., 1994), o que inibe a rota de sinalizagdo da
leptina diminuindo o gasto energético (CAMPFIELD et al., 1998).

A mutacao autossémica recessiva diabetes (db) ocorre no receptor da leptina
no cromossomo 4 (COLEMAN, 1978), o qual é necessario para o funcionamento da
rota metabdlica mediada pela leptina (TARTAGLIA et al., 1995; CHUA et al., 1996).
Dada a importancia da leptina na homeostase energética, ambas as mutacdes (ob e
db) resultam em uma redugdo no gasto energético e levam a DM e obesidade. Os
camundongos db/db, embora apresentem um grau de obesidade na juventude
semelhante aos ob/ob, exibem um fenoétipo diabético mais severo com hiperglicemia
e hiperfagia acentuadas (COLEMAN, 1978). Mesmo que as duas cepas exibam uma
hiperinsulinemia significativa nos primeiros meses de vida (muito mais do que o visto

nos modelos ambientais de resisténcia a insulina), o nivel plasmatico de insulina
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elevado € sustentado nos camundongos ob/ob, mas transitéria nos db/db.

Similarmente aos camundongos db/db, os ratos obesos Zucker possuem a
mutacao autossémica recessiva fa no receptor da leptina (BOULANGE et al., 1979),
sendo modelo de obesidade. Os ratos Zucker, homozigotos para a mutacdo fa
(conhecido com fa/fa) desenvolvem obesidade massiva depois do desmame,
associada com hiperfagia, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia (BOULANGE et al.,
1979). Diferente dos camundongos db/db, os ratos obesos Zucker ndo sao
diabéticos mas tém tolerdncia prejudicada a glicose, hiperglicemia branda,
hiperinsulinemia pronunciada e uma redugao acentuada na sensibilidade a insulina
(TERRETTAZ & JEANRENAUD, 1983). Este €, portanto, um modelo largamente
usado para testar a tolerancia a glicose.

Os ratos obesos diabéticos Zucker apresentam a mesma mutagéo no receptor
da leptina que os obesos Zucker, mas, além disso, eles tém um defeito nas células 3
pancreaticas, o que afeta a produgdo de insulina e progride para um estado de
deficiéncia (GRIFFEN et al., 2001). Estes animais desenvolvem DM franco com
hiperglicemia, poliuria e polidipsia severas, similarmente aos humanos (GRIFFEN et
al., 2001; UPTON et al., 1998). Por isso, os ratos obesos diabéticos Zucker tém sido
usados extensivamente para testar compostos antidiabéticos de baixo peso

molecular (SREENAN et 1996; UPTON et al., 1998).
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5.2 Estresse Oxidativo

Durante o metabolismo basal normal das células aerdbicas existe uma
producao constante de espécies reativas de oxigénio (EROs), acompanhada pela
sua continua inativagao através da acado de antioxidantes, mantendo a integridade
estrutural e funcional das biomoléculas. Por outro lado, um aumento na produgao
destas espécies reativas ou uma diminuicdo das defesas antioxidantes pode levar
ao estresse oxidativo, que esta relacionado com a etiologia ou progressdao de uma
grande variedade de doengas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; MOSKOVITZ et

al., 2002).

5.2.1 Espécies Reativas de Oxigénio

As principais EROs produzidas durante o metabolismo basal normal das
células aerdbicas sdo o anion radical superdxido (O2"), o peroxido de hidrogénio
(H20) e o radical hidroxila (HO®). O principal sitio de formacao enddégena do O,™
parece estar localizado na cadeia respiratéria mitocondrial, quando o oxigénio
consumido ndo é reduzido de forma tetravalente até H,O, através da acdo da
citocromo c oxidase mitocondrial (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Em
condigdes fisioldgicas, cerca de 2% do oxigénio consumido leva a formagao de O,",
proporcionalmente ao volume consumido a nivel mitocondrial (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999).

O O" ao receber mais um elétron forma o H,O,, processo conhecido como
dismutacdo. Logo, qualquer sistema bioldgico que gere O,* também pode produzir
H.O, pela dismutacdo do O,", a ndo ser que todo o O," seja interceptado por

alguma outra molécula (FRIDOVICH, 1978; HALLIWELL, 1982). O H,O, também
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pode ser formado diretamente pela redugédo divalente do oxigénio molecular
(FRIDOVICH, 1978; HALLIWELL, 1982). Essa ERO é téxica a maioria das células
em concentragdes entre 10 e 100 uM e mistura-se facilmente com agua, sendo
muito difusivel dentro e entre as células in vivo (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1999).

A producéo intracelular do HO® a partir da reagédo do O," com o H,O; (reagdo
de Haber-Weiss, postulada em 1934), ou da reagdo do H,O, com metais de
transicdo como ferro e cobre (reagdo descrita por Fenton em 1894), tem grande
significado bioldgico devido a sua elevada reatividade e nocividade (HALLIWELL,
1982; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Normalmente, os ions de ferro e de
cobre estdo impossibilitados de catalisarem reagdes oxidativas nos organismos
vivos, pois estdo ligados a transferrina ou a ceruloplasmina, respectivamente. No
entanto, durante a injuria celular, o ferro pode ser liberado das proteinas e acelerar o
processo de peroxidagao pela decomposicédo de hidroperdxidos lipidicos em radicais
alcoxil e peroxil (HALLIWELL, 1982; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1986). Além
disso, esses ions podem ser liberados das ligagdes com as proteinas apos redugao
pela cisteina, acido ascoérbico ou O,". Também, o HO® pode ser gerado nos
sistemas bioldgicos por outras fontes como: ozénio, decomposicdo do acido
peroxinitroso, radiagao ionizante e ultra-som (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

A elevada reatividade do HO®, apesar de suas concentracdes intracelulares
extremamente baixas e seu reduzidissimo tempo de vida-média, confere uma
toxicidade elevada aos organismos aerobios. Para atingir sua estabilidade, este
radical transforma as moléculas circundantes em outros radicais, que, por sua vez,
também precisam estabilizar-se. Neste processo, o HO® pode atacar os lipidios das
membranas celulares, além de danificar proteinas e outras moléculas orgéanicas

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).
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5.2.2 Mecanismos de Defesa Antioxidantes

HALLIWELL & GUTTERIDGE (1999) definem como antioxidante qualquer
substancia que, quando presente em baixas concentragcbes, comparadas a de um
substrato oxidavel, retarda ou inibe significativamente a oxidacado deste substrato.
Esta definicho compreende compostos de natureza enzimatica e ndo enzimatica.
Assim, as EROs e outras espécies reativas sao constantemente inativadas através

de diferentes mecanismos, de forma a impedir rea¢des posteriores de propagacgao.

De uma forma geral, conforme HALLIWELL & GUTTERIDGE (1999), as

defesas antioxidantes s&o constituidas por:

a) Agentes enzimaticos que removem radicais livres e outras espécies
reativas, como as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPX);

b) Proteinas como a transferrina e a ceruloplasmina que diminuem a eficacia
de pro-oxidantes, como os ions de ferro e cobre;

c) Agentes de baixo peso molecular que sdo scavengers (substancias que
neutralizam a ac¢do de um radical livre ou espécie reativa), como
carotendides, bioflavondides, inddis, catecodis, glutationa, a-tocoferol
(vitamina E), B-caroteno (vitamina A), bilirrubina, acido ascérbico (vitamina
C) e acido urico.

As enzimas SOD sao especificas para a remogao do radical O2" (HALLIWELL

& GUTTERIDGE, 1999). As SOD que contém cobre e zinco (CuZn-SOD) estéo
presentes em quase todas as células eucaridticas. Nas células animais, a maior
quantidade de CuZn-SOD estda no citosol, mas pode estar presente nos

peroxissomas, lisossomas, nucleo e no espago entre as membranas interna e
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externa da mitocédndria. Todas as CuZn-SOD aceleram a dismutacao do superéxido.
A SOD que contétm manganés no seu sitio ativo (Mn-SOD) € encontrada em
bactérias, plantas e animais. Na maioria dos tecidos animais e leveduras este tipo de
SOD esta localizado na mitocondria. Um terceiro tipo de SOD contendo ferro (Fe-
SOD) foi encontrado em bactérias, algas e plantas superiores (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999).

O perdéxido de hidrogénio é removido geralmente por dois tipos de enzimas: a
CAT, que catalisa diretamente a decomposicédo do H,O,, e a GPX, a qual remove o
H2O, para oxidar outros substratos. A atividade da CAT esta localizada em grande
quantidade nos peroxissomas. Uma pequena concentracdo de CAT também pode
ser encontrada em mitocondrias hepaticas, cloroplastos e reticulo endoplasmatico
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

A familia das GPX remove H;0O, acoplando sua redugdo a agua com a
oxidagao de glutationa reduzida (GSH). Também as enzimas GPX podem agir sobre
outros peroxidos além do H,0,. Elas contém selénio no sitio ativo e estdo
vastamente distribuidas nos tecidos animais (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Dentre os antioxidantes nado enzimaticos pode-se destacar a vitamina C
(acido ascorbico) e a GSH. O acido ascérbico tem demostrado ser um eficiente
neutralizador de O,*, H,0,, HO® e radical peroxil ("OOL) (ROSE, 1987). O ascorbato
também age protegendo biomembranas contra a peroxidacdo, através da
regeneragao da atividade do a-tocoferol (antioxidante ndo enzimatico lipossoluvel)
(ROSE, 1987).

A GSH, um tripeptideo de baixo peso molecular contendo tiol (-SH), é
substrato para a GPX. Além desta funcdo, a GSH esta envolvida em muitos outros
processos metabdlicos, incluindo o metabolismo do acido ascorbico, comunicacao

entre células e prevencao da oxidacao de grupos -SH de proteinas (evitando pontes
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intercadeias) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Em adigdo, a GSH pode quelar
ions cobre e diminuir sua habilidade em gerar radicais livres (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999). In vivo, a maior parte da glutationa livre intracelular esta na
forma reduzida (GSH) e ndo na forma oxidada (GSSG). Contudo, uma parte pode
ser encontrada como dissulfetos mistos com outros compostos que contém grupos -
SH, tais como cisteina, coenzima A e residuos de cisteina de varias proteinas

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

5.2.3 Peroxidacéo Lipidica

A peroxidagao lipidica (PL) € um processo natural de renovagdo das
membranas celulares. A PL também ¢é essencial para a biossintese de
prostaglandinas e leucotrienos, assim como na fagocitose, pinocitose e lise das
membranas intracelulares (MEERSON et al., 1982). Entretanto, o estresse oxidativo
aumenta este processo e provoca dano severo nas membranas celulares.

Esta reacdo de oxidagao pode ser iniciada diretamente pelo radical hidroxila,
radical hidroperdxido e, possivelmente, pelo oxigénio singlete, mas nao pelo radical
superoxido ou peréxido de hidrogénio, os quais sdo menos reativos (SOUTHORN &
POWIS, 1988). Com efeito, o processo de PL envolve a formagao e propagacao de
radicais lipidicos, consumo de oxigénio, rearranjo das duplas ligagdes nos lipidios
insaturados e a eventual destruicdo dos lipidios da membrana, produzindo uma
variedade de produtos de degradagéo, incluindo alcoois, cetonas, aldeidos e éteres
(BUEGE & AUST, 1978). Embora o radical livre inicial produza somente efeitos locais,
os radicais posteriores e os produtos de degradacdo possuem efeitos bioldgicos
distantes do local onde o primeiro foi produzido (SOUTHORN & POWIS, 1988).

Dentre os produtos liberados esta o malondialdeido ou dialdeido malénico,

cuja quantificacdo tém sido utilizada para avaliar a extensao do dano oxidativo. Esta
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quantificacdo pode ser feita pela reagdo com o acido tiobarbiturico (TBA), a qual tem
sido usada como uma medida de PL (OHKAWA et al., 1979).

As membranas das células e das organelas sdao mais suscetiveis a PL, pois
contém grande quantidade de acidos graxos poliinsaturados. De uma forma geral, a
PL pode alterar as biomembranas através de mudangas no microambiente lipidico
de enzimas ligadas a membrana e nos canais i6nicos e receptores (ativando ou
inibindo a atividade destas proteinas), da formagdo de novos canais de
permeabilidade, da formacdo de ligagbes cruzadas entre proteinas e fosfolipidios
(inativando-os irreversivelmente) e da oxidagao dos grupos -SH nos sitios ativos de
enzimas ligadas a membrana, ocasionando perda de suas fungées (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999). Dependendo do grau de severidade, a PL pode causar desde
alteracdes na permeabilidade da membrana até perda da fungdo secretéria e morte

celular (MEERSON et al., 1982).

5.2.4 Estresse Oxidativo & Diabetes Mellitus

A hiperglicemia de longa duragao e a glicosilagao de proteinas parecem ser
0s principais contribuintes para o estresse oxidativo evidenciado no DM (SATO et al.,
1979; BROWNLEE et al., 1984; FU et al., 1992; ANSARI et al., 1996). A autoxidagdo
da glicose € um bom exemplo de ligagcdo entre hiperglicemia e estresse oxidativo.
Nesse processo, compostos contendo uma estrutura de alfa-hidroxialdeido podem
sofrer oxidagdo catalisada por metais de transicdo com geragcédo de H,O,, radicais
livres intermediarios e cetaldeidos. Segundo WOLFF & DEAN (1987), o
monossacarideo se enolisa e sequencialmente reduz um metal de transicdo e

oxigénio molecular gerando o O, e cetaldeido. A dismutagdo do O,", promovida

pela enzima SOD, gera H;0,, o qual reoxida os metais de transigao produzindo HO".
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A ligacdo entre a hiperglicemia e o estresse oxidativo, também pode ser
mediada pela reagao de Maillard (HUNT et al., 1988; BROWNLEE, 1994). A reacao
de Maillard ou reagcdo de “browning” (escurecimento), iniciada por reagbes néao
enzimaticas da glicose ou outros agucares redutores com proteinas, foi identificada
pela primeira vez no inicio do século passado pela industria alimenticia. A
identificacdo da presenca desse processo no meio bioldgico ficou evidente somente
com a descoberta da hemoglobina glicada e seu aumento no DM. Nessa reagao os
monossacarideos reagem com proteinas produzindo modificagdes estruturais e
formagao de novas espécies reativas (HUNT et al., 1988; BROWNLEE, 1994).

No inicio da reacao de Maillard, a glicose reage com grupamentos aminas de
proteinas formando uma base de Schiff em uma reacdo reversivel. Esse
intermediario instavel sofre um rearranjamento reversivel para uma cetoamina, mais
estavel, também chamada de produto de Amadori. Os produtos de Amadori, apos
um periodo de meses, podem reagir com grupamentos aminas de outras proteinas e
formar ligagbes cruzadas irreversiveis como de condensagdo, B eliminagdo ou
hidratacdo e, portanto, alterar a estrutura e a fungdo dessas moléculas. Estas
reagoes resultam na formagao de produtos irreversiveis, chamados de Produtos
Terminais de Glicosilagdo Avangada (PTGAs) (“Advanced Glycation End Products”),
(VLASSARA et al., 1994; BIERHAUS et al., 1998; MOHAMED et al., 1999).

Os PTGAs formam-se lentamente em pessoas normoglicémicas; entretanto,
quando os niveis de glicose aumentam, a formagao ocorre mais rapidamente. Assim,
em pacientes diabéticos e em modelos animais de DM, essas reag¢des néao
enzimaticas sao aceleradas e, juntamente com a taxa de renovagdo aumentada de
proteinas e lipideos, causam um aumento da glicosilagdo e acumulo de PTGAs em
proteinas estruturais de vida longa como o colageno, fibronectina, tubulina, mielina,

actina, hemoglobina, albumina, lipoproteinas e outras (VLASSARA et al., 1994).
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Além disso, como o acumulo dos PTGAs é irreversivel, mesmo com o controle do
DM e a normalizagdo da glicemia estes produtos continuardo acumulados nas
proteinas alvos. Logo, quanto maior a glicemia, o tempo de DM e o descontrole
metabdlico, maior a produgcao de PTGAs e maiores serdo os danos as proteinas
(VLASSARA et al., 1994).

Varios tipos de células como endoteliais, mesangliais, neuronais, além de
mondcitos/macroéfagos, expressam em sua superficie receptores para os PTGAs
(BROWNLEE et al., 1988; VLASSARA et al., 1989). A ligagado dos PTGAs com seus
receptores pode levar a prejuizos no funcionamento celular, culminando nos
problemas angiopatoldgicos existente no DM (MITSUHASHI et al., 1993).

Portanto, a glicose pode ligar-se a proteinas nos meios bioldgicos, formando
PTGAs através da reagcao de Maillard ou pode ainda sofrer autoxidagcdo. Ambos os
processos culminam com a produgcdo de radicais livres e posterior deplecao de
antioxidantes enddgenos levando ao surgimento do estresse oxidativo. A partir do
momento em que esses processos acontecem surgem lesdes teciduais devido aos
danos moleculares promovidos pelo estresse oxidativo e glicosilagdo. Com o passar
do tempo de DM, os pacientes acumulam PTGAs e desenvolvem um
envelhecimento vascular generalizado caracterizado principalmente por nefropatia,
retinopatia, neuropatia além de complicagbes vasculares generalizadas (MOHAMED

et al., 1999).

5.2.5 Estresse Oxidativo & Envelhecimento

COMMONER et al. (1954) publicaram a primeira evidéncia direta de que os
radicais livres eram produzidos dentro das células vivas e que os niveis destes eram
mais altos nos tecidos metabolicamente mais ativos. Subsequentemente, HARMAN

juntou suas evidéncias experimentais com estudos sobre os danos causados pela
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radiagdo pos-Hiroshima (HEMPELMANN & HOFFMAN, 1953), os achados de
Fenton (FENTON, 1894) e teorias contemporaneas, que propunham mecanismos
para a oxidagdo de compostos organicos e dismutagdo do H»O; por sais ferrosos
(URI, 1952); e publicou a teoria do envelhecimento pelos radicais livres (Free
Radical Theory of Aging) (HARMAN, 1956).

HARMAN (1956) propOs que o ferro e outros metais fisiolégicos poderiam
gerar radicais livres, que seriam formados nas células pela quimica de Haber—Weiss
como um subproduto de reacdes de redugao/oxidacdo normais. Esses radicais livres
poderiam danificar estruturas contiguas incluindo o DNA, os quais poderiam, por sua
vez, causar mutagoes. Ele também predisse que a administragdo de compostos que
pudessem ser facilmente oxidados, como a cisteina, poderia diminuir a velocidade
do processo de envelhecimento.

No decorrer das ultimas décadas, tornou-se aparente que muitas EROs, como
0s peroxidos, que ndo sao radicais livres, também desempenham um papel
importante no dano oxidativo. Desta forma, a teoria do envelhecimento pelos radicais
livres (Free Radical Theory of Aging) foi modificada para teoria do envelhecimento
pelo estresse oxidativo (Oxidative Stress Theory of Aging).

As proteinas s&o os principais componentes dos sistemas bioldgicos,
desempenhando papéis importantes em uma grande variedade de fungdes
celulares. Logo, um aumento no dano oxidativo a estas moléculas relacionado a
idade poderia ser fisiologicamente importante para os organismos. A importancia
fisiolégica do dano oxidativo as proteinas foi reconhecida a aproximadamente 20
atras, quando Levine demonstrou a modificagdo oxidativa de um dos residuos de
histidina da enzima glutamina sintetase com a formacédo de um grupo carbonila na
enzima inativada (LEVINE, 1983). Subsequentemente, OLIVER et al. (1987)

demonstraram que as carbonilas presentes nas proteinas aumentavam depois dos
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60 anos de idade em culturas de fibroblastos originarios de seres humanos
saudaveis.

Posteriormente, STADTMAN et al. (1988) propuseram que a oxidagao de
proteinas era importante no desenvolvimento de varias doengas e no processo de
envelhecimento. De fato, esse grupo de pesquisadores tém demonstrado que as
proteinas oxidadas (grupos carbonilas) aumentam com a idade em figado de rato,
fibroblastos humanos e retinas humanas (STADTMAN, 1988; OLIVER et al., 1987;
STADTMAN, 1992; SMITH et al., 1996). Mais recentemente, MOSKOVITZ et al.
(2002) reportaram que o nivel global de carbonilas em tecidos humanos
(fibroblastos, retinas e cérebro) aumenta como uma funcéo da idade. Além disso, a
quantidade global de carbonilas no musculo esquelético de macacos Rhesus
(ZAINAL et al., 2000) e o nivel de carbonilas em proteinas mitocondriais de insetos
(SOHAL & DUBEY, 1994) também aumentam com a idade.

Atualmente, a modificagao induzida na estrutura das proteinas mais estudada
é a formacéo de derivados de carbonilas em residuos de lisina, arginina, prolina,
histidina, cisteina e treonina (STADTMAN, 1988). Quase todos os aminoacidos
presentes nas proteinas sdo alvos em potencial para a oxidacdo (HUGGINS et al.,
1993), no entanto, destacam-se os residuos de metionina e cisteina que sao
extremamente sensiveis a danos oxidativos (PADGETT & WHORTON, 1997,

THOMAS & MALLIS, 2001).
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5.3 A Enzima Delta-Aminolevulinato Desidratase

A metaloenzima citoplasmatica 6-aminolevulinato desidratase (3-ALA-D),
também conhecida por porfobilinogénio sintase ou 5-aminolevulinato hidroliase, foi
isolada na década de 1950 (DRESEL & FALK, 1953; GIBSON et al., 1955). Essa
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mia, dyslipidemia, hypertension, impaired glucose tolerance, type 2 diabetes mellitus,
and others, tend to occur jointly in the same subjects more frequently than expected
by chance alone [40, 41]. This clustering of several cardiovascular disease and
diabetes risk factors has been referred as the ‘metabolic syndrome’ [41]. Our study
showed that, simultaneously with the enhancement of the body weight, the
consumption of HG or HS diets, during 30 weeks, caused an important increase in
abdominal fat index and plasma glucose levels in mice. Most significant, we observed
a positive correlation between the abdominal fat index and blood glucose levels.
Accordingly, numerous studies have shown that insulin resistance correlates strongly
with central-visceral obesity [42-45] and, on the basis of these findings, it has been
postulated that the insulin-resistance syndrome is caused by excessive accumulation

of fat in intra-abdominal adipocytes.

Another interesting point of the present study is that the oxidative stress, as
determined by TBARS levels, increased in brain and kidney of both glucose- and
sucrose-fed mice as compared with the levels found in control animals. Chronic
elevation of plasma glucose causes many of the major complications of diabetes,
including nephropathy, retinopathy, neuropathy, and macro- and micro-vascular
damage [13]. Hyperglycemia itself can cause excessive liberation of ROS by
mitochondria altering several key cellular properties, including nuclear translocation
of the transcription factor NF-kB, and activation of protein kinase C [46]. Besides, in
hyperglycemic circumstances the glucose auto-oxidation is believed to be an
important source of free radicals [47]. ROS formed over the detoxifying capacity of
cells could cause oxidative damage to membrane lipid (principally unsaturated fatty
acids) in the cells [Figure 4] [48].

We observed a widespread inhibition of the 6-ALA-D activity (blood, brain,
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kidney, and spleen) in both HG- and HS-fed mice. The molecular mechanism
underlying 5-ALA-D impairment in diabetes is still not completely understood, but
may be caused either by glycation of the active site lysine residue involved in Schiff’s
base formation with the first 5-ALA molecule or oxidation of essential reduced
cysteinyl residues of the enzyme [11, 12, 32]. Over production of free radicals, whose
formation was confirmed by an increase in TBARS production, could be contributing
to the formation of adducts between the aldehyde group of glucose and the amino
group of lysine in 3-ALA-D [Figure 4]. In accordance with this, early we found a
significant negative correlation between the blood glycated hemoglobin percent and
O0-ALA-D activity for hepatic, renal, and cerebral tissues [12]. Importantly, this
correlation suggests that glycated plasma proteins measurement could be used as a

good predictor of intracellular glycation.

d-ALA-D inactivation could result not only from Schiff's base formation, but also
from the side effects of glucose auto-oxidation involving the formation of free radicals,
which might, in turn, indirectly act on the enzyme activity [Figure 4]. In fact, because
its sulfhydryllic nature, this enzyme can be inhibited by a number of have metals and
nonmetals, which have the chemical property of oxidize —SH groups [29-31]. DTT,
which acts by reducing disulfide bonds, abolished the inhibitory effect of diets on -
ALA-D activity in blood, brain, and spleen, suggesting that oxidation of essential
reduced cysteinyl residues of the enzyme could be occurring. Moreover, the
reactivation index for 3-ALA-D activity in blood, brain, kidney, and liver of glucose and
sucrose groups was significantly elevated in relation to control, indicating that

enzyme was exposed to a more oxidative environment.

Control, HG, and HS groups had a reduced 6-ALA-D activity (kidney and

spleen) and increased TBARS levels (kidney, liver) in relation to young mice Also,
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there was a greater reactivation index for 6-ALA-D (blood, kidney, and spleen) in
these groups as compared to young mice, indicating an oxidation of essential
cysteinyl residues of this enzyme. Both glycation and oxidation are spontaneous
chemical reactions also implicated in the cumulative modification of macromolecules
during aging [Figure 4]. In fact, has been suggested that the basic aging process

might be mediated by the Maillard reaction [33, 35].

Short-lived molecules such as those from plasma are expected to be influenced
primarily by the early glycation products, whereas long-lasting molecules such as
collagen, lens crystalline, myelin and DNA are expected to be altered as they
irreversibly accumulate AGE [49]. Thus, the Maillard reaction is a type of post-
translational modification of molecules that takes place slowly and continuously
throughout the life span and contributes to the development of normal aging or to
some complications of diabetes, such as cataract formation, vascular narrowing and
stiffening of collagen [49-50]. Such accumulation of oxidative damage has been
hypothesized to be a primary causal factor in the senescence-associated attenuation

of various physiological proteins functions [Figure 4].

Deficiency in antioxidant defense is constantly associated with oxidative product
accumulation and inversely correlates with the concentration of protein sulphydrils
[51]. Because aging is associated with decreased glutathione concentration [34],
protection of protein sulfhydryls is probably compromised, as organisms age. In fact,
methionine and cysteine residues are extremely sensitive to oxidative damage [51].
Furthermore, oxidative stress induces the formation of carbonyl derivatives on lysine,
arginine, proline, histidine, cysteine, and threonine residues [52]. For instance,
investigators have shown an age-related increase in oxidative damage to specific
proteins, e.g., glucose-6-phosphate dehydrogenase [53], acotinase [54], and Na*K’-

ATPase [55].
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In addition to oxidative modification of 5-ALA-D related to oxidative stress, the
inhibition of this enzyme could be leading to an accumulation of substrate [Figure 4].
In fact, acute porphyrias are biochemically characterized by an enzymatic defect in
the heme biosynthetic pathway, leading to an increase of porphyrin precursors such
as 0-ALA and porphobilinogen in the blood, urine and in several tissues including the
brain [56]. Accumulation of 3-ALA, which results from 3-ALA-D inhibition by Pb*" or
other agents, can have hepatic and neurotoxic effects [56] and part of these effects
results from the overproduction of reactive oxygen species [57-59]. 3-ALA undergoes
enolization and further metal-catalyzed aerobic oxidation at physiological pH to yield
superoxide radical, hydrogen peroxide and hydroxyl radical [60]. Therefore,
accumulation of 3-ALA might endogenously enhance ROS levels leading to oxidative

stress [Figure 4].

Alterations in 3-ALA-D activity and oxidative stress have been focused in this
work, in an attempt to better understand the mechanisms for the pathogenesis of
some of the complications in obesity, diabetes, and aging. In general, the pro-
oxidizing shift of 3-ALA-D associated to age observed in various organs of the mice
can be interpreted to reflect a widening of the imbalance between antioxidants and
pro-oxidants during the aging process, as observed from elevated TBARS levels. We
argue that 3-ALA-D activity alterations found in this work stated this enzyme, such as
hemoglobin, albumin, and collagen, as a potential target for screening the physiologic

or pathologic protein oxidations caused by both diabetes and aging [Figure 4].
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TABLE 1

8-ALA-D activity reactivation index in blood, brain, liver, kidney, and spleen @

Tissues Groups

Young Control

Glucose

Sucrose

Blood 14.32+6.4 99.76 + 26.3 *
Brain  23.85+4.7 16.69 + 7.2

Kidney 80.44 +13.4 297.12+33.9%
Liver 417324 69.55 + 11.1 7

Spleen 28.23+1.8 81.68+10.4"

175.48 + 47.2 %
82.77 £ 20.5 **
1,117.5 £ 922+
92.94 + 20.4 **

112.3+11.9%

190.01 + 25.8 **

82.42 + 10.9 **
354.25 + 57.4 **
102.24 + 14.5 %

131.94 +20.9 #

& This index indicates the extent of the reactivation of 5-ALA-D activity by DTT

and is defined as: (3-ALA-D activity with DTT — 5-ALA-D activity without DTT) x 100

3-ALA-D activity with DTT.

Data are presented as percentage of basal 3-ALA-D activity, means + SEM, n= 5-9. *

P < 0.05 vs. control group, * P < 0.05 vs. young group.
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Figure 1A. Weight gain in mice fed experimental diets for 30 weeks. Results are

expressed as mean + SD for 10 animals per group. * P < 0.05 vs. control group.
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Figure 1B. Abdominal fat index (abdominal fat content / body weight ratio, mg/qg),
data are expressed as mean + SEM, n = 5-9. * P < 0.05 vs. control group; * P < 0.05

VS. young group.
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Figure 1C. Plasma glucose levels after 12 hours of fasting (mean + SEM, n = 5-9). *

P < 0.05 vs. control group; * P < 0.05 vs. young group.
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Figure 1D. Correlation between abdominal fat index and serum glucose content (n =

5-9).
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Figure 2A. TBARS content in brain. Results are expressed as mean + SEM for 5-9

animals per group. * P < 0.05 vs. control group; ¥ P < 0.05 vs. young group.
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Figure 2B. TBARS content in kidney. Results are expressed as mean + SEM for 5-9

animals per group. * P < 0.05 vs. control group; ¥ P < 0.05 vs. young group.
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Figure 2C. TBARS content in liver. Results are expressed as mean + SEM for 5-9

animals per group. ¥ P < 0.05 vs. young group.
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Figure 2D. TBARS content in spleen. Results are expressed as mean + SEM for 5-9

animals per group.
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Figure 3A. 8-ALA-D activity in blood in the absence or the presence of DTT (2
mmol/L). Data are expressed as mean + SEM for 5-9 animals per group. * P < 0.05

vs. control group; * P < 0.05 vs. young group.
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Figure 3B. 6-ALA-D activity in brain in the absence or the presence of DTT (2
mmol/L). Data are expressed as mean + SEM for 5-9 animals per group. * P < 0.05

vs. control group; # P < 0.05 vs. young group.
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Figure 3C. 8-ALA-D activity in kidney in the absence or the presence of DTT (2

mmol/L). Data are expressed as mean + SEM for 5-9 animals per group. * P < 0.05

vs. control group; * P < 0.05 vs. young group.
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Figure 3D. 86-ALA-D activity in spleen in the absence or the presence of DTT (2

mmol/L). Data are expressed as mean + SEM for 5-9 animals per group. * P < 0.05

vs. control group; # P < 0.05 vs. young group.
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HIGH-SUCROSE / HIGH-GLUCOSE INTAKE

LIPID PEROXIDATION

OBESITY INSULIN RESISTANCE
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|
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l l GLYCATION
ALAD OTHERS PROTEINS ——= m
ENZYMES OXIDATIOHN

T GLYCATION loxmmnou
HEME IMPAIRMENT
$ALA |«—— ¢ ALADINHBITION 5 — = PORPHYRIA
ANEMIA

Figure 4. High-glucose and high-sucrose intake, such as the aging process, lead to

oxidative stress, occasioning lipid peroxidation and 5-ALA-D inhibition.
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8 DISCUSSAO E CONCLUSOES

De uma forma geral, nossos modelos crénicos de resisténcia a insulina,
através da ingestao de dietas com alto teor de carboidratos ou lipidios, comprovaram
ser eficazes em elevar os niveis sanglineos de glicose em camundongos (Artigos
1, 2, 4). Estes achados estdo de acordo com os resultados encontrados por varios
autores que trabalharam com diferentes protocolos, usando roedores como modelo
animal (STORLIEN et al.,, 1986; BYRNES et al.,, 1995; HIGGINS et al., 1996;
HANSEN et al., 1998; STORLIEN et al., 2000). Além disso, a elevagao da glicemia
esteve relacionada a algum grau de aumento na PL e inibicdo da atividade da
enzima 5-ALA-D em varios tecidos analisados nos trés trabalhos (Artigos 1, 2, 4).

O mecanismo exato pelo qual a elevagéo da glicemia leva a PL em diabéticos
ainda nao esta bem claro. Porém, relatos da literatura evidenciam que a promocao
do estresse oxidativo esta ligada, fundamentalmente, a elevada concentragao de
glicose e suas possiveis reagdes no organismo (WOLFF & DEAN, 1987; HUNT et
al., 1988). De uma forma geral, a glicagdo ndo-enzimatica de proteinas e a auto-
oxidacdo da glicose tém sido postuladas como explicagdes possiveis para a relagao
entre hiperglicemia e PL.

Com relagdo a glicagdo nao-enzimatica de proteinas, existem varias
evidéncias de que a glicose é capaz de ligar-se a proteinas e que esse processo
pode levar a um aumento na producéo de radicais livres (VLASSARA et al., 1994;
MOHAMED et al.,, 1999). De fato, esse processo € capaz de gerar radicais e
oxidantes altamente reativos a partir das proteinas glicadas mesmo sob condigdes
fisiologicas (DAY et al., 1979; FU et al., 1992; CARUBELLI et al., 1994; SCHWARTZ,
1995).

A glicose também pode sofrer auto-oxidagcao formando cetaldeidos e O,", os
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quais sofrem uma série de reagdes quimicas produzindo HO* e radicais centrados
no carbono (WOLFF & DEAN, 1987; HUNT et al., 1988). Esses radicais depletam os
antioxidantes enddgenos e, posteriormente, atacam proteinas e elementos celulares
provocando dano aos tecidos (WOLFF & DEAN, 1987; HUNT et al., 1988;
MOHAMED et al., 1999).

Desta forma, a glicagédo nao-enzimatica de proteinas e a auto-oxidagdo da
glicose podem levar a um aumento na produgédo de EROs, estabelecendo a relagéo
entre hiperglicemia e PL. A formagao de EROs além da capacidade de neutralizagéo
das células poderia causar o dano oxidativo aos lipidios das membranas
(principalmente os acidos graxos poliinsaturados) nas células (JAIN, 1998), o que ja
foi demonstrado em estudos com eritrocitos in vitro (JAIN & LIM, 2001) e em
pacientes diabéticos in vivo (BROWNLEE & CERAMI, 1981; BROWNLEE, 1994).

O mecanismo molecular envolvido na inibicdo da 6-ALA-D no DM também
ainda ndo esta completamente compreendido. No entanto, tanto a glicagdo do
residuo de lisina presente no sitio ativo quanto a oxidagao dos residuos de cisteina,
essenciais para a atividade desta enzima, poderiam ser as causas principais
(MISRA, 1974; AFONSO et al., 1996; CABALLERO et. al., 1998).

A glicose pode ligar-se a enzimas como a 3-ALA-D produzindo mudancas
conformacionais, as quais prejudicam sua agao catalitica. Além disso, a glicagdo de
enzimas citosolicas, como a 8-ALA-D, poderia levar a uma producido adicional de
radicais livres. Nossos argumentos baseiam-se em dados recentes da literatura
demonstrando que a glicagdo de proteinas costuma ocorrer intracelularmente
(BROWNLEE, 1994; GUGLIUCCI & ALLARD, 1996). Certamente, a glicagdo e a
carbonilagdo de proteinas pode inativar enzimas, o que pode ter um papel
importante nos efeitos da hiperglicemia a longo prazo (MORGAN et al., 2002).

Essa tese é reforcada por dados que evidenciam uma correlagdo entre o
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aumento de hemoglobina glicada e a baixa atividade da &-ALA-D in vitro
(CABALLERO et. al., 1998). Da mesma forma, no nosso trabalho foi observada uma
correlagdo negativa entre a percentagem de HbA. e a atividade da 5-ALA-D nos
tecidos estudados (Artigo 2), sugerindo que os niveis de proteinas glicadas no
plasma poderiam ser usados como um bom indicador do nivel de glicagao
intracelular. De fato, em trabalhos anteriores a glicagdo de proteinas citosdlicas foi
fortemente associado com as proteinas glicadas no plasma durante curtos periodos
de DM experimental (GUGLIUCCI & BENDAYAN, 1995; GUGLIUCCI & ALLARD,
1996). Desta forma, acreditamos que a inibicdo da 3-ALA-D esta estreitamente
associada com a glicagao desta enzima nos tecidos estudados.

Da mesma forma, a adigdo de DTT in vitro ndo aboliu a inibigdo da 3-ALA-D
(Artigos 1 e 2), sugerindo que a hiperglicemia associada a ingestdo cronica das
dietas ricas em glicidios e lipidios pode causar glicagao da lisina do sitio ativo. Por
outro lado, esses resultados também poderiam sugerir que houve uma reducédo na
sintese enzimatica ou um aumento na sua degradagao, ou ambos (CABALLERO et
al., 1998; FERNANDEZ-CUARTERO et al., 1999).

A inativacdo da 6-ALA-D poderia resultar também de efeitos paralelos da
auto-oxidacéo da glicose envolvendo a formagado de EROs, as quais poderiam atuar
indiretamente sobre a enzima. Pois, devido a sua natureza sulfidrilica, esta enzima
pode ser inibida por um grande numero de elementos pro-oxidantes (BARBOSA et
al., 1998; FARINA et al., 2001, 2003; SOARES et al., 2003). Com efeito, em um dos
experimentos (Artigo 4), o DTT aboliu o efeito inibitério das dietas sobre a atividade
da 6-ALA-D na maioria dos tecidos estudados, sugerindo que a oxidagdo dos
residuos cisteinil da enzima poderia estar ocorrendo. Além disso, o indice de

reativacdo da 6-ALA-D observado neste trabalho (Artigo 4) foi significativamente
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elevado, indicando que a enzima foi exposta a um ambiente mais oxidativo.

Os radicais livres podem interagir diretamente com os tiois, oxidando-os a
dissulfetos (MISRA, 1974; AFONSO et al., 1996). Logo, as EROs produzidas pelos
altos niveis de glicose podem oxidar grupos tidis criticos localizados proximos ao

sitio ativo da 8-ALA-D de mamiferos (AFONSO et al., 1996), inativando esta enzima.

A inibicao da 8-ALA-D poderia também resultar em acumulagédo de 3-ALA o
que, sob condi¢des fisiologicas, pode ter efeitos pré-oxidantes (PEREIRA et al.,
1992; BECHARA et al., 1993) e pode exacerbar o estresse oxidativo causado pela
hiperglicemia. De fato, a acumulagao de 5-ALA, durante a inibicdo da 3-ALA-D por
Pb?* ou outros agentes, pode ter efeitos toxicos sobre o figado e sobre o cérebro
(BECHARA, 1996; EMANUELLI et al., 2003) e parte desses efeitos resulta da
producdo aumentada de EROs (MONTEIRO et al.,, 1991; HERMES-LIMA et al.,
1991; BECHARA et al., 1993). Assim, a acumulagado de 3-ALA poderia aumentar
ainda mais a producdo endogena de EROs, acentuando o estresse oxidativo
(ONUKI et al, 2002).

Em um dos experimentos (Artigo 4), os animais tratados durante 30 semanas
apresentaram uma atividade da 5-ALA-D reduzida e um nivel aumentado de TBARS
em relacdo aos animais mais jovens. Da mesma forma, houve um maior indice de
reativacdo para a 3-ALA-D nesses animais do que em camundongos jovens,
indicando uma maior oxidagao dos residuos cisteinil essenciais da enzima.

Tanto a glicagdo quanto a oxidagdo sao reagdes quimicas espontaneas
também implicadas nas modificagdes cumulativas de macromoléculas durante o
envelhecimento (BROWNLEE, 1994). A sobrevivéncia das células aerdbicas
depende da presenca de defesas antioxidantes suficientes para modular as
concentragcbes de EROs geradas endogenamente. Mesmo assim, um nivel basal de

macromoléculas oxidativamente danificadas tem sido detectado sob condicbes
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fisiolégicas normais, sugerindo que um certo nivel de estresse oxidativo prevalece
mesmo em animais saudaveis (VLASSARA et al., 1994). Adicionalmente, as
quantidades de macromoléculas modificadas oxidativamente estdo aumentadas em
tecidos mais velhos de diferentes espécies (STADTMAN & LEVINE, 2002). Também,
alguns investigadores tém demonstrado que o dano oxidativo aumenta com a idade
em algumas proteinas especificas, como glicose-6-fosfato desidrogenase
(AGARWAL & SOHAL, 1993), adenina nucleotidio translocase (YAN & SOHAL,
1998), aconitase (YAN et al., 1997; DAS et al., 2001), arginina cinase (YAN et al.,
1998), albumina e transferrina (JANA et al., 2002), a-cetoglutarato desidrogenase
(LUCAS & SZWEDA, 1999) e Na'K'-ATPase (CHAKRABORTY et al., 2003). Tal
acumulacao de danos oxidativos poderia ser um fator causal primario na diminuigao
das fungdes fisioldgicas associada ao envelhecimento (STADTMAN & LEVINE,
2002).

A ingestdo de dietas ricas em sacarose é um fator importante no
desenvolvimento de resisténcia a insulina, hiperglicemia e estresse oxidativo
(PAGLIASSOTTI et al.,, 1996; FAURE et al., 1997). Da mesma forma, o Cd?
perturba o metabolismo celular da glicose in vivo, induzindo ou agravando a
hiperglicemia em animais experimentais (BELL et al., 1990; HAN et al., 2003).
Assim, nés investigamos os efeitos do consumo de uma dieta rica neste acucar
aliado a um tratamento sub-agudo com Cd sobre a produgéo de TBARS, a atividade
da §-ALA-D e a atividade da Na'/K’-ATPase em varios tecidos de camundongos
(Artigo 3).

Conforme trabalhos anteriores, embora altos niveis plasmaticos e urinarios de
TBARS possam ser encontrados em ratos alimentados com dietas ricas em
sacarose, sugerindo uma produgdao aumentada dessas substancias a partir da PL in

vivo (PAGLIASSOTTI et al., 1996; FAURE et al., 1997); o prejuizo na homeostase da
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glicose e a insensibilidade a insulina que acompanham tais dietas sdo dependentes
da quantidade do carboidrato e do tempo de exposicdo a este tipo de dieta
(BERNAL et al., 1995; LOMBARDO et al., 1996). Estes autores argumentam que
estas alteragdes ocorreriam somente depois de longos periodos de ingestdo, o que
poderia justificar o fato de ndo termos observado um efeito per se da ingestdo de
sacarose sobre os parametros analisados neste experimento.

O Cd** é um poluente ambiental, que pode induzir um largo espectro de
efeitos toxicos, tais como alteragbes em proteinas sulfidrilicas, inibicdo do
metabolismo energético, altera¢des estruturais e funcionais em DNA e membranas e
dano oxidativo excessivo (SWIERGOSZ-KOWALEWSKA, 2001). A inibicdo da &-
ALA-D testicular nos grupos de animais tratados com Cd?* (Artigo 3) também
confirmou o efeito prevalente do Cd** sobre os sistemas reprodutivos in vivo, os
principais 6rgaos-alvo para a sua toxicidade (GOERING et al., 1995; SANTOS et al.,
2004).

A 5-ALA-D de mamiferos é uma metaloenzima que requer Zn?* para exercer a
atividade catalitica maxima e dados suportam a hipétese de uma competicao direta
entre metais bivalentes, como Cd** e Pb?*, e 0 Zn** presente no sitio ativo da 5-ALA-
D (TSUKAMOTO et al., 1979; SOMMER & BEYERSMANN, 1984; EMANUELLI et
al., 1998). Assim, este parece ser 0 mecanismo mais plausivel para a inibicao desta
enzima observada neste experimento (Artigo 3).

Neste trabalho (Artigo 3), houve uma importante interacao entre os efeitos da
ingestdo de sacarose e a intoxicagdo com Cd** sobre a atividade Na'/K*-ATPase,
mesmo depois de um curto periodo de consumo desse tipo de dieta. A Na'/K’-
ATPase, uma enzima sulfidrilica importante para a manutencdo de uma distribuigao
adequada de ions celulares, esta entre as enzimas que sao particularmente afetadas

por Pb** e Cd** (RAJANNA et al., 1990; CARFAGNA et al, 1996). Um dos possiveis
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mecanismos envolvidos na inibicdo induzida pelo Cd** pode ser o aumento na
degradagdo da Na'/K'-ATPase, proporcionado por um elevado dano oxidativo
(THEVENOD & FRIEDMANN, 1999).

Diferencas nas interagdes entre membranas lipidicas e proteinas também tém
sido levado em conta nas alteragbes de enzimas ligadas a membranas, induzidas
pelo Cd**. Com efeito, a acumulacdo de Cd** resulta em um decréscimo no
conteudo de componentes importantes das membranas tais como colesterol e
fosfolipidios (KATTI & SATHYANEASAN, 1984; GULATI et al., 1986). Além disso, a
composi¢cao de acidos graxos nos fosfolipidios das membranas, assim como a sua
taxa de renovacgao, sao alterados devido a uma inibicdo na biossintese dos acidos
graxos resultante da acumulagdo de Cd** (CHELOMIN & BELCHEVA, 1991).

Desta forma, a acumulacdo de Cd?* tem influéncias sobre o funcionamento
das membranas através de um disturbio no ambiente membranoso, o que poderia
ser significativamente prejudicial as enzimas ligadas as membranas, mesmo que de
forma subliminar. Acreditamos que a exposigdo concomitante ao Cd** e a sacarose
poderia causar uma situagao pré-oxidativa, o que poderia ter efeitos cumulativos
sobre a Na'/K'-ATPase, contribuindo para a inibicdo desta enzima. Entretanto,
estudos adicionais sdo necessarios para entender o(s) mecanismos(s) envolvido(s)
nos efeitos interativos desses fatores sobre a Na*/K*-ATPase.

De acordo com os resultados obtidos e apresentados nesta tese, podemos
inferir o seguinte:

e O consumo crénico de dietas com alto teor de carboidratos ou lipidios
leva a um aumento na PL (indicando uma situagdo de estresse
oxidativo) e a inibicdo da enzima &-ALA-D, fatos que atribuimos ao

desenvolvimento de hiperglicemia;

e Se a inibicdo da 3-ALA-D fosse unicamente uma consequéncia da
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oxidagdo dos seus grupos —SH, o DTT deveria reverter esta inibicéo
em todos os experimentos. Por outro lado, o DTT n&o poderia reverter
esta inibicdo, se os residuos criticos de lisina da enzima estivessem
glicados. Desta forma, acreditamos que ambos os mecanismos estédo
presentes na inibicdo desta enzima em nossos modelos;

A atividade da 6-ALA-D testicular foi significativamente inibida nos
grupos tratados com Cd?*, confirmando o efeito prevalente do Cd*
sobre este tecido in vivo. Por isso, acreditamos que a inibicado da o-
ALA-D participa, pelo menos em parte, das manifestagdes sub-agudas
da toxicidade causada pelo Cd?*. Assim, a 3-ALA-D testicular é um alvo
potencial para o Cd** e sua inibicdo poderia causar sérios danos a este
tecido, o qual é altamente dependente do metabolismo oxidativo;
Nossos dados também apontam que a exposicdo ao Cd*? associada a
um alto consumo de sacarose pode agravar a toxicidade desta metal
sobre a enzima Na'/K*-ATPase;

A tendéncia a pré-oxidagdo da enzima d5-ALA-D associada a idade
observada em varios 6rgaos pode ser interpretada como um reflexo de
um desequilibrio entre antioxidantes e pro-oxidantes durante o
processo de envelhecimento, favorecendo o estresse oxidativo;

As alteragdes na atividade da 3-ALA-D encontradas neste trabalho
colocam esta enzima, tal como hemoglobina, albumina e colageno,
como um alvo potencial para detecgdo das oxidagdes fisioldgicas ou

patoldégicas causadas tanto pelo DM quanto pelo envelhecimento.
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9 PERSPECTIVAS

Tendo em vista que os principais mecanismos moleculares relacionados com

os efeitos maléficos da hiperglicemia no DM sdo a glicagdo nao-enzimatica de

proteinas e a auto-oxidagao da glicose, poderiamos ampliar os conhecimentos nesta

area especifica de estudo a partir da concretizagdo dos seguintes objetivos:

Identificar, detalhadamente, o mecanismo envolvido nas alteracdes
sobre a atividade da 3-ALA-D encontradas neste trabalho, empregando
modelos experimentais semelhantes;

Identificar e quantificar as EROs que poderiam estar sendo produzidas
nestes modelos e poderiam estar levando a PL a inibigao da 3-ALA-D,;
Determinar se o desenvolvimento da hiperglicemia e do estresse
oxidativo associados ao DM, em nosso modelos, podem estar ligados a
uma diminuicdo na quantidade e na qualidade de antioxidantes

enzimaticos e ndo-enzimaticos de importancia fisioldgica reconhecida.

Como nossos resultados e os de muitos outros investigadores demonstram

uma participacao efetiva do estresse oxidativo no desenvolvimento e na progressao

dos danos do DM, também poderiamos investigar:

Se o desenvolvimento da hiperglicemia e do estresse oxidativo
associados ao DM, em nossos modelos, podem ser atenuados
efetivamente por alguns antioxidantes naturais como as vitaminas C e
a-tocoferol (vitamina E), associados ou individualmente;

O possivel papel protetor de antioxidantes sintéticos, como compostos
organicos de selénio, contra o desenvolvimento e a progressao do DM

nestes modelos animais.
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