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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
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EFEITOS DA N-ACETILCISTEINA SOBRE O DANO OXIDATIVO
RENAL E HEPATICO DE RATOS DIABETICOS
Autora: Gianine Lima Ribeiro
Orientadora: Solange Cristina Garcia
Co-orientadora: Mirna Leal
Data e local da defesa: Santa Maria, 22 de outubro de 2010.

O diabetes mellitus (DM) € uma doenca cronica caracterizada pela
hiperglicemia, que esté relacionada Com o estresse oxidativo, o qual possui
papel importante no desenvolvimento de outras patologias e danos teciduais,
tais como dano hepatico e renal. Dessa forma, faz-se importante a realizacao
de estudos com possiveis antioxidantes, que possam diminuir os efeitos
deletérios do estresse oxidativo decorrentes do diabetes. Neste sentido, a N-
acetilcisteina (NAC) é um medicamento utilizado como hepatoprotetor por
estimular a sintese de Glutationa Reduzida, diminuindo o dano oxidativo. Nesta
linha, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antioxidante da NAC nos
tecidos renal e hepético de ratos diabéticos através dos biomarcadores do
estresse oxidativo como: glutationa reduzida (GSH), glutationa peroxidase
(GPX), superéxido dismutase (SOD), malondialdeido (MDA) e acido delta
aminolevulinato desidratase (ALA-D) no figado e rins de animais controles e
com diabetes induzida, tratados e ndo tratados com NAC. Os tratamentos
consistiram em administracdes intraperitoneais de 25 mg/Kg e 75 mg/Kg de N-
acetilcisteina. No figado, os niveis de MDA foram significativamente
aumentados no grupo diabético comparados ao grupo controle. O tratamento
com 75 mg/Kg foi capaz de reduzir os niveis de MDA, ficando semelhantes ao
grupo controle. Os niveis da GSH mostrou-se mais elevada no rim e no figado
dos animais diabéticos do que dos controles, e o tratamento com a NAC fez
com que esses niveis fossem reduzidos no figado dos animais diabéticos,
entretanto no rim, ndo houve alteracdes. Os niveis de SOD e GPx diminuiram
no figado dos animais diabéticos quando comparados ao controle, e a
administracdo de NAC ndo alterou esses indices. O diabetes também diminuiu
a atividade da ALA-D no figado, e o tratamento com a 25 mg/Kg NAC fez com
essa atividade aumentasse significativamente. No tecido renal, ambas as
doses de NAC elevaram os niveis de ALA-D nos animais diabéticos. Diante dos
resultados encontrados, comparando-se os tecidos renal e hepatico dos ratos
controles com os diabéticos tratados com NAC, sugere-se que a NAC
demonstrou diminuir o dano oxidativo mais no figado do que no rim.

Palavras- chave: Diabetes Mellitus; biomarcadores enzimaticos, biomarcadores

Nao enzimaticos, estresse oxidativo; N-acetilcisteina.
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Diabetes melltus (DM) is a chronic disease characterized by
hyperglycemia, which is related to oxidative stress and plays an important role
in the development of other diseases and tissue damage, such as liver and
kidney damage. Thus, it is important for studies with potential antioxidant that
may reduce the deleterious effects of oxidative stress due to diabetes. In this
sense, N-acetylcysteine (NAC) is used as a hepatoprotective drug in the
treatment of acute poisoning by paracetamol to reduce oxidative damage. Along
these lines, the aims of this study were to evaluate biomarkers of oxidative
stress such as reduced glutathione (GSH), glutathione peroxidase (GPXx),
superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA) and delta
aminolevulinate acid dehydratase (ALA-D) in liver and kidneys of controls and
animals with diabetes induced after treatment with NAC. Treatments consisted
of intraperitoneal administration of 25 mg / kg and 75 mg / kg N-acetylcysteine.
In the liver, MDA levels were significantly increased in the diabetic group
compared to controls, treatment with 75 mg / kg reduced the levels of MDA,
being similar to the control group. GSH levels of the enzyme was found to be
highest in kidney and liver of diabetic animals than controls, and treatment with
NAC led to these reduced levels in the liver of diabetic animals, but in the
kidney, no changes. The levels of SOD and GPx decreased in the liver of
diabetic animals compared to control, and administration of NAC did not alter
these indices. Diabetes also reduced the activity of ALA-D in the liver, and
treatment with 25 mg/ kg NAC did with this activity increased significantly. In the
kidney, both doses of NAC increased the levels of ALA-D in diabetic animals.
The results suggest that NAC may be more effective in the liver, the organ that
suffers most oxidative changes, and especially in groups of diabetic animals.

Keywords: Diabetes mellitus; enzymatic biomarkers, non enzymatic biomarkers,

oxidative stress, N-acetylcysteine.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo sao apresentados sob
a forma de manuscrito, o qual se encontra no item RESULTADOS. As secfes
Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias
Bibliograficas encontram-se no proprio manuscrito e representam na integra
este estudo.

Os itens DISCUSSAO E CONCLUSAO, dispostos ap6s 0 manusctito,
contém interpretacdes e comentarios gerais referentes ao presente estudo e
relacionados ao manuscrito deste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS séo relacionadas as citaces que
aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e
DISCUSSAO desta dissertacao.



1 INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) € um distarbio metabdlico, caracterizado por
niveis elevados de glicemia e alteracbes do metabolismo dos carboidratos,
lipidios e proteinas. Resulta de uma secrecdo deficiente de insulina pelas
células beta das ilhotas de Langerhans do pancreas, resisténcia periférica a
acdo da insulina, ou ambas (The expert comitee on the diagnosis, 1997). E
uma doenca cronica de incidéncia global, que atinge 2,5 a 3% da populacao
mundial, uma proporcéo que, em alguns paises, pode atingir 7% ou mais, como
no Brasil, onde a prevaléncia dessa patologia € de 7,8% (Malerbi, 1992).

O DM é bem conhecido por causar um desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes devido a hiperglicemia, que induz glicacdo e ativacdo da via
poliol, levando a superproducdo de espécies reativas de oxigénio. Essas
espécies causam danos estruturais ao figado e ao pancreas e levam a
complicagbes, tais como a nefropatia, que pode resultar do estresse oxidativo
(Inukai, 2002). Os radicais livres sdo moléculas organicas, inorganicas e
atomos, cuja estrutura quimica possui um elétron desemparelhado, ou seja,
ocupa um orbital atbmico ou molecular sozinho. Isso o torna muito instavel,
extraordinariamente reativo e com uma enorme capacidade para combinar-se
inespecificamente com as diversas moléculas integrantes da estrutura celular e
derivados de cada uma delas (Halliwell e Gutteridge, 2000), usualmente
chamadas de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs). Os
radicais livres em geral sdo formados por absorcao de radiacao (ultravioleta ou
visivel), por reacdo redox ou por processos de catalise enzimatica (Slater,
1984).

Os principais antioxidantes enddégenos sao a superéxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa reduzida
(GSH). Segundo alguns autores, no diabetes tipo 1, 0s niveis de antioxidantes,
como a GPx, SOD e catalase encontram-se reduzidos significativamente
quando comparados aos das pessoas saudaveis (Ramakrishna e Jailkhani,
2007). Entretanto, ha estudos que mostram o aumento dos niveis dessas
enzimas como uma resposta do organismo ao estresse oxidativo causado pelo
estado diabético (Kakkar,1995).
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O reconhecimento do envolvimento de espécies reativas de oxigénio,
radicalares ou ndo radicalares, em diversas patologias tem levado a
implementagdo do uso de substancias antioxidantes, que funcionam como
supressores dos processos de oOxido-reducdo. Alguns desses compostos
contém um grupo funcional quimicamente analogo ao de antioxidantes naturais
e introduzem novos grupos quimicos que aumentam sua amplitude de acgéo
celular ou melhoram sua biodisponiblidade. Por outro lado, outros antioxidantes
sintéticos ndo apresentam analogia estrutural aos naturais, mas exercem alta
reatividade para com as espécies reativas de oxigénio e/ou protegem
seletivamente alguns tecidos (Packer, 1997).

A N-acetilcisteina € um composto tiélico que vem sendo utilizada na
clinica hd mais de quarenta anos. Atualmente, € utilizada como principal
antidoto em intoxicacdes agudas por paracetamol com risco de dano hepatico,
provavelmente por restaurar as reservas hepaticas de glutationa. (Hardmann,
2001). E uma fonte de grupos sulfidrila e removedores de substancias reativas
com o oxigénio (OH e H,0,), geradas pela reacdo dos peroxinitritos como o
NO e superoxido (Zafarullah, 2003; Aruoma, 1989). Ela tem demonstrado
reduzir a disfuncdo endotelial, inflamacéao, fibrose, diminuir a lesdo provocada
pelo tempo de isquemia do enxerto e os niveis de malondialdeido (MDA) em
pacientes renais crénicos (Massy e N-Guyen, 2002; Vaziri, 2002).

Assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar os biomarcadores
do estresse oxidativo enzimaticos, tais como o superdxido dismutase (SOD), a
catalase, a glutationa peroxidase (GPx) e o &-aminolevulinato desidratase
(ALA-D) e os biomarcadores ndo enzimaticos como o malondialdeido (MDA) e
a glutationa reduzida (GSH),no tecido hepatico e renal de animais saudaveis e
com diabetes induzido, tratados e néo tratados via intraperitoneal com N-
acetilcisteina, a fim de verificar se esse antioxidante € capaz de reverter ou

diminuir os danos do estresse oxidativo nesses 6rgaos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Diabetes mellitus (DM)

O Diabetes mellitus € uma sindrome caracterizada pela secrecao
anormal de insulina, desordem no metabolismo de carboidratos e lipideos e é
diagnosticado pela presenca de hiperglicemia (Zimmet, 1997), que se
manifesta por sintomas como polidria, polidipsia, perda de peso, polifagia e
visdo turva ou por complicacbes agudas que podem levar a risco de vida: a
cetoacidose diabética e a sindrome hiperosmolar hiperglicEmica néo cetotica.

A hiperglicemia crbnica esta associada a dano, disfuncdo e faléncia de
varios orgaos, especialmente, olhos, rins, nervos, coragado e vasos sanguineos.
Estudos de intervencdo demonstraram que a obtencdo do melhor controle
glicémico possivel retardou o aparecimento de complicacbes croénicas
microvasculares, embora ndo tenha tido um efeito significativo na reducéo de
mortalidade por doencga cardiovascular (UK Prospective Diabetes Study
(UKPDS) Group, 1998).

2.1.1 Prevaléncia do DM

O Diabetes mellitus é um problema de saude publica mundial. Estima-se
gue existam mais de 150 milhGes de pessoas com diabetes no mundo, sendo
gue projecdes da Organizacdo Mundial da Saude para 2025 sugerem que esse
namero possa chegar a 300 milhdes.(LERCO, 2003).

Nas Américas, o numero de individuos com diabetes foi estimado em 35
milhdes para o0 ano 2000 e projetado para 64 milhdes em 2025. Nos paises
desenvolvidos, 0 aumento ocorrera principalmente, nas faixas etarias mais
avancadas, decorrente do aumento da esperanca de vida e do crescimento
populacional; nos paises em desenvolvimento, 0 aumento sera observado em
todas as faixas etéarias, principalmente, no grupo de 45-64 anos onde sua
prevaléncia deve triplicar, duplicando nas faixas etarias de 20-44 e 65 e mais
anos (King, 1998).
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Um estudo multicéntrico de base populacional, conduzido em 1988, em
nove capitais de estados brasileiros, demonstrou que a prevaléncia do diabetes
e a tolerancia a glicose diminuida em populacédo urbana, entre 30 e 69 anos de
idade, € de 7,6 e 7,8%, respectivamente. Os casos de diabetes previamente
diagnosticados corresponderam a 54% dos casos identificados, ou seja, 46%
dos casos existentes desconheciam o diagndstico, que provavelmente seria
feito por ocasido de manifestacédo de alguma complicagéo crénica do diabetes
(Malerbi & Franco, 1992).

No Brasil, as cidades das regides Sul e Sudeste, consideradas de maior
desenvolvimento econdmico do pais, apresentam maiores prevaléncias de
Diabetes mellitus e de tolerancia a glicose diminuida. Os principais fatores
associados a maior prevaléncia do diabetes no Brasil foram a obesidade, o
envelhecimento populacional e a histéria familiar de diabetes (Malerbi &
Franco, 1992).

2.1.2 Classificacéo

Segundo a Sociedade Brasileira (2000), a classificacdo atualmente
recomendada incorpora o conceito de estagios clinicos do diabetes, desde a
normalidade, passando pela tolerancia a glicose diminuida e/ou glicemia de
jejum alterada, até o diabetes propriamente dito. A nova classificacao baseia-se
na etiologia do diabetes: Tipo 1 - destruicdo da célula beta com deficiéncia
absoluta de insulina; Tipo 2: varia entre a resisténcia insulinica e um defeito
secretorio; outros tipos especificos: decorrentes de defeitos genéticos e de
doencas ou induzidos por farmacos e agentes quimicos e diabetes gestacional:
casos detectados na gravidez. (Guimaraes, 2002).

No diabetes tipo 1, ocorre destruicdo das células beta do péancreas,
usualmente por processo auto-imune (forma auto-imune; tipo 1A) ou, menos
comumente, por causa desconhecida (forma idiopética; tipo 1B) (Atkinson,
1994; Imagawa, 2000). Na forma auto-imune, ha um processo de insulite e
estdo presentes autoanticorpos circulantes (anticorpos anti-descarboxilase do

acido glutdmico, anti-ilhotas e anti-insulina). De uma forma geral, a instalagédo
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do quadro de diabetes tipo 1 auto-imune € relativamente abrupta e muitas
vezes o individuo pode identificar a data de inicio dos sintomas.

A consequéncia da perda das células beta é a deficiéncia absoluta da
secrecdo de insulina, o que, por sua vez, deixa 0S pacientes suscetiveis a
ocorréncia de cetoacidose, muitas vezes, a primeira manifestacdo da doenca.
O quadro de cetoacidose é a expressdo maxima da deficiéncia de insulina e
pode também ocorrer na presenca de estresse infeccioso, ou de qualquer
etiologia ou ser decorrente do uso inadequado da insulina (The expert
committee on the diagnosis, 1997, World health organization, 1999).

O pico de incidéncia do diabetes tipo 1 ocorre dos 10 aos 14 anos de
idade, havendo a seguir uma diminuicdo progressiva da incidéncia até os 35
anos, de tal maneira que casos de diabetes tipo 1 apos essa idade sao pouco
frequentes. No entanto, individuos de qualquer idade podem desenvolver
diabetes tipo 1 (Gross, 2002).

O diabetes tipo 2 é mais comum do que o tipo 1, perfazendo cerca de
90% dos casos de diabetes. E uma entidade heterogénea, caracterizada por
disturbios da acédo e secrecdo da insulina, com predominio de um ou outro
componente (World health organization, 1999). A etiologia especifica deste tipo
de diabetes ainda nédo esta claramente estabelecida como no diabetes tipo 1. A
destruicdo autoimune do pancreas nao esta envolvida. Também, ao contrério
do diabetes tipo 1, a maioria dos pacientes apresenta obesidade.

A idade de inicio do diabetes tipo 2 € variavel, embora seja mais
frequente apds os 40 anos de idade, com pico de incidéncia ao redor dos 60
anos. Estudos que aliam a obesidade a idade superior a 40 anos indicam este
ponto de corte da idade como discriminatério entre os dois tipos de diabetes
(Hother-Nielsen, 1988). Por outro lado, outros autores associam a auséncia de
episodio agudo de cetoacidose e idade superior a 20 anos como indicadores da
presenca de diabetes do tipo 2 (Service, 1997). Deve ser levado em conta que,
embora a ocorréncia de cetoacidose seja caracteristica do estado de
deficiéncia insulinica do tipo 1, o paciente tipo 2 pode apresentar esse quadro
na vigéncia de intercorréncias graves como infec¢cdes ou episodios agudos de
doenca cerebrovascular (Kitabchi, 2001).

A diferenciacdo entre os dois tipos mais comuns de diabetes é em geral

relativamente simples e baseia-se fundamentalmente em dados clinicos.
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O diabetes gestacional € definido como a tolerancia diminuida aos
carboidratos, de graus variados de intensidade, diagnosticado pela primeira vez
durante a gestacdo, podendo ou ndo persistir apds o parto (World health
organization, 1999).

Os fatores de risco associados ao diabetes gestacional sdo semelhantes
aos descritos para o diabetes tipo 2, incluindo ainda idade superior a 25 anos,
ganho excessivo de peso na gravidez atual, deposicdo central excessiva de
gordura corporal, baixa estatura, crescimento fetal excessivo, polidramnio,
hipertensdo ou pré-eclampsia na gravidez atual, antecedentes obstétricos de
morte fetal ou neonatal (Gross, 2002).

O rastreamento do diabetes é realizado a partir da primeira consulta pré-
natal, utilizando-se a medida da glicose em jejum e com o objetivo de detectar
a presenca de diabetes pré-existente. A partir da 202 semana da gravidez,
realiza-se outra medida da glicose plasmatica de jejum, com ponto de corte de
85mg/dl (Reichelt, 1998), visando a deteccao do diabetes gestacional.

A medida que tém sido elucidados os processos de patogénese do
diabetes, tanto em relacdo a marcadores genéticos como aos mecanismos de
doenca, tem crescido o numero de tipos distintos de diabetes, permitindo uma
classificacdo mais especifica e definitiva (Gross, 2002). Portanto, novas
categorias tém sido acrescidas a lista de tipos especificos de diabetes,
incluindo defeitos genéticos da célula beta e da acéo da insulina, processos de
doencas que danificam o pancreas, diabetes relacionados a outras
endocrinopatias e os casos decorrentes do uso de medicamentos (Oliveira,
1999).

2.1.3 Complicacdes diabéticas

As complicacdes vasculares do Diabetes mellitus s&o a principal causa
de morbimortalidade nos paises desenvolvidos e constituem preocupacao
crescente para as autoridades de saude em todo o mundo (Zimmet., 2001).
Entre as teorias que explicam como a hiperglicemia crénica conduz aos danos
celulares e teciduais observados nessa doenga, a formacédo dos produtos de

glicacdo avancgada, também chamados AGEs (do inglés, Advanced Glycated
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End-Products), é considerada uma das mais importantes (Brownlee, 2001,
Peppa, 2003).

Os efeitos patoldégicos dos AGEs estdo relacionados a capacidade
desses compostos de modificar as propriedades quimicas e funcionais das
mais diversas estruturas biologicas. Por meio da geracao de radicais livres, da
formacao de liga¢des cruzadas com proteinas ou de interagdes com receptores
celulares, os AGEs promovem, respectivamente, estresse oxidativo, alteracdes
morfofuncionais e aumento da expressdo de mediadores inflamatorios. A
contribuicho dos AGEs para o desenvolvimento e a progressao das
complicacBes diabéticas encontra-se bem evidenciada na literatura (Jakus,
1998).

As doencas cardiovasculares representam a principal causa de morte
(52%) em pacientes diabéticos do tipo 2 (Nathan, 1997). Diversos fatores de
risco, passiveis de intervencdo, estdo associados ao maior comprometimento
cardiovascular observado nos pacientes diabéticos. Entre eles, estdo a
presenca da Nefropatia Diabética (ND) e da Hipertensdo Arterial Sistémica
(HAS).

A Nefropatia Diabética acomete cerca de 40% dos pacientes diabéticos
e é a principal causa de insuficiéncia renal em pacientes que ingressam em
programas de dialise. Cerca de 40% desses morrem no primeiro ano de
tratamento, principalmente, por doenca cardiovascular (Gall, 1991).

A Retinopatia Diabética (RD) acomete cerca de 40% dos pacientes
diabéticos e € a principal causa de cegueira em pacientes entre 25 e 74 anos.
A maioria dos casos de cegueira (90%) € relacionada a Retinopatia Diabética e
pode ser evitada através de medidas adequadas, que incluem, além do
controle da glicemia e da pressao arterial, a realizacdo do diagnéstico em uma
fase inicial e passivel de intervencao (Aiello, 1998).

Outra complicacdo sdo as Ulceras em pés de diabéticos, que tém como
fatores de risco para o seu surgimento, além da neuropatia diabética periférica,
a desinformacdo sobre o0s cuidados com o0s pés, pois a presenca de
calosidades e deformidades, a doenca vascular periférica e as dermatoses
comuns (contudo entre os dedos) favorecem o desenvolvimento dessa
complicagdo crbnica. Os pacientes com historia prévia de Ulcera ou amputacdo

sao particularmente considerados como de elevado risco para o
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desenvolvimento de novas ulceras (Gross, 1999). A detecgao precoce do “pé
em risco” pode ser feita facilmente pela inspecéo e avaliacdo da sensibilidade

através de testes simples e de baixo custo (Armstrog, 1998; Boulton, 1998).

2.1.4 Diagnéstico

O diabetes mellitus é uma doenga com critérios diagnésticos bem
definidos, porém de manejo complexo, uma vez que sua abordagem além da
terapéutica medicamentosa envolve uma série de mudancas nos habitos de
vida dos pacientes (Assuncéo, 2002).

O diagnostico baseia-se fundamentalmente nas alteragfes dos niveis de
glicose plasmatica de jejum ou apds uma sobrecarga de glicose por via oral.
Os critérios diagnosticos baseiam-se na glicose plasmatica de jejum (8 horas),
nos pontos de jejum e de 2h apoOs sobrecarga oral de 75 g de glicose (teste
oral de tolerancia a glicose — TOTG) e na medida da glicose plasmética casual
(Engelgau, 1997).

Para que o diagnostico seja estabelecido em adultos fora da gravidez, os
valores devem ser confirmados em um dia subsequente, por qualquer um dos
critérios descritos. Pacientes com glicemia > 200 mg/dl, ap6s 2 horas de
sobrecarga com 75g de glicose, apresentam riscos elevados. Em relacdo a
glicemia de jejum, valores acima de 126 mg/dl se correlacionam relativamente
bem com os valores de 2 horas apés sobrecarga acima de 200 mg/dl, de modo
que glicemias de jejum maior que 126 mg/dl em duas ocasibes confirmam o
diagnéstico. Apesar de boa especificidade, a glicemia de jejum tem baixa
sensibilidade para afastar diabetes, ou seja, uma glicemia de jejum normal ndo
€ suficiente para afastar o diagndstico de diabetes, sendo, muitas vezes,
necessario realizar o teste de sobrecarga (Genuth, 2003).

Para a deteccéo do diabetes em criancas que nao apresentam um quadro
caracteristico de descompensagdo metabdlica com polidria, polidipsia e
emagrecimento ou de cetoacidose diabética, sdo adotados os mesmos critérios
diagnosticos empregados para os adultos. Quando houver a indicacdo de um
TOTG, utiliza-se 1,75 g/kg de glicose (maximo 75 g) (Gross, 2002).
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Em algumas circunstancias (diabetes com inicio entre 25 a 30 anos,
durante a gravidez e em pacientes em hemodiélise), o diagndéstico do tipo de
diabetes € mais dificil, pode entdo ser necesséria a utilizacdo de alguns
exames laboratoriais para estabelecer a possivel causa do diabetes. Entre
estes, encontram-se marcadores de autoimunidade, como a medida de
autoanticorpos relacionados a insulite pancreédtica e a avaliacdo da reserva
pancredtica de insulina através da medida do peptideo C e da fase rapida de
secrecdo de insulina. (Gross, 2002).

O tratamento do diabetes visa, predominantemente, ao controle
glicémico. A Sociedade Brasileira de Diabetes (Programa Harvard Joslin —
SBD, 1996) preconiza também como objetivos: aliviar os sintomas, melhorar a
qualidade de vida, prevenir complicacbes agudas e cronicas, reduzir a
mortalidade e tratar as doencas associadas.

O tratamento basico e o controle da doenca dos tipos de diabetes 1 e 2
consistem, primordialmente, em uma dieta especifica, em atividade fisica e no
uso adequado da medicacao (antidiabéticos orais e/ou insulina). O resultado &
obtido através de uma educacdo especifica, que requer a adocdo de
determinadas medidas e praticas comportamentais pelos portadores de
diabetes.

2.2 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo pode resultar de uma situacdo em que ha uma
diminuicdo dos niveis dos antioxidantes, uma elevada velocidade de producédo
de oxidantes/pro-oxidantes ou uma combinacdo de ambas as condi¢cdes
(Slater, 1984; Pawlak, 1998). Os radicais livres sdo moléculas organicas,
inorganicas e atomos, cuja estrutura quimica possui um elétron
desemparelhado, ou seja, ocupando um orbital atbmico ou molecular sozinho.
Isso o0 torna muito instavel, extraordinariamente reativo e com uma enorme
capacidade para combinar-se inespecificamente com as diversas moléculas
integrantes da estrutura celular e derivados de cada uma delas (Halliwell e
Gutteridge, 2000), usualmente chamadas de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERNs). Os radicais livres em geral sdo formados por
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absorcdo de radiacdo (ultravioleta ou visivel), por reacbes redox ou por
processos de catélise enzimatica (Slater, 1984).

No organismo, essas espécies encontram-se envolvidas na producéo de
energia, fagocitose, regulacéo do crescimento celular, sinalizacao intercelular e
sintese de substancias biolégicas importantes. No entanto, seu excesso
apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacdo dos lipidios de
membrana e agressao as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas,
carboidratos e DNA (Husain, 1987). Dessa forma, encontram-se relacionadas
com varias patologias, tais como artrite, choque hemorragico, doencas do
coracgao, catarata, disfuncdes cognitivas, cancer e AIDS, podendo ser a causa
ou o fator agravante do quadro geral (Halliwell, 1992)

O excesso de espécies reativas no organismo € controlado por
antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos através da dieta (Fauré,
1984).

2.2.1 Agentes oxidantes

As EROs sdo encontradas em todos os sistemas biologicos. Em
condicodes fisiolégicas do metabolismo celular aerdbio, o O, sofre reducao
tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacdo de
H,O. Durante esse processo, sdo formados intermediarios reativos, como 0s
radicais superoxido (O2.), hidroperoxila (HO-.) e hidroxila (OH), e o perdxido de
hidrogénio (H20,). Normalmente, a redugdo completa do O, ocorre na
mitocbndria, e a reatividade das EROs é neutralizada com a entrada dos quatro
elétrons (Cohen, 1989).
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Figura 1: Formagdo de espécies reativas de oxigénio a partir do oxigénio molecular, com
sucessivas transferéncias de elétrons (Nordberg & Arnér, 2001).
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O radical HO- é o mais deletério ao organismo, pois devido a sua meia-
vida muito curta dificilmente pode ser sequestrado in vivo. Estes radicais
frequentemente atacam as moléculas por abstracdo de hidrogénio e por adicao
a insaturagdes. Existem duas maneiras de controlar a presenga do radical HOe:
reparar os danos causados por ele ou inibir sua formacéo. O ataque intensivo e
frequente desse radical pode originar mutacbes no DNA e, consequentemente,
levar ao desenvolvimento de cancer em seres humanos no periodo de 15 a 20
anos (Barreiros, 2006).

O radical superoxido € o mais comum e abundante na célula (Boveries,
1998). E formado no organismo, principalmente, através da cadeia de
transporte de elétrons ou por acdo de células fagocitarias (neutrdfilos,
monaocitos e macréfagos) para defesa bactericida (Diaz, 1998). Apesar de o
nome sugerir que esse radical tem alto poder oxidante, o superoxido atua na
maioria das reacbes como um agente redutor (Oga, 2003).

O perdxido de hidrogénio apesar de nao ser um radical livre, pela
auséncia de elétrons desemparelhados na ultima camada, o H,O, € um
metabdlito do oxigénio extremamente deletério, porque participa da reacédo que
produz o HO.. O H,0, tem vida longa, é capaz de atravessar camadas
lipidicas, pode reagir com a membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas ao
Fe++. Assim, é altamente toxico para as células; essa toxicidade pode ser
aumentada de dez para mil vezes quando em presenca de ferro, como ocorre,
por exemplo, na hemocromatose transfusional (Halliwell, 1990). O oxigénio
singlet é forma excitada de oxigénio molecular e ndo possui elétrons
desemparelhados em sua ultima camada. O oxigénio singlet tem importancia
em certos eventos biolégicos, mas poucas doencas foram relacionadas a sua
presenca (Halliwell, 1990).

A utilizagdo de compostos antioxidantes encontrados na dieta, ou
mesmo sintéticos, € um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres
gue podem ser empregados nas industrias de alimentos, cosméticos, bebidas e
também na medicina, sendo que, muitas vezes, 0s proprios medicamentos
aumentam a geracao intracelular desses radicais (Doroshow, 1983; Halliwell,
1995; Weijl, 1997).
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Outros oxidantes sdo as espécies reativas do nitrogénio, o 6xido nitrico
(NO), também chamado de mondxido de nitrogénio, € um radical livre, pois
possui um elétron ndo pareado na sua camada de valéncia. O radical NO
reage muito rapido com outras espécies radicalares para produzir as espécies
reativas do nitrogénio (ERN), que podem modificar muitas macromoléculas,
incluindo proteinas, lipidios e acidos nucléicos (Davies, 2001). Os radicais do
enxofre sdo formados quando um grupo tiol (-SH) reage com varios radicais do
oxigénio, como o radical hidroxila ou com um carbono central de algum radical.
Outro mecanismo de formacéo de radicais do enxofre € a reacao do grupo tiol
com ions de metais de transi¢do (Halliwell e Gutteridge, 2000).

Em relacdo aos radicais lipidicos, os acidos graxos polinsaturados,
presentes nas membranas celulares, sao facilmente oxidados pelos radicais
livres, levando a peroxidacao lipidica. Entre os produtos finais da peroxidacao
lipidica, estdo compostos de baixo peso molecular, como hidrocarbonetos e
aldeidos, por exemplo, o Malondialdeido (MDA) (Esterbauer e Cheeseman,
1990). Além disso, também pode ser produzido o 4-HNE (4-hidroxinonenal)
que € citotoxico, hepatotdéxico, mutagénico e genotoxico (Esterbauer e
Cheeseman, 1990; Maxwell, 1995).

2.2.2 Sistema antioxidante

Em sistemas aerdbicos, é essencial o equilibrio entre agentes oOxido-
redutores (como as EROs) e o sistema de defesa antioxidante. Esses agentes
sdo gerados endogenamente como consequéncia direta do metabolismo do O,
e também em situacdes nao-fisiolégicas, como a exposicdo da célula a
xenobidticos que provocam a reducdo incompleta de O, (Ross, D. 1991;
Hebbel, 1986). Para proteger-se, a célula possui um sistema de defesa que
pode atuar em duas linhas. Uma delas atua como detoxificadora do agente
antes que ele cause lesao, esta linha € constituida por glutationa reduzida
(GSH), superoxido-dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase
(GPx) e vitamina E.

A outra linha de defesa tem a funcédo de reparar a leséo ocorrida, sendo

constituida pelo acido ascorbico, pela glutationa-redutase e pela GPx, entre
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outros. Com excecdo da vitamina E (alfa-tocoferol), que € um antioxidante
estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes est4 no meio
intracelular (Ross, 1991; Hebbel, 1986).

2.2.2.1 Sistema antioxidante enzimatico

O sistema enziméatico é o primeiro a agir, evitando o acumulo do anion
superoxido e do peroxido de hidrogénio. E formado por diversas enzimas,
destacando-se a glutationa peroxidase (GPx); catalase (CAT); e superoxido
dismutase (SOD) (Bell6, 2002).

A SOD corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos
proteicos em sua composicado. Nos sistemas eucariontes, existem duas formas
de SOD. A forma SOD-cobre-zinco esta presente, principalmente, no citosol,
enquanto que SOD-manganés esta localizada primariamente na mitocondria.
Essa enzima tem papel antioxidante por catalisar a dismutacdo do radical
superoxido em H,O, e O,, na presenca do proton H+ (Ross, 1991; Hebbel,
1986; Acharya, 1991).

A catalase é uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a reducéo
do H,0, a H,O e O,. E encontrada no sangue, medula éssea, mucosas, rim e
figado (Mayes, 1990). Sua atividade é dependente de NADPH.

A GPx catalisa a reducao do perdxido de hidrogénio (Shan, 1990) e
peréxidos organicos para seus correspondentes alcodis a custa da conversao
da GSH a GSSG. Embora a GPx tenha acdo fundamentalmente citosélica, in
vitro ela é capaz de reduzir hidroperéxidos de membrana (Hebbel, 1986).

A enzima glutationa redutase é responsavel pela recuperacédo da GSH,
uma etapa essencial para manter integro o sistema de protecao celular (Gilbert,
1990). Habitualmente, a reserva intracelular de glutationa redutase é alta e
somente uma grave deficiéncia dessa enzima resultard em sinais clinicos
(Frischer, 1987). A glutationa redutase € uma flavoproteina dependente da
nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida (NADPH) e, portanto,
também dependente da integridade da via das pentoses (Ross, 1991; Hebbel,

1986). Sob condi¢des de diminuicdo do fornecimento de NADPH, como no
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jejum e na deficiéncia de glicose- 6-fosfato desidrogenase (G6PD), ha prejuizo
da funcao da glutationa redutase (Shan, 1990).

Ainda existem as enzimas chamadas glutationa S-transferases, as quais
agem detoxificando agentes alquilantes, incluindo herbicidas, pesticidas e
xenobidticos, através da catalise das reacdes desses agentes com o0 grupo SH

da glutationa, neutralizando-os e tornando-os mais facilmente metabolizaveis.

Cadeia respiratéria
0,
eNOS desacoplada
Xantina oxidase
Citocromo P450 PR
Cicloxigenase
- 0,"
NADPH-oxidase ©  Superéxido-
p . .
00 — i H,0, Glutationa-reduzida
SOD H,0,+ 2GSH
Catalase Glutationa- Glutationa-
CQT peroxidase redutase
2H,0, GSH-Px GSH-Rd
2H,0+ 0, 2H,0
Glutationa-oxidada
GSSG

Figura 2: Enzimas antioxidantes superoxido dismutase, catalase e glutationa. (Fortufio, 2005;
Ray, 2005).

2.2.2.2 Sistema antioxidante ndo enzimatico

Esse sistema é formado por antioxidantes hidrofilicos, como a GSH, a
vitamina C, os indois e os catecois, e por lipofilicos, as bioflavonas, vitamina E
e carotenoides.

A Glutationa é um tripeptideo (g-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) que existe
no organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando
direta ou indiretamente em muitos processos bioldgicos importantes, incluindo

a sintese de proteinas, metabolismo e protecdo celular. Estd presente na
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maioria das células e é o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular
(Meister, 1983).

Sua capacidade redutora é determinada pelo grupamento-SH, presente
na cisteina. A GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do
sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a leséo
resultante da exposicao a agentes como ions ferro (Galleano, 1995), oxigénio
hiperbarico, ozbnio, radiagdo e luz ultravioleta (Deneke, 1989). Aléem disso,
diminui a suscetibilidade a lesdo renal decorrente da isquemia e reperfuséo
(Shan, 1990), atua como transportadora e reservatorio da cisteina e participa
da detoxificacdo de agentes quimicos e da eliminacdo de produtos da
lipoperoxidacéo. Ainda € requerida para a sintese de DNA, de proteinas e de

algumas prostaglandinas (Deneke, 1989).

2.2.3 Biomarcadores da Peroxidacéo Lipidica

Os radicais lipidicos, como os acidos graxos polinsaturados, presentes
nas membranas celulares, sdo facilmente oxidados pelos radicais livres,
levando a peroxidacéao lipidica Esse fendbmeno ocorre devido a existéncia de
varias insaturacdes em sua molécula, pois é na dupla ligacdo que o radical
perdxido se insere, formando entdo um lipoperéxido. Entre os produtos finais
da peroxidacdo lipidica, estdo compostos de baixo peso molecular, como
hidrocarbonetos e aldeidos, por exemplo, o Malondialdeido (Esterbauer e
Cheeseman, 1990).

O MDA pode ser utilizado como indicador da acao dos radicais livres no
organismo (Ferreira, 1997; Del Rio, 2005; Ozguner, 1999), ele possui acao
citotoxica e genotoxica, encontrando-se em niveis elevados em algumas
patologias associadas ao estresse oxidativo (Andrade, 2005; Steghens, 2001,

Bagis, 2005).

2.3 N-acetilcisteina

A N-acetilcisteina (NAC) é um tiol, um agente mucolitico e um precursor

do aminoacido L-cisteina e de GSH. A NAC é uma doadora de grupamentos
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sulfidrilicos nas células e sequestradora de radicais livres. Usa-se em
diferentes doencgas, incluindo céncer, doengas cardiovasculares, AIDS e
também na intoxicagdo por acetaminofeno (Kelly, 1998).

2.3.1 Estrutura quimica e farmacocinética

A NAC é um composto tidlico, cuja férmula quimica é CsHgNO3S
(Ziment, 1988). E rapidamente absorvido quando ingerido por via oral,
entretanto sofre metabolismo de primeira passagem pelas células do intestino
delgado e figado, devido a incorporacdo da NAC pelas cadeias de proteinas e
a formacdo de uma variedade de metabdlitos. Apenas uma pequena

porcentagem de NAC chega intacta ao plasma e no tecido (De Caro, 1986).

|
Hl‘;lﬂCHS
HSK/' || OH
0

Figura 3: Estrutura quimica da N-acetilcisteina (Ventresca, 1989).

O pico de concentracao plasméatica ocorre menos de uma hora apés a
administracdo oral, o tempo de meia-vida plasmatica € em torno de 2 horas e

15 minutos e € eliminada pela urina (Borgstrom, 1986).

2.3.2 Mecanismo de agao

Pelo fato de a NAC ser doadora de grupamentos sulfidrilicos, ela pode
estimular a sintese de GSH, devido a isso, aumenta a atividade da glutationa-
S-transferase, promove detoxicagcdo e age diretamente nos radicais oxidantes

(De Vries, N., De Flora, S, 1993). Estudos mostram que, in vivo, a NAC pode
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aumentar os niveis intracelular de GSH nos eritrocitos, no figado e em células
pulmonares (De Flora, 1985).

Devido a essa acao precursora de GSH intracelular, a NAC é utilizada
como um antidoto de intoxicagdes por paracetamol, uma vez que este causa a
deplecdo dos niveis de glutationa e inibe a atividade a glutationa transferase
citosolica (Pratt, 1985).

O tratamento com esse antioxidante pode aumentar a detoxificagdo dos
tecidos hepatico e pulmonar de algumas acfes mutagénicas. Ele exerce efeito
protetor por promover a sintese de GSH e restringir a biotransformacéo de
substancias mutagénicas/carcinogénicas em compostos mais toxicos (De
Flora, 1985).

O grupamento tidlico € essencial para a defesa contra as espécies
reativas de oxigénio, age como um poderoso sequestrador de acido
hipocloroso e é capaz de reduzir os radicais hidroxila e o peréxido de
hidrogénio (Aruoma, 1989). A NAC também tem sido usada como agente
radioprotetor e aparentemente exerce esse efeito devido a modulacdo das
concentracdes de citocinas. A interleucina-1, o fator de necrose tumoral-alfa e o
interferon-gama fornecem protecdo enddgena ao sistema hematopoiético
contra a radiacao (Baier, 1996).

2.3.3 Usos clinicos

Como explicitado anteriormente, a NAC ¢é utlizada na clinica,
principalmente, como antidoto de intoxicagfes com paracetamol. Também esta
nas formulacdes de xaropes com acao mucolitica.

Sao encontrados, na literatura, trabalhos experimentais que fazem o uso
da NAC, dentre varias, em situacbes de cancer, AIDS, gripe, doencas
cardiacas, intoxicagbes com metais pesados e epilepsia (Kelly, 1998).
Entretanto, ndo foram encontrados estudos sobre uso de NAC em diabetes
experimental, como uma alternativa para tentar diminuir a ocorréncia das
complicacBes diabéticas. Por esse motivo, o objetivo desse trabalho foi avaliar
0 possivel efeito protetor de dano renal e hepatico da NAC em ratos com

diabetes induzida com alloxano.
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Abstract

N-acetylcysteine (NAC) is a potent mucolitic agent and also a comproved
antioxidant. Its antioxidant action is due to its ability to stimulate reduced
glutathione synthesis, therefore maintaining intracellular levels. The aim of this
study was to evaluate the effects of N-acetylcysteine administrated
intraperitoneally, in decreasing the oxidative tissue damage in liver and kidney
of Alloxan induced diabetic rats. The N-acetylcysteine treatment revealed to be
more effective in liver. A significantly decrease in the lipid peroxidation and an
increase in d-aminolevulinate dehydrates activity were observed, probably due
to an efficient support of reduced glutathione in this tissue. Also, n-
acetylcysteine at 75 mg/kg better restored the oxidative stress biomarkers. Our
findings suggest that N-acetylcysteine can be considered a good antioxidant
agent by exhibiting modulate action on the oxidative stress biomarkers analyzed

in this work.

Keywords: Alloxan-induced diabetes; Oxidative stress; N-acetylcysteine;

Malondialdehyde; 3-Aminolevulinate dehydratese; Reduced glutathione levels.
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1. INTRODUCTION

Diabetes mellitus (DM) is a common disease affecting over 124 million
individuals worldwide (1-2). This disease is characterized by hyperglycemia
resulting from defects in both insulin secretion and/or insulin action. The precise
cellular and molecular mechanisms which underlie the etiology and progression
of diabetes are still not fully understood. However, oxidative stress is thought to
play a central role on the development of many diabetic complications (3-4).
The framework for diabetes leads to debilitating secondary complications that
shorten the patient’s life span (5).

In this line, an increase in lipid peroxidation and deficits in the antioxidant
defense systems have been observed in a variety of experimental models of
hyperglycemia (4-12). In addition, protein glycation and advanced glycation end
products (AGES) formation, alteration in properties of physiologically abundant
proteins such as hemoglobin (8), aloumin (10), and collagen (10) are enhanced
under oxidative stress (11-20). However, published data on animal models or
clinical studies about the effects of hyperglycemia on less abundant proteins,
such as aminolevulinate dehydratase (6-ALA-D), are rare (17-19).

d-Aminolevulinate dehydratase (3-ALA-D), an enzyme of the heme
biosynthesis pathway, is essential for all aerobic organisms. It is a marker for
oxidative stress because its active sulfhydryl group renders it highly sensitive to
pro-oxidant elements (18-21), which impair its function (22-31)

Other enzymatic oxidative stress biomarkers are superoxide dismutase
(SOD) and gluthatione peroxidase (GPx). The GPx enzyme is presented in all
cells, functioning as a protector of membranes (32-33), and possibly DNA, from
damage by hydroperoxides (34). Also, by preventing peroxide-mediated
inactivation of SOD (35) it indirectly protects the cell from damage by the
superoxide radical. Interestingly, SOD protects GPx from inactivation by
superoxide radicals (36).

Thus, compounds that present anti-hyperglycemic and/or antioxidant
effects are of potential therapeutic interest for the treatment of human and
animal diabetes (37-40).
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N-acetylcysteine (NAC) plays a crucial role in therapeutics as an integral
component of several antioxidant enzymes involved in peroxide decomposition
(41-45). This thiol-containing antioxidant has been used to mitigate various
conditions of oxidative stress. Its antioxidant action is believed to originate from
its ability to stimulate GSH synthesis, therefore maintaining intracellular GSH
levels (46-47).

Rumack and Prescott showed that an overdose of paracetamol produces
rapid and intense necrosis and fulminant liver failure if glutathione is completely
depleted in the process of intoxication. NAC administration became an antidote
in paracetamol overdose since the intravenous administration allows restoring
the glutathione levels and patient survival. Prescot suggested administering
NAC infusion at a dose of 150mg/kg in 4 hours and 100mg/kg over 16 hours
making a total dose of 250mg (48-49).

The aim of this study was to investigate the possible effects of N-
acetylcysteine (NAC) in the levels of malondialdehyde (MDA) and GPx, GSH,
SOD and ALA-D activity were evaluated in liver and kidney of alloxan-induced
diabetic rats. Additionally, we evaluated whether kidney or liver, separately, is

more susceptible to oxidative damage and/or NAC protection.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Chemicals

5°-Aminolevulinic acid (ALA), dithiothreitol (DTT), N-acetylcysteine
(NAC), thiobarbituric acid (TBA), alloxan, reduced glutathione (GSH), 5,5'-
dithiobis(2)-nitrobenzoic acid (DTNB) were obtained from SIGMA (St. Louis,
MO, U.S.A)).

2.2. Animals

Adult male Wistar rats were used (200-350g) from Central Animal House
of the Federal University of Santa Maria (Santa Maria, RS, Brazil). The animals

were housed under controlled temperature (23+1°C) and humidity (56%) on a
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12 h light-dark cycle with free access to food and water. Before the beginning of
the experiments, the animals were adapted in cages for 20 days. The
experimental protocols were according to the guidelines of the Committee on
Care and Use of Experimental Animal Resources of the Federal University of
Santa Maria, and were previously approved by University Ethics Committee
(protocol number: 54/2008).

All rats were weighted at the onset and at the end of the experiment.

2.3. Diabetes Induction

Diabetes was induced according with Szkudelski et al., 1998, by a single
intraperitoneal (i.p.) injection of alloxan monohydrate (150 mg/kg), dissolved in
0.05M sodium-citrate buffer pH 4.5. The control group received a similar volume
of the vehicle (citrate buffer, 1 mil/kg). In order to reduce death due to
hypoglycemic shock, alloxan-treated rats received by gavage 20% of glucose
instead of water for 6 h after diabetes induction. The animals were kept for 15
days under normal food for later evaluation of the glicemia (50). Blood samples
were taken 24h after alloxan or vehicle injection in the tail vein. Glucose levels
were measured with an automatic analyzer (ADVANTAGE, Boehringer
Mannheim, MO, USA). Only animals with fasting glycemia over 200 mg.dL™

were considered diabetic.

2.4. Treatment

The animals were randomly divided into six groups (n=6): (1) non-
diabetic animals treated with saline 0.9% (control); (2) non-diabetic animals
treated with NAC 25mg/kg (NAC 25); (3) non-diabetic animals treated with NAC
75mg/kg (NAC 75); (4) diabetes induced animals treated with saline 0.9%
(Diabetics); (5) diabetes induced animals treated with NAC 25mg/kg (D NAC
25); (6) diabetes induced animals treated with NAC 75mg/kg (D NAC 75).

NAC solution was freshly prepared in saline solution 0.9% and was
administered via i.p., between 14 and 16 p.m. during 30 days. After the

treatment period, animals were submitted to euthanasia. The blood was
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collected by cardiac punction for biochemical assay and the kidney and liver

tissue were removed for oxidative stress analysis.

2.5. Tissue preparation

Tissues (liver and kidney) were quickly removed, placed on ice and
homogenized in cold 0.1M Tris—HCI pH 7.4 to MDA, 35-ALA-D, SOD and GPx
analysis. The homogenate was centrifuged at 3000g for 10min to yield the low-
speed supernatant fraction that was used for oxidative stress biomarkers
analysis. For GSH analysis, a cut of tissue was homogenized in 25 volumes
(w/v) of 0.5N perchloric acid and centrifuged under the same conditions

previously cited.

2.6. Blood Samples

Blood was collected by cardiac punction from diabetic and control rats
and divided in tubes without any anticoagulant, thus serum was obtained by

centrifugation at 15009 for 10min at 4°C.

2.7. ALA-D activity

d-ALA-D activity was assayed according to Sassa (51) by measuring the
rate of product porphobilinogen (PBG) formation. The reaction was started by
addition of the substrate (ALA) and incubation was carried out at 37 °C for 1h.
The reaction of product was determined using modified Ehrlich’s reagent at
555nm, with a molar absorption coefficient of 6.1 x 10* M™ for the Ehrlich-PBG

salt.

2.8. Lipid peroxidation

Lipid peroxidation was estimated by the measurement of

malondialdehyde (MDA) levels. The MDA was determined in supernatant from
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kidney and liver by high performance liquid chromatographic with visible
detection (HPLC-VIS), according to the method of Grotto et al (52).

2.9. Reduced Glutathione (GSH)
The quantification of GSH in tissue homogenates was realized according
to Garcia et al. Derivatization of the samples was carried out with 350 ul DTNB

(5.5'-dithiobis(2- nitro-benzoic acid)) by high performance liquid chromatography
UV (53).

2.10. Superoxide dismutase

The superoxide dismutase activity was measured by the
spectrophotometric method of McCord and Fridovich, 1969 (54).

2.11. Glutathione peroxidase

Glutathione peroxidase was measurement in spectrophotometer by the
method of Paglia and Valentine, 1967 (55).

2.12. Biochemical parameters

Creatinine, urea, aspartate transaminase (AST), and alanine
transaminase (ALT) were determined by Doles® commercial kits, using serum

samples.

2.13. Statistical analysis

All values obtained are expressed as mean * standard error of the mean
(S.E.M.) Data were analyzed by one-way or two-way ANOVA followed by
Duncan’s multiple range test when appropriate. Differences between groups
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were considered to be significant when p<0.05. Data were analyzed using the

Statistica® 6.0 sofware system (Statsoft Inc., 2001).

3. RESULTS

Information related to each group studied including weight and glicemia
are shown in Table 1. The body weight was reduced in diabetic rats in
comparison to control groups (treated or not with NAC) after 30 days of the
treatment. Blood glucose levels were higher in diabetic rats (> 200mg/dL) when
compared with non diabetic ones.

In Figure 1 the MDA levels found in liver and kidney from the different
groups are shown. The MDA levels in groups treated with NAC 25 (189.38 *
12.59 yM) and 75 mg/kg (129.21 + 7.46 uM) were significantly (p<0.01) lower in
comparison with controls (297.63 + 26.3 uM). Post hoc comparisons also
demonstrated that in diabetes-induced group the MDA levels (427.77 + 28.95
MM) presented were significantly higher than in controls (p<0.01). In the same
manner, the NAC significantly reduced the MDA levels to 254.96 + 13.26 M
and 168.10 + 14.02 uM in diabetic rats treated with 25 and 75mg/kg NAC,
respectively.

In kidneys, the subchronic treatment with the antioxidant NAC
significantly (p<0.05) decreased the MDA levels, being 203.80 + 14.16 uM in
controls and 117.45 £ 10.86 and 130.95 + 12.68 uM in rats that received 25 and
75 mg/kg, respectively. Surprisingly, the diabetes induction did not alter the lipid
peroxidation, since this group presented MDA values of 158.11 + 17.14 uM,
which were not significantly different from the control group.

In relation to ALA-D (Figure 2), in liver it was observed that its activity is
not NAC dose-dependent, because there was no significant difference among
enzymatic activity found in controls animals (0.77 £ 0.051U); NAC 25 mg/kg
group (0.67 £ 0.011U) or NAC 75 mg/kg group (0.61 + 0.011U).

Two-way analysis of variance (in non-diabetic rats and diabetes-induced
rats) revealed a significant main effect of glicemia on the decrease in hepatic
ALA-D activity (0.77 £ 0.05 and 0.45 £ 0.03 IU, respectively). Moreover,
antioxidant NAC is able to restore the ALA-D activity; however this activation did
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not depend of the dose, since NAC 25 mg/kg caused a higher enzyme activity
than NAC 75 mg/kg (1.84 + 0.05IU vs 0.57 + 0.06 1U, respectively).

In the kidneys, there were no significant alterations in ALA-D activity. The
same was observed when NAC 25 mg/kg and 75 mg/kg were compared to
control. However, diabetic rats treated with NAC 25 mg/kg and NAC 75 mg/kg
presented a significantly higher ALA-D activity (p<0.005) than the diabetic
group.

GSH levels (Figure 3) in the hepatic tissue were not significantly different
in diabetic and non diabetic animals. However, in groups treated with NAC 25
mg/kg (5.185 + 0.325 mM) and 75 mg/kg (6.875 £ 0.632 mM) a significant
increase (p<0.05) of GSH levels was observed, comparing to the control (3.85 *
0.396 mM). In opposition to this, diabetic rats treated with NAC 25 and 75
mg/kg presented a significant decrease (p<0.001) in GSH levels, 2.856 + 0.293
mM and 2.186 + 0.186 mM, respectively, when compared to diabetic animals
(4.45 + 0.315 mM).

GSH concentration in kidneys was significantly higher (p<0.05) in the
diabetic group (1.59 = 0.12 mM) than in the control (1.00 + 0.09 mM). The GSH
levels were significantly increased (p<0.05) in animals treated with NAC 75
mg/kg (1.37 £ 0.09 mM). Moreover, the NAC administration in diabetic rats
(1.25 £ 0.09 mM and 2.12 = 0.16 mM respectively for NAC 25 and 75 mg/kg)
significantly enhanced (p<0.05) GSH contents when compared to the diabetic
group.

In Figure 4 the GPx activity is shown. The results in hepatic tissue were
significantly increased (p<0.005) in the diabetic group (19.48 = 1.41 umol
NADPH/min/g tissue) in comparison to the control group (12.84 + 1.60 pmol
NADPH/min/g tissue). However, no differences were observed between NAC
treated groups.

In kidneys, GPx activity was significantly enhanced (p<0.05) in NAC 25
mg/kg (10.74 £ 0.73 pmol NADPH/min/g tissue) and NAC 75 mg/kg (10.39 £
0.30 pmol NADPH/min/g tissue) groups when compared to the control (9.37 *
0.59 umol NADPH/min/g tissue). The same was observed in diabetic animals,
those who received NAC 25 mg/kg (11.81 + 0.38 pumol NADPH/min/g tissue)
and NAC 75 mg/kg (12.60 £ 0.62 pumol NADPH/min/g tissue) presented a
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significant increase (p<0.01) in GPx activity comparing to the untreated diabetic
rats (9.49 £ 0.57 umol NADPH/min/g tissue).

Figure 5 shows the SOD activity in hepatic and renal tissue. When
compared to the control group (6.98 + 0,62 U/mg tissue), SOD activity in liver of
rats treated with NAC 25 mg/kg (15.46 + 1.60 U/mg tissue) and NAC 75 mg/kg
(17.84 = 1.97 U/mg tissue) was significantly higher (p<0.001). No differences
were observed between diabetic animals (10.19 + 0.59 U SOD/mg tissue) and
non diabetic ones (p<0.07).

In kidneys, there were not significant differences in SOD activity between
control and diabetic groups. The same occurred when treated healthy animals
were compared to the control. However, a significant increase (p<0.001) in the
SOD activity was observed in the diabetic group treated with 75 mg/kg of NAC
(20.33 = 1.92 U/mg tissue) when compared to the untreated diabetic animals
(13.56 + 1.02 U/mg tissue).

The results obtained of hepatic and renal function were not significantly
different when treated diabetic and untreated diabetic animals were compared,
independent of NAC concentration (results not shown).

5. DISCUSSION

Elevated glucose level causes oxidative stress due to an increased
production of reactive oxygen species (ROS) (56). The increased production of
ROS has been attributed to nonenzymatic protein glycation and glucose
autoxidation due to a hyperglycemic environment and this can induce lipid and
protein oxidation (57). Moreover, diabetic nephropathy is the main diabetic
microvascular complication, being the second leading cause of death in
diabetics (56). In this way, the present scientific work studied a relationship
between oxidative stress biomarkers and NAC administration, such as a
possible antioxidant on renal and hepatic tissues damage, in alloxan induced-
diabetic rats.

It is known that NAC is widely utilized in patients intoxicated with
overdose of acetaminophen because it acts as an antioxidant directly and/or
increases the intracellular reduced glutathione (GSH), consequently it
possesses capacity of decrease hepatic damage by reduction of oxidative
stress (58-59).
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Thus, this is the first study evaluating the effect of NAC at 25 and 75
mg/kg, intraperitonially, on oxidative damage through the enzymes GPx and
SOD; ALA-D activity and GSH levels; MDA levels as a lipoperoxidation
biomarker on kidney and liver of diabetic and non diabetic rats.

In relation to NAC, it was observed that their protector effects under lipid
peroxidation are more efficient in liver of diabetic rats, since this antioxidant
significantly decreased the MDA levels to values similar to the control group.
Additionally, the dose of 75 mg/kg of NAC is more efficient than the dose of 25
mg/kg in limiting this peroxidative process. This found can be explained by the
fact that the liver has one of the highest organ contents of GSH and is unique in
two aspects of GSH biosynthesis (60). Due to this GSH production, linked to its
compensatory mechanism (61) caused by diabetes, we propose that NAC could
be used to restore the MDA levels, which cause a decrease in the GSH
concentration in the liver of diabetics.

In relation to ALA-D activity, the dose of 75 mg/kg of NAC was also able
to restore it (in kidney and liver) to values higher than the control group in both
treated controls and treated diabetics. Additionally, we can suppose that the
thiol groups of the NAC antioxidant can protect ALA-D enzyme directly through
the donation of thiols from NAC to this enzyme (62), and indirectly by increasing
GSH levels (63).

The treatment with different doses of NAC did not affect the levels of
SOD and GPx in liver of diabetic animals; maybe because the doses used were
not able to change those levels.

In conclusion, the results presented indicate that the doses of NAC
tested in this study are efficient only in liver, i.e., it has a mechanism of
protection under oxidative stress that is tissue-dependent, since oxidative stress
biomarkers have different effects depending on the treatment and the dose of
NAC administered. Additionally, the antioxidant capacity of the treatment with
NAC seems to be more efficient in diabetic animals than in non diabetic ones.
Furthermore, the use of NAC as an antioxidant may be more specific in chronic

diseases, such as diabetes.
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Table 1. Body weight and glucose levels of all rat groups.

Groups Onset weight End weight
(9) (9)

Control 332 +8.53 325+ 11.90
NAC25 334+ 37.36 370 +24.89
NAC75 332 +6.63 332 +5.83
Diabetic 240 + 5.77* 226 + 8.82*
DNAC25 229+ 12.03* 194 + 10.87*
DNAC75 216 +7.48* 182 + 9.69*

Glucose onset
(mg/dL)

69.50 + 3.52
68.60 + 1.60
66.11 + 2,51
347.66 + 34.26%
347.00 + 13.98*

337 + 26.79*

48

Glucose end
(mg/dL)

69.25 + 3.40
60.00 + 1.76
65.20 + 3.00
400.33 + 26.02*
415.42 + 13.14*

379.60 + 33.91*

Control (saline); NAC25 — control treated with 25 mg/kg NAC; NAC75 — control treated with 75 mg/kg

NAC; Diabetic (saline); DNAC25: Diabetic treated with 25 mg/kg NAC; DNAC75 Diabetic treated with

75 mg/hg NAC (n=6/group). Results expressed as mean + SE. *Significantly different from control/saline

group (p<0.05). (ANOVA/Duncan; p<0.05).
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Figure 1: MDA levels (uM/L) in kidney and liver of control (saline); NAC25 — control treated with 25
mg/kg NAC; NAC75 — control treated with 75 mg/kg NAC; Diabetic (saline); DNAC25: Diabetic treated
with 25 mg/kg NAC; DNACT75 Diabetic treated with 75 mg/kg NAC (n=6/group). Results are expressed
as mean = SE. *Significantly different from control. **Significantly different from control and from

diabetic (ANOVA/Duncan; p<0.05).
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Figure 2: ALA-D activity (1U) in kidney and liver of control (saline); NAC25 — control treated with 25

mg/kg NAC; NAC75 — control treated with 75 mg/kg NAC; Diabetic (saline); DNAC25: Diabetic treated
with 25 mg/kg NAC; DNACT75 Diabetic treated with 75 mg/hg NAC (n=6/group). Results are expressed
as mean = SE. *Significantly different from control. **Significantly different from control and from

diabetic (ANOVA/Duncan; p<0.05).
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Figure 3: GSH levels (mM) in kidney and liver of control (saline); NAC25 — control treated with 25

mg/kg NAC; NAC75 — control treated with 75 mg/kg NAC; Diabetic (saline); DNAC25: Diabetic treated
with 25 mg/kg NAC; DNACY75 Diabetic treated with 75 mg/hg NAC (n=6/group). Results are expressed

as mean = SE. **Significantly different from control and from diabetic (ANOVA/Duncan; p<0.05).
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Figure 4: GPx activity (umol NADPH/min/g tissue) in kidney and liver of control (saline); NAC25 —
control treated with 25mg/kg NAC; NAC75 — control treated with 75mg/kg NAC; Diabetic (saline);
DNAC25: Diabetic treated with 25mg/kg NAC; DNAC75 Diabetic treated with 75mg/hg NAC
(n=6/group). Results are expressed as mean = SE. *Significantly different from control. **Significantly

different from control and from diabetic (ANOVA/Duncan; p<0.05).
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Figure 5: SOD activity (U/mg tissue) in kidney and liver of control (saline); NAC25 — control treated

with 25 mg/kg NAC; NAC75 — control treated with 75 mg/kg NAC; Diabetic (saline); DNAC25:

Diabetic treated with 25 mg/kg NAC; DNAC75 Diabetic treated with 75 mg/hg NAC (n=6/group).

Results are expressed as mean + SE. *Significantly different from control. **Significantly different from

control and from diabetic (ANOVA/Duncan; p<0.05).



4 DISCUSSAO

O Diabetes Melitus € um problema de saude publica mundial. Estima-se
gue existam mais de 150 milhGes de pessoas com diabetes no mundo, sendo
que projecdes da Organizacdo Mundial da Saude para 2025 sugerem que esse
namero possa chegar a 300 milhdes (Lerco, 2003).

Essa patologia caracteriza-se por uma desordem no metabolismo dos
carboidratos, lipideos e proteinas (Crawford, 2000). Dependendo da etiologia
do diabetes, existem fatores que podem contribuir, em maior ou menor escala,
para a hiperglicemia, como a reducao da secrecdo da insulina (Powers, 2001).
Estudos mostram que o DM tem ligacdo com o0 estresse oxidativo e sugerem
que a hiperglicemia possa ser o fator responsavel por esse desequilibrio
(Maxwell, 1997)

No presente estudo foi possivel observar a relagcdo existente entre o
estresse oxidativo e o diabetes, através da inducdo dessa patologia com
aloxano, droga que destréi as células B pancreaticas e leva a insuficiéncia
insulinica primaria, em ratos (Lerco, 2003).

Para observar a peroxidacao lipidica, que € um indicador preciso de
estresse oxidativo, pois altera a permeabilidade celular e pode levar a morte
celular, foram quantificados os niveis de malondialdeido (MDA), o qual € um
dos produtos finais dessa peroxidacdo. No rim, ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre o grupo controle e o grupo
diabético. Entretanto, no figado, os niveis de MDA nos animais diabéticos
apresentaram-se maiores do que nos animais saudaveis. Isso pode ser
explicado pelo fato de que o figado absorve mais glicose que os rins, e a
peroxidacao lipidica pode estar relacionado as reacbes de glicacdo (Sacca,
1984; Sidossis, 1999).

Outros parametros utilizados para observar o estresse oxidativo foram
as enzimas GSH, GPx e SOD, que sao antioxidantes importantes. O grupo
diabético mostrou niveis maiores de GSH do que o grupo controle, tanto no
tecido hepéatico como no renal. Com relagdo a GPx e SOD, o grupo diabético
apresentou maiores niveis que o grupo controle apenas no figado. Esses
dados sugerem que pode existir um mecanismo compensatorio desses

antioxidantes, uma vez que a inducdo do diabetes causou um aumento da
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producdo de espécies reativas, e, para tentar combaté-las, o organismo
produziu mais enzimas antioxidantes. O mesmo ocorre em outras doengas em
que o dano oxidativo estd envolvido (Lucchi, 2005; Valentini, 2007; Ho, 1997;
Dobrino, 1996; Wiseman, 1996).

Entretanto, no rim, ndo houve diferenca entre os grupos de animais
saudaveis e diabéticos, no que se refere aos niveis de GPx e SOD. Isso pode
ser explicado pelo fato de que esse 6rgao utiliza menos glicose que o figado,
dessa maneira sofre menos alteraces oxidativas (Sacca, 1984).

Neste estudo também foi observado a diminuicdo na atividade da
enzima ALA-D no figado dos animais que integravam o grupo diabético ao
serem comparados ao controle, o que sugere que a superproducao de
espécies reativas podem ter reduzido a sintese dessa enzima e/ou aumentado
a sua degradacao (Gugliucci, 1996). No rim, ndo houve alteracdo da atividade
da enzima entre 0s grupos, podendo estar relacionada com os niveis de MDA,
que também ndo estavam alterados nesse 6rgao (Gabriel, 2005).

Outro ponto avaliado neste estudo foi o efeito do antioxidante N-
acetilcisteina (NAC), nas doses de 25 mg/kg e 75 mg/kg, sobre os
biomarcadores do estresse oxidativo no figado e no rim de ratos saudaveis e
com diabetes induzido, tratando-se, portanto, de um estudo inédito. A droga em
guestdo é um composto tidlico e precursor de glutationa reduzida (GSH).

Os resultados obtidos sugerem que a NAC exerce um efeito protetor da
peroxidacao lipidica, uma vez que no figado do grupo diabético, os niveis de
MDA diminuiram até aos niveis encontrados no grupo controle. A dose que foi
mais eficiente em conter esse processo foi a de 75 mg/Kg. O figado € um 6rgao
gue tem grandes niveis do antioxidante GSH, principalmente, por ser o 6rgéo
onde esse composto € sintetizado. Devido a isso e ao mecanismo
compensatorio da producéo de GSH no figado em um estado diabético (Shelly,
1999; Lucchi, 2005), sugere-se que esse antioxidante é capaz de diminuir a
peroxidacao lipidica, consequentemente, reduz os niveis de GSH no figado.

As doses administradas de NAC nao alteraram os niveis de GPx e SOD
no figado. Entretanto, com relagédo a ALA-D, a dose de 75 mg/Kg foi capaz de
aumentar a atividade dessa enzima tanto em animais saudaveis quanto em
animais diabéticos, e nos dois Orgaos estudados. Devido ao elucidado

anteriormente, supde-se que a protecdo da enzima ALA-D pode ter ocorrido de
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duas maneiras, através da doacdo de grupos tidlicos da NAC, ou entdo da
doagcdo desses grupos pela GSH, que foi produzida por esse composto
antioxidante (Winniford, 1986; Grierson, 1992).

Com esses resultados, pode-se supor que o tratamento com NAC foi
eficaz no combate ao estresse oxidativo apenas no tecido hepatico em ratos

diabéticos.



5 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicam que:
> O diabetes tem relacdo com o estresse oxidativo, uma vez que 0S
valores de peroxidacéo lipidica foram aumentados nesse grupo, corroborando
outros estudos.
> O figado sofre mais alteragfes oxidativas.
> O tratamento com N-acetilcisteina é eficiente para a protecdo contra o
estresse oxidativo apenas no tecido hepatico.
> Os biomarcadores do estresse oxidativo aqui estudados, tanto no rim
quanto no figado, apresentaram-se de formas diferentes ao tratamento com o

antioxidante.
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