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APRESENTACAO

A linha de pesquisa, Diabetes e Estresse Oxidativo, implantada nos
laboratorios de Bioquimica do Exercicio e Saude (LABES) e Bioquimica e Biologia
Molecular (LABIBI) no ano de 2008, permitiu a realizacdo de inUmeros estudos
utilizando modelos animais diabéticos induzidos, possibilitando um maior
entendimento desta patologia e suas complica¢cdes, contribuindo de modo direto
ou indireto com os tratamentos convencionais e complementares. A equipe
envolvida nesta linha de pesquisa é formada por pesquisadores com interesses
diversos sobre o efeito agudo e crbnico do diabetes em diversos tecidos (glandula
parétida, cérebro, coracao).

O diabetes mellitus € considerado um grupo heterogéneo de disturbios
metabdlicos, onde se destaca o estado hiperglicémico, resultante de defeitos na
acdo e/ou secrecdo de insulina em individuos portadores de diabetes, a reducéo
na ingestdo energética e perda moderada de peso melhoram a resisténcia a
insulina no muasculo esquelético e a glicemia em curto prazo. A prolongada
exposicdo a altas concentracdes de glicose pode alavancar a producdo de
espécies reativas de oxigénio contribuindo, pois, para o0 surgimento de
complicacbes, como cardiomiopatias. Assim, o tratamento do diabetes tém como
objetivo o efeito normoglicémico, a fim de reduzire e/ou prevenir os efeitos deste
estado sobre o sistema neural, muscular, cardiaco e renal.

No capitulo I, construimos uma fundamentacéo tedrica baseada no Diabetes
Mellitus, suas complicacbes com énfase nas cardiomiopatias e a intima relacao
do desequilibrio redox induzido pela doenga. Além disso abordamos a formagéo
dos radicais livres e terapias anti-hiperglicemicas orais associadas ao tratamento
convencional.

O capitulo 1l consiste em um artigo cientifico, que aborda a avaliacdo da
glicemia, parametros bioquimicos e oxidativos, analise do contetdo de colageno
do coracdo de ratos diabéticos induzidos por streptozotocina que receberam

tratamento oral com faseolamina.



Capitulo 1- Fundamentacéo Tedrica



1. Diabetes, complicacdes e estresse oxidativo

1.1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus € um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas pela
hiperglicemia resultante da deficiéncia na secrecdo de insulina e/ou da
incapacidade da insulina exercer adequadamente seus efeitos. Além disso, 0
diabetes é uma enfermidade enddcrino-metabdlica que afeta mais de 30 milhdes
de pessoas em todo o mundo, apresentando como caracteristica principal alguns
sintomas como: polidria, polidipsia, perda de peso, hiperglicemia, glicosuria,
cetose e acidose (Rao, Padmanabhan et al., 1992).

Estimativas apontam que, enquanto em 2000 havia 171 milhdes de
pessoas com diabetes no mundo, em 2030 esse valor atingira 366 milhdes. Neste
cenario, o Brasil terd cerca de 11,3 milhdes de diabéticos (Rathmann e Giani,
2004). De acordo com a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios (PNAD) de
1998, a prevaléncia de diabetes auto-referido pela populacéo idosa brasileira foi
de 10,3%. (Lima-Costa, Barreto et al., 2003). O diabetes, embora com menor
prevaléncia se comparado a outras morbidades, € uma doenca altamente
limitante, podendo causar cegueira, amputacfes, nefropatias, complicacdes
cardiovasculares e encefalicas, entre outras, que acarretam prejuizos a
capacidade funcional, autonomia e qualidade de vida do individuo. Também é
uma das principais causas de mortes prematuras, em virtude do aumento do risco
para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, as quais contribuem para
50% a 80% das mortes dos diabéticos (Schaan, Harzheim et al., 2004). Esses
dados elucidam o impacto do alto custo social e financeiro do diabetes ao sistema
de saude, a familia e a pessoa portadora da doenca.

1.1.1. O diabetes pode ser classificada em DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2),
DM gestacional e outros tipos especificos (Diabetes, 2002 ). O DM1,
foco do nosso trabalho, ocorre devido a destruicdo das células beta
pancreaticas por razbes ndo conhecidas e que acomete 5% a 10% do

total de casos de diabetes mellitus. O desencadeamento rapido da
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doenca é mais frequente em criancas e adolescentes, j4 em adultos se

manifesta de forma lenta e progressiva sendo referida como diabetes

latente auto-imune do adulto. Na maioria dos casos, esta destruicao é

auto-imune e constitui o subgrupo de diabetes denominado de tipo 1A

(DM1A) podendo apresentar-se isolado ou associado a outras

endocrinopatias auto-imunes.Sinalizacdo insulinica, regulacdo e

metabolismo da glicose

Produzido pelas células beta do pancreas, o horménio anabdlico, insulina,
tem sua sintese desencadeada pelo aumento dos niveis circulantes de glicose e
aminoacidos ap0Os as refeicbes. ApOGs sua liberacdo acontece o aumento da
captacdo de glicose pelos tecidos corpéreos, aumento na sintese de proteinas,
acidos graxos e glicogénio, reducao da lipolise, protedlise e producao hepatica de
glicose (Saad e Zecchin, 2008).

A secrec¢édo insulinica ocorre em duas fases: A primeira fase necessaria
para inibir a producdo de glicose hepdatica e utilizar a glicose proveniente de
refeicbes; enquanto que a segunda fase auxilia ha manutencéo basal dos niveis

de glicemia (figura 1).

1 2'
Fase Fase

Secrecgao de insulina

1 1 1 L} L ] | L] | L)

40 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Minutos

Figura 1- Esquema representando as fases de secreg¢éo da insulina em

um individuo sadio. Adaptado de Albuquerque, 2010.

A sinalizacao intracelular da insulina comeca com a sua ligagdo a um
receptor especifico de membrana, uma proteina heterotetramérica com atividade

guinase, composta por duas subunidades a e duas subunidades B, que atua
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como uma enzima alostérica na qual a subunidade ainibe a atividade tirosina
quinase da subunidade B. A ligacdo da insulina a subunidade apermite que a
subunidade B adquira atividade quinase levando a alteracdo conformacional e
autofosforilacdo, que aumenta ainda mais a atividade quinase do receptor de
insulina (IR) (Pessin e Saltiel, 2000). Uma vez ativado, o IR fosforila os residuos
de tirosina dos substratos do receptor de insulina (IRS). Os IRS criam sitios de
reconhecimento para moléculas contendo dominios com homologia 2 de Src 2
(SH2), dentre as quais se destaca a fosfatidilinositol 3-quinase (Pl 3-quinase)
(White, 1998). Tais vias de transducdo de sinal levam a acdes metabdlicas como
a translocacédo de algumas vesiculas contendo transportadores de glicose tipo 4
(GLUT-4), transcricdo de genes especificos para o crescimento e diferenciacéo

celular (Figura 2).

Insulina
+
Receptor L

Glicose

| P
36) cm P
CDC ) |/ P
\J ) I IP
CAP) 7
pms
PTEN Shc
M SHIP2 P10 PBSPPGM SOS/Ra

Y (3)K g IRSR g

2 RS g upz
GLUT4 — Akt aPKC P [ R P Erk
P -—eaM— °
G S K3 MAPK
Metabohsmo de gllcose Crescimento e Expressao génica
Sintese de glicogénio, diferenciagao inespecifica
lipideos e proteinas celular

Expressao génica especifica

Figura 2- Esquema simplificado da sinalizagcdo insulinica. Adaptado
de Saltiel e Kahn, 2001.



Em condi¢gbes fisioldgicas, a concentracdo plasmatica de glicose se
encontra constante, o que garante suprimento adequado de nutrientes a todos os
tecidos corpéreos. O controle do metabolismo da glicose € conduzido por
sistemas hormonais envolvendo a insulina (hormonio hipoglicemiante), o glucagon
(hormonio hiperglicemiante) e o hormoénio do crescimento (inibidor da captacao de
glicose plasmética pelas células).

1.1.2. Antidiabéticos orais

De forma geral podemos dizer que os antidiabéticos orais sdo substancias
gue tém a finalidade de diminuir e/ou manter a glicemia normal (jejum <100mg/dL
e pos-sobrecarga <140mg/dL). Os antidiabéticos orais podem atuar na reducédo
da velocidade de absorcao de glicidios (inibidores da a-glicosidases), producéo
hepéatica de glicose (biguanidas), no aumento da sua utilizacdo periférica
(glitazonas) e no incremento da secrecdo pancreatica de insulina (sulfoniluréias e
glinidas). Além disso, podem ser classificados em duas categorias: anti-
hiperglicemiantes (ndo aumentam a secrecdo de insulina) e hipoglicemiantes
(aumentam a secrecao da insulina) (Albuquerque e Netto, 2010).

Os tratamentos com drogas capazes de inibir a atividade da a-glicosidases
estdo associados a dietas, outros antidiabéticos, e até mesmo ao uso de insulina
(Van De Laar, Lucassen et al., 2005). O mecanismo de acdo destas drogas se
algumas glicosidases, como a glicoamilase, sacarase, isomaltase e a maltase. Os
inibidores comercialmente mais utilizados sdo a acarbose, voglibose e miglitol
(Faure, Pallardo et al., 2002; Shen, Sun et al., 2009). Pesquisas mostram que a
associacado entre acarbose e sulfonilureias leva a uma reducdo da glicose pos-
prandial em cerca de 54mg/dL, e de hemoglobina glicada (HbAlc) em torno de
0,4 — 0,6 % (Clissold e Edwards, 1988), além disso, controlam o peso corpdreo e
a pressdo sanguineas destes pacientes (Calle-Pascual, Garcia-Honduvilla et al.,
1995).

A biguanida (e.x. metformina) é um agente anti-hiperglicemiante usado
para diminuir a glicemia, e consequentemente, melhorar o controle metabdlico do

paciente diabético. A reducdo dos niveis glicémicos ocorre mediante inibicdo da
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gliconeogénese, e na presenca de insulina, estimula a captacdo de glicose
periférica pelos tecidos, principalmente musculos esqueléticos. O tratamento com
este medicamento também diminui a absorcdo de glicose pelo trato
gastrointestinal, entretanto seu efeito direto sobre as células beta ndo € bem
compreendido. Entretanto estudos mostram que a metformina reduz os niveis de
HbAlc, melhorando o perfil lipidico e a atividade fibrinolitica (Bailey, 1999;
Fisman, Tenenbaum et al., 2004). Em contrapartida, algumas pesquisas também
mostram que altas doses de metformina ndo diminuem a hiperglicemia e
aumentamm os riscos cardiovasculares (Fisman, Tenenbaum et al., 1999; Bailey,
Bagdonas et al., 2005).

As glitazonas (e.x. rosiglitazona e pioglitazona) melhoram a resisténcia
insulinica, no tecido adiposo, musculo e figado (Figura 3). As glitazonas sao
agonistas PPAR-gama que melhoram a sensibilidade insulinica. Estas drogas
induzem a transcricdo de genes relacionados ao metabolismo glicidico e lipidico e
a expressao de proteinas inflamatorias e endoteliais associadas com o0 processo
aterosclerotico, resultando em melhora da funcéo endotelial (Gomes, 2006).

Este medicamento tem efeito sobre o tecido adiposo resultando no
aumento da sensibilidade a insulina, diminuicdo dos acidos graxos livres (cerca de
25%), além de aumentar a concentracdo sérica de adponectinas no tecido
muscular e figado (Martens, Visseren et al., 2002). As glitazonas reduzem os
niveis celulares de TNF-a, que fosforila os residuos de serina ao invés de tirosina,
0 primeiro mensageiro da via de transmissdo de sinal da insulina, restringindo a
transducédo do sinal. A exposi¢cao prolongada de pacientes a droga pode causar 0
aumento da lipolise e consequente liberagdo aumentada de acidos graxos livres,
induzindo a quadros de lipotoxicidade, prejudicando a secrecao de insulina (Bajaj,

Suraamornkul et al., 2004).
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Figura 3- Figura demonstrando o mecanismo de acdo das glitazonas e

como elas interagem com as adipocitocinas. Adaptada de Gomes, 2006.

1.2. Complica¢Oes causadas pelo diabetes- cardiomiopatias

O DM é responsavel por grandes alteracdes no sistema vascular, levando
ao desenvolvimento de complicagcbes como disfuncdo endotelial, inflamacgdes e
remodelamento vascular (Fisher, 2004) (Figura 4). As miocardiopatias diabéticas
sdo resultantes de complexas relacdes entre as anormalidades metabdlicas que
acompanham o diabetes e suas consequéncias celulares, levando a alteracdo da
estrutura e funcdo miocéardica. (Poornima, Parikh et al., 2006). Os trés distlurbios
metabolicos comuns ao diabetes séo: hiperlipidemia (geralmente na forma de
aumento de triglicérides e de acidos graxos livres), hiperinsulinemia nas fases
mais precoces e, apos faléncia das células beta-pancreaticas, hiperglicemia. De
forma geral o aumento sérico de lipideos, insulina e glicose induzem alteracdes
na ativacado de fatores de transcrigdo celular dos miécitos cardiacos modificando a
expresséo génica e interferindo na utilizagdo miocéardica de substratos, disfuncéo

endotelial e aumento da rigidez miocéardica (Hayat, Patel et al., 2004)
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Figura 4- Causas e contribuicfes dos danos ao coracdo de diabéticos.
Adaptado de Marwick, 2008.

Durante varias décadas estudos apontaram a insuficiéncia cardiaca como
intimamente associada ao DM (Coughlin, Pearle et al., 1994). A hiperglicemia
associada ao DM ativa a via do poliol, das hexosaminas, proteina quinase C
(PKC) e aumenta os produtos finais de glicacdo avancada (PFGA). O excesso de
glicose é direcionado para a via da hexosamina, cujo produto final, o UDP-N-
acetil-glicosamina, atua como substrato para a glicosilacdo de proteinas
intracelulares. A hiperativacdo desta via prejudica a atividade da enzima Oxido
nitrico sintase endotelial (eNOS) (Essig e Nosek, 1997). Outros mecanismos
aterogénicos também parecem estar envolvidos na fisiopatologia da doenca
cardiaca associado ao diabétes, como a oxidacdo de lipoproteina de baixa
densidade (LDL), disfuncdo endotelial e estresse oxidativo, levando ao
desencadeamento da cardiomiopatia (Chakravarti e Dhawan, 1991).

Em pacientes com DM, é bem comum a hipertrofia do ventriculo esquerdo,

um fator de risco para a insuficiéncia cardiaca, e que pode ocorrer
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independentemente de alteracdes na pressao arterial do paciente (Aneja, Tang et
al., 2008). Estas alteracbes sdo comprovadas pela hipotese que mudancas
geomeétricas no miocardio em pacientes diabéticos ndo sdo um dano inicial, mas
sim uma consequéncia do diabetes que, a longo prazo, esta associado a
hiperglicemia e/ou obesidade (Eguchi, Boden-Albala et al., 2008).

A obesidade associada ao DM2 esta freqlientemente ligada com a
lipotoxicidade do miocardio, podendo levar a morte celular, gerando uma
disfuncédo cardiaca (Wende e Abel, 2010). Alguns estudos ja demonstraram a
presenca de granulos ou depdsitos de lipofuscina em biopsias do ventriculo
esquerdo, além de detectarem o0 aumento de triglicérides e colesterol em
pacientes DM2 (Regan, Lyons et al., 1977; Borradaile e Schaffer, 2005). A
associacdo de fatores como o diabetes, obesidade e resisténcia a insulina estao
coligados ao aumento intra-miocardico de lipideos, resultando na disfuncéo
diastolica do coracdo (Mcgavock, Lingvay et al., 2007). Mudancas estruturais
também sao identificadas no miocardio de diabéticos, tais alteracées incluem o
aumento do espaco extracelular, fibrose, atrofia e apoptose (Fang, Prins et al.,
2004).

Anormalidades sistélicas, mesmo sendo de dificil investigagdo em
humanos, tém sido utilizadas para evidenciar disfunc6es miocardicas em modelos
animais (Marwick, 2008). Contudo, processos inflamatérios intramiocardicos
aumentam a expressao do fator de necrose tumoral (TNF-a) e fibrose miocéardica.
O TNF-a é conhecido por reduzir a contratibilidade dos miécitos, e por aumentar a
fibrose tecidual, o que pode levar a faléncia cardiaca. Pesquisas demonstram que
o tratamento com inibidor da sintese de TNF-a diminui significativamente a
inflamacgéo intramiocardica em modelos experimentais diabéticos (Westermann,
Van Linthout et al., 2007).

Um estudo sugere algumas hipoteses para explicar a relacdo entre o
estresse oxidativo e o surgimento das disfun¢des vasculares(Yung, Leung et al.,
2006):

1 — Reducéo da biodisponibilidade nas concentragcdes de 6xido nitrico (NO);
2- AlteracBes no mecanismo de vasodilatacdo endotélio-dependente podendo

prejudicar o crescimento das células endoteliais;
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3- Desencadeamento de mecanismos apoptoticos;
4- Estimulacao das células endoteliais;
5-Ativacdo das moléculas de adesdo e reacao inflamatéria, que levam a

disfuncéo endotelial inicialmente desenvolvendo a hipertenséo e aterosclerose.

A relacao entre DM1 e doenca cardiovascular € bastante conhecida e tem
sido atribuida a associacdo entre hiperglicemia crénica, disfuncdo endotelial (DE)
e inflamacdo cronica (Schram, Chaturvedi et al., 2003). Alguns estudos ja
demonstraram que a hiperglicemia crénica € um importante preditor de
complicacBes micro e macrovasculares (Nathan, Cleary et al., 2005) . A disfuncao
endotelial tem sido sugerida como um evento precoce na patogénese das
complicacbes vasculares do DM1, refletindo na presenca de um fendtipo
propenso a aterogénese indicando altos riscos de desenvolvimento da
aterosclerose. A aterosclerose € um processo intimamente relacionado com uma
resposta inflamatéria cronica da parede arterial, iniciada por uma lesdo do
endotélio, cuja progresso € mantido pela interagdo entre as lipoproteinas
modificadas, macro6fagos derivados de mondcitos, linfécitos T e constituintes
celulares normais da parede arterial. (Stocker e Keaney, 2004). Algumas
hipéteses sdo formuladas para explicar os processos envolvidos no
desenvolvimento da aterosclerose. A hipdtese da resposta a injuria considera a
lesdo vascular o evento inicial da aterosclerose. Em contrapartida, a teoria da
resposta a retencdo afirma que a interacao entre as lipoproteinas e a matriz é o
ponto critico da aterosclerose, enquanto que a hip6tese da modificacdo oxidativa
ressalta a importancia da oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
como o principal fator desencadeante da doenca. (Rubbo, Batthyany et al., 2000;
Heinecke, 2003). Embora as diferentes teorias direcionem mecanismos diversos
para explicar a aterosclerose, existem pontos comuns, como por exemplo, 0
envolvimento da inflamacédo e a LDL como particula central no processo.

1.3.Diabetes experimental

O diabetes experimental pode ser induzido em animais, por varios
mecanismos. E na grande maioria dos métodos, o agente utilizado como indutor
ndo é capaz de desenvolver algumas particularidades da fisiopatologia do
diabetes humano. Os principais mecanismos de producdo de diabetes sao:
estresse, infeccbes, toxinas, ou manipulac¢des, incluindo a pancreatectomia;
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lesBes do sistema nervoso central; uso de hormdnios anti-insulinicos; exposicao a
hidrocortisona ou ACTH; inducdo por virus e o uso de agentes quimicos beta-
citotoxicos. (Lerco, Spadella et al., 2003). A pancreatectomia total, utilizada para
obtencdo de diabetes experimental, se assemelha ao diabetes quimicamente
induzido pela aloxana e estreptozotocina (Slezak e Andersen, 2001). A utilizagao
desses métodos de resseccdo, entretanto, tem sido restrita por depender
necessariamente de um procedimento cirargico adicional.

Outro estudo demostrou a capacidade de inducao a hiperglicemia, por meio
da exposicdo a hidrocortisona e hormonio adrenocorticotréfico. Os eventos
bioquimicos, hormonais e morfologicos do diabetes, assim induzido, séo, contudo,
muito variaveis (Kern e Logothetopoulos, 1970). No caso de utilizacdo de modelos
virais para o diabetes experimental, relacionados aos virus RNA, além de se
constituirem em risco potencial para o experimentador, tem ainda papel incerto na
patogénese da doenca.

No geral, os modelos animais utilizados no estudo do DM auxiliam no
esclarecimento dos sintomas, causas, consequéncia e tratamento desta doenca.
Atualmente é amplamente utilizado e aceito o modelo experimental caracterizado
pela destruicdo auto-imune das células beta do péancreas utilizando
Estreptozotocina (STZ) ou Aloxana. Outra abordagem mais recente utiliza animais
transgénicos como ferramenta de pesquisa para a descoberta e o
desenvolvimento de novos tratamentos para o diabetes, a fim de elucidar
condi¢cbes similares as que ocorrem em humanos (Pickup, 1997). A utilizacao do
STZ em modelos experimentais conquistou as pesquisas com o diabetes, pois
atua diretamente na inducéo da morte das células beta do pancreas. Em ratos o
STZ é citotoxico para as células beta pancreaticas em uma unica dose (50 a 100
mg/Kg (Aughsteen, 2000). Por outro lado o tratamento com baixas doses de STZ
(40 mg/Kg) demonstrou uma infiltracdo inflamatoria, rica em linfécitos (Insulites)
no parénquima das ilhotas pancreaticas , apos seis dias da administracdo da
droga. Além da acdo citotOxica nas células betas, sugere-se que a STZ atue por
uma mecanismo imune, através da estimulacdo de magréfagos.(Aughsteen,
2000).

O STZ é capaz de induzir diabetes, assim como a Aloxana, pois destroem

as membranas celulares e induzem a quebra do DNA, levando a ativacdo da
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enzima poli (ADP-ribose) sintase e uma deplecdo acentuada da nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD"). A poli-ADP-ribose sintase necessita de NAD" para
realizar o reparo do DNA. Assim, o aumento na sua atividade pode levar a
deplecdo do NAD" intracelular, o que impossibilita a produgdo de insulina. Os
fatos citados podem ser prevenidos através da administracdo de nicotinamida e
picolinamida, reestabelecem os niveis de NAD" intraceluar e producédo de insulina
(Yamamoto, Uchigata et al., 1981).

1.4.Radicais livres
1.4.1 Formacao dos radicais livres

Os radicias livres sao caracterizados por qualquer &tomo ou molécula ou
fragmento de molécula que possua um ou mais elétrons desemparelhados nas
suas camadas de valéncia (Halliwell e Gutteridge, 1999). A configuracdo quimica
instavel atribui aos radicais livres uma vida curta e alta reatividade. Os radicais
livres podem ser formados pela perda de um elétron ou pelo ganho de um elétron
por um nédo-radical. Além disso, ainda podem se originar quando uma ligacao
covalente é quebrada, ou seja, se cada um dos atomos ficarem com um elétron,
gue € o que acontece no processo de fissdo homolitica. A interacdo com outras
moléculas acontece através de reacdes de oxi-reducdo estabilizando a molécula
reativa eoriginando outros radicais livres (Halliwell e Gutteridge, 1999). Estes
radicais livres e demais moléculas que surgem neste processo oxidativo s&o
conhecidos como espécies reativas de oxigénio (EROs). Como exemplos de
radicais livres temos: oxigénio molecular (02), radical hidroxila (OH"), radical anion
superéxido (O,"), radical peroxila (ROO), radical alcoxila (RO’) e NO' (Aruoma,
1994; Yu, 1994). Destes radicais livres, 0 OH e o O, s&do 0s que tém maior
importancia biologica, pois sdo formados durante o processo normal ou
exacerbado de reducéo do O,.

Nos organismos aerobios, a maioria das EROs séo produzidas na cadeia
de transporte de elétrons na mitocondria, na qual 95 a 98% do oxigénio
consumido pelo corpo é reduzido a agua e cerca de 2 a 5% deste oxigénio pode
sofrer reducdo univalente sequencial e formar anions superoxidos O, peréxido
de hidrogénio (H,O,) e OH' (Fridovich, 1979; Halliwell e Cross, 1994; Halliwell e
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Gutteridge, 2006). Outras fontes séo atribuidas ao surgimento de EROs, como o
caso da producdo pelos peroxissomos ou até mesmo pelo sistema xantina
oxidase (XO) e NOS, a producao de EROs por estas estruturas e enzimas ainda

nao estdo bem definidos (Yu, 1994).

1.4.2 Principais espécies reativas do oxigénio e nitrogénio (ERONS)

Anion radical superéxido (O,") — O anion radical superoxido, é formado pela
reducdo da molécula de oxigénio, O, por um Unico elétron.

O, +e — Ozh

O O;" ocorre em quase todas as células aerébicas, além de ser produzido
durante a ativacdo e estimulacdo de neutréfilos, mondcitos, macréfagos e
eosindfilos. O superéxido produzido pelos fagdcitos através da nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH), € um bactericida fraco, capaz de
inativar proteinas ferro-sulfurosas das bactérias, porém gera produtos que
possuem forte atividade antimicrobiana, tais como acido hipocloroso (HOCI), H,0,
e peroxinitrito (ONOO") que sdo o0s principais responsaveis pelo combate a
elementos estranhos ao organismo (Babior, 2004).

Na cadeia de transporte de elétrons o O, age como uma moélecula
aceitadora de elétrons e se reduz a H,O. No entanto, sob determinadas
condicles, o O, aceita apenas um eletron, formando O,". Esta reducdo anémala
ocorre especialmente em nivel das enzimas fumarato redutase (Imlay, 1995) e
NADH desidrogenase e em flavoproteinas (Messner e Imlay, 1999). Além de
interagirem com proteinas de armazenamento como as ferro-sulfoproteinas, o
0, também reage com o radical HO+ produzindo oxigénio singleto (*O.,) e com o
NO- produzindo o peroxinitrito (ONOQO™) (Babior, 2000). O contrario acontece
quando O, atua como molécula antioxidante, como a reducédo das semiquinonas
que restabelecem atividades metabdlicas celulares. Um exemplo classico € a
reducdo da ubiquinona para ubiquinol, no interior da mitocondria (Babior, 2000).

Radical hidroxila (OH’) — Considerada uma EROs muito reativa em sistemas
biologicos, é formada no organismo principalmente pela homolise da agua por
exposicao a radiacdo ionizante e reacdo de H,O, com metais de transicao, tais

como o ferro e o cobre (reacdo de Fenton); interagdo de H,O, com o O;" (reagdo
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de Haber-Weiss); e dissociagcdo da forma protonada do ONOO" resultante da
reacdo de NO com o O, (Beckman, J. S., Beckman, T. W. et al., 1990; Yu,
1994). Esta variedade de radical livre combina-se rapidamente com metais e
outros radicais confirmando sua alta reatividade, podendo exercer acles
citotéxicas, dano celular por radiacdo ionizante e destruicdo de microorganismos
por fagocitos ativados (Kleinveld, Swaak et al., 1989). Quando o OH’ é produzido
proximo ao DNA e este estiver fixado a um metal, podera ocorrer modificacdes de
bases purinicas e pirimidinicas, levando a inativacdo ou mutacdo do DNA
(Ferreira, A. L. A. e Matsubara, L. S., 1997). .
H,O => HO- + H* (equagéao 1)

Oxigénio singlete (*O,) — é forma mais deletéria do oxigénio, pois é a causa
intermediaria da toxicidade fotoinduzida do O, em organismos vivos. O O,
apresenta dois elétrons emparalhados que podem estar num mesmo orbital ou
em orbitais diferentes. O O, pode ser gerado diretamente pela reacdo do H,0;
com hipoclorito de sddio (NaOCI) (Schweitzer e Schmidt, 2003) ou indiretamente
pela transferéncia de energia de uma moléculas excitada por luz visivel ou
ultravioleta. Em meio aquoso, sua meia-vida € muito pequena, pois choca-se com
as moléculas de H,O transferindo sua energia, desativando-se e retornando a
forma de oxigénio tripleto. Porém, em meio organico, a meia-vida do O, é maior e
pode causar algumas reacdes quimicas com determinados aceptores por
incorporacdo do O,. Assim, esta espécie quimica pode transferir energia para

moléculas vizinhas, resultando em danos as estruturas celulares (Karlsson, 1997).

Espécies reativas de nitrogénio (ERNs) — As espécies reativas formadas a
partir do nitrogénio sdo: NO', 6xido nitroso (N,O3), acido nitroso (HNO), nitritos
(NOy), nitratos (NO3z) e ONOO™. O NO’ é um gas inorganico, eletricamente neutro,
que apresenta um elétron nao pareado em seu ultimo orbital eletrénico, sendo por
definicdo um radical livre (Karlsson, 1997). Ao contrario das EROs, o NO' e
ONOO" nao possuem uma enzima antioxidante especifica, sendo suas
concentracbes reguladas pelos niveis de antioxidantes ndo enzimaticos (Rao,
Padmanabhan et al., 1992; Kooy, Royall et al., 1997).
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O NO’ é consideravelmente menos reativo que o radical ‘OH, entretanto, a
interacdo do NO' com o O;" resulta na producdo de ONOO™ que em pH celular
pode ser protonado dando origem ao peroxinitroso (HOONO), (Beckman, J.S.,
Beckman, T.W. et al., 1990; Radi, Beckman et al., 1991). Além disso, o NO" é
considerado um sinalizador intracelular com inumeras fun¢des biol6gicas, como é
caso dos vasos sanguineos, onde a formacdo continua de NO pelas células
endoteliais promove o relaxamento da musculatura lisa, produzindo vasodilatacao
(Bredt, 1999), e ativacdo de ceélulas satélites que respondem ao estimulo
muscular em exercicios fisicos, promovendo o aumento da musculatura (Wozniak
e Anderson, 2007).

1.4.3 Formagao de espécies reativas de oxigénio favorecidas por metais

O papel dos metais na formacao in vitro das EROs é confirmado pelas
reacoes de Fenton e de Haber — Weiss. Embora o cobre (Cu) possa catalisar a
reacdo de Haber — Weiss, o ferro (Fe) é o metal pesado mais abundante no
organismo e esta biologicamente adequada para catalisar as reacdes de oxidacdo
de biomoléculas. As EROs podem ser geradas a partir das rea¢des de Fenton e
Haber — Weiss (Figura 5).

Reacéo de Fenton: (equagdes 2-4)

+++

Fe™ + 0, < -> Fe™ + O, (Equacio 2)
20, + 2H" ———> O, + H,0, (Equacio 3)
Fe™ + H,0, ——>Fe"™™ + OH + OH’ (Equacéo 4)

Reacédo de Haber — Weiss: (equacdes 5-7)
Fe™™ + 0, <
Fe™ + H,0, ——> Fe™™" + OH + OH' (Equagao 6)
O, + H,0, ———> 0, + OH™ + OH (Equacéo 7)

-> Fe™ + O, (Equagio 5)

Figura 5- Esquema representado as reacdes de Fenton e de Haber-Weiis
catalizadas por metais, como geradores de EROs. Adaptado de Ferreira, A.
L. e Matsubara, L. S., 1997).
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1.4.4 Mecanismos de defesa antioxidantes

A definicdo de antioxidante é toda e qualquer molécula que quando presente
em baixas concentracdes, comparadas a de um substrato oxidavel, retarda ou
inibe significativamente a oxidacdo deste substrato (Halliwell e Cross, 1994).
Assim, as EROs e outras espécies reativas, sdo constantemente inativadas
atraves de diferentes mecanismos, de forma a impedir reagdes de propagacao.

Em organismos aerébicos, a principal defesa contra as EROs, sdo os
compostos e enzimas com capacidade antioxidante (Frei, Stocker et al., 1988).
Estas moléculas antioxidantes sdo capazes de competir com outros substratos
pela oxidac&o sofrida pelos radicais livres e, assim, evitar ou diminuir os danos
causados a proteinas, DNA e lipideos (Droge, 2002). Esse sistema de defesa

pode ser dividido em quatro grupos:

I- Antioxidantes nutricionais como &cido ascorbico (vitamina C), alfa-tocoferol
(vitamina E) e o betacaroteno (vitamina A);

[I- Antioxidantes enzimaticos como o superoxido dismutase (SOD); as catalases
(CAT); glutationa redutase (Kouoh, Gressier et al.) e a glutationa peroxidase
(GSH-Px);

[ll- Antioxidantes solGveis como glutationa, acido Urico, albumina, haptoglobina e
hemopexina,

IV- Sequestradores de metais de transicdo como transferrina, lactoferrina,
ferritina, albumina e ceruloplasmina.

Dentre todos esses, 0s antioxidantes soluveis sdo os de maior
concentracdo no sangue circulante ou nos fluidos intersticiais, podendo agir
neutralizando diretamente os radicais livres ou através da participacdo de

sistemas enzimaticos (Kouoh, Gressier et al., 1999).

Antioxidantes nutricionais
Entre os antioxidantes nutricionais, as vitaminas E e C possuem maior
importancia e destaque, pois a vitamina C tem acdo removedora “scavengers” e
também regeneradora de vitamina E. A vitamina C como é hidrossolavel possui
acdo maior no plasma sanguineo, enquanto que a vitamina E tem a¢do maior em
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membranas celulares, por ser lipossoluvel (Wefers e Sies, 1988; Sies e Murphy,
1991). O alfa-tocoferol inativo reage com o O, e pode, portanto, proteger a
membrana contra essa espécie. Durante sua acado antioxidante atua destruindo a
cadeia de lipoperoxidacdo nas membranas, o alfa-tocoferol é consumido e
convertido em forma de radical (Halliwell e Gutteridge, 1989).

A vitamina E, localizada préxima do citocromo P-450 no fosfolipideo da
membrana, elimina os radicais livres formados no citocromo P-450 e a vitamina C
reduz o radical tocoferil (forma oxidada da vitamina E), comprovando a poderosa
acdo imunoestimulante da vitamina C (Halliwell e Gutteridge, 1989).

A vitamina C pura é sdlida, branca, cristalina e muito solivel em &agua.
Plantas e animais podem sintetiza-la, com excecdo de humanos, primatas e
cobaias, que necessitam obté-la através da dieta. Esta € necesséria in vivo como
cofator de vérias enzimas, sendo as mais conhecidas a prolina-hidroxilase e a
lisina-hidroxilase, envolvidas na biossintese do colageno. A vitamina C também
age como agente redutor (doador de elétrons) e participa da regeneracdo da
forma reduzida e antioxidante da vitamina E (Halliwell e Gutteridge, 1989).

A vitamina A ajuda diminuir a formacédo do O; in vivo e remover aqueles ja
formados (Halliwell e Gutteridge, 1989). Esta vitamina possui pouca agao
antioxidante, e, € incapaz de agir sobre o O,, mas seu precursor, o beta-caroteno,
€ 0 mais eficiente ligante desta forma reativa de oxigénio encontrada na natureza
e pode agir como antioxidante. O beta-caroteno, um pigmento presente em todas
as plantas, pode ser encontrado em membranas celulares, inclusive nos

lipossomos (Machlin e Bendich, 1987).

Antioxidantes enzimaticos

A SOD, presente na quase totalidade dos organismos eucaridticos é
especifica na remocgdo do O,", catalisa a dismutacdo do O, em H,O, através da
seguinte reagao:

O+ O, "+ 2H+ -> H,0;, + O,

Em humanos, os membros da familia destas enzimas ou sdo diméricas:
SOD1 - 32 kDa (Mccord e Fridovich, 1969); ou tetraméricas: SOD2 - 89 kDa,
(Mccord, 1976), SOD3 - 135 kDa (Marklund, 1984). Tambem sao conhecidas
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devido & acédo vinculada a ions metalicos, ou seja, a classe Cu, Zn-SOD e Mn-
SOD ou a classe Fe-SOD, presente em células procariotas e em algumas plantas.
As superoxidos dismutase dependentes de cobre, zinco e manganés atuam como
um dos principais agentes antiinflamatérios eliminando os O,s- (Hernandez-
Saavedra, Zhou et al.,, 2005). As SOD que contém cobre e zinco (CuzZn-SOD)
esta presente em quase todas as células eucaridticas. Nas células animais, a
maior quantidade de CuZn-SOD esta no citosol, mas pode estar presente
nos peroxissomas, lisossomas, nucleo e no espacgo entre as membranas interna
e externa da mitocdndria. A SOD que contém manganés no seu sitio ativo (Mn-
SOD) é encontrada em bactérias, plantas e animais. Na maioria dos tecidos
animais este tipo de SOD esta localizado na mitocondria (Halliwell, 1996).

A glutationa (L-y- glutamil-L cisteinil-glicina) é uma molécula muito
abundante em células de mamiferos e sua principal funcdo é reverter a acéo
citotéxica causada pelos radicais livres, sendo sintetizada inicialmente no
compartimento citoplasmatico, além de ser utilizada fisiologicamente em outros
tecidos ou pelas diferentes estruturas celulares, como o nucleo, matriz
mitocondrial, e espagos extracelulares (Sies, 1999). A familia das GSH-Px remove
H,O, acoplando sua reducdo a agua com a oxidacdo da glutationa reduzida
(GSH). Também as enzimas GSH-Px podem agir sobre outros perdxidos além do
H,O,. Elas contém selénio (Se) no sitio ativo e sdo vastamente distribuidas nos
tecidos animais (Halliwell e Gutteridge, 1999). A glutationa é um tripeptideo de
baixo peso molecular contendo um grupo tiol e é substrato para a GSH-Px. A
glutationa oxidada (GSSG), resultante da reacédo catalisada pela GSH-Px, é
reduzida pela GR que utiliza NADPH para catalisar a reagdo. Em portadores de
DM, mesmo aqueles que ndo apresentam complicagbes decorrentes desta
doenca, os niveis de GSH nos eritrocitos € menor, possivelmente causado pelo
estresse oxidativo e pela diminuicdo da atividade da glutationa redutase (Lu,
2009).

A CAT é dependente de ferro e remove duas moléculas de H,0O, formando
duas moléculas de H,O e uma de O, (Nordberg e Arner, 2001).

Reacdao catalisada pela CAT:
2H,0, + -> 2H,0 + O,
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Experimentos tém sido realizados para avaliar a competicdo entre as
enzimas CAT e GSH-Px em eritrocitos. Segundo alguns autores, quando o H,O,
esta presente em baixas concentracdes (condicdes fisiolégicas normais), a GSH-
Px é que se encarrega de transforma-la em agua (Cohen e Hochstein, 1963;
Sinet, Michelson et al., 1975). Tentando estabelecer a importancia da CAT
eritrocitaria, Scott e colaboradores, usaram células humanas normais e
acatalassémicas para verificar se realmente a enzima tem um papel secundario
no metabolismo do H,0O, (Scott, Lubin et al., 1991). O uso de células
acatalassémicas provou a grande importancia da CAT que é a primeira linha de
defesa contra 0 H,O,, j& que 0 aumento ou diminuicdo de GSH (o que permitiria
elevacdo da atividade de GSH-Px), ndo alterou a atividade antioxidante geral nas
células acatalassémicas ou normais (Cohen e Hochstein, 1963; Sinet, Michelson
et al., 1975; Gutteridge e Halliwell, 1992).

Enquanto a GSH-Px é mais eficiente (tem maior afinidade pelo substrato),
multifuncional (reduz H,O, livre e também outros peroxidos), lenta (limitada pela
reciclagem do GSH), e metabolicamente dispendiosa, a CAT possui baixa
afinidade pelo substrato, mas é extremamente rapida (Eaton, 1991). Assim, a
CAT deve proteger as células de grandes quantidades de H,O,, e 0s baixos niveis
enddgenos devem ficar por conta da GSH-Px, juntamente com o sistema
enzimatico dependente de GSH (Eaton, 1991). A GSH-Px, GR e a CAT séo
enzimas que controlam os niveis de O," e dos hidroperéxidos formados durante
os processos de dismutacdo do O," e da peroxidacdo lipidica através da sua
formacdo em H,O e O, respectivamente, neutralizando as acdes deletérias
causadas por eles (Yu, 1994). Alguns trabalhos que utilizam modelos
experimentais de diabetes, relatam o aumento da atividade tanto da GSH-Px
quanto da GSSG-R no coracdo apds trés semanas (Kakkar, Mantha et al., 1996;
Yadav, Sarkar et al., 1997). Estas alteracdes confirmam a eficacia do sistema de
defesa no coracdo contra o estresse oxidativo no estado hiperglicémico

(Gumieniczek, Hopkala et al., 2002).
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Antioxidantes soluveis

Estes compostos sdo encontrados no sangue ou até mesmo em fluidos
intersticiais, participam da neutralizacdo direta de radicais livres. Os principais
sdo: glutationa (Atamna e Ginsburg, 1995), acido urico (Chan, Chow et al., 1999),
albumina, haptoglobina e hemopexina (Halliwell e Gutteridge, 1990; Sies, 1991,
Roth, 1997).

A glutationa, além da sua funcdo como cofator para a familia da GSH-Px,
esta envolvida em muitos outros processos metabdlicos, incluindo o metabolismo
do &cido ascorbico, comunicacdo entre células e, prevencdo da oxidacdo de
grupamentos sulfidrilicos (-SH) de proteinas evitando pontes intercadeias. Além
disso, a GSH pode quelar ions cobre e diminuir sua habilidade de gerar radicais
livres. A maior parte da glutationa livre intracelular in vivo esta na forma reduzida
(GSH) e néo na forma oxidada (GSSG). Contudo, uma parte pode ser encontrada
como dissulfetos mistos com outros compostos que contém grupos-SH (Halliwell
e Gutteridge, 1999).

A glutationa tem quatro papeis fundamentais (Chance, Sies et al., 1979):

I- Converte o H,O, a H,O e mantém a concentracdo celular do H,O, muito
baixa.

[I- Converte os acidos graxos peroxidados em acidos hidroxilados.

Ill- Converte os acidos graxos poliinsaturados que sofrem peroxidacéo lipidica
em acidos hidroxilados, que ndo destroem as membranas celulares.

IV-Reverte o estado de oxidac&o das proteinas.

Sequestradores de metais de transigcéo
Sao aqueles que exercem acao antioxidante por meio do sequestro de
metais de transicdo como ferro e cobre que sédo elementos sabidamente proé-
oxidantes. Os principais sequestradores de metais séo: transferrina, lactoferrina,
ferritina, albumina e ceruloplasmina (Stocker, Glazer et al., 1987). Além dos
antioxidantes descritos acima, sugere-se que a sintese de proteinas de choque
térmico poderia complementar as capacidades de defesa antioxidante do
organismo numa situacdo em que as proteinas intracelulares sao danificadas
pelos EROS (Essig e Nosek, 1997). Devido a sua alta plasticidade, e por possuir
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um complexo metabolismo energético, 0 masculo pode sintetizar proteinas de
choque térmico que chegam a constituir cerca de 20% do total de proteinas
celulares em condicéo de estresse (Khassaf, Child et al., 2001; Liu e Steinacker,
2001). No entanto, os mecanismos moleculares que regulam a acdo das
proteinas de choque térmico ndo foram ainda completamente elucidados (Liu e
Steinacker, 2001). Sabe-se que as proteinas de choque térmico da familia 70
apresentam-se em gquantidades pequenas nas células em condicdo de nao
estresse, porém em condicdo de estresse podem ser sintetizadas rapidamente
(Khassaf, Child et al., 2001).

Em condi¢des normais, o sistema de defesa antioxidante é capaz de garantir
a manutencao do estado redox celular, isto €, promover eficiente eliminacdo das
EROs produzidas pelo metabolismo basal e, conseqientemente, proteger contra
as lesbes oxidativas. Entretanto, os organismos podem presenciar situacdes onde
esta protecdo se torna insuficiente. Quando isso acontece, ocorre estresse
oxidativo. Portanto, a manutencdo das defesas antioxidantes em equilibrio
dindmico com a formacdo de EROs no organismo é fundamental para a sua

sobrevivéncia.

1.5.Estresse oxidativo

Ocorre quando existe um desequilibrio entre taxa de producdo EROs e a
taxa de remocdo desses radicais pelo sistema de defesa antioxidante,
promovendo um desbalanco redox temporario. Por outro lado, se esse
desbalanco for mais intenso e duradouro, concretiza-se um dano oxidativo
cronico. O desbalanco redox, agudo ou crénico, pode ser devido a um aumento
na producdo de EROs e/ou a uma diminuicdo na capacidade de defesa
antioxidante (Droge, 2002), o que resulta em dano tecidual ou na producéo de
compostos toxicos ou danosos aos tecidos, como 0 caso da lesdo causada pela
lipoperoxidacdo (LPO) gerando danos as proteinas e ao DNA, além de provocar
diversas alteragcbes na funcao celular (Frei, Stocker et al., 1988).

O estresse oxidativo pode ocorrer também como consequiéncia de insultos
agudos intensos, tais como exposicdo a radiacdo e a agentes quimicos toxicos

(Halliwell, 1996). Além disso, diversos estados patologicos parecem estar
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associados a um quadro de estresse oxidativo. No entanto, se este é causa ou
consequéncia destas patologias ainda é objeto de intensa investigacdo. Nas
tltimas décadas, foram realizadas inUmeras pesquisas para esclarecer o papel
dos radicais livres em processos fisiopatologicos como envelhecimento, cancer,
aterosclerose, inflamagédo. Neste estudo, utilizamos o modelo experimental de
diabetes, para criam o desequilibrio redox causado pela exposi¢cao prolongada ao

estado hiperglicémico.

1.5.1 Estresse oxidativo no diabetes

O aumento na producdo e o ineficiente balanco entre a eliminacdo das
EROs sao fatores importantes que desencadeiam danos &s proteinas e tecidos.
Muitos trabalhos tém focado no estresse oxidativo e suas conseqiéncias para o
diabético (Uzel, Sivas et al., 1987; Jennings, 1994; Oranje, Rondas-Colbers et al.,
1999). Entretanto, ainda ndo ha um consenso se 0 estresse oxidativo é fator
primario na patogénese das complicaces diabéticas, ou se este € meramente
consequéncia dos danos teciduais, refletindo a presenca dessas complica¢des. O
estado hiperglicémico é um fator de risco para o desenvolvimento de
complicacBes que afetam os sistemas nervoso, endocrino e vascular (Baynes e
Thorpe, 1999).Portanto, inimeras hipéteses tentam explicar a origem das
complicagfes oriundas da hiperglicemia, como:

I- O aumento do fluxo pela via dos polidis, gerando estresse oxidativo (Lee e
Chung, 1999);

II- O aumento dos PFGA gerando aumento de glicacdo de proteinas plasmaticas
e da matriz extra-celular (Wautier, Wautier et al., 1994);

[ll- A ativacdo da via da PKC, gerando aumento de citocinas, estresse oxidativo
e fatores proliferativos (Ishii, Koya et al., 1998);

IV- O aumento do fluxo pela via das hexosaminas (Sharma e Ziyadeh, 1997).
Segundo Bayners e Thorpe, essas complicacdes geram varias hipoteses, pois
cada uma destas pode ser um reflexo diferente de um mesmo mecanismo
patogénico, ou ainda que diferentes tecidos sejam sensiveis a diferentes

mecanismos (Baynes e Thorpe, 1999).
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1.5.2 Atividade da via do poliol

A enzima restritiva aldose redutase, tem funcdo de reduzir aldeidos toxicos
na célula, transformando do os em alcoois inativos. Em um estado hiperglicémico,
esta enzima reduz a glicose a sorbitol, que é posteriormente convertido a frutose,
resultando em aumento da relagdo NADH/NAD™ (Figura 6). Este fato, leva a uma
condicdo denominada de “pseudohipoxia” (Wilson, Bohren et al., 1992; Brownlee,
2005). Tais mudancas no estado redox e a perturbacdo metabdlica podem
originar estresse osmatico nas células microvasculares, devido ao aumento dos
niveis de sorbitol intracelular (Wilson, Bohren et al., 1992). A baixa concentracdo
de NADPH atenua a atividade da GR, diminuindo o GSH, o que promove reducéo
da atividade GSH-Px e o aumento dos niveis de H,O, (Nishinaka, 2001; Nussey,
2001).
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Figura 6- Efeito da hiperglicemia na via do poliol. Adaptado de Nussey,

2001.
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1.5.3 Produtos finais de glicacdo avancada - PFGA.

Os PFGA sao formados a partir de interacdes amino carbonil, de natureza
nao-enzimatica, entre aclUcares redutores ou lipideos oxidados e proteinas,
aminofosfolipideos ou &cidos nucléicos (Bierhaus, Hofmann et al., 1998). A via de
glicacédo, representada pela reacdo de Maillard, tem seu inicio com a formacao da
base de Schiff, que é instavel. Esta base € gerada pela unido de grupamentos
carbonila de acucar redutor, com a glicose (Figura 7). O préximo passo da
glicacdo acontece quando a base de Schiff sofre um rearranjo conformacional, se
torna mais estavel e recebe o nome de produto de Amadori. Os produtos de
Amadori, por sua vez, possuem grupos carbonilas reativos, que se ligam aos
grupos aminas primarios, originando os PFGA (Bierhaus, Hofmann et al., 1998).

Nas células, os PFGA sdo responsaveis por uma seérie de alteractes
danosas, como a perda de funcdo das proteinas alteradas (Degenhardt, Thorpe et
al., 1998), modificacdo de compostos da matriz extracelular (Tanaka, Avigad et
al., 1988), aumento da producéo de EROs ou ativagao de fatores de transcricao
como NF-kB devido a sua intera¢do com receptores celulares (Yan, Schmidt et al.,
1994). Outro mecanismo alternativo de formacdo de PFGA € através da
autoxidacdo da glicose, que produz metilglioxal e glioxal. Estes produtos,
provenientes da autoxidacdo da glicose interagem com compostos dicarbonilicos
mais reativos do que a glicose, dando origem a produtos finais de glicacao
avancada (Meade, Miller et al., 2003; Huebschmann, Regensteiner et al., 2006).

No diabetes, a interagcdo de proteinas modificadas pelos PFGA com as
células endoteliais normais, inicia uma acao deletéria na homeostase da parede
vascular, resultando em aumento da permeabilidade vascular, reducéo da acgéo
anticoagulante da trombomodulina, aumento da sintese de fator tecidual
procoagulante e aumento da sintese de moléculas de adesao celular. Trabalhos
em modelos aminais que utilizaram inibidores de PFGA, demonstraram uma
inibicdo parcial de manifestacdes diabéticas como doengas microvasculares na
retina, rins e nervos (Hammes, Martin et al.,, 1991). Os PFGA sdo compostos
estaveis, formados por uma reacao irreversivel, que predominantemente ocorre in
vivo com as proteinas de carboximetilisina. Com o tempo, os PFGA ligam-se a

proteinas constituintes das paredes vasculares e de forma acelerada no diabetes.
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O grau de glicosilagdo ndo enzimatica € determinado principalmente pela
concentracdo de glicose e pelo tempo de exposicdo a elevados niveis glicémico.
Outro fator critico na formacado dos PFGA é o potencial redox do microambiente
tecidual. Situacdes predisponentes a um potencial oxidativo predominante
também levam a formacdo aumentada dos PFGA (Baynes, 1991). Um estudo
demonstra que, a interacdo entre proteinas modificadas por PFGA com
receptores complexos de PFGA ndo servem apenas para degradar estas
proteinas, mas também para ativar a via sinalizadora de transducéo que induzam
a sintese e liberacdo citocinas e fatores de crescimento, contribuindo para
reparacdo tecidual e turnover desta proteina, além de estimulam o
desenvolvimento de doencas vasculares como aterosclerose e envelhecimento
(Vlassara, 1995).

1.5.4 Metabolismo e acdo do PFGA

O surgimento exacerbado de PFGA esta intimamente associado ao balango
cinético de dois processos opostos: a formagdo enddgena que ocorre
vagarosamente sob condicdes fisioldégicas e a absorcdo exdgena representada
pela degradacdo dos PFGA por sistemas antioxidantes. Entretanto, existe um
aumento substancial de PFGA sob condi¢des hiperglicémicas (Jakus e Rietbrock,
2004) que afeta principalmente moléculas de meia-vida longa, como por exemplo,
o colageno (Forbes, Soldatos et al., 2005) e a HbAlc que se encontra fortemente
aumentados no diabetes (Rahbar, 2005).

Nosso organismo possui mecanismos de defesa, contra este acumulo
degenerativo causado pela PFGA, que pode ser de origem enzimatica como a
oxaldeido redutase e a aldose redutase que atuam na eliminacdo de
intermediarios dicarbonilicos reativos, interrompendo o processo de glicacdo
(Thornalley, 2003). A remocédo dos PFGA, formados nos tecidos € realizado pela
protedlise extracelular e ou por células como os macréfagos, que endocitam os
PFGA através da sinalizacdo receptora, liberando ap6s sua degradacdo na
circulacdo alguns peptideos soluveis de baixo peso molecular, que serdo

eliminados pela urina (Bierhaus, Hofmann et al., 1998). Durante a liberacdo dos
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peptideos provenientes da degradacdo dos PFGA alguns intermediarios reativos
sao lancados na circulagdo porem seus efeitos sao limitado pela excrecéo renal.
Este sistema de remocao dos PFGA é dependente da eficiéncia renal, que uma
vez comprometida, contribui severamente para altas concentracbes de PFGA
séricos e teciduais (Gugliucci e Bendayan, 1996). Alguns estudos mostram uma
alta afinidade da lisozima pelos PFGA, o que torna eficaz a capacidade de
remové-los de alguns sistemas celulares e séricas (Zheng, Cai et al., 2001,
Huebschmann, Regensteiner et al., 2006).
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Produtos Finais de Glicac8o Avancada
{PFGA)

o

Figura 7- Formacé&o dos produtos finais de glicagcdo avancada. Adaptado
de Ahmed, 2005.

Os pacientes diabéticos manifestam um aumento da rigidez arterial
comparados com individuos nao-diabéticos em uma idade relativamente jovem,
além apresentar uma diminuicdo do ventriculo esquerdo (Airaksinen, Salmela et
al.,, 1993; Salomaa, Riley et al.,, 1995). Embora a maioria destes casos sejam
assintomaticos estas anormalidades indicam que o processo relacionado a perda

vascular e infarto sdo acelerados na presenca do diabetes. O mecanismo que
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desenvolve a atrofia do miocéardio e as complicacbes arteriais em pacientes
saudaveis é explicado pela rea¢do ndo enzimatica entre a glicose com algumas
proteinas como e o0 caso do colageno. Esta reacdo é conhecida como Maillard,
que foi descoberta em 1912 ao incubar glicose e alguns aminoacidos obtendo
pigmentos amarelados que eram resultantes da glicosilacdo ndo enzimética da
glicose. Nesta reacéo reversivel a glicose liga-se facilmente o grupamento amina
das proteinas formando as bases de Schiff que podem variar dependendo da
disponibilidade de glicose. Quando a glicose é removida ou reduzida, a base de
Schiff torna-se mais estavel recebendo o nome de produtos de Amadori (Cerami,
1985; Brownlee, Cerami et al., 1988). A estabilidade dos produtos de Amadori
garante o desenvolvimento de outras etapas que os transformam em PFGA
interagindo facilmente com grupos aminos livres do colageno (Koenig, Peterson et
al., 1976) ( Figura 8)

Colageno
Y — = - N
Grupo Base de Schiff Produto de AGEs
Amino ; Amadori
E Glicose i )
Grupo amino
disponivel
FaN ' =] A
Ligacdaocruzada . .~
derivadade AGEs pronta
glicose paraligara
permanente outra proteina

Figura 8- Descricdo esquematica da formacao de ligacdes cruzadas de
coladgeno, adaptado de Cerami, Vlassara et al., 1987.

A formacdo nd&o-enzimética de ligacbes cruzadas € acelerada no meio

hiperglicémico. Algumas pesquisas mostram que o diabetes é responsavel pela
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progressiva ligagdo cruzada do colageno em ritmo acelerado. Entretanto, apenas
recentemente, a importancia do colageno, glicacdo e suas ligacdes cruzadas tém
sido abordadas em um contexto experimental para o desenvolvimento de
substancias inibidoras de PFGA como o caso da aminoguanidina (Uribarri,
Woodruff et al.) .

1.5.5 Ativacao da via da proteina quinase C (PKC)
A hiperglicemia aumenta a sintese do diacilglicerol (DAG), que € um co-

fator critico para ativar as isoformas B, a e 6 da PKC (Koya, Jirousek et al., 1997;
Kelly, Edgley et al., 2009). Varios trabalhos mostraram que a hiperglicemia no
diabetes estimula o aumento da producdo de EROs pela NADPH-oxidase, por
intermédio da PKC (Koya e King, 1998; Bachschmid, Van Der Loo et al., 2004).
Essa quinase, por sua vez, € de grande importancia na sinalizacao intracelular e é
responsavel pela fosforilacdo das subunidades citoplasméticas da NADPH
oxidase e com isso leva a ativacdo desse complexo enzimético (Kitada, Koya et
al., 2003) que passa a produzir EROs. Giugliano e colaboradores mostraram em
seus trabalhos a existéncia da associacao entre a producado aumentada de EROs,
por meio da PKC, com o desenvolvimento de complicacbes micro e
macrovasculares como aterosclerose, retinopatia e hipertensdo no diabetes
(Giugliano, Ceriello et al., 1996).

Além disso, a ativacdo da PKC desencadeia uma variedade de efeitos sobre
a expressao génica levando a varios efeitos danosos, como: diminuicdo na
producdo de oxido nitrico (NO) e atividade da enzima Oxido nitrico sintase
endotelial (eNOS), aumento na producdo do vasoconstritor endotelina-1 (ET-1),
do inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1) e do fator de crescimento de
transformacao beta (TGF-(), fator de crescimento vascular derivado do endotélio
(VEGF), NFKkB e NADPH-oxidase (Koya, Jirousek et al., 1997; Kuboki, Jiang et al.,
2000; Hadi e Suwaidi, 2007) (Figura 8).
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Figura 9 - Representacdo esquematica das anormalidades estruturais e
funcionais decorrentes da ativagao da via DAG-PKC hiperglicemia-induzida.
Adaptado de Hadi e Suwaidi, 2007)

1.5.6 Aumento do fluxo pela via das hexosaminas

Quando os niveis de glicose estao altos dentro da célula, a maioria da glicose
€ metabolizada através da glicdlise. Entretanto, parte da frutose-6-fosfato
produzida € desviada para uma via de sinalizacdo na qual a enzima GFAT
(glutamina-frutose-6-fosfato amidotransferase) converte a frutose-6-fosfato em
glucosamina-6-fosfato e finalmente a UDP (uridina difosfato) N-acetil
glucosamina. Posteriormante N-acetil glucosamina liga-se a residuos de serina e
treonina de fatores de transcricdo, cuja modificacdo por glucosamina resulta em
mudancas patologicas na expressao génica (Kolm-Litty, Sauer et al., 1998; Wells
e Hart, 2003) como a maior producdo de PAI-1 e fator de crescimento de
transformacdo beta (Du, Edelstein et al., 2000). Ainda que esta via tenha sido
recentemente reconhecida, existem evidéncias que esta desempenhe papel
significativo nas anormalidades induzidas por hiperglicemia na expressao génica
de células glomerulares disfuncdo dos cardiomiécitos (Clark, Mcdonough et al.,
2003) e modificacbes nas proteinas das células endoteliais da carétida de DM2
(Federici, Menghini et al., 2002).
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RESUMO

As complicagbes cardiovasculares no diabetes mellitus estdo associadas
ao estresse oxidativo, resultado do embalanco entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e sua neutralizacdo pelos sistemas
antioxidantes. No estado hiperglicémico a producédo exacerbada de EROs pode
contribuir para o aumento do contetdo de colageno cardiaco, formar produtos
finais de glicacdo avancada (PFGA) e promover a glicacdo de algumas proteinas.
Estes mecanismos sdo propostos para explicar o aumento de ligacdes cruzada e
rigidez do miocardio em pacientes diabéticos. O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito protetor da faseolamina sobre os danos oxidativos e a deposicdo de
colageno no coracéo de ratos diabéticos induzidos por streptozotocina. Os ratos
diabéticos foram tratados durante 20 dias, com faseolamina (100, 500, 1500
mg/kg) e acarbose (25 mg/kg). A atividade antioxidante total doa animais
diabéticos ndo tratados foi menor quando comparados com animais nao-
diabéticos, o tratamento com faseolamina causou um aumento desta atividade. O
sistema de defesa enzimatico representado pelo enzima catalase (CAT) e
superoxido desmutase (SOD) aumentou a sua atividade em ratos diabéticos nédo
tratados. A atividade de ambas as enzimas diminuiram ap6s o tratamento com
faseolamina. O dano tecidual causado avaliado pela peroxidacao lipidica foi maior
nos ratos diabéticos que ndo receberam tratamento e reduzido nos animais
tratados com faseolamina (D1500). Nosso estudo mostrou um aumento
significativo da deposicdo de colageno em animais diabéticos e reducao apos o
tratamento. A faseolamina reduziu a glicemia e atenua a formacao de EROs,
evitando a sobrecarga do sistema antioxidante enzimético, contribuindo de forma

eficiente na reducao do colageno do coracéo.
Palavras-chave: diabetes, estresse oxidativo, inibidor da alfa-amilase,

colageno tipo I, Faseolamina.
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2.1. Abstract

Cardiovascular complications of diabetes mellitus are associated with
oxidative stress that occurs as a result of the disarrangement between the
production of reactive oxygen species (ROS) and their neutralization by
antioxidant systems under hyperglycemia. The exacerbated production of ROS
may contribute to increased cardiac collagen content, collagen glycation in
consequence of the formation of advanced glycation end products (AGEs). These
mechanisms are proposed to explain the increase in cross-linking and increased
stiffness of the myocardium in patients with diabetes. Phaseolamin inhibits
pancreatic alpha-amylase, which leads to a reduction on hyperglycemia. The aim
of this study was to evaluate the protective effects of Phaseolamin in the cardiac
tissue against damage of streptozotocin (STZ)-induced diabetic rats under
oxidative stress levels and collagen type | deposition in vivo. Animals were
distributed in six groups: non-diabetic (ND); non-treated diabetic (NTD); groups
treated with commercial Phaseolamin at 100, 500 and 1500 mg/kg (D100, D500
and D1500 respectively); group treated with acarbose at 25 mg/kg (DACA).
Treatments were given once daily by gavage during 20 days.The total antioxidant
activity measured in NTD group was lower (p<0.001) when compared with ND
animals and greater in diabetic patients who received treatment with acarbose and
Phaseolamin (p<0.001).The enzymatic defense system represented by catalase
(CAT) and superoxide dismutase (SOD) increased its activity in NTD group
(p<0.001). The activity of SOD and CAT decreased after treatment with
Phaseolamin (D100, D500, D1500 and DACA). The tissue damage caused by lipid
peroxidation was reduced in D1500 (p<0.05), although it was increased to other
groups (p<0.001). Phaseolamin treatment reduced the hyperglycemic state (16-
42%) and decreases the formation of ROS, preventing the exacerbation of the
antioxidant system in this tissue. Our study showed significantly increased
deposition of collagen in all diabetic groups compared to ND rats. Groups D1500
and DACA showed reduced values of type | collagen compared to NTD group

(p<0.001). In our experimental model, treatment with Phaseolamin prevents the
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development of ROS and myocardial collagen changes in diabetic rats. We
suggest that Phaseolamin can be a complementary treatment for diabetes

reducing the appearance of heart complications.

Keywords: Diabetes, oxidative stress, alpha-amylase inhibitor, collagen type I,

Phaseolamin.
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2.2. Introdution

According to World Health Organization (WHO) around 220 million people
worldwide have diabetes. In 2005, approximately 1.1 million people died of
diabetes, where low-income countries stand out getting 80% of deaths. The
projection is that in the interval between 2005 - 2030 this number of deaths will be
doubled The diabetes is a major risk factor for the development of cardiovascular
complications now accounts for 80% of all mortality (WHO 2006)

Evidence from experimental models have reported that the elevated extra-
and intracellular glucose concentrations observed in diabetes increases the
imbalance between pro-oxidants and antioxidants, oxidative stress (West, 2000),
that is responsible for complications such as cardiomyopathy, is associated with
oxidative stress markedly (Kaul, Siveski-lliskovic et al. 1996) The formation of
advanced glycation end products (AGEs) on extracellular matrix components
leads to accelerated increases in collagen cross linking that contributes to
myocardial stiffness in diabetes (Candido, Forbes et al. 2003) (Kita, Shimizu et al.
1991; Monnier, Glomb et al. 1996; Norton, Candy et al. 1996). Some studies in
animal models show an increase of antioxidant enzymes in hyperglycemic state in
consequence of the increased production of reactive oxygen species (ROS) in
some tissues (Yildirim, et al., 2003).

The drugs classically used for the treatment of diabetes are insulin,
sulphonylureas, biguanides and thiazolidinediones. Otherwise, others alternatives
treatments are used to control the diabetes complications such as the
supplementation of antioxidants are reported to minimize the appearance of
cardiac complications reducing the functional and morphological damage to the
heart of diabetic (Kaul, Siveski-lliskovic et al. 1996).
The Phaseolus vulgaris, has a constituent protein with an inhibitory effect on
amylase which is called Phaseolamin. The Phaseolamin is the focus of studies on
its ability antihyperglicemiant (Obiro, Zhang et al. 2008). A study demonstrated
through a purification of Phaseolamin an inhibitory action on the activity of the

enzyme alpha amylase in a non-competitive (Mosca, Boniglia et al. 2008)
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(MARSHALL, 1975). Studies portray the inhibitory mechanism is related to high
degree of amino acid sequence similar inhibitors a-amylase (Moreno et al., 1989).
Thus reducing the metabolism of starch and hyperglycemic condition in diabetes
(Tomo et al., 2004). Phaseolamin is available on the market with various degrees
of specific activity, depending on the commercial source, and is present in various
diet supplements and dietetic products (Tormo, Gil-Exojo et al. 2006).

Although the clinical features of diabetic heart disease have been identified,
its pathogenesis and, in particular, the mechanisms underlying the collagen
abnormalities in the diabetic heart have not been fully elucidated. The collagen
type | represent the key phenotype expressed in the heart (Eghbali, Blumenfeld et
al. 1989). The increase in interstitial collagen causes cardiac fibrosis and leads to
increased stiffness of the left ventricle, causing diastolic dysfunction and heart
failure (Weber, Sun et al. 1994).

The aim of the present study was to evaluate the antihyperglicemiant effect
of Phaseolamin associated with alterations of oxidative parameters and with the
deposition of collagen type | in the heart of STZ-induced diabetic rats.

2.3. Material and Methods

2.3.1. Animal

Male Wistar rats weighing approximately 160-210 g were acclimatized to
the laboratory conditions for a period of two weeks and maintained in a
temperature (25+2-C) and light (12/12 h of light/dark cycle) controlled. Animals
were given standard commercial rat chow and water and housed under standard
environmental conditions until treatment or sacrifice. All animal procedures
followed the guidelines outlined by the Brazilian Society of Laboratory Animal
Science (SBCAL 2009) and was approved by the Ethics Committee in
Animal Research of the Federal University of Uberlandia, Brazil (protocol
number 051/08)
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2.3.2. Induction of diabetes

Diabetes was induced by intravenous injection of STZ, into the dorsal vein
of penis,(single dose, 40 mg/kg in 0.1 M sodium citrate, pH 4.5 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Ten days after the diabetes induction fasting blood glucose
(FBG) level was monitored and blood glucose concentration was measured by
reactive strips (Biocheck Glucose Test Strip) (Bioeasy, Minas Gerais, Brazil). Rats
with blood glucose higher than 200 mg/dL were considered as diabetics. After
twenty days, control and hyperglycemic rats were anesthetized by an
intraperitoneal injection of ketamine and xylazine (1:1; v/v), and tissues were

dissected.

2.3.3. Group distribution

The rats were distributed randomly in six groups (n=8, each): Non-diabetic
(ND); non-treated diabetic (NTD); groups treated with commercial Phaseolamin
(Nanjing wellchem, China) at 100, 500 and 1500 mg/kg (D100, D500 and D1500
respectively); group treated with acarbose at 25 mg/kg (DACA). Treatments were

given once daily by gavage during 20 days.

2.3.4. Collection of sample

After the experimental period rats were sacrificed by euthanasia with
intraperitoneal injection of ketamine and xylazine (1:1; v/v). At the time of sacrifice,
blood samples were collected from the portal vein to measurement of metabolic
control parameters on serum. After blood collection, the heart was rapidly excised,
washed with chilled normal saline, weighed and immersed in liquid nitrogen. The
ratio of heart weight (in mg) to the body weight (in g) was calculated.

2.3.5. Metabolic control parameters

The serum biochemistry parameters of fasting plasma glucose, total
cholesterol, plasma triglycerides, total protein, creatinine, urea, aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), gamma glutamyl
transferase (gamma GT) and alkaline phosphatase were determined using

commercial kits.
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2.3.6. Heart homogenization procedures

The heart was homogenized in buffer containing 40 mM Hepes, 100 mM
EDTA, 2 mM EGTA, 2 mM DTT, 1 mM benzamidine and 0.5 mM PMSF. The
tissue homogenates were centrifuged at 10,000 xg for 10 min in Centra-MP4R
refrigerated centrifuge (Cheney, O'Shea et al. 1993). Supernatants were collected
and stored at 4°C. Total protein dosage was carried out using the Bradford method
(Bradford 1976). The supernatant was assayed for the activities of catalase (CAT)
and superoxide dismutase (SOD), total antioxidant status (TAS), malondialdehyde

(MDA) concentration and protein-bound sulfhydryl groups.

2.3.7. Histology and measurement of collagen

Heart tissue was fixed with 10% formaldehyde in phosphate-buffered saline,
pH 7.4 for 24 h, dehydrated in ethanol, cleared in xylene and embedded in
paraffin. Five micrometer sections were cut and mounted on gelatin-chrome
aluminum-coated microscope slides. For analysis and determination of percentage
of conjunctive tissue, sections were stained by Picrosirius red method (Jungqueira,
Bignolas et al. 1979; Whittaker, Kloner et al. 1994) and morphometric analysis was
carried out using a light microscope (Olympus Ltd. Watford, Hertfordshire, UK)
with 40x objective equipped with a capture-and-image-analysis system (HL-Image
97, Western Vision Software, Layton, Utah, USA). Thirty random fields were
selected. Percentage of collagen type | pixels per area was measured in each field
analyzed. Data were expressed as the mean = S.E.M. The statistical analyses
were performed with one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the least
significant difference (LSD) test for the multiple comparisons among the groups. A
P value of less than 0.05 denoted the presence of a statistically significant
difference.

2.3.8. Assessment of oxidative stress markers

Determination of lipid peroxidation product and protein-bound sulfhydryl
groups: Lipid peroxidation in plasma was measured by determining the TBARS
levels with a commercially available kit (Cayman, Chemical, Ann Arbor, MI, USA)

and its concentrations were expressed in terms of MDA concentration (uM). The
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levels of homogenate protein-bound sulfhydryl were determined using 5, 5-dithio-
bis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) as previously described by (Faure and Lafond
1995).

Tissue homogenates assays of antioxidant enzymes activities and
plasmatic  total antioxidant status: CAT  activity was  assayed
spectrophotometrically monitoring hydrogen peroxide decomposition at 240 nm
(Aebi, Suter et al. 1968) and the substrate (H.O,) concentration was 20mM for
cardiac tissue measurements. SOD and TAS were assessed using a commercial
kit (Randox NX2332 Crumlin, UK).

2.3.9. Statistical analysis

The data were analyzed using the SigmaStat 3.5 software (Systat Software
Inc., IL, USA). Means and standard deviations were calculated. One-way analysis
of variance (ANOVA) was used to compare the values among groups. A p value of

<0.05 was considered statistically significant.

2.4. Results

The table 1 summarizes the mean changes in body and cardiac weights and
biochemistry parameters such as glycemia, cholesterol, creatinine, alkaline
phosphatase, gamma-GT, AST, ALT, triglycerides, urea. After 20 days, NTD group
presented lower body weight (p<0.05) than ND group and increased glycemia
(p<0.05), alkaline phosphatase (p<0.001), ALT (p<0.001) and urea levels
(p<0.001). Treatment with Phaseolamin decreased 26-42% (p<0.05) blood
glucose of diabetic animals (D100 and D500 groups, respectively) and
administration of acarbose (DACA group) caused the glycemic reduction of 30%
(p<0.05). The serum activity of alkaline phosphatase was five times higher
(p<0.001) in the NTD group compared with the ND group. Groups of diabetic
animals treated with Phaseolamin reduced the enzyme activity in 44-54%, p<0.05,
(group D100 and D1500, respectively) when compared with NTD group.
Otherwise, the DACA group reduced 36% (p<0.05). The concentrations of urea
were two times higher in the NTD group when compared with ND group (p<0.05).

The groups treated with Phaseolamin D500 (p<0.05) and D1500 (p<0.001)
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reduced the concentration of serum urea compared with the NTD group. No
change in cholesterol, creatine and AST and ALT between groups ND and NTD
was found.

The oxidative parameters (Figure 1) show that the system non-enzymatic
antioxidant defense is impaired in hyperglycemic state, with total antioxidant
activity reduction of NTD group compared with animals in ND group. However,
treatment with acarbose and Phaseolamin caused the increase in TAS levels in
cardiac tissue (p<0.001) compared with NTD group (Figure 1A). Besides, non-
enzymatic defense system evaluated by TAS, showed a negative a correlation to
MDA concentration (r= -0,7485, p<0.05) CAT activity (r=-0,6545, p<0.05),
sulthydryl group linked to protein (r= -0.6371, p<0.05) and collagen content (r= -
0.6322, p<0.05).

Under hyperglycemic condition, SOD activity were higher in NTD compared
to ND group (p<0.001, Figure 1B). Groups treated with acarbose and Phaseolamin
(D100, D500 and DACA) respectively decreased SOD activity compared with the
NTD group (p<0.05). We observed an increase of CAT activity to NTD group
compared to ND group and other diabetic groups treated (p<0.001, Figure 1D).
There was no difference between diabetic animals treated (D100, D500, D1500
and DACA) compared to ND group (p>0.05). However, the correlation analysis
showed that hyperglycemia is positively correlated to CAT activity (r= 0.67,
p<0.05). After diabetes induction the MDA concentration (marker product of the
process of lipid peroxidation) increased in NTD group, D100, D500 and DACA as
compared to the ND group (p<0.001). MDA concentration of D1500 group were
similar to ND group (p>0.05, Figure 1C).

The total content of collagen type | was examined morphometrically from rat
heart tissue staining method of Picrosirius red (Figure 2). We observed that the
deposition of collagen type | in the hearts of rats were greater in the NTD group
compared to ND group (p<0.001). Groups D100 and D500 did not decrease
collagen content and kept their concentrations higher than ND group (p<0.001)
and similar to the NTD group (p>0.05). Groups D1500 and DACA showed reduced
values of collagen type | compared to NTD group (p<0.001) and no difference was
observed to ND group (p> 0.05, Figure 2A). Groups treated with Phaseolamin
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(D500, D1500, DACA) attenuated the weight loss caused by diabetes, showing a
strong negative correlation between weight and collagen type | deposition in the

cardiac tissue (r=-0.80, p<0.05).

2.5. Discussion

The oxidative stress was increased in diabetes due to ROS overproduction,
and may be linked to the development of diastolic stiffness that was also related
with an increased collagen deposition (Miric, Dallemagne et al. 2001) (Martin-
Gallan, Carrascosa et al. 2003). The Phaseolamin, an inhibitor of the enzyme
alpha-amylase extracted from white beans, is increasingly being used in the
weight management industry and has been linked to reduced risk of diabetes,
obesity (Geil and Anderson 1994; Venkateswaran, Pari et al. 2002), coronary
heart disease (Anderson, Story et al. 1984; Bazzano, He et al. 2001), colon cancer
(Hughes, Ganthavorn et al. 1997; Hangen and Bennink 2002) and gastrointestinal
disorders (Bourdon, Olson et al. 2001). Then, the present study investigated the
oxidative stress profile and deposition of collagen type | in STZ-induced diabetic
rat hearts and treatment with Phaseolamin.

Results of this study revealed a marked weight decrease in diabetic
animals, but no changes of heart/body weight was found in these animals. Blood
glucose of diabetic animals reached high levels, however Phaseolamin treatment
was able to reduce glycemia after 20 days, which has a mechanism similar to
acarbose, based on delay and/or not digestion of carbohydrates due to
competitive inhibition of glucosidases (Huebschmann, Regensteiner et al. 2006).
The serum activity of alkaline phosphatase increased in the diabetic group and no
reduction was found in the treated group (D1500). The liver enzymes ALT and
AST reveal a possible liver damage, which ALT is a more specific indicator of liver
inflammation. The groups treated with Phaseolamin reduced (21-36%) ALT levels
compared with the NTD group. A date shows that high levels of AST-711,
contributes to the cleavage of protein cross-links between collagen reduce the
stiffness of arteries and heart (Doggrell 2001). We suggest that the increase in

ALT found in the NTD group is related to the greater stiffness heart caused by
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cross-linking between collagen on hyperglycemic conditions. Creatinine and urea
were used as markers of renal injuries. Creatinine remained stable in all
experimental groups, indicating a preserved renal function. However plasma
concentrations of urea were increased in NTD group compared to ND, which may
indicate the initial damage caused by hyperglycemia in the renal system.

Our study shows a reduction in total antioxidant activity during the
hyperglycemic state and a compensatory mechanism of antioxidant enzyme (SOD
and CAT) elevation. The MDA concentration was higher in non-treated diabetic
group than in non-diabetic group, otherwise Phaseolamin treatment decreased
MDA concentration in STZ-induced diabetes.

The STZ-diabetic rats showed significant weight loss after 20 days of STZ
induction, except to diabetic rats treated with Phaseolamin 500 and 1500 mg/kg.
Other studies verified a decrease of weight at 3 days (Akbarzadeh, Norouzian et
al. 2007), 21 days (Cameron-Smith, Habito et al. 1997) and 60 days (Ueno, Kizaki
et al. 2002) of STZ induction.

The CAT activity was found elevated in some tissues and organs of diabetic
rats, such as heart (Kaul, Siveski-lliskovic et al. 1995; Kaul, Siveski-lliskovic et al.
1996; Rauscher, Sanders et al. 2000; Ozansoy, Akin et al. 2001; Rauscher,
Sanders et al. 2001; Sanders, Rauscher et al. 2001), aorta (Kocak, Aktan et al.
2000; Ozansoy, Akin et al. 2001), liver (Aragno, Tamagno et al. 1999; Caballero,
Gerez et al. 2000), kidney (Aragno, Tamagno et al. 1999), and brain (Aragno,
Tamagno et al. 1999). We found significantly higher CAT activity in NTD group
compared to ND group rats. There are reports that these alterations of CAT
activity are due to diabetes are normalized by some treatments as captopril,
aminoguanidine (Kedziora-Kornatowska, Luciak et al. 1998), acetylsalicylic acid
(Caballero, Gerez et al. 2000) and dehydroepiandrosterone (DHEA) (Aragno,
Tamagno et al. 1999). Furthermore, we observed that the Phaseolamin and
acarbose was able to reduce the cardiac CAT activity after 20 days of treatment.
We suggest that CAT activity downregulation is a response to Phaseolamin and
acarbose treatments and generate an antihyperglycemic effect that minimizes the
ROS levels in the rat hearts. A recent study shows that overexpression of catalase
prevented the development of dilated cardiomyopathy in genetically modified mice,
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this study provides the protective role of catalase prevented the development of
diseases such as myocyte hypertrophy, apoptosis and interstitial fibrosis (Qin,
Lennon-Edwards et al.).

A study conducted by Kaul et al.(Kaul, Siveski-lliskovic et al. 1995) found
that cardiac SOD activity decreased after 4 and 8 weeks of diabetes, and another
study showed high SOD activity at 32 weeks. The increase of SOD activity is
possibly due to increase dismutation of superoxide anion to molecular oxygen and
hydrogen peroxide as an adaptive response to increased oxidative stress (Blum
and Fridovich 1985). Our study showed that SOD activity remained high in diabetic
animals compared to non-diabetic groups. The reduction of blood glucose can
reduce ROS formation, requiring less direct free-radical scavenger, which was
shown in all groups supplemented with Phaseolamin and acarbose.

The STZ-induced diabetes regularly results an increase in thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) (Bassotti 1991; Jung, Zhou et al. 2006)
indicating the action of free radicals and indirect damage caused by them. After 20
days of diabetes induction, we found high levels of MDA in the diabetic rat hearts
compared to non-diabetic animals. Otherwise, the diabetic rats treated D1500
decreased cardiac MDA concentration at similar levels to non-diabetic animals.
The increase in MDA concentration was also observed in several studies
(Krishnakumar, Augusti et al. 1999; Ozansoy, Akin et al. 2001; Huang, Shan et al.
2006). A study with methanolic fractions of beans demonstrated the antioxidant
activity with 10-46% inhibition of lipid peroxidation attributing this capability to its
phenolic compounds, alone or in combination with other components of beans with
antioxidant action (Cardador-Martinez, Loarca-Pina et al. 2002). High levels of
MDA are associated with the onset myocardial fibrosis in patients with
aldosteronism. These changes are mainly caused by increased oxidative stress
(Stehr, Mellado et al.). Thus, we suggest that Phaseolamin has antioxidant
responsible for reduction of lipid peroxidation verified by a decrease content of
MDA and increase SOD and CAT activity in heart tissue of diabetic rats.

The histopathological examination showed marked and significantly
increased deposition of collagen type | in diabetic animals and reduction with
Phaseolamin treatment. In our study, acarbose caused a reduction of collagen
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deposition, confirming  cardioprotective action from medicine. Recent
investigations have demonstrated the protective action of acarbose, showing
beneficial effects on endothelial function (Asakura, Kim et al. 2010),
antihyperglicemic action (Halimi 2010), cardioprotective (Vanuzzo, Pilotto et al.
2008).

The hyperglycemic state is the main responsible for the process of
advanced glycation end products (AGESs) (Liu et al. 2003) and has a key role in the
development of complications caused by diabetes (Candido, Forbes et al. 2003)
that affects the structure and function of the heart muscle, generally attributed to
increased collagen deposition in this tissue (Avendano, Agarwal et al. 1999).
Researchs has shown that glucose has an important role in the accumulation of
collagen in tissues, increasing the synthesis in the transcriptional level (Reiser
1991; Turk, Misur et al. 1999). Moreover, the glycation process of collagen inhibits
its degradation by interference in the metalloproteinases (MMP) action (Kuzuya,
Asai et al. 2001). A study demonstrated that hyperglycemia accelerates the
synthesis of collagen type | and Ill, by a process involving protein kinases
(MAPKSs) activated by mitogen and promoting myocardial interstitial fibrosis (Liu,
Masurekar et al. 2003). AGEs formation modifies proteins forming links between
the amino groups and other proteins, which alters the structure of the extracellular
matrix leading to myocardial stiffness (Kuzuya, Asai et al. 2001).

Catalase overexpression preserves cardiac morphology, preventing
changes in contractile function, reducing the concentrations of MDA, and AGEs
(Ye, Metreveli et al. 2004). The present study shows an increased activity of
antioxidant enzymes (SOD and CAT) and lipid peroxidation to NTD group. We
suggest that only the increase of these enzymes is not sufficient to reduce
oxidative stress and collagen deposition in NTD rat heart. Treatment with
Phaseolamin attenuated the action of ROS contributing efficiently to decrease in
AGEs, consequently reducing the collagen content of heart.

In conclusion, this study showed increased oxidative stress in diabetic rats
chemically induced by STZ, probably due an increase of CAT and SOD activity,
and a compensatory response to MDA concentration increase and decrease of
TAS which is due to reduction of antioxidant capacities of heart. Furthermore, the
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results of this study also suggested that the anti-hyperglycemic effects of
Phaseolamin (1500 mg/kg) protects heart against oxidative stress and improves
myocardial collagen changes in diabetic rats.

Cardiac remodeling of collagen and the result of variations in molecular,
cellular and interstitial. In the diabetic animals such events cause changes in size,
mass, geometry and function of the heart in response to a determined assault.
Treatment with Phaseolamin prevented the initial changes caused by deposition of
collagen in the hearts of diabetic rats. We suggest that Phaseolamin can be a
complementary treatment for diabetes and reducing the appearance of heart

complications.
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2.7. Figures legends

Figure 1- Oxidative parameters evaluated from the heart muscle
homogenate. Non-diabetic (ND); non-treated diabetic (NTD); diabetic animals
supplemented with phaseolamin 100, 500 and 1500 (mg/kg) (D100, D500 and
D1500). Bar represent mean £ S.E.M A-. Total antioxidant activity. a- p<0.001 vs.
other groups; b- p<0.001 vs. other groups; B- Superoxide dismutase activity. a-
p<0.001 vs. ND, D100, D500, DACA C- Malondialdehyde (MDA) concentration. a-
p<0.001 vs. NTD, D100, D500, DACA; b- p<0.001 vs. NTD, D100, DACA. D-
Catalase activity. a- p< 0.001 vs. other groups. (p<0.05).

Figure 2- Analysis of total collagen content of rats stained with
picrosirius red. Non-diabetic (ND); non-treated diabetic (NTD); diabetic animals
supplemented with Phaseolamin 100, 500 and 1500 (mg/kg) (D100, D500 and
D1500). A- Bar represent mean = S.E.M. Collagen. a- p< 0.001 vs. ND; b- p< 0.05
vs.NTD; c- p<0.001 vs NTD. B- Histological sections of rat heart stained with
picrosirius red. Non-diabetic (ND); non-treated diabetic (NTD); diabetic animals
supplemented with Phaseolamin 100, 500 and 1500 mg/kg (D100, D500 and
D1500).
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Figure 1
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Table

Table 1- Body, cardiac weights and biochemistry parameters

ND

NTD

Diabetic rats treated

D100

D500

D1500

DACA

Body weight (g)

Heart weight (mg)

319.75+£6.90
1305.00 + 130.41

255.00 + 16.292
987.50 + 20.15

233.00 + 12.34°2
877.50 + 47.67°

270.75 £ 16.54
930.00 + 25.49°

301.00 + 12.83
967.50 + 35.67°

284.00 £ 17.59
1047.50 + 103.30

Heart/body weitght 4.10 + 0.46 3.97 + 0.30 3.79 + 0.26 3.47 + 0.25 3.22 + 0.13 3.66 + 0.13
Glycemia (mg/dL) 104.12 + 5.32 568.57 + 38.04° 330.00 + 85.68"° 415.40 + 53.48"° 333.57 + 43.88"°  397.66 + 39.33"
Cholesterol (mg/dL) 65.33 + 4.99 70.45 + 4.72 65.90 + 2.09 65.60 + 5.91 71.41 + 3.46 82.68 + 4.91
Creatinine (mg/dL) 0.62 + 0.03 0.87 + 0.05 0.66 + 0.07 0.68 + 0.66 0.57 + 0.09 0.68 + 0.07
Alkaline Phosphatase (U/L) 92.41 + 7.45 559.32 + 62.14° 318.16 + 19.77 319.18 + 77.68 261.65 + 5552 ° 359.08 + 82.25%
Gamma-GT (U/L) 5.38 + 1.42 19.80 + 9.35 10.11 + 5.86 9.08 + 3.42 6.20 + 2.85 17.21 + 10.73
AST (U/L) 74.62 + 352 116.71 + 11.38 93.33 + 10.84 120.80 + 22.96 100.57 + 8.94 92.00 + 6.76
ALT (U/L) 36.37 + 2.30 97.71 + 6.19° 76.50 + 10.59 2 64.40 + 15.66 62.28 + 6.25 78.00 + 10.94 2
Triglycerides 59.96 + 9.57 98.93 + 40.60 11453 + 18.45 125.40 + 13.42 99.72 +17.66 117.13 + 55.54 2
Urea (mg/dL) 37.26 + 1.68 77.68 + 559° 57.03 + 522 5454 + 4.41° 48.88 + 6.21° 61.13 + 6.11°2

99

Non-diabetic (ND); Non-treated diabetic (NTD); Diabetic rats treated with Phaseolamin at 100, 500 and 1500 mg/kg (D100, D500 and D1500 respectively); Diabetic rats
treated with acarbose (DACA); Gamma-glutamyltransferase (gamma-GT); Glutamic oxalacetic transaminase(TGO); Glutamic pyruvic transaminase (TGP). a- p<0.05 vs.
ND; b- p< 0.001 vs. ND; c- p<0.05 vs. NTD.
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