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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Graduacao em Bioquimica Toxicologica
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

BIOMARCADORES SANGUINEOS DO ESTRESSE OXIDATIVO EM RATOS
NORMAIS E DIABETICOS TRATADOS COM N-ACETILCISTEINA
Autor: ANDRE VALLE DE BAIRROS
Orientadora: VERA MARIA MORSCH
Co-orientadora: SOLANGE CRISTINA GARCIA
Data e local de defesa: Santa Maria, 20 de outubro de 2009

Diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabdlica provocada pela diminuicdo da
producéo e/ou agao da insulina que induz a hiperglicemia. Isto ocasiona o aumento
do estresse oxidativo que esta relacionado a véarias patologias e, consequentemente,
aos danos celulares. Neste sentido, estudos com pré-drogas como a N-acetilcisteina
(NAC) tornam-se interessantes como uma possivel terapia medicamentosa. A NAC é
um medicamento com capacidade antioxidante além de ser precursor da glutationa
reduzida (GSH), um importante antioxidante enddgeno. Este trabalho objetivou
avaliar os niveis dos biomarcadores sanguineos do estresse oxidativo como: GSH,
malondialdeido (MDA), superéxido dismutase (SOD), catalase e glutationa
peroxidase (GPx). Além disso, avaliou-se os biomarcadores de fungao renal,
hepatica, glicemia, hemoglobina glicada (HbA1C) e a atividade da
butirilcolinesterase (BuChE) em ratos normais e diabéticos induzidos com aloxano
tratados com NAC durante 30 dias. Os grupos estudados foram (n=6):
Controle/salina; Controle/ NAC 25 mg/kg; Controle/ NAC 75 mg/kg; Diabético/ salina;
Diabético/ NAC 25 mg/kg; Diabético/ NAC 75 mg/kg. A suplementacdo de NAC nao
apresentou efeitos sobre a glicemia, HbA1C e biomarcadores de funcao renal e
hepatica em todos os grupos estudados. Os niveis de GPx, GSH, catalase e MDA
nao apresentaram diferencas estatisticas nos grupos diabéticos tratados com NAC
quando comparados ao grupo diabético/ salina. Entretanto, os niveis de SOD em
ratos diabéticos que receberam NAC foi mais elevado (p<0.05) quando comparado
ao grupo diabético/ salina. Por outro lado, os niveis de BuChE sérica diminuiram em
animais diabéticos tratados com NAC quando comparado aos ratos diabéticos/
salina (p<0,05). Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a NAC néo
alterou significativamente os biomarcadores sanglineos do estresse oxidativo.
Porém, a NAC demostrou efeito sobre as enzimas SOD e BuChE em grupos
diabéticos, 0 que indica que estas enzimas tém importante papel na DM e que séo
necessarios mais estudos para investigar a acao desta droga e sua relagdo com
SOD e BuChE nesta endocrinopatia.

Palavras chave: Diabetes Mellitus; biomarcadores sanguineos; N-acetilcisteina;
Butirilcolinesterase; Ratos.
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Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder caused by decreased production
and/or action of insulin which leads to hyperglycemia. This results in increased
oxidative stress, which is related to several pathologies and, consequently, to cell
damage. In this regard, studies investigating pro-drugs such as N-acetylcysteine
(NAC) as a possible drug therapy are important. NAC is a drug with antioxidant
capacity as well as a precursor of reduced glutathione (GSH), an important
endogenous antioxidant. This study aimed to assess the levels of blood biomarkers
of oxidative stress such as GSH, malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase
(SOD), catalase and glutathione peroxidase (GPx). In addition, we evaluated
biomarkers of renal and hepatic function, blood glucose and glycated hemoglobin
(HbA1C) and butyrylcholinesterase activity (BuChE) in healthy mice and alloxan-
induced diabetic mice treated with NAC for 30 days. The groups were (n = 6): Control
/ saline; Control / NAC 25 mg / kg; Control / NAC 75 mg / kg; Diabetic / saline;
Diabetic / NAC 25 mg / kg; Diabetic / NAC 75 mg / kg. Supplementation of NAC had
no effect on blood glucose, HbA1C and biomarkers of renal and hepatic function in
any group. The levels of GPx, GSH, catalase and MDA did not differ in the diabetic
groups treated with NAC when compared to the diabetic / saline group. However, the
levels of SOD in diabetic rats that received NAC were higher (p <0.05) when
compared to the diabetic / saline group. Moreover, the levels of serum BuChE
decreased in diabetic animals treated with NAC compared to diabetic / saline rats (p
<0.05). The results of this study demonstrate that NAC did not significantly alter
blood biomarkers of oxidative stress. However, NAC was shown to effect the
enzymes SOD and BuChE in diabetic groups, indicating that these enzymes play an
important role in DM and that further studies are needed to investigate the action of
this drug and its relationship with SOD and BuChE in this endocrinopathy.

Keyword: Diabetes Mellitus; Blood biomarkers; N-acetylcysteine;
Butyrylcholinesterase; Rats.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estao descritos sob a forma
de manuscrito, 0s quais se encontram no item manuscrito. As se¢bes Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdao e Referéncias Bibliograficas encontram-se nos
préprio manuscrito e representam a integra deste estudo.

Os itens Discussdo e Conclusées, encontrados no final da dissertagéo,
apresentam interpretacdes e comentarios gerais sobre o manuscrito contido neste
trabalho.

As Referéncias Bibliograficas referem-se somente as citacées que aparecem
nos itens Introducdo, Revisdo de Literatura, Discussdo e Conclusdes desta
Dissertacao.

O manuscrito esta estruturado de acordo com as normas da revista cientifica
ao qual foi submetida:

Manuscrito — Journal of Diabetes and lts Complications
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1. INTRODUGCAO

Nas Ultimas décadas tem se observado um aumento surpreendente na
prevaléncia de diabetes mellitus (DM). Em varios paises, as complicacdes cronicas
desta doenca estdo entre as dez principais causas de morte, inclusive no Brasil
(KOPELMAN, 2000; MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

O DM é uma desordem metabdlica de etiologia multipla oriunda da diminuicao
da secrecdo de insulina e/ou perda da capacidade deste horménio exercer
adequadamente seus efeitos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2007). O DM
tem como principal caracteristica a hiperglicemia persistente, que é responsavel por
um aumento do estresse oxidativo. O estresse oxidativo ocorre quando ha um
desequilibrio entre o sistema antioxidante e a quantidade de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e/ou de nitrogénio (ERNs) produzidas pela célula (DOMINGUEZ et
al, 1998; MARITIM, et al., 2003). Diversos mecanismos estdo envolvidos no
desenvolvimento do estresse oxidativo em situacdo de hiperglicemia, por exemplo,
auto oxidacao da glicose; glicacao de proteinas, bem como a formacao de produtos
finais de glicagdo avancada (AGEs) (O'DONNELL & FREEMAN, 2001).

O estresse oxidativo associado ao diabetes desenvolve complicacdes
neurolégicas, renais, micro e macrovasculares, que sao a principal causa da
morbidade e mortalidade na DM. Além disso, ha relatos de alteracao na atividade
colinérgica e também nos marcadores de funcao renal e hepética no estado
diabético (ABBOTT et al., 1993; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000;
KOMOSINSKA-VASSEV et al., 2005; WEST et al., 2006).

As espécies reativas produzidas em excesso nas células exercem efeitos
citotéxicos sobre fosfolipidios de membrana resultando em peroxidacédo lipidica,
oxidacao protéica e alteracbes na atividade de enzimas antioxidantes (ANANTHAN
et al., 2003; SEVEN et al., 2004). Dentre os principais antioxidantes enddgenos
temos a superéxido dismutase (SOD), a catalase, a glutationa peroxidase (GPx) e a
glutationa reduzida (GSH), sendo que estas biomoléculas fazem a detoxificacdo de
EROs e ERNs (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000). Alem disso, também ocorrem
alteracbes em outros biomarcadores do estresse oxidativo tais como proteinas
carbonilas (PCO) e malondialdeido (MDA) (MAXWELL, 1995; DOMINGUEZ et al.,
1998; FERNANDEZ et al., 1999; CAKATAY et al., 2000).
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Diante disso, terapias antioxidantes como o uso de vitaminas, fitoterapicos,
aminoacidos e/ou drogas, inclusive a N-acetilcisteina (NAC), tém sido usadas no
combate ao estresse oxidativo no DM. (RAO et al., 2001; ODETTI et al., 2003;
MARITIM et al., 2003; AL-SHAMSI et al., 2006; BARBOSA et al., 2006). A NAC é
uma droga mucolitica e precursora de L-cisteina e GSH nas células. Esta pré-droga
possui a capacidade de combater radicais hidroxila ((OH), radicais superéxido (‘Oz)
e peroxido de hidrogénio (H20.), além de ser o antidoto de escolha em intoxicagdes
por paracetamol (ARUOMA et al., 1989; TRIMARCHI et al., 2003). A NAC também
foi capaz de diminuir os niveis de MDA, restaurar GSH e aumentar a atividade das
enzimas antioxidantes em varias doencas como AIDS, cancer, nefropatias e
diabetes (KELLY, 1998; KANETO et al., 1999; COYLE et al., 2006; ODETTI et al.,
2003).

No DM, a NAC isoladamente pode diminuir as concentracbes de MDA, a
glicemia e os niveis de hemoglobina glicada em ratos diabéticos (KANETO et al.,
1999; TRIMARCHI et al, 2003). Em uma suplementacao antioxidante composta por
NAC, vitamina C e vitamina E, as disfungdes das células beta-pancreaticas puderam
ser prevenidas da toxicidade da glicose (KANETO et al., 1999). Além disso, a NAC
tem a capacidade de diminuir os niveis de glicose em determinados tecidos como
midcitos, restaurar a atividade da Mn-SOD nestas células e com isso atenuar a
disfuncdo miocardica em ratos diabéticos (FIORDALISO et al., 2004; XIA et al.,
2006). Tem sido demonstrado que a NAC diminui os niveis de uréia e creatinina
quando usada na nefropatia induzida por contraste em pacientes diabéticos (COYLE
et al., 2006) e as concentragdes de proteinas carbonilas, inibindo o desenvolvimento
de catarata em ratos diabéticos (JAIN et al., 2002). Esta droga também apresentou
um efeito neuroprotetor em relacdo a encefalopatia diabética, atenuando o estresse
oxidativo e melhorando os niveis de antioxidantes enddgenos (KAMBOJ et al.,
2008).

Porém, outros trabalhos demonstraram que a administragéo oral de NAC nao
interferiu na glicemia de ratos diabéticos e tampouco aumentou os niveis de GSH,
sugerindo que a prépria NAC combate diretamente as EROs (PIEPER &
SIEBENEICH, 1998; PATRIARCA et al., 2005). Em relacdo a concentracdo de NAC
que deve ser administrada para obter efeitos biol6gicos, pesquisas anteriores
utilizaram doses variando entre 10 a 950 mg/Kg de NAC com diferentes formas de
aplicacéo (oral e intraperitoneal). Nestes estudos verificou-se que as menores doses
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apresentavam protecao contra os radicais livres enquanto as maiores doses podem
causar efeitos apoptéticos (SPRONG et al, 1998; PEREIRA FILHO, 2002).

Neste contexto, € muito importante avaliar o uso da N-acetilcisteina como
droga antioxidante em um modelo experimental de diabetes a fim de contribuir na
terapia desta patologia principalmente no auxilio da reducao dos efeitos deletérios

decorrentes do estresse oxidativo, normalmente associado ao estado hiperglicémico.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os parametros sanguineos do estresse oxidativo, a atividade da
enzima butirilcolinesterase e biomarcadores da funcao renal e hepatica em ratos

normais e diabéticos tratados com N-acetilcisteina.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

o Avaliar os niveis de glicose e hemoglobina glicada em sangue total.
J Determinar os niveis de malondialdeido no plasma.
o Avaliar a atividade das enzimas catalase, superdxido dismutase e glutationa

peroxidase em sangue total.

o Determinar os niveis de uréia, creatinina, alanina e aspartato transaminase,

gama-glutamil transferase e butirilcolinesterase no soro.

J Avaliar os niveis de glutationa reduzida em eritrocitos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Diabetes Mellitus
3.1.1 Classificacao e etiologia

De acordo com o Comité Executivo para Diagnéstico e Classificacdo do DM
da American Diabetes Association, a classificacdo atual do DM toma como
referéncia a etiologia dos distarbios glicémicos. A grande maioria dos pacientes
diabéticos pertence a uma das duas classes etiopatogénicas: diabetes mellitus tipo 1
(DM tipo 1) e diabetes mellitus tipo 2 (DM tipo 2) (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2007).

O diabetes tipo 1 antigamente era conhecido como diabetes mellitus insulino
dependente (IDDM). Apresenta-se geralmente em criancas, adolescentes e jovens
adultos, onde ha uma auséncia de secrecao de insulina devido a uma severa ou
total destruicdo das células B pancreaticas (CNOP et al., 2005). A incidéncia desta
patologia se deve a associagado de fatores genéticos, ambientais e imunol6gicos que
sdo considerados o0s principais responsaveis pela destruicdo das células B do
pancreas e, consequentemente, pela manifestacao da doenca. Também se verificou
que infeccdes virais podem desencadear o processo auto-imune caracteristico do
DM tipo 1 (CNOP et al, 2005; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2007).

O diabetes tipo 2, que era conhecido como diabetes mellitus n&o-insulino
dependente (NIDDM) ou diabetes senil é considerado a forma mais comum da
doenca, afetando aproximadamente 90% dos diabéticos. Caracteriza-se por graus
variaveis de resisténcia tecidual a insulina e uma deficiéncia relativa na secrecao
desse hormoénio pelas células B pancreédticas, manifestando-se geralmente em
pacientes com idade superior a 40 anos e apresenta elevado componente
hereditario. Somado a isso, fatores genéticos, ambientais e obesidade contribuem
para o surgimento da DM tipo 2 (ARNER et al., 1991; GERICH,1998; AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2007). Como consequéncia, os pacientes desenvolvem
complicagdes no sistema micro e macrovascular (VERICEL, 2004).

Outro tipo de diabetes encontrado com freqiiéncia é o diabetes gestacional
caracterizado por uma diminuicdo da tolerancia a glicose. E diagnosticado durante a
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gestacéo, podendo ou nao persistir apos o parto (GANON, 2001). Ha também outros
tipos especificos de diabetes, porém menos freqlientes e que podem surgir de forma
secundaria a destruicao das células B do pancreas como defeitos genéticos das
ilhotas e na acdo da insulina, doencas do pancreas exdécrino, endocrinopatias,
infeccdes e efeito colateral de medicamentos e produtos quimicos (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2007).

3.1.2 Fisiopatologia

A maioria dos pacientes com DM manifesta uma série de disturbios a curto-
prazo como glicosuria, polifagia, polidipsia, poliliria e perda de peso, sendo
considerados sintomas classicos na populacdo diabética. Porém, a auséncia dos
mesmos € comum em muitos pacientes e ndo descarta a possibilidade de que exista
um grau de hiperglicemia suficiente para causar alteragdes funcionais ou patoldgicas
antes que o diagnostico seja estabelecido (ATKINSON & EISENBARTH, 2001).

O DM a longo prazo desenvolve complicagdes micro e macrovasculares, que
sdo a principal causa da morbidade e mortalidade em pacientes diabéticos. As
complicagdes crbnicas compreendem a nefropatia com possivel evolucado para
insuficiéncia renal, retinopatia com possibilidade de cegueira e neuropatia periférica,
com risco de Ulceras nos membros inferiores e até amputacées (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2007).

3.1.3 Epidemiologia

A Organizacado Mundial de Saude estima que existam mais de 177 milhdes de
pessoas com diabetes no mundo, e para o0 ano de 2030, as projecbes podem
alcancar os 366 milhdes (WILD, 2004). No Brasil, existem aproximadamente 11
milhées de diabéticos compreendendo cerca de 5,9% da populacéo total, do qual
10% delas sdo portadoras de diabetes do tipo 1 (FRANCO et al., 1998; MINISTERIO
DA SAUDE, 2006). Tal fenémeno epidemiolégico se deve a associacio entre fatores
genéticos (pouco conhecidos), fatores comportamentais (sedentarismo e mudanca

do habito alimentar), envelhecimento progressivo da populagdo e um aumento
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alarmante da obesidade (O'RAHILLY, 2005; PEREIRA et al., 2005; SCHWARTZ &
PORTE, 2005).

Apesar dos progressos em seu controle clinico, ainda nao foi possivel
controlar as conseqléncias letais desta patologia (THE DIABETES CONTROL AND
COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH; 1993; NORTHAM et al.,, 2006). As
conseqUéncias humanas, sociais e econbémicas sao devastadoras: 4 milhdes de
mortes por ano relativas ao diabetes e suas complicagcdes, o que representa 9% da
mortalidade mundial. No Brasil, € a sexta causa mais freqlente de internacao
hospitalar e representa aproxidamente 40% dos pacientes que internam em
Unidades Coronarianas Intensivas e 46% dos pacientes que ingressam em
tratamento de dialise. Esta sindrome é capaz de aumentar significativamente o
acidente vascular cerebral e hipertensao arterial. Além disso, o DM é considerado a
principal causa de amputacées de membros inferiores e de cegueira adquirida
devido a problemas de microvascularizacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2006)

3.1.4 Diabetes mellitus experimental

Os agentes diabetogénicos como o aloxano e estreptozotocina tem sido
utilizados em estudos experimentais para inducdo ao diabetes mellitus, pois estas
drogas tém a capacidade de reproduzirem em animais de laboratério o quadro de
alteracées metabdlicas e sinais clinicos semelhantes aos que ocorrem na doenca
naturalmente adquirida (MENDES & RAMOS, 1994). Ambos xenobidticos
caracterizam-se por seu efeito toxico seletivo as células B das ilhotas de Langerhans
do pancreas (MORDES & ROSSINI, 1981; SZKUDELSKI, 2001).

O aloxano (2,4,5,6-tetraxipirimidina; 5,6-dioxiuracil) é uma substancia
hidrofilica e instavel, onde sua meia vida em pH neutro a 37°C é de
aproximadamente 2 minutos, mas ocorre um aumento da estabilidade em baixas
temperaturas (figura 1) (LENZEN & MUNDAY, 1991). Foi inicialmente descrita por
Brugnatelli em 1818, mas Wohler e Liebig usaram o nome “aloxano” e sua sintese
através da oxidacdo do &cido Urico. Suas propriedades diabetogénicas foram
reportadas por Dunn, Sheehan e McLethie em 1943 ao administrar esta droga em
coelhos e observaram uma necrose especifica das ilhotas pancreaticas. Desde

entao, o aloxano tem sido utilizado como indutor do DM tipo 1 em modelos animais,
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pois apesar de sua instabilidade, o tempo de decomposicdo do aloxano € o
suficiente para afetar o pancreas e promover seus efeitos deletérios (LENZEN &
MUNDAY, 1991).

HM
0 | 8]
H

Figura 1. Estrutura quimica do aloxano. Adaptado de SZKUDELSKI (2001).

O aloxano exerce suas agdes diabetogénicas quando administrado de forma
parenteral: intravenosa, intraperitoneal e subcutanea. A dose de aloxano requerida
para inducao ao DM depende da espécie de animal, forma de administracéo e status
nutricional. Ja foi verificado que humanos apresentam ilhotas de Langerhans mais
resistentes ao aloxano quando comparadas as de ratos e camundongos (EIZIRIK et
al, 1994). A concentragdo desta droga quando aplicada de forma intraperitoneal
deve ser a partir de 150 mg/kg, pois abaixo deste valor ha possibilidade de néo
ocorrer a instalacao do diabetes (KATSUMATA et al., 1992).

O mecanismo de acdo do aloxano é através da repentina elevagdo na
secrecao de insulina na presenca ou auséncia de glicose. Este fenbmeno acontece
apds a aplicacdo do aloxano e nao foi observada acdo diabetogénica depois de
repetidas aplicagcdes da droga sobre as células B pancreaticas (WEAVER et al.,
1978). O aloxano atua sobre as células B do pancreas, induzindo a liberacdo macica
de insulina com posterior supressao das ilhotas de Langerhans ao responder a um
estimulo externo da glicose.

Outro aspecto importante é a formacao de espécies reativas de oxigénio
(ERQOs) através da reducao do aloxano com posterior formagao do acido dialurico
(HEIKKILA et al., 1982; LENZEN & MUNDAY, 1991). A reacéo entre aloxano e acido
dialdrico € um processo do qual forma um radical aloxano intermediario (HA") e um
composto sem identificagdo chamado “composto 305", devido a sua maxima
absorcao espectrofotométrica ocorrer no comprimento de onda 305 nm. Este agente
diabetogénico também reage com dois grupamentos —SH no sitio de ligagdo da
glicose na enzima glicoquinase, resultando na formagédo de ligagcbes dissulfeto e
inativagdo da glicoquinase (LENZEN & MIRZAIE-PETRI, 1991). Também ocorre a
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acao de radicais superdxidos (O2) que sao capazes de liberar ions férrico da
ferritina e reduzi-los a ions ferroso, processo do qual pode ocorrer também através
de radicais aloxano. Um dos alvos das EROs é o DNA das ilhotas pancreéticas que
leva a destruicdo das membranas celulares e indugdo de quebra no DNA (SAKURAI
& OGISO, 1995). Outro importante passo da acao diabetogénica do aloxano sdo os
distirbios na homeostase intracelular do calcio (Ca®**), onde foi demonstrado que
esta droga eleva a concentracdo de Ca?* livre citosélico nas células B do pancreas,
despolarizando as ilhotas de Langerhans (PARK et al., 1995).

Desta maneira, a acédo téxica do aloxano sobre as células B do pancreas
envolve diferentes processos, como a oxidacao de grupamentos —SH, inibicdo da
glicoquinase, geracao de radicais livres e distirbios na homeostase intracelular de
célcio, sendo as ultimas duas causas as principais responsaveis pela liberacao
supra fisiolégica de insulina e consequente desgaste das ilhotas de Langerhans
(KLIBER et al., 1996; SZKUDELSKI, 2001, LENZEN, 2008). A figura 1 descrita por
SZKUDELSKI, 2001 demonstra como ocorre 0 mecanismo de acao do aloxano nas
células B do pancreas:

-SH HS- -5-5-
GKa GKi

Aloxano HA. Acido dialarico

Fes+ * | Fe?+ .

* Aumento do fluxo de Ca?+ citosdlico

Elevada mobilizagao de Ca?* intracelular

» Eliminacgio limitada de Ca2?+ no citoplasma

Figura 2. Mecanismo de agao do aloxano. Adaptado de SZKUDELSKI (2001).
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Os ratos diabéticos induzidos com aloxano apresentam sintomas idénticos
aos pacientes diabéticos, pois os animais desenvolvem danos no sistema ocular,
renal, cardiaco, vascular e nervoso, constituindo assim um importante modelo para o

estudo de complicagdes agudas e cronicas do DM (BIESSEL, 2005).

3.2 N-acetilcisteina

A N-acetilcisteina (NAC) é um composto com um grupamento sulfidrilico (-SH)
qgue tem sido usado a mais de 30 anos como agente mucolitico, mas também atua
como pré-droga de cisteina. Devido a sua atividade protetora do figado, as
administragdes intravenosa e oral deste medicamento tém sido usadas em casos de
intoxicacbes por acetaminofeno (paracetamol) (GREGORY & KELLY, 1998). A NAC
€ uma doadora de grupo sulfidrila facilmente transportado para o interior das células,
onde é deacilada e aumenta o pool de tidis, primariamente, a concentragdo de
glutationa reduzida (OGA, 2003).

A NAC é um composto tidlico com férmula quimica CsHoNO3S e peso
molecular de 163,2 conforme verificado na figura 2. E uma substancia que pode ser
administrada por via oral, intravenosa e tépica (ATKURI et al., 2007). A absorcao
oral apresenta um metabolismo de primeira passagem extenso pelas células do
intestino delgado e no figado que resultam na incorporagao desta droga em cadeias
protéicas e na formacao de uma variedade de metabdlitos da NAC (De CARO et al.,
1989).

O grupamento sulfidrilico é responsavel por grande parte da atividade
metabdlica da NAC, enquanto o grupo acetil garante maior estabilidade a molécula
contra a oxidagdo. Também foi verificado que o grupo amida garante uma maior
solubilidade em agua e menor toxicidade da NAC se comparada ao aminoacido
cisteina, além de permitir a preservacado da droga no fluido gastrico, pois a maioria
dos compostos sulfidrilicos apresentam alta instabilidade nestas condi¢des
(BONANOMI & GAZZANIGA, 1980).

Apés ingestdo da droga, o pico de concentracdo plasmatica aparece em
menos de 1 hora, do qual se estima que o tempo de meia vida da NAC livre na
circulacdo seja em torno de 2 horas, sendo possivel a deteccdo da droga até 12
horas pds-administracdo (De CARO et al., 1989). Cerca de 16% de NAC é oxidada
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ao passar pelo trato gastrointestinal, enquanto outros compostos sulfidrilicos
apresentam perdas entre 75 e até 100% (BONANOMI & GAZZANIGA, 1980).
Porém, esta molécula fica intacta em torno de 4 a 10%, provavelmente devido a
ligacao dissulfito com as proteinas e desacetilagdo desta substancia na mucosa e
limen intestinal, que sdo os maiores fatores na baixa biodisponibilidade oral da NAC
(BORGSTROM et al., 1986; SJODIN et al.,, 1989). Ja foi verificado que a
administracdao oral e intravenosa de NAC aumenta o pool de tibdis no plasma
humano. Isto se deve a facilidade de transporte da NAC para o interior das células,
onde € deacilada e converte-se em cisteina. Consequentemente ocorre um aumento
do pool de tidis na circulacao, entre eles a glutationa reduzida e também em outros
compostos, os quais a cisteina e o sulfito inorganico sdo os metabdlitos mais
abundantes (De CARO et al., 1989; OGA, 2003).

Diante das complicacbes ocasionadas pelo metabolismo de primeira
passagem ocorrida pela administracdo oral, a via intravenosa se faz necessaria em
certas situacbes como em intoxicacbes agudas por paracetamol ou desobstrucéao
das vias aéreas em crises asmaticas agudas (OGA, 2003; OLIVEIRA et al., 2002).
Esta via de aplicacdo permite um rapido aumento transitério de NAC no plasma a
altos niveis, com posterior decréscimo apds aplicacdo. Porém, desta forma o
farmaco pode causar alguns efeitos adversos, como reacdes anafilaticas, urticéria,
vémitos e até hipotensao (ATKURI et al., 2007).

HS —CH,— CH—COOH

|
NH— CO— CH,

Figura 3. Estrutura quimica da N-acetilcisteina (http://www.benbest.com/nutrceut/NAC.jpg)

A NAC é considerada uma pré-droga, fornecedora de grupamento -SH,
servindo como fonte para restaurar os niveis de cisteina e GSH. Isto ocorre devido a
sua habilidade em reduzir a cistina extracelular em cisteina e/ou por ser uma fonte
de grupos —SH, estimulando o sistema glutationa e suas enzimas, principalmente a
glutationa-S-transferase para sintese da glutationa reduzida (GSH) tanto in vitro
quanto in vivo (ISSELS et al., 1988; De VRIES & FLORA, 1993).

A NAC também tem atividade direta contra radicais livres como o &cido
hipocloroso, radicais hidroxila e perdxido de hidrogénio devido ao grupo sufidrilico
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presente em sua estrutura quimica (ARUOMA et al., 1989). Porém, ja foi verificado
que a atividade de enzimas antioxidantes endégenas como a SOD, catalase e GPx
apresentam uma maior capacidade de varredura de radicais livres se comparado a
acao direta de NAC (BONANOMI & GAZZANIGA, 1980; ATKURI et al., 2007).
Embora a NAC nao afete a concentracéo de citocromo P-450 microssomais
de figado e pulmdes, ela estimula as atividades das enzimas citosdlicas envolvidas
na reducdo de NADP (glicose-6-fosfato desidrogenase, 6-fosfogliconato
desidrogenase), na reducdao da glutationa (GSSG-redutase), na desintoxicacido
redutiva de xenobidticos e também é capaz de aumentar a guanosina ciclica
monofosfato (DEVLIN et al., 1997; GREGORY & KELLY, 1998). Além disso, a NAC
reduz a ativacdo do fator transcripcional nuclear-kB (NF-kB) por bloqueio das
moléculas de adesao vascular (V-CAM 1) das células endoteliais regulando a
atividade de expressao de varios genes (ARUOMA et al., 1989; WARDLE, 2005).
Somando-se a isso, esta droga promove o decréscimo da producdo de citocinas e
do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa) com a diminuicdo do estresse oxidativo
e/ou aumento da SOD (DEVLIN et al., 1997; KIM et al., 2000; CHEN et al., 2007).

3.2.1 Uso terapéutico da N-acetilcisteina

A N-acetilcisteina tem sido usada como agente mucolitico e em casos de
intoxicagdes agudas por acetominofeno (GREGORY & KELLY, 1998; OGA, 2003).
Porém, varios estudos demonstram que esta droga pode ser utilizada para outras
aplicacoes clinicas, como a sua utilizacdo em pacientes com doencas pulmonares,
HIV, cancer, problemas cardiovasculares, nefropatia induzida por contraste,
hemodialisados e intoxicacdes por metais pesados (GREGORY & KELLY, 1998;
ATKURI et al., 2007; KELLY et al., 2008).

A NAC é um medicamento de ampla utilidade clinica, conhecido por sua agao
mucolitica ao quebrar as ligacdes peptidicas das proteinas que constituem o muco,
fazendo com que ele seja menos viscoso e assim mais facilmente eliminado das vias
areas. Esta droga também estimula a producdo do fator surfactante dos
pneumdécitos tipo Il, auxiliando na respiragdo do individuo (GREGORY & KELLY,
1998). Além disso, a NAC apresenta efeito protetivo sobre os pulmdes, pois é capaz
de aumentar as concentracdes de GSH nos granuldcitos pulmonares (LAURENT et
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al., 1996). No tratamento do HIV, o uso da NAC permitiu um aumento dos niveis de
GSH nos eritrdcitos e linfécitos desses pacientes, além de elevar a capacidade de
defesa das células T contra agentes virais (SPADA et al., 2002).

No tratamento do cancer, a NAC ainda se apresenta em fase preliminar. Foi
demonstrado que esta droga é capaz de bloquear danos deletérios no DNA, pois
apresenta atividade antimutagénica direta e também atua de forma indireta ao
combater as EROs. Outro fato € que a NAC pode diminuir a incidéncia de cancer
intestinal, inibir a angiogénese, além de reduzir a carcinogénese causada pelo fumo.
Também promove a inducédo da apoptose seletiva de células com transformacdes,
interferindo no ciclo da célula e tem efeitos antiinvasivos e antimetastaticos (De
FLORA et al., 1986).

Em relacdo a problemas cardiovasculares, a NAC parece ter impactos
positivos sobre complicagdes dessa natureza. Além de afetar positivamente as
lipoproteinas séricas (diminuicdo do colesterol total e LDL), também €& capaz de
diminuir as concentracdes de homocisteina, um fator de risco ao infarto agudo do
miocardio, e ainda garante protecao contra a isquemia e reperfusdo (GREGORY &
KELLY, 1998; GIORNO et al., 2006).

A NAC demonstrou redugdo da disfuncdo endotelial, inflamacao, fibrose e
diminuir a lesdo provocada pelo tempo de isquemia do enxerto e os niveis de MDA
em pacientes renais crénicos, com apresentagcao de melhora clinica consideravel
(MASSY & N-GUVEN, 2002; VAZIRI et al., 2002). Outra conseqiéncia é a
capacidade desta droga em diminuir a nefropatia induzida por contraste, com
diminui¢cdo acentuada dos valores de creatinina sérica e albuminuria (COYLE et al.,
2006; LEVIN et al., 2006). Entretanto, ha estudos que indicam que esta substancia
nao possui atividade biolégica sobre pacientes com doenca renal crbnica, pois nao
houve mudancas significativas sobre outros parametros renais, como uréia e
cistatina C (MAINRA et al., 2007; LOGNARD et al., 2008).

Em relacao as intoxicacoes por metais pesados, a NAC apresenta resultados
positivos na terapia contra esses agentes. Isto se deve ao seu grupamento
sulfidrilico, ao qual se liga aos metais pesados promovendo complexos, evitando
que estes xenobi6ticos se acumulem no organismo e atuem diretamente nos
sistemas celulares causando danos oxidativos (BENITE et al., 2007). Em nivel de
comparacao, a capacidade de quelacao da NAC apresentou uma efetividade maior
em ligar-se aos metais pesados do que EDTA. Além disso, chumbo e mercurio
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complexados com NAC obtiveram um aumento da excregdo urinaria desses
xenobibticos e, consequentemente, diminuicdo da concentracdo destes agentes
téxicos na circulacao e tecidos (BANNER et al., 1986; ROONEY, 2007).

Porém, ha estudos que demonstram que a autoxidacdo dos grupos
sulfidrilicos podem aumentar a producao de radicais superéxidos (O2’) e peréxido de
hidrogénio (H2O2) (MUNDAY, 1989). Diante disso, verificou-se que a cisteina € o
Unico aminoacido que sofre oxidacao do radical superéxido (O2) (BARREIROS et
al., 2006). Os estudos realizados in vitro e in vivo demonstraram que a NAC na
presenca de metais de transicdo como o Fe®*" na presenca de superéxido (Oy),
sofre uma redugdo catalitica para Fe?*. O fon ferroso na presenca de H,O, sofre
uma oxidacédo e isto favorece a geracao de radicais hidroxila e assim apresentando
efeitos pro-oxidantes. Este processo biolégico é conhecido como Reacdo de Fenton
(figura 3), do qual é processado em dois tempos e requer ions ferro. (SPRONG et
al., 1998; SAGRISTA et al., 2002).

0, +Fe**t — 0, + Fe?*
H,0, + Fe®* ——— Fe®*+ OH™ + OH*
Figura 4. Reacéo de Fenton (http://www.geocities.com/bioquimicaplicada/Radicaislivres.htm)

Outro fato consideravel é a capacidade da NAC em aumentar os niveis de
metemoglobina, além de potencializar agentes metemoglobinizantes como anilina e
dapsona. Isto se deve a capacidade desta droga em regenerar a N-hidroxilamina
enquando promove a regeneragcdao da GSH, pois a N-hidroxilamina promove a
oxidacao da oxiemoglobina, e este ciclo sé termina quando a GSH eritrocitaria
estiver quase depletada. Enquanto houver doacdo de grupos sulfidrilicos oriundos
da NAC, a formagdo de metemoglobina continua em andamento nos eritrécitos
(MORAES et al., 2008). Recentes observacoes de possiveis mudancas estruturais
provocados pela NAC no DNA sugerem cuidado no uso clinico e instiga maiores
investigagbes em termos de toxicidade (ZAFARULLAH et al., 2003).

3.2.2 N-acetilcisteina na terapia do diabetes mellitus
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O diabetes mellitus € uma doenca que apresenta complicacées decorrentes
do aumento do estresse oxidativo. O uso da NAC nesta patologia ja foi descrita na
literatura em humanos (LAZAROVA et al., 2004) e animais (PIEPER &
SIEBENEICH, 1998; KANETO et al., 1999; HABER et al., 2003; ODETTI et al., 2003;
ROCHA et al., 2005; GUO et al., 2007) como uma alternativa de terapia antioxidante.

A maioria dos estudos relacionados a terapia com NAC propde a diminuicao
da hiperglicemia e consequentemente do estresse oxidativo. Pesquisas anteriores
demonstraram efeitos positivos sobre a glicemia e também nos niveis dos
biomarcadores do estresse oxidativo em experimentos com animais (KANETO et al.,
1999; HABER et al., 2003; ODETTI et al., 2003; GUO et al., 2007). Entretanto, a
diminuicao da hiperglicemia e hemoglobina glicada desta doencga apos tratamento
com NAC ndo significa que houve reais efeitos positivos sobre o organismo nestas
condicoes (KANETO et al., 1999; ODETTI et al., 2003).

Contudo, a terapia com NAC demonstrou diminuigdo dos valores de MDA,
proteinas carbonilas, 4-hidroxinonenal em ratos (ODETTI et al., 2003; HABER et al.,
2003). Esta droga também foi capaz de atuar sobre as AGEs e produtos de oxidacao
protéica avancados (AOPPs), diminuindo a acumulacdo destes metabdlitos e
consequentemente os danos deletérios ao organismo diabético (ODETTI et al.,
2003; LAZAROVA et al., 2004).

A queda dos valores de determinados biomarcadores do estresse oxidativo
deve-se também a um aumento das defesas antioxidantes endbgenas (enzimas
antioxidantes e GSH) apo6s tratamento com NAC é muito bem descrito por varios
autores (KANETO et al., 1999; GUO et al., 2007; KAMBOJ et al., 2008). Porém, ha
autores que relatam que a NAC ndo aumenta a sintese de GSH em diabéticos, mas
verificou-se que os efeitos benéficos desta prd-droga deve-se a sua capacidade de
varredura de radicais livres, ou seja, acdo direta desta droga contra as EROs
(URATA et al., 1996; PATRIARCA et al., 2005).

Outro fato referente a NAC é sua atividade antiinflamatéria, pois estudos
indicam que esta droga suprime a produgdo de citocinas inflamatérias, o fator
tumoral nuclear-alfa (TNF-alfa), o fator transcripcional nuclear—kB (NF-kB) e o
sistema PAI-1 em modelos animais baseado na resposta biol6gica, do qual ocorre
um aumento das enzimas antioxidantes, dos niveis de GSH e a diminuicdo da
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glicemia (HO et al., 1999; KIM et al., 2000; LIN et al, 2005; GUO et al., 2007; CHEN
et al., 2007).

3.3 Radicais livres e espécies reativas

Os radicais livres (RLs) sdo agentes oxidantes caracterizados como espécies
atdmicas ou moleculares que possuem um ou mais elétrons desemparelhados na
sua Orbita externa, tornando-as espécies altamente reativas que agem como
eletréfilos (GILLHAN et al., 1997).

Dentre os oxidantes mais importantes envolvidos em processos patoldgicos
estdo as espécies reativas de oxigénio (EROs) e as de nitrogénio (ERNs). As
principais EROs distribuem-se em dois grupos, as radicalares: superoxido (‘Oy),
hidroxila (OH") peroxila (ROQO) e alcoxila (RO); e as nao-radicalares: oxigénio
singlete ('O»), o peréxido de hidrogénio (H>O2) e o &cido hipocloroso (HOCI). Dentre
as ERNs incluem-se o 6xido nitrico (NO’), o 6xido nitroso e o peroxinitrito (HNOQO),
dentre outros (GILLHAM et al., 1997; SIES, 1997). A maioria destes compostos
apresenta tempo de vida médio muito curto, como pode ser observado na tabela 1.

Tabela 1. Espécies reativas de oxigénio e suas meias-vidas, em segundos. Adaptado de JORDAO
JR. et al (1998).

Espécie Reativa de Oxigénio Meia-vida (segundos)
HO Radical Hidroxila 10~°
HOO Radical Hidroperoxila 1078
RO Radical Alcoxila 107°
ROO Radical Peroxila 7
ONOO Peroxinitrito 0,05 -1
H.0» Peroxido de Hidrogénio Variavel
O Radical Superéxido Variavel
02 Oxigénio Singleto 10
NO Radical Oxido Nitrico 1-10
HOCI Acido Hipocloroso Estavel

Obs: R é um lipidio, por exemplo, o linoleato.
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As espécies reativas podem ser formadas no organismo de diversos modos.
Durante a fosforilagdo oxidativa, mecanismo usado pelas células para produzir
energia quimica (ATP), parte dos elétrons é transferida para o oxigénio, dando
origem ao radical anion superéxido (‘O2) (JUNQUEIRA & RAMOS, 2005). Na tabela
2 € demonstrado a formacéao das principais EROs existentes no organismo a partir
do oxigénio molecular. Eles podem ainda ser produzidos durante a oxidagdao de
acidos graxos, reacdes do citocromo P4so e de células fagociticas, entre outros.
Algumas enzimas também sao capazes de gerar EROs, sob condicbes normais ou
patologicas. Fontes exdégenas como tabaco, radiagées, luz ultravioleta, solventes e
alguns farmacos, dentre outros, também geram EROs (BIESALSKI, 2002).

Em condicdes fisioldgicas normais, as EROs podem desempenhar importante
papel fisioldgico na regulacdo da resposta imunolégica, participando do processo
fagocitico de defesa contra infeccoes e atuando como fatores de transcricdo na
sinalizagao intracelular, induzindo a apoptose (HALLIWELL, 1994; BIESALSKI,
2002). No entanto, o aumento na sua producdo e/ou a redug¢do na sua eliminacéao
gera um desequilibrio fisiolégico, caracterizando o estresse oxidativo (FINKEL e
HOLBROOK, 2000; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000; JUNQUEIRA & RAMOS,
2005).

O, + & [—— | O, » Radical superéxido

0, + H,0 [—|HO,.- + OH|—— Radical hidroperoxil

HO, + & + H|—| H,0, | Peroxido de hidrogénio

Radical hidroxila

H,0, + e |—|OH +OH

Figura 5. Formacao das espécies reativas de oxigénio, a partir do oxigénio molecular, com sucessivas

transferéncias de elétrons. (http://biobioradicais.blogspot.com/2008/11/produo-de-radicais-livres.html).
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3.4 Estresse oxidativo no diabetes mellitus

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre os niveis de
oxidantes e antioxidantes no organismo, causado pela excessiva producdo de
oxidantes ou deplecao dos niveis de antioxidantes (MORENA et al., 2002;
MCGRATH et al., 1995). O somatério de danos oxidativos relacionados ao
desequilibrio do sistema antioxidante pode levar a diversos danos celulares,
desencadeando alteracbes progressivas em proteinas, lipidios, acucares e DNA
reduzindo a capacidade funcional e aumentando os riscos de doencas (BERR, 1998;
FINKEL e HOLBROOK, 2000).

A hiperglicemia persistente promove um aumento da formacdo de radicais
livres, principalmente EROs. Somando-se a isso, ha a diminuicdo das defesas
antioxidantes que leva a um desequilibrio entre substancias oxidantes e
antioxidantes em nivel celular. A existéncia desta situacdo, denominada estresse
oxidativo, foi sugerida a partir do acumulo de lesdes oxidativas na estrutura e na
funcdo da mitocondria, sendo considerado uma chave mediadora no
desenvolvimento e progressao do diabetes mellitus (ALMADA FILHO, 2002;
MARITIM et al., 2003; KOMOSINSKA-VASSEV et al., 2005).

O estresse oxidativo no DM esta associado a mudancas celulares em curtos
periodos de hiperglicemia em casos agudos, causando mudangas no metabolismo
celular. Entretanto, a exposicdo as altas taxas de glicose sanguinea promove
alteracées cumulativas ao longo da existéncia em macromoléculas. Existem quatro
vias metabdlicas chaves que através do estresse oxidativo sdo os maiores
contribuintes para o dano celular causado por esta endocrinopatia: 1) aumento do
fluxo de polidis; 2) aumento da formacao de produtos de glicacdo avancada (AGEs);
3) ativacao de isoformas da proteina C quinase (PKC); 4) aumento do fluxo de
hexaminase (BROWNLEE, 2001; ROBERTSON, 2004; ROLO e PALMEIRA, 2006).

A hiperglicemia permite a converséo de glicose em sorbitol pela via de polidis
juntamente com diminuicAdo do NADPH e GSH. Posteriormente, o sorbitol é
metabolizado a frutose pela sorbitol desidrogenase e dessa forma aumenta a razao
NADH/NAD*. O aumento do diacilglicerol (DAG) ativa a proteina C quinase,
responsavel por varias patologias derivadas das complicacées do DM (BROWNLEE,
2001). Este excesso de glicose circulante pode reagir com um grupo amino (-NH)
livre para formar a base de Schiff, uma molécula rapida e reversivel que origina o
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produto de Amadori. Esta estrutura tende a se acumular em proteinas, iniciando o
processo de glicacdo avancada (AGEs) (BROWNLEE, 2001).

A via de biossintese da hexosamina é uma via adicional do metabolismo da
glicose que pode mediar algum dos efeitos toxicos da glicose (BROWNLEE, 2001).
Em condigdes metabdlicas normais, 2-5% da glicose entra nas células através da via
hexosamina com a conversao da frutose-6-fosfato em glicosamina-6-fosfato gracas
a enzima frutose-6-fosfato amidotransferase (JAMES et al., 2002). O produto final
desta via, UDP-N-acetilglicosamina, é o substrato para a glicosilacdo dos
importantes fatores intracelulares incluindo fatores de transcricdo, afetando a
expressdao de muitos genes inclusive inibidores da ativacdo de plasminogénio-1
(PAI-1) e a geragdo de complicacbes microvasculares da DM conforme é
demonstrado os passos da inducao de EROs na figura 5 (GOLDBERG, et al., 2002).
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Figura 6. Hiperglicemia induz geracdo de EROs e consequentemente ativagdo das principais vias
patolégicas ( papel direto; ------- papel indireto). Adaptado de ROLO & PALMEIRA (2006)

A hiperglicemia promove o aumento das EROs concomitantemente com a

elevacao do potencial da membrana mitocondrial. Esse processo leva a uma
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diminuicao do estado de fosforilagdo do receptor de insulina e consequentemente ha

uma queda da sensibilidade do receptor de insulina (LIN et al., 2005). Outro aspecto

evidenciado no DM é que o aumento das EROs promove uma resposta dos fatores

de inflamacdo e da producdo de citocinas através da inducdo transcripcional dos
fatores pré-inflamatérios (LIN et al., 2005; GUO et al., 2007).

Deste modo, o estresse oxidativo sistémico encontra-se

intimamente

relacionado ao progresso do diabetes, onde o envolvimento das EROs tem um papel

fundamental

no desenvolvimento das patologias micro e macrovasculares

decorrentes desta doenga nos casos crénicos como demonstrado na figura 6 (THE
DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP, 1993;
PACHER & SZABO, 2005).

Hiperglicemia

!

Via Poliol
RN
¥ '
| NADPH Ativagio da
Proteina
quinase C
(PKC) |

' Glutationa
Catalase

' Superdxido
dismutase

Li

L

Auto-oxidagao
da glicose

Estresse oxidativo

Glicagao protéica
(produtos finais de glicagéo
na&o-enzimatica - AGEs)

Oxidagao LDL|”
-

! Relagdo O,/ NO

_| Formagéo de peroxinitrito

-

| NO-dependente
Vaso dilatagao

-,

! "

t PAI-1

h 4

™,
s

"

Figura 7. A

(http://3.bp.blogspot.com/_XHLtDwII4gA/Sk9Tpt_BVI/AAAAAAAAAXc/3wkKHYxRz8g/s400.gif)

3.5 Antioxidantes

| Ativagdo da coagulagio

hiperglicemia

persistente

e

L
Ativacao de
macréfagos

* Permeabilidade
endotelial {albumina)

- - r
Expressao de moléculas
de aderéncia para
leucécitos e plaquetas

seus efeitos

fisiologicos.

35



Por definicdo, uma substancia antioxidante é aquela capaz de diminuir ou
inibir a oxidagdo mesmo presente em baixas concentragcdes em relacdo a seu
substrato. Desta forma, estes compostos protegem os sistemas biol6gicos contra os
efeitos deletérios dos processos ou das reacbes que levam a oxidacdo de
macromoléculas ou estruturas celulares. Dessa forma, os antioxidantes podem,
teoricamente, prolongar a fase de iniciagdo ou entdo inibir a fase de propagacéo,
mas ndo podem prevenir completamente a oxidacdo (JORDAO JR. et al., 1998;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000; BARREIROS et al., 2006).

Para a protecdo dos danos deletérios causados pelo estresse oxidativo, o
organismo dispde de um elaborado sistema de defesa contra radicais livres. Para
uma melhor distingdo entre os varios tipos de antioxidantes, essas biomoléculas sao
classificadas conforme a sua estrutura em enziméaticos e nao-enzimaticos (URSO &
CLARKSON, 2003).

3.5.1 Sistema Enzimatico

O sistema enzimatico é a primeira linha de defesa antioxidante, evitando o
acumulo do anion radical superéxido e do peréxido de hidrogénio. E formado por
diversas enzimas, destacando-se a glutationa peroxidase (GPx); catalase (CAT); e
superdxido dismutase (SOD) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000; BELLO, 2002).
Desta forma, o sistema antioxidante enzimatico diminui as EROs e,

consequentemente a oxidacao de estruturas bioldgicas.

3.5.1.1 Superoéxido dismutase (SOD)

A SOD faz parte de um grupo de metaloenzimas abundantes em células
aerdbias e é das mais importantes enzimas antioxidantes. Por ser o primeiro grupo
enzimatico no combate aos radicais livres, cabe a ela a dismutacdo do radical
superoxido a perdxido de hidrogénio (figura 7). O H.O. é menos reativo e pode ser
degradado por outras enzimas, como catalase ou glutationa peroxidase, do qual é
uma reacao normal em pH fisiolégico, porém muito acelerada na presenca dessa
enzima (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000).
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Esta enzima pode ocorrer de trés formas, dependendo do metal associado a
mesma: cobre e zinco no citoplasma dos eucariontes, manganés na matriz
mitocondrial e ferro em bactérias (FRIDOVICH, 1998). O papel benéfico e protetor
da SOD vem sendo demonstrado numa variedade de patologias tanto clinicas
quanto pré-clinicas (MAXWELL, 1995).

A literatura referente sobre as atividades das enzimas antioxidantes SOD,
catalase e GPx no diabetes mellitus, apresenta contradi¢cdes. A atividade da SOD na
DM ja foi relatada diminuida (KESAVULU et al., 2000; RAMAKRISHNA &
JAILKHANI, 2007), inalterada (TELCI et al., 2000) e até aumentada (MARTIN-
GALLAN et al., 2003). Tem sido sugerido que a atividade de SOD decresce
conforme a evolucado da DM, sendo que no inicio da doenca esta enzima apresenta-
se elevada e que seus niveis diminuem gradativamente conforme o progresso da
DM devido a uma glicagdo ndao-enzimatica que predomina sobre a SOD (ARAI et al.,
1987; DOMINGUEZ et al., 1998).

3.5.1.2 Catalase (CAT)

A catalase é uma ferrihemoenzima cujo sitio ativo contém um grupo heme, do
qual sua fungao principal é dismutar peréxido de hidrogénio formando agua e
oxigénio molecular (figura 7) (FRIDOVICH, 1998). Em animais, a catalase esta
presente em todos os érgaos vitais do corpo, principalmente no figado, o qual possui
uma concentracao de peroxido de hidrogénio ligeiramente baixa (INOUE, 1994).

Sua localizacdo estd nos peroxissomas, tendo por isto acdo diminuida em
6rgdos como o coragao, pulma@o e o cérebro, que possuem poucos peroxissomas.
Nestes 6rgdos a acao antioxidante desta enzima ocorre quando os radicais livres
atingem a corrente sanglinea, através da catalase eritrocitaria.

Seguindo esta linha de raciocinio, a atividade de catalase pode apresentar-se
diminuida (SELVAM & ANURADHA; 1988; RAMAKRISHNA & JAILKHANI, 2007),
inalterada (POONAM et al.,, 1997) e aumentada (KESAVULU et al.,, 2000). A
diminuicdo da catalase sugere um acréscimo de peroxido de hidrogénio, e
geralmente e ocorre em um estado de diabetes mais avancado (RAMAKRISHNA &
JAILKHANI, 2007). Os niveis de catalase podem ser inalterados ou maiores no

estado diabético, mas alguns autores indicam que o aumento de peroxido de
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hidrogénio é o responsavel por esta maior atividade da enzima na tentativa de
diminuir os danos oxidativos causados por esta ERO (KESAVULU et al., 2000).

3.5.1.3 Glutationa peroxidase (GPx)

A glutationa peroxidase (GPx) é uma selenoenzima (utiliza selénio como co-
fator), cuja acao é baseada na oxidacdo da glutiona (GSH), ao dissulfeto
correspondente (GSSH) (figura 7) (FRIDOVICH, 1998). Também é capaz de
desintoxicacao do H>O,, localizada no citoplasma e na matriz mitocondrial. Sua acao
ocorre através da reducdo do H.O. e de hidropeptideos organicos através da
utilizacdo da glutationa reduzida (GSH), um tripeptideo composto de acido a-
glutamico, cisteina e glicina.

Assim a GSH atua como um co-substrato, de maneira que doa dois
hidrogénios dos seus grupamentos sulfidrilas para os peréxidos, transformando-os
em alcool e agua. A glutationa oxidada ou dissulfeto (GSSG) formada é regenerada
para GSH através da glutationa redutase (GR) com transferéncia de elétron do
NADPH. A atividade da GPx pode ser promovida pela suplementacao dietética com
selénio (MAXWELL, 1995) e seus principais locais de acao sao figado e eritrocitos,
podendo ocorrer também no coracéo, pulmodes e musculos.

Da mesma maneira que as outras enzimas antioxidantes citadas, a atividade
da GPx apresenta valores diminuidos (RAMAKRISHNA & JAILKHANI, 2007;
KAMBOJ et al., 2008), inalterados (FAURE et al, 1995) e aumentados (NDAHIMANA
et al, 1996). A diminuicdo da GPx ocorre devido a um aumento de peréxido de
hidrogénio decorrente de um estado de diabetes mais avangado. Na tentativa de
desintoxicacao do peroxido de hidrogénio, ha o decréscimo da enzima e uma das
consequéncias deste decréscimo é a baixa concentracdo de GSH, pois esta enzima
esta relacionada com a regeneracao da GSH (RAMAKRISHNA & JAILKHANI, 2007;
KAMBOJ et al., 2008). Os valores inalterados e aumentados de GPx apresentam as

mesmas justificativas encontradas pelas demais enzimas antioxidantes.
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Figura 8. Enzimas antioxidantes. Adaptado de VASCONCELOS et al (2007)

3.5.2 Sistema Nao Enzimatico

Compreende os antioxidantes hidrofilicos (GSH, vitamina C, inddis e catecéis)
e lipofilicos (bioflavonas, vitamina E e carotendides). A GSH é o principal
antioxidante nao-enzimatico enddégeno e pode ser encontrada em varios tecidos
biolégicos, sendo que no sangue, 99,5% da GSH é intra-eritrocitaria. Sua funcao
antioxidante se da pela capacidade de ser um doador imediato de elétrons para
neutralizar H>O, e lipoperdxidos, e também pela capacidade de sequestrar EROs e
ERNs (NOZAL et al.,1997; HALLIWELL & GUTERIDGE, 2000).

3.5.2.1 Glutationa reduzida (GSH)

A glutationa € um tripeptideo, L-y-glutamil-L-cistenil-glicina. Além de ser o
principal tiol ndo-protéico intracelular livre, encontrado em varios tecidos bioldgicos e
€ considerado o principal antioxidante enddégeno (NOZAL et al., 1997). Sua
capacidade redutora é determinada pelo grupamento —SH, presente em sua
molécula (figura 8).
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Dentre outras funcdes fisiologicas, ela é seqlestradora de radicais livres
(NOZAL et al., 1997), detoxificando metabdlitos eletrofilicos, ndo somente como
doador imediato de elétrons para neutralizar o H-O» e lipoperéxidos, mas também
como um sequestrador de RLs de oxigénio e nitrogénio (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2000). Além disso, ela atua na manutencdo do equilibrio tidlico e
prevencao da oxidacdo de grupos sulfidrila e também na promog¢do de um
reservatério para cisteina, modulacdo de um processo celular da sintese de DNA e
funcédo imune (DERESZ et al., 2007). No sangue, 99,5% da glutationa se encontra
no interior dos eritrécitos e uma pequena quantidade esta associada as membranas
destes (GARCIA et al.,, 2008). A GSH ¢é a forma mais abundante, embora a
glutationa se apresente em varias formas: reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e ligada
as proteinas (PSSG) (NOZAL et al, 1997). A figura 9 demonstra o sistema glutationa
e a interconversao nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) e o papel
das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR).

NADP+ ‘ ’ 2 GSH o ROCH

, Glutationa peroxidase
Glutationa redutase Selénio

NADPH + H¢ A GSSG / * ROH + H,0

Figura 10. Sistema antioxidante da glutationa e suas enzimas envolvidas. Adaptado de SIES et al
(1997).
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O ndcleo do residuo cistenilglicina da glutationa esta envolvido na sua funcéo
como antioxidante, mais especificamente como um redutor intracelular, sendo
capaz, por exemplo, de reagir com um elétron ndo pareado de um radical livre,
formando um radical GS’, que produz, por dimerizagdo, o GSSG (glutationa
oxidada). A reducéao de H.O, e perdxidos organicos a seus alcoois correspondentes
com a conversdao de GSH em GSSG é catalisada pela enzima GSH-Px dependendo
essencialmente da presenca de selénio. A GSSG é, entdo, reduzida pela GR,
regenerando o GSH, num processo a custa de NADPH (JORDAO JR. et al., 1998).

A GSH é sintetizada no citosol das células de mamiferos, e para que ocorra a
sintese deve haver disponibilidade de cisteina, 0 aminoacido sulfuroso precursor e a
enzima y-glutamilcisteina sintetase. O figado, 6rgdo que possui a maior quantidade
de glutationa, € responsavel pela sua biossintese, convertendo o aminoacido
metionina em cisteina (DERESZ et al., 2007). A glutationa pode ser regenerada pela
administracdo de outros grupamentos tidlicos como a N-acetilcisteina (NAC)
(ARUOMA et al., 1989).

A GSH eritrocitaria é um antioxidante enddgeno considerado o principal
composto sulfidrilico em processos redox capaz de atacar radicais livres que ocorre
durante os mais diversos processos bioquimicos (NOZAL et al.,, 1997). Ha um
consenso que no estado diabético ocorre uma progressiva deplecdo da glutationa
reduzida (GSH), aumentando os valores da glutationa oxidada (GSSG) e com isso
favorecendo a razao GSH/GSSG (DOMINGUEZ et al 1998; TELCI et al, 2000;
MARITIM et al, 2003; PATRIARCA et al., 2005; VALKO et al., 2007; KAMBOJ et al,
2008).

A oxidagédo da GSH no DM ocorre devido a uma menor capacidade de sintese
deste antioxidante e consequentemente menores niveis do mesmo (URATA et al.,
1996). Também ha o excesso de radicais livres formados nesta patologia e a
tentativa de desintoxicacdo das EROs, principalmente dos radicais hidroxila, através
da acdo da GSH para formacao de agua e produtos atdxicos para o organismo
(DOMINGUEZ et al., 1998; PATRIARCA et al., 2005).

3.6 Biomarcadores do estresse oxidativo
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Os radicais livres produzidos pelo metabolismo oxidativo tém uma alta
reatividade, e uma meia-vida curta (JORDAO JR. et al., 1998; VOSS & SIEMS,
2006). Por esse motivo, sua determinacgéo in vivo nao é viavel. Em contrapartida, os
lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos, apés serem modificados pelas
espécies reativas, tém uma meia-vida maior, 0 que os torna marcadores ideais do
estresse oxidativo. Dentre esses marcadores encontramos proteinas carbonilas,
malondialdeido, 3-nitrotirosina, F2-isoprostanos; 2,4-hidroxinonenal 8-ox0-2'-
desoxiguanosina, teste cometa e microntcleo (DURSUN et al., 2005; GONZALES
RICO et al.,, 2006; VOSS & SIEMS, 2006; VASCONCELOS et al., 2007). Os
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos também s&do considerados
biomarcadores do dano oxidativo em sistemas biol6gicos, como as concentragdes
de GSH, ceruloplasmina, transferrina, vitaminas hidro e lipossoliveis como
referéncia ao sistema ndo enzimatico, enquanto os niveis de tiroxina, SOD, catalase,
GPx e glutationa redutase sdo pertencentes ao sistema de enzimas antioxidantes
(BARREIROS et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2007).

O ataque dos radicais livres a membranas biologicas forma uma série de
aldeidos, entre eles o MDA, que apresenta capacidade de aumentar o dano
oxidativo (UCHIDA, 2000). A formacdo de MDA ocorre pela decomposicdao dos
hidroperoxidos lipidicos e o fenbmeno da peroxidacdo de um &cido graxo
polinsaturado da-se justamente devido a existéncia de varias insaturacdées em sua
molécula, pois é na dupla ligacao que o radical peréxido se insere, formando entao,
um lipoperéxido conforme demonstrado na figura 10 (ALESSIO et al., 2000). O
continuo dano oxidativo leva a destruicao das membranas, ricas em acidos graxos
poliinsaturados, diminuindo sua fluidez e contribuindo para o dano celular
(HERSHKO, 1989).

Diante disso, o0s niveis destes produtos reativos, especialmente
malondialdeido (MDA), podem ser utilizados como biomarcadores da peroxidacao
lipidica em sistemas bioldgicos, células e tecidos (BONNES & GUERIN, 1992; DEL
RIO et al., 2005; GROTTO et al., 2008). O aumento dos niveis de produtos do dano
oxidativo aos lipidios tem sido detectado em soro de pacientes diabéticos, do qual é
correlacionado com o desenvolvimento das complicagdes desta doenca (MARITIM
et al., 2003; GUILLERMO et al., 2006). Diante disso, verificou-se que a concentracao
de MDA é considerada o melhor biomarcador de dano oxidativo in vivo. (VOSS &
SIEMS, 2006).
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Figura 11. Formacao do MDA. Adaptado de ALESSIO et al (2000).

O estresse oxidativo é a chave mediadora no desenvolvimento e progressao
do diabetes mellitus e suas complicacées devido ao aumento da produgcdo de
radicais livres e queda da eficiéncia das defesas antioxidantes (MARITIM et al.,
2003; KOMOSINSKA-VASSEYV et al., 2005; ROLO & PALMERA, 2006). Em virtude
disso, no DM é comum ocorrerem alteracbes nos niveis de MDA e em outros
biomarcadores do dano oxidativo, além de modificagdes nas concentracdes de GSH
e da atividade de enzimas antioxidantes (VALKO et al., 2007).

Os niveis de MDA, PCO, 3-nitrotirosina, F> — isoprotanos e até os produtos de
glicacdo avancada (AGEs) sdo considerados biomarcadores de dano oxidativo no
DM e estao elevados pacientes diabéticos e também em animais induzidos a esta
patologia como resposta a toxicidade provocada pela hiperglicemia persistente e a
sua autooxidacdo sobre proteinas e membranas celulares (DOMINGUEZ et al.,
1998; TELCI et al., 2000; RAMAKRISHNA & JAILKHANI, 2007).
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3.7 Sistema Colinérgico

O sistema colinérgico é um dos mais importantes caminhos de modula¢ao do
SNC desempenhando um papel fundamental em varias funcgdes vitais, como
aprendizado, memodria, organizacao cortical do movimento e controle do fluxo
sanguineo cerebral (MESULAM et al., 2002).

A ACh (figura 11) foi o primeiro composto a ser identificado como um
neurotransmissor catiénico e passou a ser amplamente estudado nas sinapses do
SNC e SNP. Sua sintese ocorre na jungao neuroefetora e ganglionar a partir do
acetil CoA, um produto do metabolismo celular, e da colina, um importante produto
do metabolismo dos lipideos da dieta pela acdo da enzima colina acetilcolinesterase
(ChAT; EC 2.3.1.6) (SOREQ & SEIDMAN, 2001). Este neurotransmissor é
transportado até as vesiculas sinapticas pelo transportador vesicular da acetilcolina
onde fica alojada até sua liberacao (RAND, 2007). Um potencial de agao permite a
liberacdo da ACh na fenda sindptica onde exerce seus efeitos mediados pela
ativagdo dos receptores nicotinicos e muscarinicos (RANG et al., 2004).

A acetilcolina que se encontra na fenda sinaptica € hidrolisada por uma
colinesterase especifica produzindo acido acético e colina. A colina resultante é em
parte recaptada para o terminal pré-sinaptico através de um mecanismo de
recaptacdo de alta afinidade (SOREQ & SEIDMAN, 2001) onde podera ser
reutilizada na sintese de novas moléculas de ACh (MESULAM et al., 2002).

O \ /

Figura 12. Estrutura quimica da acetilcolina.
(http://academic.scranton.edu/faculty/ CANNM1/biochemistry/biochemistrymoduleport.html)
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3.7.1 Colinesterases

As colinesterases sdo enzimas que desempenham papéis importantes na
neurotransmissao colinérgica central e periférica, além de fungcdes como a hidrélise
e detoxicagcdo de xenobibticos (DELFINO et al.,, 2009). Estas enzimas séao
classificadas de acordo com as suas propriedades cataliticas e especificidade a
substratos, sensibilidade a inibidores e distribuicdo tecidual (MASSOULIE et al.,
1993).

Existem dois tipos de colinesterases: a acetilcolinesterase (AChE) e a
butirilcolinesterase (BuChE). A AChE (E.C. 3.1.1.7) também chamada de
colinesterase verdadeira ou especifica, hidrolisa preferencialmente ésteres com
grupamento acetil (como ACh) e a BuChE (E.C. 3.1.8) ou pseudocolinesterase
hidrolisa outros tipos de ésteres como a butirilcolina. A AChE é predominante no
cérebro, juncdo neuromuscular e eritrécitos (COKUGRAS, 2003). Porém a BuChE
tem distribuicdo neuronal muito restrita se comparada a AChE, mas é amplamente
distribuida no rins, intestinos, pulmao, figado e plasma (MESULAM et al., 2002)

3.7.2 Butirilcolinesterase

A BuChE é uma enzima regulatéria do sistema colinérgico sintetizada pelo
figado capaz de promover a degradacao de ésteres de colina, distribuida em varios
tecidos e plasma, onde é a colinesterase mais abundante (MASSOULIE et al., 1993;
MESULAM et al., 2002). Embora tenha sido descoberta a mais de 70 anos atras,
sua importancia fisiologica € pouco compreendida (STEDMAN et al.,, 1932;
STEFANELO et al., 2005), mas ha indicios que esta enzima tem participacdo nos
estagios iniciais do desenvolvimento do sistema nervoso. Apesar disso, a atividade
desta enzima tem sido usada para o diagnéstico de intoxicagdes e monitoramento
de pesticidas da classe dos organofosforados e carbamatos (DELFINO et al., 2009).

A BuChE encontra-se na forma soluvel no cérebro e plasma, porém no
cérebro também é encontrada a forma hidrofébica fixado na membrana celular dos
neurdnios (DARVESH et al., 2003). Recentes estudos demonstram que esta enzima
colinérgica é capaz de hidrolisar ACh e pode aparentemente substituir AChE na

manutencdo da integridade estrutural e funcional da via central colinérgica
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(MESULAM et al., 2002). Nos ultimos anos, estudos demonstraram que os niveis da
BuChE estdo associadas a uma série de patologias como o mal de Alzheimer,
doengas cardiovasculares e o aumento da morbidade e mortalidade (CALDERON-
MARGALIT et al., 2006). Além disso, alteragdes na atividade desta enzima estdo
presentes em pacientes hemodialisados e diabéticos (CALDERON-MARGALIT et al.,
2006, GARCIA et al., 2008; IWASAKI et al., 2007).

3.7.3 Butirilcolinesterase no diabetes mellitus

Na literatura, os valores da butirilcolinesterase sérica no diabetes mellitus
apresentam-se elevados em humanos (ABBOT et al; 1993; CALDERON-MARGALIT
et al., 2006; IWASAKI et al, 2007) e animais (DAVE & KATYARE, 2002; MAZZANTI
et al., 2004; KAMBOJ et al., 2008; SCHMATZ et al., 2009). A causa do aumento dos
niveis da BuChE sérica ainda é desconhecida, mas pesquisas indicam que a
elevacao desta enzima na circulacdo ocorre devido a uma resposta ao perfil lipidico
alterado que ocorre nesta patologia (ABBOT et al., 1993). Possivelmente, o fluxo de
acidos graxos dos adipécitos que partem em direcdo ao figado estimula
indiretamente a sintese de BUuChE sérica e por isso a elevacdo da concentragcéao
desta enzima (IWASAKI et al., 2007). Outra sugestao descrita na literatura refere-se
ao tecido cardiaco, que devido as lesdes ocasionadas no estado diabético, permite o
extravasamento das formas soluveis da BuChE do coracdo. Um aspecto
interessante em relacdo a BUuChE na DM é que aplicacdes de insulina exégena nao
apresentam efeitos sobre os niveis de BuChE nesta patologia, o que indica a
independéncia do horménio hipoglicemiante na atividade desta enzima colinérgica
(DAVE & KATYARE, 2002).

No DM, o aumento da EROs provocado pela hiperglicemia persistente
promove a ativacdo dos fatores inflamatérios, como foi demonstrado no tecido

cardiaco da figura 12.
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Figura 13. Relagdo entre hiperglicemia, EROs e fatores de inflamag&o. Adaptado de GUO et al

(2007).

Entretanto, estes fatores de inflamacéo estdo associados com a elevacao da BuChE

sérica e diante disso esta enzima colinérgica seria considerada um marcador de
atividade inflamatéria (figura 13) (GUO et al., 2007; DAS, 2007).
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ABSTRACT

In the present study, the effects of N-acetylcysteine (NAC) were investigated in
normal glycemia and alloxan-induced diabetic rats. Blood parameters such as blood
glucose, glycated hemoglobin (HbA1C), hepatic function, renal function, oxidative
stress biomarkers and serum butyrylcholinesterase (BuChE) activity were assessed.
The results showed that intraperitoneal NAC supplementation in the diabetic group
did not bring about significant differences in glucose, HbA1C and hepatic and renal
marker levels among the groups. Glutathione peroxidase (GPx), catalase, reduced
glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) did not show significant differences
between the diabetic groups treated with NAC and the diabetic saline group. On the
other hand, SOD activity was significantly higher (P<.05) in blood of diabetic rats
treated with NAC compared to the diabetic saline group. Serum BuChE activity was
significantly lower (P<.05) in the serum of diabetic rats that received NAC compared
to the diabetic saline group. In summary, we demonstrated that NAC
supplementation, in the conditions tested, did not change the levels of blood glucose,
glycated hemoglobin and renal and hepatic markers in any group. This treatment was
not able to reestablish the antioxidant system and nor did it protect against lipid
peroxidation. Nevertheless, alterations in SOD and BuChE activities in diabetic
groups that received NAC showed that these enzymes have an important role in this
disease. Therefore, more studies are necessary to investigate the action of this drug
on SOD and BuChE activities and their relationship in the diabetes.

Keywords: Diabetes; N-acetylcysteine; Oxidative stress; Blood biomarkers;

Butyrylcholinesterase activity.
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1. Introduction

Diabetes mellitus is a group of metabolic diseases characterized by
hyperglycemia resulting from defects in insulin secretion and insulin action, or both.
In diabetes, persistent hyperglycemia may cause high production of free radicals
generated in direct autoxidation processes of glucose (Wolff & Dean, 1987). In
addition, oxidant species and subsequent oxidative stress (Desco et al., 2002) can
be produced by the nonenzymatic and progressive glycation of proteins with the
consequent increased formation of glucose-derived advanced glycosylation end
products (AGEs) (Brownlee et al., 1988), activation of NAD(P)H oxidases (Inoguchi et
al., 2000), nitric oxide synthase and xanthine oxidase activity (Consentino et al.,
1997).

This pathology has been shown an increase in the renal and hepatic function
markers (Halliwell & Gutteridge, 2000; Komosinska-Vassev et al., 2005; West et al.,
2006; Al-Shamsi et al., 2006) and free radical formation with high production of
reactive oxygen species (ROS) that has been attributed to protein glycation and/or
glucose auto-oxidation due to a hyperglycemic environment (Gillery et al., 1989; Hunt
et al.,, 1990; Baynes, 1991). Increased oxidative stress may be a result of the
pathologic process (Halliwell & Gutteridge, 2000; Rolo e Palmeira, 2006). ROS play a
role in a variety of physiologic and pathophysiological processes such as
microangiopathy and nephropathy (The Diabetes Control and Complications Trial
Research Group, 1993; Halliwell & Gutteridge, 2000), non-alcoholic fatty liver
disease (Federico et al., 2006; West et al., 2006) and cardiovascular dysfunction
(Pacher & Szabo, 2005).

Another common effect in diabetes is the high activity of serum
butyrylcholinesterase (BuChE) in rats (Dave & Katyare, 2002) and humans (Abbott et
al., 1993). Despite its physiologic importance, BuChE activity is poorly understood
(Darvesh et al., 2003), but there are studies that correlated this enzyme with vascular
alterations (Calderon-Margalit et al., 2006; Garcia et al., 2008b), inflammatory factors
and cytokines production (Borovikova et al., 2000; Das, 2007). In this line, it is known
that serum BuChE activity can to be utilized as peripheric marker of acetylcholine
(Koga et al., 1997; Delfino et al., 2009). One of the mechanisms that explains the
increased BuChE activity in diabetes is the increase of ROS and consequently the

increase of oxidative stress (Dave & Katyare, 2002; Guo et al., 2007).
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Moreover, several experimental studies have shown a decrease in the
occurrence of complications after supplementation with different antioxidants in
diabetic animal models supporting the role of oxidative stress in the development of
diabetic complications (Maxwell, 1995; Kaneto et al., 1999; Rao et al., 2001; Odetti et
al., 2003; Maritim et al., 2003; Mazzanti et al., 2003; Al-Shamsi et al., 2006; Barbosa
et al., 2006; Haidara et al., 2009). One of these supplements is N-acetylcysteine
(NAC), a thiol (sulfhydryl-containing) compound with antioxidant properties utilized for
paracetamol intoxications.

NAC is an oxygen radical scavenger and a precursor for the biosynthesis of
glutathione (GSH), replenishing the intracellular stores of GSH and promoting
detoxification caused by free radicals (Aruoma et al., 1989). It has been shown that
NAC has beneficial effects on the treatment of HIV infection, cancer, heart disease,
nephropathy and diabetes (Kelly, 1998; Kaneto et al., 1999; Odetti et al., 2003; Coyle
et al., 2006). Many studies have reported the effects of NAC against oxidative stress
caused by diabetes, which includes reduction in the level of advanced oxidation
protein products (AOPPs), reduction of lipid and protein oxidation and an increase in
antioxidant enzymes (Kaneto et al., 1999; Jain et al., 2002; Trimachi et al., 2003;
Lazarova et al., 2004; Kamboj et al., 2008).

In the present study, the effects of NAC administrated intraperitoneally were
investigated in normal and alloxan-induced diabetic rats. Blood glucose and glycated
hemoglobin (HbA1C) levels, renal, hepatic and oxidative stress biomarkers,
antioxidant enzyme activities and serum butyrylcholinesterase (BuChE) activity were
analyzed in order to verify the potential therapeutic use of this compound in the

diabetic state.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals

N-acetylcysteine (NAC), albumin, alloxan monohydrate, 5,5-dithio-bis-2-
nitrobenzoic acid (DTNB), dinitrophenilhydrazine (DNPH), dithiothreitol, epinephrine,
propionyl choline, glicine, NADPH and malondialdehyde (MDA) were purchased from
Sigma (St. Louis, MO, USA). Sodium dihydrogen phosphate (NaH-PO,), sodium
monohydrogen phosphate (NapHPO,), D-glucose anidrium, sodium hydroxide
(NaOH), tricloroacetic acid (TCA), potassium ironcyanide, potassium cyanide and
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copper sulphate were purchased from Vetec (Rio de Janeiro, RJ, BR). Hydrogen
peroxide (H20), methanol, ethanol, ethilacetate e acetonitrile were obtained from the
Tedia Company (Fairfield, OH, USA). For (glycated hemoglobin,
butyrylcholinesterase, hepatic and renal markers were used commercials kits from
DOLES®. All other reagents used in the experiments were of analytical grade and of
the highest purity.

2.2. Animals

36 Male albino rats Wistar from Central Animal House of the Federal University of
Santa Maria (Santa Maria, RS, Brazil) were used in this experiment. The animals were
maintained at a constant temperature (23+1°C) on a 12 h light/dark cycle with free access
to food and water. All animal procedures were approved by the Animal Ethics Committee
from the Federal University of Santa Maria (protocol under number: 54/2008).

2.2.1. Diabetes Induction

Male albino rats Wistar weighing between 215 and 350 g were used. After
fasting for 24 hs, the animals received a single intraperitoneal injection of freshly
prepared alloxan using 2% sodium citrate solution 0,05M (pH = 4,5) as vehicle, at a
dose of 150 mg alloxan/kg body weight (Szkudelski et al., 1998). The control animals
only received saline vehicle. After 6 hours, the diabetic rats received 2 mL glucose
solution 20% by gavage. For 24 hours, a glucose solution 5% was only the hidric
fountain. Later 15 days, the blood levels of glucose were measured by portable
glucometer ADVANTAGE (Roche®, Boehringer Mannheim, MO, USA). Symptoms of
diabetes were observed within a week of alloxan injection. The rats with blood levels
glucose above 200 mg/dl were considered diabetics and selected for experiment.

2.2.2. Treatment with N-Acetylcysteine (NAC)

The animals were randomly divided into 6 groups (6 rats per group): | —
Control/ saline; Il — Control 25 mg/Kg NAC; IlIl — Control 75 mg/kg NAC; IV- Diabetic/
saline; V- Diabetic 25 mg/Kg NAC; VI - Diabetic 75 mg/Kg NAC. One week after
diabetes induction, the animals belonging to group Il and V received intraperitoneally
25 mg/Kg of NAC and the animals of the groups Ill and VI received 75 mg/kg of
NAC, while the animals of the groups | and IV were injected intraperitoneally with
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saline solution. NAC was freshly prepared in saline solution 0.9% and was
administered between 14 and 16 p.m. during 30 days. After the treatment period, the
animals were submitted to euthanasia, and the blood was collected by cardiac
punction for biochemical assay.

2.3. Samples

Blood was collected by cardiac punction from diabetic and control rats and
divided in heparinized tubes, EDTA-containing tubes and tubes with no
anticoagulant. Plasma-EDTA and serum were obtained by centrifugation at 15009 for
10 min at 4°C.

2.3.1. Biochemical measurements
Creatinine, urea, aspartate transaminase (AST), alanine transaminase (ALT)
and gamma-glutamyl transferase (¥-GT) and glycated hemoglobin were determined

by Doles® commercial Kits.

2.3.2. Butyrylcholinesterase (BuChE) assay

BuChE activity in serum was determined by Doles® commercial kits according
to the method of Ellman et al (1961) using propionyl choline as substrate. Plasma
protein concentrations were determined using the method of Bradford using bovine
serum albumin as standard. Serum BuChE activity is defined as the amount of
enzyme required to convert mmol of substrate in 1 min per mg of serum protein (mM

enzyme/ min/ mg protein).

2.3.3. Catalase assay

Erythrocyte catalase activity was measured by the method of Aebi (1984),
which is based on the decomposition of H,O, by catalase. The decrease in
absorbance at 240 nm was measured at 20°C and CAT activity was expressed as K
units per gram of hemoglobin (K/ g Hb).

2.3.4. Superoxide dismutase (SOD) assay

SOD activity measurement is based on the inhibition of the radical superoxide
reaction with adrenalin in whole heparinized blood as described by McCord and
Fridovich (1969). In this method, SOD present in the sample competes with the
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detection system for radical superoxide. An unit of SOD is defined as the amount of
enzyme that inhibits by 50% the speed of oxidation of adrenalin. The oxidation of
adrenalin leads to the formation of the colored product, adrenochrome, which is
detected by spectrophotometer. SOD activity is determined by measuring the speed
of adrenochrome formation, observed at 480 nm, in a reaction medium containing
glicine-NaOH (50 mM, pH 10) and adrenalin (1 mM). SOD activity was expressed as
an unit of SOD per mg hemoglobin (U SOD/ mg Hb).

2.3.5. Gluthathione peroxidase (GPx) assay

GPx activity in whole heparinized blood was assayed spectrophotometrically
by the method of Wendel (1981) through the GSH/NADPHY/glutathione reductase
system, by the dismutation of H.O, at 340 nm. Heparinized blood was added in
GSH/NADPH/glutathione reductase system and the enzymatic reaction was initiated
by adding H2O.. In this assay, the enzyme activity is indirectly measured by means of
NADPH decay. H:O, is decomposed, generating GSSG from GSH. GSSG is
regenerated back to GSH by glutathione reductase presents in the assay medium at
the expenses of NADPH. The enzymatic activity was expressed as umol NADPH in 1
min per gram of hemoglobin (umol NADPH/ min/ g Hb).

2.3.6. Malondialdehyde (MDA) assay

The measurement of MDA was determined in plasma-EDTA by high
performance liquid chromatographic with visible detection (HPLC-VIS), according to
the method of Grotto et al (2006). MDA levels as expressed as pmol per liter
(umol/L).

2.3.7. Gluthathione (GSH) assay

Erythrocytes were deproteinized with an equal volume of trichloroacetic acid
(TCA) 10% after hemolysis. GSH was measured in acid derivate with DTNB (5,5-
dithio-bis-2-nitrobenzoic acid) by high performance liquid chromatographic (HPLC)
with UV detector at 330 nm, using gradient elution at 39°C, according to the method
of Garcia et al (2008a). GSH levels were expressed as umol per gram of hemoglobin
(wmol/ g Hb).

2.3.8. Protein determination
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Protein content was determined according to Bradford (1976), using bovine

serum albumin as standard.

3. Statistical analysis

The analysis of the data was performed with Statistica® 6.0 software system
(Statsoft Inc., 2001). The statistical analysis used was Two-way ANOVA, followed by
Duncan multiple range test. Effects were considered significant at values of P<.05.

All data were expressed as mean + S.E.M.

4. Results
4.1. Blood glucose and glycated hemoglobin

The blood glucose levels were determined at the onset and at the end of the
experiment. Glycated hemoglobin was determined at the end of the experiment and
these results are presented in table 1. The blood glucose levels for the diabetic/
saline group (IV) (P<.05) were significantly increased when compared to the control/
saline group at the onset and end of the experiment. The treatment with NAC had no
effects on glucose levels in diabetic groups (V, VI), which remained increased, when
compared to the control/ saline group (I) at the end of experiment. Similarly, no
significant differences in glucose levels were observed when NAC was administered
per se in control groups (ll, 1ll) at the end of the study when compared to the control/
saline group (1).

The glycated hemoglobin levels for the diabetic/ saline group (1V) (P<.05) were
significantly increased when compared to the control/ saline group at the end of
experiment. The treatment with NAC had no effects on glycated hemoglobin levels in
diabetic groups (V, VI), which remained increased, when compared to the control/
saline group (I). Similarly, no significant differences in glucose levels were observed
when NAC was administered per se in control groups (ll, Ill) at the end of the study
when compared to the control/ saline group (1).

4.2. Body weight, hematocrit and hemoglobin
The body weight levels were determined at the onset and at the end of the
experiment. The hematocrit and hemoglobin levels were determined at the end of the
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experiment. These parameters are presented in table 2. In relation to body weight, no
significant differences among the groups were observed at the onset of the
experiment. In diabetic/ saline group (IV) a significant decrease (P<.05) in body
weight was observed when compared to the control/ saline group () at the end of the
experiment. The treatment with NAC had no effects on body weight in diabetic
groups (V, VI) at the end of the study, which remained reduced in relation to the
control/ saline group (I). NAC supplementation also had no effects on body weight in
control groups (Il, Ill) when compared to control/ saline group (l) at the end of the
study.

The hematocrit and hemoglobin levels did not show significant differences
among the groups at the end of the experiment. The treatment with NAC had no
effects on hematocrit and hemoglobin levels in diabetic groups (V, VI) when
compared to control/ saline group (I). NAC supplementation per se also had no
effects on hematocrit and hemoglobin levels in control groups (Il, Ill) when compared

to the control/ saline group ().

4.3. Renal and hepatic markers

Levels of renal markers (urea, creatinine) and hepatic markers (AST, ALT and
¥-GT) were determined at the end of the experiment and are presented in table 3.
Creatinine, urea, AST, ALT and Y¥-GT levels did not show significant differences
among the groups. Treatment with NAC had no effects on these parameters in
control groups (ll, Ill) when compared to the control/ saline group (I). NAC
supplementation also had no effects on these parameters in diabetic groups (V, VI)

when compared to the control/ saline group (I).

4.4. Antioxidant enzymes and oxidative stress biomarkers

Antioxidant enzyme activities (catalase and GPx) were determined at the end
of the experiment and are presented in table 4. Oxidative stress biomarkers (MDA
and GSH) were determined at the end of experiment and are presented in figure 1
and 2 respectably. Catalase and GPx activities did not show significant differences
among the groups. GSH levels for diabetic/ saline group (IV) (P<.05) were
significantly decreased when compared to the control/ saline group (l). Treatment
with NAC had no effects on GSH levels in diabetic groups (V, VI), which remained
decreased, when compared to the control/ saline group (I). Similarly, no significant
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differences in GSH levels were observed when NAC was administered in control
groups (I, [ll) when compared to the control/ saline group ().

MDA levels for the diabetic/ saline group (P<.05) were significantly increased
when compared to the control/ saline group (I). Treatment with NAC had no effects
on MDA levels in diabetic groups (V, VI), which remained increased, when compared
to the control/ saline group (I). Similarly, no significant differences in MDA levels were
observed when NAC was administered per se in control groups (I, 1ll) when
compared to the control/ saline group (I).

4.5. Activity of SOD on whole blood

The results obtained for SOD activity in whole blood is presented in figure 3.
As can be observed, SOD activity was significantly decreased in the diabetic/ saline
group (IV) (P<.05) compared to the control/ saline group (I). Treatment with NAC
significantly increased (P<.05) SOD activity in diabetic groups (V, VI) when compared
to the diabetic/ saline group (IV). However, treatment with NAC had no effects on
SOD activity in control groups (ll, Ill) when compared to the control/ saline group (l).

4.6. Activity of BuChE in serum

The results obtained for BUChE activity are presented in figure 4. As can be
observed, BuChE activity was significantly increased in the diabetic/ saline group (IV)
(P<.05) compared to the control/ saline group (I). Treatment with NAC significantly
decreased (P<.05) BuChE activity in diabetic groups (V, VI) when compared to the
diabetic/ saline group (IV). However, treatment with NAC significantly increased
(P<.05) BUuChE activity in control/ NAC 75 group (lll) when compared to the control/

saline group ().

5. Discussion

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disorder characterized by
persistent hyperglycemia may cause high production of free radicals and
consequently increase of the oxidative stress (Wolff & Dean, 1987; Rolo & Palmeira,
2006). Oxidative stress is widely associated with the pathogenesis of secondary
complications of DM and various studies have shown that increased oxidative stress
can lead to microvascular cerebral diseases, cerebral hemorrhage, and brain
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infarction (Kannel & McGee, 1979; Halliwell & Gutteridge, 2000; Rolo & Palmeira,
2006).

The literature suggests that NAC is a powerful antioxidant with the capacity to

restore levels of GSH and antioxidant enzymes in various pathologies (Akerlund et
al., 1996; Trimarchi et al., 2003; Coyle et al., 2006; Kamboj et al., 2008). In this line,
we tested some doses of NAC, administrated intraperitoneally, on blood oxidative
stress parameters, renal and hepatic function and serum BuChE activity in normal
and alloxan-induced diabetic rats.
Alloxan-induced diabetic rats treated produced significant increase in plasma glucose
levels along with reduction in body weight. In our experiment, NAC supplementation
in diabetic rats was not able to decrease blood glucose and glycated hemoglobin
levels when compared to diabetic/saline group, as had been shown in other studies
in humans (Lazarova et al., 2004) and diabetic animals (Pieper & Siebeneich, 1998;
Rocha et al., 2005).

Possibly the destruction of pancreatic beta cells by alloxan-induced ROS
generation (Szkudelski, 2001; Lenzen, 2008) hindered a potentially therapeutic effect
of NAC on these cells, and consequently on hyperglycemia status. Perhaps the only
way to bring about a decrease in hyperglycemia in this animal model of diabetes
would be through the injection of NAC simultaneously with alloxan in order to reduce
alloxan extracellularly so that less would be available for intracellular accumulation,
avoiding necrosis of pancreatic beta cells caused by ROS generation (Sen &
Bhattacharya, 1952; Sakurai & Miura, 1989). On the other hand, treatment with NAC
has been shown to improve glycemic control by the preservation of pancreatic -cell
function in type 2 diabetes in mice (Kaneto et al., 1999) and to prevent
hyperglycemia-induced insulin resistance in rats through protection of the pancreatic
B-cell against free radicals (Haber et al., 2003). Probably NAC supplementation only
had an effect on hyperglycemia in type 2 diabetes and in streptozotocin-induced
animals as has been shown by other authors (Kaneto et al., 1999; Odetti et al., 2003;
Haber et al., 2003; Guo et al., 2007).

Some studies have shown alterations in hepatic markers in the diabetic
patients (West et al., 2006) and rats (Al-Shamsi et al., 2006). Federico et al (2006)
showed that NAC supplementation was able to reestablish enzymatic hepatic levels
in diabetic patients. Our results showed that NAC supplementation had no effects on

hepatic markers among the groups. Furthermore, treatment with NAC was not able to
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restore renal markers to the levels of the control group as was also described by
Odetti et al (2003).

MDA is a sensitive and specific biomarker of lipoperoxidation and high levels
are common in diabetes (Halliwell & Gutteridge, 2000; Komosinska-Vassev et al.,
2005; Haidara et al., 2009). Voss & Siems (2006) showed that alterations of this
biomarker reflect the real redox status in vivo. In this study, MDA levels were not
altered in the diabetic rats treated with NAC. In figure 1, the control groups that
received NAC showed increased MDA levels, though not significantly, when
compared to the control/saline group. We suggest that NAC had pro-oxidant effects
through increased hydroxyl radical generation in a system with Fe(lll)-citrate and
H,O, by reducing ferric iron to its catalytic active Fe™ form (Sprong et al., 1998;
Sagrista et al., 2002). Therefore, our data indicate that NAC had no effects on this
specific biomarker in diabetic rats, probably due to uncontrolled hyperglycemia with
subsequent H>,O, and ‘OH radical formation together with an imbalance in the
antioxidant system.

The status of antioxidant enzymes in diabetes is controversial. Superoxide
dismutase (SOD) and catalase are the major antioxidant enzymes against oxidative
stress. SOD offers protection from highly reactive superoxide anions (O2) and
converts them to H,O, (Halliwell & Gutteridge, 2000; Ramakrishna & Jailkhani,
2007). Studies indicate that the hyperglycemic state promotes reduction in the
activity of erythrocyte SOD in humans (Kesavulu et al., 2000; Ramakrishna &
Jailkhani, 2007). It has been suggested that there is a decrease in SOD activity in
prolonged diabetes, but in early diabetes there is an increase in SOD formation and
its activity progressively decreases with disease progress because of non-enzymatic
glycation (Arai et al., 1987). In the figure 3, diabetic rats that received NAC showed
increased erythrocyte SOD activity when compared to the diabetic/ saline group. We
suggest that increased SOD activity after NAC administration to the diabetic rats was
due to the capacity of NAC to avoid non-enzymatic glycation of SOD. Consequently,
NAC promote pro-antioxidant activities of this enzyme faster than other antioxidant
enzymes measured in this experiment. In that case, increased SOD activity in
diabetic rats treated with NAC could act directly against superoxide anions produced
by diabetes, increasing H.O- levels because of O2 conversion into H.O, (Halliwell &
Gutteridge, 2000). However, GSH levels and catalase activity would not be able to
keep pace with the speed of H,O, formation in the detoxification process, which
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could be demonstrated by lower GSH levels and catalase activity in the diabetic
groups treated with NAC.

Catalase is responsible for the catalytic decomposition of H-O> to O, and H-0.
In diabetes, catalase activity may be decreased (Selvam & Anuradha; 1988),
unchanged (Poonam et al.; 1997) and increased (Ramakrishna & Jailkhani; 2007). In
our study, catalase activity did not show significant differences among the groups.
However, catalase activity was lower in the control groups treated with NAC when
compared to the control/ saline group. This data indicates that NAC acted as a pro-
oxidant agent, possibly through a Fe?* / H,0O, -dependent reaction (Sagrista et al.,
2002) and consequently decreased the capacity of H-O, decomposition. Diabetic rats
treated with NAC showed lower catalase activities than the control groups, though
not significantly, which indicates that NAC supplementation had no effects on
catalase activity. We suggest that H.O, and "OH radical formation from increased
SOD activity in diabetic rats treated with NAC inhibited the restoration of catalase
activity in these groups and consequently impeded an effective detoxification
process.

Glutathione peroxidase (GPx) activity has been reported to be increased
(Ndahimana et al., 1996), decreased (Ramakrishna & Jailkhani, 2007; Kamboj et al.,
2008) and unchanged (Faure et al., 1995) in diabetes. In table 4, the statistically non-
significant increase in GPx activity in diabetic rats treated with NAC may have been a
response to the increased peroxidative stress from the high SOD activity which
converts ‘O2" into H,O,. This may demonstrate that NAC in diabetic rats promoted
GPx activity, which acted to decrease peroxidative stress while catalase activity
remained low. However, these effects did not increase GSH levels, possibly because
GPx activity was involved in the conversion of H,O, to H,O and consequently in the
increase of GSSG.

Reduced glutathione (GSH) is the main cellular thiol participating in the cellular
redox reaction in which erythrocyte GSH is physiological free radical scavenger
(Dominguez et al., 1998). In accordance with previous reports (Dominguez et al
1998; Telci et al., 2000; Maritim et al., 2003; kamboj et al., 2008), diabetes induced
significant depletion of GSH. Surprisingly, our treatment with NAC in the diabetic
groups failed to restore erythrocyte GSH levels (figure 2). This was unexpected,
since NAC is a metabolic precursor of GSH and has been used to restore GSH
(Aruoma et al.,, 1989). Possibly these diabetic rats had impaired glutathione
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synthesis, as was described by Urata et al (1996). However, the small increase of
GPx activity in the diabetic rats treated with NAC allowed an increase in the
GSSG/GSH ratio and probably NAC was not an effective metabolic precursor of
GSH. Patriarca et al (2005) showed the failure of NAC in the reestablishment of GSH
levels could be attributed to the unbalanced ratio between GSH synthesis and
consumption, where the high consumption rate could lower GSH even in the
presence of substrate for the synthesis. All these aspects could be involved in the
decrease of erythrocyte GSH levels and consequently the high levels of MDA.

Acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BuChE) are enzymes
that catalyze the hydrolysis of neurotransmitter acetylcholine (ACh), a key process in
the regulation of cholinergic neurotransmission (Darvesh et al., 2003). Some authors
have studied the relationship AChE and BuChE activities with diabetes in humans
(Abbot et al., 1993; Iwasaki et al., 2007) and animals (Dave & Katyare, 2002;
Mazzanti et al., 2004; Kamboj et al., 2008; Schmatz et al., 2009). Dave & Katyare
(2002) demonstrated that in diabetic rats treated with insulin there was no decrease
in BuChE activity.

One important data observed in our study is that diabetic rats showed higher
serum BuChE activity than normal glycemia rats, which is in agreement with the
literature (Dave & Katyare, 2002). However, a significant (P<.05) decrease of the
serum BuChE activity was observed in the diabetic rats treated with NAC. On other
hand, NAC supplementation was able to increase the activity of this enzyme in the
control groups in the dose of the 75 mg/kg (figure 4). This result suggests that NAC
supplementation in control group could be altering cholinergic neurotransmission.
The cause of increased BuChE activity is still unknown, in spite of evidence
indicating that the increase of this enzyme may be a response to the serum lipid
profile and/or the soluble form of cardiac BUChE (Dave & Katyare, 2002; Iwasaki et
al., 2007). However, hyperglycemia increases ROS production and consequently
oxidative stress (Rolo & Palmeira, 2006), and this situation promotes increased
inflammatory factors (Guo et al., 2007). According with Das (2007), both AChE and
BuChE activities are possible markers of low-grade systemic inflammation because
acetylcholine (ACh) have anti-inflammatory actions and suppress the production of
pro-inflammatory cytokines (Borovikova et al., 2000).

The high activity of AChE and BuChE observed in diabetes may be due to a
reduction of anti-inflammatory actions exerted by decreased of ACh levels. Guo et al
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(2007) showed that NAC decreased inflammatory factors by decreasing ROS
production. Thus, in our study, NAC may have decreased butyrylcholinesterase
activity (figure 4) in diabetic rats through the reduction of inflammatory factors
because NAC have anti-inflammatory actions as was described by Kim et al (2000).
Nevertheless, diabetic rats treated with NAC did not show decreased MDA levels or
increased GSH levels, but rather showed an increase in erythrocyte SOD activity
(figure 3). Therefore, the increase of erythrocyte SOD activity could be indirectly
related with the decrease of butyrylcholinesterase activity in diabetic rats after
treatment with NAC. Kim et al (2000) demonstrated a similar correlation between
NAC and SOD in their inhibitions of pancreatic NF-kB activation and cytokine
production mediated by ROS. Chen et al (2007) suggested that the increase of SOD
activity could be a result of its capability in attenuating TNF-alpha in brain and
Kamboj et al (2008) reported an increase of this antioxidant enzyme together with a
decrease of AChE activity in brain in diabetic rats treated with NAC. In our study, we
suggest that NAC supplementation and the increase of the SOD activity in diabetic
rats could be associated with the inhibition of inflammatory factors and cytokine
production, and consequently the decrease of serum BuChE activity in these
animals. However, there were no changes in antioxidant system, suggesting that
NAC decreased BuChE activity in diabetic rats possibly acting directly in
inflammatory factors and cytokine production independent of the ROS generation.

In summary, we demonstrated that intraperitoneal NAC supplementation in the
doses of 25 and 75 mg/Kg did not lead to significant changes in renal and hepatic
markers, blood glucose and glycated hemoglobin levels. Furthermore, treatment with
NAC in alloxan-induced diabetic rats was not able to reestablishing the antioxidant
system and nor did it protect against free radicals as was anticipated in this study.
Nevertheless, alterations in SOD and BuChE activities in diabetic groups that
received NAC show that these enzymes have an important role in this disease. More
studies are necessary to investigate the action of this drug on SOD and BuChE
activities and their relationship with the diabetic state.
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Legends

Figure 1. Malondialdehyde levels in plasma of rats measured by HPLC (umol/ L).
Group | - Control (saline); Group Il — Control 25 mg/Kg NAC; Group Il — Control 75
mg/kg NAC; Group IV- Diabetic (saline); Group V- Diabetic 25 mg/Kg NAC; VI -
Diabetic 75 mg/Kg NAC. Bars represent meanstS.E.M. (n= 6 samples/ group). *
Significantly different from control/saline group (P<.05); ** Significantly different from

diabetic/saline group (P<.05).

Figure 2. Erythrocyte glutathione in total blood of rats quantified by HPLC-UV (umol/
g Hb). Group | - Control (saline); Group Il — Control 25 mg/Kg NAC; Group Ill —
Control 75 mg/kg NAC; Group IV- Diabetic (saline); Group V- Diabetic 25 mg/Kg
NAC; VI - Diabetic 75 mg/Kg NAC. Bars represent meanstS.E.M. (n = 6 samples/
group). * Significantly different from control/saline group (P<.05); ** Significantly

different from diabetic/saline group (P<.05).

Figure 3. Superoxide dismutase activity in total blood of rats using epinephrine as
substrate (U SOD/ mg Hb). Group | - Control (saline); Group Il — Control 25 mg/Kg
NAC; Group Il — Control 75 mg/kg NAC; Group IV- Diabetic (saline); Group V-
Diabetic 25 mg/Kg NAC; VI - Diabetic 75 mg/Kg NAC. Bars represent means+S.E.M.
(n = 6 samples/ group). * Significantly different from control/saline group (P<.05); **
Significantly different from diabetic/saline group (P<.05).

Figure 4. Butyrylcholinesterase activity in total blood of rats using propionyl choline
as substrate (MM enzyme/ min/ mg protein). Group | - Control (saline); Group Il —
Control 25 mg/Kg NAC; Group Il — Control 75 mg/kg NAC; Group IV- Diabetic
(saline); Group V- Diabetic 25 mg/Kg NAC; VI - Diabetic 75 mg/Kg NAC. Bars
represent meanstS.E.M. (n = 6 samples/ group). * Significantly different from
control/saline group (P<.05); ** Significantly different from diabetic/saline group
(P<.05).
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Table 1. Onset and final glucose and glycated hemoglobin levels of alloxan-induced

diabetic rats treated with NAC.

Groups Onset Glucose End glucose Glycated hemoglobin
(mg/dl) (mg/dI) (% HbA1C)

I 69.50 + 3.52 69.25 + 3.40 4.04 +0.12

I 68.60 + 1.60 60.00 + 1.76 3.71 + 0.06

M 66.11 + 2.51 65.20 + 3.00 3.90 + 0.10

vV 347.66 + 34.26* 400.33 + 26.02* 15.57 + 0.90*

Vv 347 + 13.98* 41542 + 13.14* 16.10 + 0.45*

VI 337 + 26.79* 379.60 + 33.91* 14.85 + 1.18"

Group | - Control (saline); Group Il — Control 25 mg/Kg NAC; Group Il — Control 75
mg/kg NAC; Group IV- Diabetic (saline); Group V- Diabetic 25 mg/Kg NAC; VI -
Diabetic 75 mg/Kg NAC (n = 6 samples/ group). * Significantly different from
control/saline group (P<.05); ** Significantly different from diabetic/saline group

(P<.05). Result are expressed as mean + S.E.M.

Table 2. Onset and final body weight, hemoglobin and hematocrite of alloxan-
induced diabetic rats treated with NAC.

Groups  Onset weight End weight Hemoglobin  Hematocrit
(grams) (grams) (g/dl) (%)

I 332 +8.53 325 +11.90 13.71 +0.23 46 +0.70

Il 334 + 37.36 370 + 24.89 14.78 + 0.61 46 + 0.54

0l 332 + 6.63 332 +5.83 14.45 +0.52 47.4 +2.29
v 240 + 5.77* 226 + 8.82* 16.26 + 1.49 47.33 + 1.20
\Y 228.57 + 12.03* 194.28 + 10.87* 15.72+0.89 4528 +1.35
Vi 216 + 7.48" 182 + 9.69* 15.57+0.56 494 +2.25

Group | - Control (saline); Group Il — Control 25 mg/Kg NAC; Group Il — Control 75
mg/kg NAC; Group IV- Diabetic (saline); Group V- Diabetic 25 mg/Kg NAC; VI -
Diabetic 75 mg/Kg NAC (n =
control/saline group (P<.05); ** Significantly different from diabetic/saline group

6 samples/ group).”* Significantly different from

(P<.05). Results are expressed as mean + S.E.M.
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Table 3. ¥-GT, TGO, TGP, creatinine and urea of alloxan-induced diabetic rats

treated with NAC.

Groups Y-GT TGO TGP Creatinine Urea
(UI/ L) (UI/L) (UI/L) (mg/ dl) (mg/ dl)

I 2.97+0.42 36.75+4.49 21.75+1.03 0.45+0.028 47.67+5.71

Il 2.53+0.19 36.44+6.34 22.00+1.55 0.46+0.024 42.51+2.87
M 2.68+0.19 29.50+2.88 22.80+1.06 0.40+0.010 49.56+6.15
vV 3.46+0.23 29.56+3.94 29.33+0.33 0.60+0.057  152.50+0.90*
Vv 4.31+0.40 37.69+6.86 25.85+1.62 0.55+0.020 136.54+9.06*
VI 3.70+0.61 46.27+2.04 26.75+2.25 0.52+0.020 172.42+18.06"

Group | - Control (saline); Group Il — Control 25 mg/Kg NAC; Group Il — Control 75
mg/kg NAC; Group IV- Diabetic (saline); Group V- Diabetic 25 mg/Kg NAC; VI -
Diabetic 75 mg/Kg NAC (n = 6 samples/ group). * Significantly different from
control/saline group (P<.05); ** Significantly different from diabetic/saline group
(P<.05). Result are expressed as mean + S.E.M.

Table 4. Catalase and GPx activities of alloxan-induced diabetic rats treated with
NAC.

Groups Catalase GPx
(K/ g Hb) (umol NADPH/ min/ g Hb)

I 39.82+2.85 38.86+4.54
I 35.80+0.90 33.52+1.28
M 34.65+3.87 36.01+3.08
v 30.00+5.22 34.00+1.21
\Y 31.64+3.29 39.74+2.27
Vi 29.66+2.22 39.93+1.49

Group | - Control (saline); Group Il — Control 25 mg/Kg NAC; Group Il — Control 75
mg/kg NAC; Group IV- Diabetic (saline); Group V- Diabetic 25 mg/Kg NAC; VI -
Diabetic 75 mg/Kg NAC (n = 6 samples/ group). * Significantly different from
control/saline group (P<.05); ** Significantly different from diabetic/saline group

(P<.05). Result are expressed as mean + S.E.M.
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5. DISCUSSAO

O estresse oxidativo é largamente associado com as complicacdes
secundarias da DM e pode causar problemas vasculares periféricos e cerebrais,
além de outros danos ao resto do organismo (KANNEL & MCGEE, 1979;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000; ROLO & PALMEIRA, 2006). Por isso sugerem-
se terapias antioxidantes como a N-acetilcisteina, uma substancia com a capacidade
de combater as EROs, restaurar os niveis de GSH e também de enzimas
antioxidantes em varias patologias, inclusive no diabetes mellitus (AKERLUND et al.,
1996; TRIMARCHI et al., 2003; COYLE et al., 2006; KAMBOJ et al., 2008).

Desta maneira, este estudo analisou o possivel efeito da NAC nas doses de
25 mg e 75 mg/kg, administradas via intraperitoneal, sobre a glicemia, hemoglobina
glicada, biomarcadores de funcdo renal e hepatica, biomarcadores do estresse
oxidativo e atividade sérica da butirilcolinesterase em ratos normais e diabéticos
induzidos por aloxano.

Os ratos diabéticos apresentaram um aumento significativo da glicemia com a
concomitante redugédo de peso dos animais. Nestes animais, a suplementagcdo com
NAC nao foi capaz de diminuir a concentracao de glicose sanguinea e tampouco a
hemoglobina glicada se comparado ao grupo diabético salina, como outros estudos
tinham ja constatado em humanos (LAZAROVA et al., 2004) e animais (PIEPER &
SIEBENEICH, 1998; ROCHA et al.,, 2005). Sugere-se que apds destruicao das
células beta pancreaticas, a NAC nao obteve seu potencial terapéutico sobre as
ilhotas de Langherhans e consequentemente na hiperglicemia (SZKUDELSKI, 2001;
LENZEN, 2008). Provavelmente a uUnica maneira de diminuir o status glicémico
neste modelo animal de diabetes seria através de uma injecao simultdnea do
antioxidante com aloxano na tentativa de reduzir esse xenobidtico a nivel
extracelular, e assim permitir um menor acumulo intracelular, evitando a necrose das
ilhotas de Langerhans (SEN & BHATTACHARYA, 1952; SAKURAI & MIURA, 1989).

Por outro lado, o tratamento com NAC tem demonstrado um aumento do
controle da glicemia em camundongos, diminuindo a resisténcia a insulina causada
pela hiperglicemia em ratos através de modelos experimentais de DM tipo 2. Esses
resultados provavelmente devem-se a preservacao das células beta pancreaticas e
de suas fungdes gracas a NAC que combateu os radicais livres que atacariam o
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pancreas (KANETO et al., 1999; HABER et al., 2003). Diante disso, sugere-se que
este composto somente teria efeitos positivos sobre a hiperglicemia no DM tipo 2 e
em animais diabéticos induzidos por estreptozotocina conforme discutido por outros
pesquisadores (KANETO et al.,, 1999; ODETTI et al., 2003; HABER et al., 20083;
GUO et al., 2007).

Em relacdo aos biomarcadores de funcdo hepatica, alguns estudos tém
demonstrado alteracdes das concentracdes séricas de transaminases e ¥-GT em
pacientes diabéticos (WEST et al., 2006) e ratos (AL-SHAMSI et al., 2006).
FEDERICO et al (2006) verificou que o tratamento com NAC foi capaz de
reestabelecer os valores normais das enzimas de funcdo hepéatica em pacientes
diabéticos. Nossos resultados demostraram que a suplementacdo com NAC nao
alterou os niveis de TGO, TGP e ¥-GT em nenhum grupo. Além disso, os
biomarcadores de funcéo renal ndo foram afetados por esta droga, ja que os niveis
séricos de creatinina e uréia mantiveram-se altos se comparados ao grupo controle,
como ja havia sido descrito por ODETT]I et al (2003).

No diabetes mellitus ocorrem mudangas no controle oxidativo, principalmente
ao que se refere a lipoperoxidacao. O malondialdeido, um biomarcador sensivel e
especifico que reflete o dano das membranas celulares, apresenta altas
concentragbes no DM (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000; KOMOSINSKA-
VASSEV et al., 2005; HAIDARA et al., 2009). As alteragcdées nos niveis de MDA
indicam o real status redox in vivo (VOSS & SIEMS, 2006). Em nosso experimento,
os niveis de MDA plasmatico apresentaram pequena elevacdo nos ratos com
glicemia normal tratados com NAC, porém estatisticamente nao significativo, quando
comparados ao grupo controle/salina. Além disso, nossos dados indicam que o
tratamento com a NAC néao afetou as concentracoes de MDA nos ratos diabéticos,
provavelmente devido a persistente hiperglicemia com a subsequente formacao de
H.O. e radicais ‘OH associado a um desequilibrio no sistema antioxidante que é
comum no DM.

Em relagdo ao status das enzimas antioxidantes, seus niveis sanguineos sao
controversos no diabetes mellitus. As enzimas antioxidantes que tem maior poder de
combate contra as espécies reativas sdo a superoxido dismutase (SOD) e a catalase
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000; RAMAKRISHNA & JAILKHANI, 2007). Estudos
anteriores indicam que o estado hiperglicémico promove reducdo na atividade da
SOD eritrocitaria em humanos (KESAVULU et al., 2000; RAMAKRISHNA &
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JAILKHANI, 2007). O decréscimo na atividade da SOD acontece no diabetes
crénico, mas no principio da doenga ocorre uma elevacao dos niveis da SOD como
resposta ao insulto oxidativo e conforme a progressdo do DM, a atividade desta
enzima decresce por causa da glicacao ndao enzimatica nos eritrécitos (ARAI et al.,
1987).

Os niveis de SOD eritrocitaria apresentaram-se aumentados em ratos
diabéticos que receberam suplementacdo com NAC, quando comparado ao grupo
diabético/ salina. Sugere-se que este aumento tenha sido devido a capacidade do
NAC em evitar a glicacdo ndo enzimatica sobre a SOD eritrocitaria.
Consequentemente, a NAC promoveu uma acao pro-antioxidante mais rapidamente
nesta enzima do que na catalase e glutationa peroxidase analisadas neste trabalho.
Neste caso, a concentracdo elevada de SOD nestes ratos atuariam diretamente
contra os anions superoxidos produzidos na DM, aumentando as concentracoes de
H,O, devido a conversdo de O, em H>O, (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000).
Porém, os niveis de GSH e catalase nao aumentaram apés o tratamento e por isso
nao foram capazes de acompanhar a velocidade de formacao de H>O. que é oriundo
do processo de desintoxicacao da SOD.

Outra enzima antioxidante responsavel pela desintoxicacdo de EROs é a
catalase, responsavel pela degradagdo de HO, para O, e H,O. No DM, os niveis
eritrocitarios de catalase podem estar diminuidos (SELVAM & ANURADHA, 1988),
inalterados (POONAM et al., 1997) e aumentados (RAMAKRISHNA & JAILKHANI,
2007). Em nosso estudo, os niveis de catalase ndao apresentaram diferencas
estatisticas significativas entre os grupos. Entretanto, esta enzima apresentou menor
atividade em animais controle tratados com NAC se comparada ao grupo controle
salina. Estes dados indicam que a NAC agiu como um agente pro-oxidante,
possivelmente através da reagdo dependente de Fe?*/ H,O, e consequentemente o
decréscimo dos niveis de catalase afetaram negativamente a decomposicdo de
H.O, (SAGRISTA et al., 2002).

Os niveis eritrocitarios de catalase ndo aumentaram nos ratos tratados com
NAC, provavelmente devido a uma elevacdo da formacédo de H.O, e radicais OH
decorrente da elevada concentragcdo de SOD nestes animais. Este processo pode
ter inibido a restauracao dos niveis de catalase nestes grupos e consequentemente
impediu o efetivo processo de desintoxicacdo das outras EROs, indicando que a
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suplementacdo com NAC no DM néo apresentou efeitos benéficos sobre esta
enzima.

Além da catalase, a glutationa peroxidase (GPx) também esta envolvida no
processo de degradacdo de H.O, para O, e H,O e também glutationa oxidada
(GSSG). Os niveis eritrocitarios de GPx no diabetes mellitus pode estar aumentada
(NDAHIMANA et al.,, 1996), diminuida (RAMAKRISHNA & JAILKHANI, 2007;
KAMBOJ et al., 2008) ou inalterada (FAURE et al., 1995).

A concentracdo de GPx apresentou um pequeno aumento nos ratos
diabéticos tratados com NAC que pode ser uma resposta causada por uma elevacao
das concentracées de H.O., apesar de nao ter ocorrido diferencas estatisticas
significativas entre os grupos. Isto demonstra que os niveis de GPx destes animais
sofreram uma influéncia benéfica da NAC em uma tentativa de conter o excesso de
H.O. enquanto a catalase permanece com baixos niveis. Porém, ndao ocorreu
elevacao da concentracdo de GSH destes ratos. Provavelmente a atividade da GPx
favoreceu o0 aumento da glutationa oxidada (GSSG) durante o processo de
desintoxicacao das EROs.

A glutationa reduzida (GSH) é um antioxidante endégeno com o principal
grupamento sulfidrilico participante da reacao redox celular (DOMINGUEZ et al.,
1998). De acordo com estudos anteriores, o diabetes mellitus promove a deplecéao
da GSH (DOMINGUEZ et al 1998; TELCI et al., 2000; MARITIM et al., 2003;
KAMBOJ et al.,, 2008). Surpreendemente, o tratamento com NAC nos grupos
diabéticos falhou em restaurar os niveis de GSH eritrocitaria. Isto foi um resultado
inesperado, pois a literatura descreve a NAC como um precursor metabdlico da GSH
qgue tem sido usado para reestabeler os niveis de GSH (ARUOMA et al., 1989).

Possivelmente os ratos diabéticos apresentam dificuldades na sintese da
GSH, conforme ja foi relatado por URATA et al (1996). Entretanto, a pequena
elevagdo dos niveis de GPx nestes animais permitiu um aumento da razdo
GSSG/GSH e provavelmente a NAC nao foi uma efetiva pré-droga precursora da
GSH. PATRIARCA et al (2005) demonstraram que a NAC também falhou em
reestabelecer os niveis de GSH, e isto poderia ser atribuido a um desequilibrio entre
a sintese de GSH e consumo da mesma, onde o alto consumo de GSH diminuiria
sua concentracdo mesmo na presenga de um substrato como NAC para a sintese.
Todos estes aspectos poderiam estar envolvidos na diminuigdo dos niveis de GSH
eritrocitaria e consequentemente nas altas concentragdes de MDA.
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A acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE) sao enzimas que
catalizam a hidrélise do neurotransmissor acetilcolina, uma peca importante na
regulacao da neurotransmissao colinérgica (DARVESH et al., 2003). Alguns autores
tém estudado a relacdo das atividades de AChE e BuChE com a diabetes mellitus
em humanos (ABBOT et al.,, 1993; IWASAKI et al., 2007) e animais (DAVE &
KATYARE, 2002; MAZZANTI et al., 2004; KAMBOJ et al., 2008; SCHMATZ et al.,
2009). DAVE & KATYARE (2002) demonstraram que ratos diabéticos tratados com
insulina exégena nao apresentaram diminuicdo dos niveis de BuChE, o que indica
qgue este horménio ndo afeta diretamente os niveis desta enzima colinérgica.

Em nosso estudo altas concentragdes de BuChE sérica foram encontradas
em ratos diabéticos, se comparado aos animais com glicemia normal, o que esta de
acordo com a literatura (DAVE & KATYARE, 2002). Entretanto, uma significativa
diminuicdo dos niveis de BuChE sérica foi observada em ratos diabéticos tratados
com NAC. Por outro lado, este tratamento foi capaz de aumentar os niveis desta
enzima no grupo controle na dose de 75 mg/kg. Isto sugere que a suplementacao
com NAC em ratos de glicemia normal poderia estar alterando a neurotransmissao
colinérgica.

Apesar do desconhecimento sobre a causa fisiolégica para o aumento dos
niveis séricos de BuChE, evidéncias indicam que a elevacdo da concentracédo desta
enzima pode ser uma resposta ao perfil lipidico sérico e/ou formas cardiacas
soluveis de BuChE (DAVE & KATYARE, 2002; IWASAKI et al., 2007). Entretanto, a
hiperglicemia persistente leva a um estresse oxidativo com o aumento da producao
de EROs (ROLO & PALMEIRA, 2006), e esta situagdo promove aumento dos fatores
inflamatérios (GUO et al., 2007). De acordo com DAS (2007), tanto AChE quanto
BuChE sao possiveis marcadores do sistema inflamatério porque a acetilcolina
apresenta acao antiinflamatéria além de suprimir a producao de citocinas pré-
inflamatérias (BOROVIKOVA et al., 2000).

Isso indica que a altas concentragdes de AChE e BuChE observada no
diabetes mellitus pode estar relacionada a uma reducao da acao antiinflamatéria
exercida pelo decréscimo do niveis de acetilcolina. GUO et al (2007) demonstraram
que a NAC diminuiu fatores inflamatérios através da diminuicdo da producao de
EROs. Em nosso estudo, a NAC pode ter diminuido a concentracdo sérica de
BuChE em ratos diabéticos através da reducao de fatores inflamatérios, pois a NAC

ja apresentou acao antiinflamatéria especifica in vitro na concentracdo de 1 mM
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(KIM et al., 2000) e in vivo com administragdo oral em concentragdes variando de
1,4 a 4 g/kg peso corporal (HO et al., 1999; CHEN et al., 2007). Além disso, os ratos
diabéticos que foram tratados com a NAC nao apresentaram diminuicdo dos niveis
plasmaticos de MDA tampouco aumento da concentracdo eritrocitaria de GSH, mas
demonstraram uma elevagdo na concentragdo da SOD. Provavelmente a SOD
poderia estar indiretamente relacionada com a diminuigdo dos niveis de BUuChE em
ratos diabéticos ap6s administracdo de NAC.

Em nosso estudo sugerimos que o tratamento com NAC causou aumento dos
niveis de SOD eritrocitaria em ratos diabéticos o que poderia estar associado com a
inibicao dos fatores inflamatérios e producéo de citocinas, e consequentemente com
a diminuicdo sérica da concentracdo de BuChE nestes animais. Entretanto, ndo
houve mudangas no sistema antioxidante, o que nos leva a inferir que a NAC tenha
diminuido os niveis de BuChE nos ratos diabéticos possivelmente atuando de forma
direta nos fatores inflamatérios e na producéo de citocinas independente da geracao
de EROs.

6. CONCLUSOES

Demonstrou-se que a aplicacao intraperitoneal de NAC nas doses de 25 e 75
mg/kg em ratos diabéticos induzidos por aloxano e normais nao afetou
significativamente os niveis sanguineos de glicose e hemoglobina glicada.

O tratamento com NAC ndo alterou as concentracfes séricas dos
biomarcadores de fungcédo renal (uréia e creatinina) e hepatica (gama-glutamil
transferase e alanina e aspartato transaminase) em nenhum grupo de ratos do
experimento.

A administracdo de NAC em ratos diabéticos induzidos com aloxano nao foi
capaz de restabelecer o sistema antioxidante e tampouco protegeu contra as
espécies reativas de oxigénio nas concentracdes e forma de aplicacdo estudada.
Este fato foi verificado pelas altas concentracdes de malondialdeido plasmatica e
pelos baixos niveis sanguineos de catalase, glutationa peroxidase e glutationa

reduzida.
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A elevacao dos niveis de SOD eritrocitaria e diminuicdo dos niveis séricos de
BuChE dos grupos diabéticos que receberam NAC demonstrou que estas enzimas
tém uma associacgao indireta neste modelo experimental de diabetes quando sofrem
a influéncia de uma terapia com um composto sulfidrilico. Assim, mais estudos sao
necessarios para investigar a acdo da NAC sobre os niveis de SOD e BuChE e seu
relacionamento com o estado diabético, pois verificou-se que estas enzimas tém um
papel importante nesta doenca, principalmente no que se refere a agdes

antiinflamatérias e supressao de citocinas.
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