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LISTA DE ABREVIATURAS

AGEs - Produtos finais de glicacao avancada
CAT- Catalase

DM - Diabetes Mellitus

DM1 - DM tipo 1

DM2 - DM tipo 2

EROs - Espécies reativas do oxigénio

GAD - Antidescarboxilase do &cido glutamico
GLUT - Transportador de glicose

GR - Glutationa redutase

GSH - Glutationa reduzida

GPx - Glutationa peroxidase

GSSG - Glutationa oxidada

H,0, — Peroxido de hidrogénio

IAA - Antiinsulina

IA2- Antitirosina-fosfatase

LDL — Lipoproteina de baixa densidade
NADPH — Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
NAD" - Nicotinamida adenina dinucleotideo
NF-kB - Fator de transcricdo nuclear kappa B
PKC - Proteina quinase C

RAGEs — Receptores de produtos finais de glicacdo avancada
SOD - Superéxido dismutase

STZ - Streptozotocina

TBARS - Substancias reativas ao acido tiobarbittrico



APRESENTACAO

Os resultados referentes a esta dissertacao estdo apresentados em
dois capitulos sob a forma de referencial teérico (Capitulo I) e Manuscrito
(Capitulo II).

O Capitulo | traz um referencial teérico a respeito do diabetes
mellitus. Esta é uma doenca crdnica grave que acomete milhares de
pessoas em todo o mundo, necessitando de tratamento intensivo e
orientacdo médica adequada, apresentando alto custo no cuidado a saude.
O estresse oxidativo tem sido relatado como um evento comum na
patogénese das complicacbes do diabetes. Além disso, o aumento nos
niveis de produtos da glicoxidacdo em colageno pode ser atribuido ao
aumento da glicacdo e ao estresse oxidativo Varias investigacdes ainda
estdo sendo realizadas para desenvolver novos farmacos antidiabéticos que
possam amenizar as complicacdes resultantes do diabetes. Para auxiliar no
tratamento do diabetes, medicamentos hipoglicemiantes orais sdo utilizados,
frequentemente uma classe de inibidores de alfa-glicosidase, como a
acarbose.

O capitulo Il traz 0 manucrito que avaliou o efeito do tratamento com
a acarbose a partir da analise da glandula parétida de ratos diabéticos
induzidos por streptozotocina e as alteracbes nos biomarcadores

antioxidantes sao correlacionadas com a deposicéao do colageno tipo I.



CAPITULO |

Fundamentacéo Teodrica



1. Diabetes

Devido ao aumento da expectativa de vida, crescimento populacional,
diminuic@o de praticas de atividades fisicas e por consequéncia a incidéncia
de obesidade, o numero de individuos diagnosticados com diabetes mellitus
(DM) tem aumentado (Njolstad et al., 2010). Segundo estimativas recentes,
a populacdo humana em todo o mundo esta no meio de uma epidemia de
DM e, apesar dos grandes avancos que tém sido realizados para a
compreensao e gestdao desta doenca, complicacdes relacionadas estdo
aumentando ininterruptamente. Segundo a Federacdo Internacional de
Diabetes, esta doenca afeta 246 milhdes de pessoas em todo o mundo,
sendo que a cada ano, mais de 7 milhdes de pessoas desenvolvem a
doenca e 3.8 milhdes de mortes sdo registradas a cada ano. Nos paises em
desenvolvimento, a maioria das pessoas com DM esta na faixa de 45-64
anos de idade. Em contrapartida, a maioria das pessoas com DM nos paises
desenvolvidos estd acima de 64 anos de idade. As projecbes para a
prevaléncia do DM para o ano de 2030 apontam aproximadamente 366
milhdes de individuos em todo o mundo e 11.3 milhdes s6 no Brasil (Wild et
al., 2004). Esse quadro provavelmente subestima o impacto real do
problema porque mais de 50% da populacdo com DM talvez ainda néo tenha
sido diagnosticada e, por conseguinte sem tratamento (Gonzalez-Clemente
et al., 2003). Acredita-se que mesmo se a prevaléncia de obesidade
continuar estavel até 2030, o que parece improvavel, prevé-se que 0 numero
de pessoas com DM ir4 dobrar como consequéncia do envelhecimento da
populacdo e da urbanizacédo (Wild et al., 2004). Ha uma estimativa de 143
milhdes de pessoas no mundo sofrendo de DM do tipo 1, quase cinco vezes
mais que as estimativas de dez anos atras (Tiwari & Rao, 2000).

A classificacdo atual do DM, proposta pela OMS e pela Associacdo
Americana de Diabetes inclui quatro classes clinicas, sendo as mais
prevalentes (Njolstad et al., 2010). O diabetes mellitus tipo 1 (DM 1) que
representa 5-10% dos casos e é o resultado da destruicdo das células beta

pancreaticas com consequente deficiéncia de secrecdo de insulina. Na
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maioria dos casos, essa destruicdo é mediada por efetores auto-imunes ou
auto-anticorpos, como a antiinsulina (IAA), antidescarboxilase do &cido
glutdmico (GAD) e antitirosina-fosfatase (IA2) (Palmer et al.,, 1983).
Clinicamente, o diagnéstico de DM 1 € definido pela OMS como
hiperglicemia sintomética e/ou cetoacidose diabética a apresentacdo da
doenca, com necessidade de tratamento com insulina imediatamente apos o
diagnéstico (Baynes & Thorpe, 1999). O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) que é
a forma presente em 90-95% dos casos e caracteriza-se por defeitos na
acao e na secrecao de insulina, também caracterizada como uma resisténcia
a insulina. A maioria desses pacientes apresenta sobrepeso ou obesidade e
cetoacidose diabética raramente ocorre, podendo ser justificada pelo
aumento da secrecdo de insulina pelas células beta em pacientes que
apresentam DM 2 na tentativa de atingir a normoglicemia. Assim, 0S
pacientes ndo sao dependentes de insulina exdgena para sobrevivéncia,
porém podem necessitar desta modalidade de tratamento para a obtencao
de um controle metabdlico adequado. Diferentemente do DM 1, ndo ha
indicadores especificos para o DM 2 (Njolstad et al.,, 2010). Quando a
insulina esta em extrema falta na corrente sanguinea,como no caso DM1, a
glicose ndo consegue ‘entrar' nas células e fornecer energia. Assim, o
organismo utiliza mecanismos alternativos de produzir glicose e outros
compostos energéticos. Os hormdnios cortisol, adrenalina e glucagon atuam
e promovem a formacéo de mais glicose pelo figado através da utilizacao do
tecido adiposo. Nesse processo de quebra da gordura sdo produzidos
corpos cetodnicos, juntamente com os acidos B- hidroxibutirico e o
acetoacético, acidificando o sangue e trazendo enorme risco a vida (Ribeiro ,
2008). Assim, além de hiperglicemia, o individuo diabético frequentemene
apresenta um aumento de acidos graxos livres na corrente sanguinea,

gerando um quadro de glicotoxicidade e lipotoxicidade (Njolstad et al., 2010).

1.1 Hiperglicemia e insulina



O DM é uma doenca cronica grave caracterizada pela hiperglicemia e pela
insuficiéncia na secrecdo ou acdo da insulina enddégena (Sandler et al.,
2000; Maritim et al., 2003; Takaike et al., 2010), necessitando de tratamento
intensivo e orientacdo médica adequada (Maia & Araujo, 2004; Levy et al.,
2010).

A insulina € um hormdénio anabolizante sintetizado pelas células beta das
ilhotas de Langerhans do péancreas que atua no armazenamento de
substancias energéticas e possui papel importante no metabolismo de
carboidratos, proteinas e lipideos. Esta se liga aos receptores existentes na
membrana plasmatica das células alvo desencadeando uma complexa
cascata de fosforilagdes responsaveis pela acdo final da insulina no
metabolismo anabdlico (Caso & McNurlan, 2010), aumentando a
permeabilidade celular através da estimulacdo da sintese de transportadores
de glicose (GLUTS) e a sua translocacéo para a membrana plasmatica. Além
disso, a insulina estimula a via glicolitica e a sintese dos glicogénios
hepatico e muscular pela ativacdo da glicogénio sintase e inibicdo da
glicogénio fosforilase. Além disso, a insulina promove 0 armazenamento de
acidos graxos e glicerol no tecido adiposo na forma de triacilglicerol e
impede a degradacdo de gorduras pela inibicdo da lipase sensivel a
horménios. No metabolismo de proteinas, a insulina estimula a traducdo no
RNA-mensageiro, inibe a degradacdo de proteinas e deprime a taxa de
gliconeogénese (Njolstad et al., 2010).

A insuficiéncia de insulina resulta em hiperglicemia e anormalidades no
metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas. Como consequéncia
marcante da insuficiéncia insulinica tem-se um aumento significativo da
glicose circulante no sangue, considerada hiperglicemia. A glicose é a
principal fonte de energia do organismo, essencial para o corpo realizar as
suas fungcdes, como o crescimento, o reparo, a atividade fisica e a
manutencdo da temperatura corporal. Porém, quando em excesso, pode
trazer varias complicacdes a saude (Helkala et al., 1995).

A hiperglicemia € uma consequéncia da falta de insulina. Esta apresenta
baixa relacdo com o glucagon, a producdo de glicose hepatica pela

gliconeogénese e/ou glicogendlise, ndo mais inibidas, e a eficiéncia da
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utiizacdo periférica de glicose pela glicélise torna-se reduzida. A
hiperglicemia ocorre durante a busca de um novo equilibrio entre esses dois
processos e esse comportamento € desencadeado pelo figado devido ao
aumento das concentragdes de glucagon, que tem sua secrecao estimulada
pelos neurdnios dependentes de insulina. Van de Laar et al. (2005) descreve
gue a acarbose tem um efeito no controle glicémico (hemoglobina glicada -
0,8%, glicemia de jejum -1,1 mmol / L, da pés-carga de glicose no sangue -
2,3 mmol / L). Além disso, uma maior taxa de gliconeogénese é facilitada
pela protedlise ilimitada, contribuindo para a perda de peso em individuos
diabéticos devido a protedlise e reducdo de tecido adiposo presente em
ratos diabéticos, pois células com transportadores de glicose insulino-
dependentes ndo captam a glicose necessaria para a energia, ja que nao ha
insulina suficiente para recrutar GLUT-4. Assim, faz-se necessaria a busca
por outros substratos tais como acidos graxos, derivados da degradacéo de
triglicerideos e aminoacidos derivados da protedlise. A protedlise e a lipdlise,
gue tiveram suas enzimas-chave inativadas pela insulina, sdo ativadas na
presenca de glucagon. Além disso, a protedlise é estimulada na presenca de
cortisol, desencadeada pela ativacdo do neurdnio-insulino-dependente, e a
lipdlise também é estimulada pela noradrenalina liberada pelo sistema
nervoso simpatico, que € ativado por neurdnios insulino-dependentes, que

detectam os niveis de insulina (Lehninger, 2002).

1.2 Inibidores da hiperglicemia

Uma abordagem terapéutica para o tratamento do DM € diminuir a
hiperglicemia pds-prandial. Isso é feito para retardar a absorcéo de glicose
por meio da inibicdo de enzimas carboidrato-hidrolizantes, alfa-amilase e
alfa-glucosidase no aparelho digestivo (Ali et al., 2006). Os medicamentos
de uso oral utilizados no tratamento do DM sédo substancias derivadas das
sulfoniluréias, das biguanidas, dos inibidores das alfa-glicosidases

(acarbose) (Figura 1), das glitozonas (thi-azolidinedionas) e, recentemente,



das chamadas metiglinidas, substancias do &cido benzdico ou da
fenilalanina (Costa & Almeida, 2004).

OH OH OH

HO i

llllNllll- ullOllu- |IIIO OH
H

% % % k
HO OH HO OH HO OH HO OH
Figura 1 — Estrutura quimica da acarbose (Hwangseo et al., 2000)

O DM apresenta alto custo nos cuidados a saude (Mednieks et al., 2009).
Devido a alta prevaléncia desta condigdo, modelos animais de DM tém sido
desenvolvidos e aprimorados ao longo dos anos, sendo os roedores 0s que
melhor descrevem esta condicdo. Assim, as injecoes de aloxano e
streptozotocina (STZ) descrevem as caracteristicas morfologicas da
destruicdo das ceélulas beta pancreéticas, com consequente morte celular
por necrose (Lenzen, 2007) caracterizando o quadro diabético. Algumas
investigacdes tém descrito os efeitos experimentais do DM induzido por STZ
(Changrani et al., 2006; Simoes et al., 2009; Algandaby et al., 2010)
relatando que a glicose no sangue encontra-se em niveis elevados 10 dias
apos a injecdo (Bourey et al., 1990; Changrani et al. 2006).

Uma extensa investigacdo ainda esta sendo realizada para desenvolver
novos farmacos antidiabéticos e determinar seus mecanismos de acao
(Tesch & Allen, 2007). No estudo do DM, medicamentos hipoglicemiantes
orais sao utilizados no tratamento de pacientes com DM (Knowler et al.,
2002; Chiasson et al., 2004; Lee et al., 2008; Shinde et al., 2008) como a
acarbose (Figura 1) um inibidor da alfa-glicosidase (Nathan et al., 2007). Os
inibidores da alfa-glicosidase atrasam a absorcdo de carboidratos no
intestino delgado e, portanto, tém um efeito de reducédo na glicemia pos
prandial e nos niveis de insulina (Van de Laar et al., 2005). Por outro lado, a
hiperglicemia persistente, no estado diabético pode provocar alta producéo
de radicais livres em muitos tecidos (Kakkar et al., 1995) gerado no processo
de auto-oxidacéo direta da glicose e glicosilacdo de proteinas (Bonnefont-
Rousselot et al., 2000).



1.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo e o dano aumentado em biomoléculas tém sido
proposto como um possivel unificador dos mecanismos para o
desenvolvimento de complicacbes no DM. Este dano é correlacionado em
tecidos afetados com um desarranjo sistémico do metabolismo do DM (Dyer
et al., 1993).

O aumento na glicose circulante condiciona o individuo diabético a um
guadro de hiperglicemia cronica desencadeando alteragcbes no metabolismo
de carboidratos (Acheson, 2010), lipideos e proteinas (Alberti et al., 1998),
resultando em disturbios no balanco entre pro-oxidantes e antioxidantes em
favor da formacdo de danos, denominado estresse oxidativo (Halliwell &
Gutteridge, 2003) sendo seu aumento amplamente aceito como participante
no desenvolvimento e progressdo do DM e suas complicacdes (Baynes &
Thorpe, 1999; Ceriello, 2000).

O DM é geralmente acompanhado por um aumento da producdo de
radicais livres ou um comprometimento das defesas antioxidantes (Saxena
et al.,1993). Os mecanismos de aumento do estresse oxidativo estédo
relacionados com as complicacbes diabéticas e s&do parcialmente
conhecidos, incluindo ativacdo de fatores de transcricdo, produtos finais de
glicacdo avancada (AGEs) e proteina quinase C (PKC). Uma das teorias é
gue o aumento da concentracdo de glicose no organismo causaria a
glicosilacdo de macromoléculas, que levaria a uma modificacdo nao-
enzimatica, diminuindo a funcdo bioldgica. Nesse processo sdo gerados
radicais livres que agem por todo o organismo promovendo o dano oxidativo
(Rellier et al., 1999).

Crescentes evidéncias indicam que o0 aumento na producdo e/ou sequestro
inefetivo das espécies reativas do oxigénio (EROs) sdo cruciais na
determinacdo dos danos teciduais. Assim, varios trabalhos tém focado no
estado antioxidante e no estresse oxidativo na condi¢cdo diabética (Uzel et

al., 1987; Jennings, 1994; Oranje et al., 1999). Entretanto, ainda ndo ha um



consenso se 0 estresse oxidativo € um fator primario das complicacdes
diabéticas, ou se este € meramente consequéncia dos danos teciduais,
refletindo a presenca dessas complicagbes. Trabalhos que avaliaram o
controle do DM e suas complicagfes indicam a hiperglicemia como o fator
de risco para as complicacdes da doenca (Baynes & Thorpe, 1999) devido 1)
ao aumento do fluxo pela via dos polidis, gerando estresse oxidativo (Lopes
et al., 2008) ou aumentando a glicacdo de proteinas plasmaticas e da matriz
extra-celular (Wautier et al., 1994) 2) a ativacdo da via da PKC, gerando
aumento de citocinas, estresse oxidativo e fatores proliferativos (Ishii et al.,
1998) 3) ao aumento do fluxo pela via das hexosaminas (Sharma &
Ziyadeh, 1997). Segundo Bayners & Thorpe (1999) cada hipétese para a
geracdo do estresse oxidativo é um reflexo diferente de um mesmo
mecanismo patogénico.

A formacdo das EROs e sua neutralizacdo estdo associadas a defesa
antioxidante em pessoas saudaveis, principalmente devido aos mecanismos
de defesa celular. Grande quantidade de estudos tém se concentrado sobre
0 papel do estresse oxidativo, e foi relatado que esta condicdo pode
constituir o principal acontecimento comum na patogénese de complicactes
diabéticas secundarias (Ceriello, 2000). O aumento do nivel de EROs no DM
pode ser devido ao aumento da producéo e/ou diminuicdo da destruicdo por
mecanismos antioxidantes, que influenciam a suscetibilidade de diferentes
tecidos ao estresse oxidativo e estd associada com o desenvolvimento de
complicagcdes no DM. O estresse oxidativo maior tem sido observada em
pacientes diabéticos, pelo aumento da producéo de radicais livres (Valko et
al., 2007), peroxidacao lipidica e capacidade antioxidante diminuida
(Ugochukwu & Cobourne, 2003; Nogueira et al., 2005).

A hiperglicemia engendrada por radicais livres também prejudica o sistema
de defesa antioxidante enddgeno durante o DM (Saxena et al., 1993). Os
mecanismos de defesa antioxidante envolvem estratégias antioxidantes
tanto enzimaticas como ndo enzimaticas sendo mais comuns as vitaminas A,
C e E, glutationa, e enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase. Outros antioxidantes

incluem o &cido lipdico, carotendides mistos, coenzima Q10, varios
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bioflavonéides, minerais antioxidantes (cobre, zinco, manganés e selénio), e
os cofatores (acido félico, vitaminas B1, B2, B6, B12) que trabalham em
sinergia entre si e contra os diferentes tipos de radicais livres. Amplos
estudos de intervencdes farmacolégicas com base em antioxidantes
biolégicos tém sido realizados. Discrepancias nos biomarcadores do
estresse oxidativo em animais diabéticos tém sido observadas em relacdo as
atividades da SOD, GPx e CAT. A diminuicdo dos niveis de glutationa e
concentracbes elevadas de acido tiobarbitarico (TBARS) séo
constantemente observados no DM. Além disso, alteragdes no 6xido nitrico
e proteinas glicosiladas também séo relatados.

A SOD é uma enzima considerada primaria, uma vez que esta
envolvida na eliminacdo direta das EROs (Halliwell & Gutteridge, 1997),
sendo de defesa antioxidante importante pois catalisa a dismutacdo de
radicais superoxido (Bonnnefont-Rousselot et al., 2000). Outra importante
enzima é a GPx, considerada como uma enzima biologicamente essencial
na reducéo do peroxido de hidrogénio, desintoxicando peréxidos com GSH
agindo como um doador de elétrons na reacdo de reducdo, produzindo
glutationa oxidada (GSSG) como um produto final (Townsend et al., 2003). O
aumento na atividade da SOD em animais diabéticos, possivelmente faz-se
devido ao aumento da dismutacdo do anion superoxido de oxigénio
molecular e peroxido de hidrogénio como uma resposta adaptativa ao
aumento do estresse oxidativo (Blum & Fridovich, 1985). No sistema
enzimatico antioxidante salivar, peroxidase € de longe a enzima mais
importante (Matsunaga et al., 1994). Aléem da SOD e da GPx, a CAT, uma
enzima heme-proteina, atua como um antioxidante enzimatico, catalisando a
dismutacéo do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio.

Semelhante a outros sistemas bioldgicos, o sistema antioxidante salivar
inclui varias moléculas e enzimas das quais as mais importantes sao o acido
arico e a enzima peroxidase, sendo sollveis em agua (Moore et al., 1994;
Hirayama et al., 1997; Meucci et al., 1998). A atividade da peroxidase em
animais diabéticos foi relatada ser maior comparada com o controle em
alguns tecidos, como o rim (Kakkar et al., 1997; Gumieniczek et al., 2001), o

musculo (Gumieniczek et al., 2001), o coracdo e o cérebro (Fridovich, 1995),
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e inferior no figado (Genet et al., 2002; Panneerselvam & Govindasamy,
2004).

Por outro lado, a glicose tem um papel importante no acumulo de
coldgeno nos tecidos, aumentando a sintese de colageno no nivel da
transcricdo. O processo de glicacdo de colageno inibe a sua degradacgédo por
interferéncia na acéo de enzimas, tais como metaloproteinases (Mizushige et
al., 2000). O estado hiperglicémico leva a formacdo de AGEs nos
componentes da matriz e acelera o crosslinking de coldgeno. Sua deposicao
nos tecidos contribui para a rigidez em individuos diabéticos. O estado
hiperglicémico é o principal responsavel pelo processo de AGEs (Algandaby
et al., 2010) e tem um papel fundamental no desenvolvimento de
complica¢cbes causadas por DM (Foster & Samman, 2010). A formacao de
AGEs modifica as proteinas que formam as ligagdes entre 0s grupos amino
e outras proteinas, alterando a estrutura da matriz extracelular. Kohda et al.
(2009) demonstrou que a hiperglicemia acelera a sintese de colageno tipo |
e Ill, por um processo que envolve proteinas quinases (MAPKs) promovendo

fibrose no tecido intersticial do miocardio.

1.3.1 Complicac¢des teciduais

O desequilibrio provocado pelo DM causa entre os agentes oxidantes e
antioxidantes uma série de eventos danosos as funcdes celulares normais,
provocando, por exemplo, alteracdes séricas de lipideos, insulina e glicose
nos tecidos musculares, que ocasionam modificacbes dos fatores de
transcricdo celular dos midcitos cardiacos, disfuncédo endotelial e aumento
da rigidez miocérdica, afetando a func¢éo normal do coracao (Poornima et al.,
2006). Outro exemplo € a glandula salivar, que apresenta uma série de
alteracdes na sua composicdo histolégica, como o acumulo de tecido
adiposo, ocorrendo mudancas na sensibilidade de receptores do sistema
nervoso autbnomo, além de possiveis microangiopatias manifestadas pela

alteracdo em sua vasodilatacdo, um desequilibrio do sistema antioxidante e
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alteracdo no metabolismo de glicose e glicogénio (Ferreira, 2006). As
alteracdes macrovasculares estdo frequentemente associadas ao DM e
afetam artérias que suprem o coracdo, cérebro e extremidade corporal. As
micro e macroangiopatias diabéticas estdo correlaciondas com a
hiperglicemia e sé@o responsaveis pela impoténcia sexual, arteriosclerose,
retinopatias, neuropatia e nefropatia (Brownlee & Cerami, 1981).

O aumento da producdo de EROs pelas mitocondrias em condi¢oes
hiperglicémicas € reconhecido como uma das principais causas de
complicacdes clinicas associadas ao DM e a obesidade, resultando em um
aumento da morbidade e mortalidade dos individuos diabéticos (Morales et
al., 2010). Os niveis excessivamente elevados de radicais livres causam
danos nas proteinas celulares, lipideos de membrana e acidos nucléicos e,
eventualmente, a morte celular.

Acredita-se que a oxidacdo de glicose seja a principal fonte de radicais
livres. Na sua forma enediol, a glicose € oxidada em uma reacdo de
transicdo metal-dependente para um anion radical enediol que, por sua vez,
sédo convertidos em reativos cetoaldeidos radicais de anions superoxido. O
anion superoxido pode sofrer dismutacdo sendo convertido em peréxido de
hidrogénio que, se ndo degradado pela CAT ou GPx, pode levar a producéo
de radicais hidroxila, extremamente reativos na presenca de metais de
transicdo (Jiang et al., 1990). Os radicais anion superoxido podem também
reagir com o Oxido nitrico para formar uma espécie nao radicalar (Halliwell &
Gutterridge, 2003).

Além disso, é visto que a hiperglicemia promove a peroxidacao lipidica de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) por uma via superoxido-dependente
resultando na geracédo de radicais livres (Tsai et al., 1994). Outra importante
fonte de radicais livres no DM é a interacdo da glicose com proteinas,
levando a formacdo de um produto de Amadori e AGEs (Yamagishi &
Matsui, 2010). Estas AGEs, através de seus receptores (RAGES), inativam
enzimas e alteraram suas estruturas e funcdes (McCarthy et al.,, 2001),
promovendo a formacdo de radicais livres, extinguindo e bloqueando os
efeitos antiproliferativos do 6xido nitrico. Ao aumentar o estresse oxidativo

intracelular, as AGEs ativam o fator de transcricdo NF-kB, promovendo
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assim a regulacéo de varios genes. O NF-kB aumenta a produgao de 6xido
nitrico, que é um mediador de dano celular de ilhotas de células beta.
Evidéncias mostram que a hiperglicemia estimula a converséo da glicose em
sorbitol e frutose com o consumo de NADPH e glutationa. A diminuicdo de
redutores antioxidantes causa uma maior susceptibilidade ao estresse
oxidativo associado ao aumento das EROS intracelular (Foster & Samman,
2010). Além disso, o estresse oxidativo esta relacionado com as alterages
nos niveis de glutationa reduzida (GSH) e com o esgotamento dos niveis de
NADPH. A GSH pode estar aumentada, como ja relatado para glandula
submandibular ou diminuida, como relatado em glandula parétida de ratos
diabéticos (Nogueira et al., 2005). Alternativamente, o aumento da atividade
do sorbitol desidrogenase esta associado com as alteracdes nos niveis de
NAD" o que resulta em modificagbes de proteinas por glicosilagdo n&o-
enzimatica de proteina (Williamson et al., 1993).

Os hidroperéxidos tém efeitos toxicos sobre as células tanto diretamente
guanto através da degradacdo em radical peroxila e/ou alcoxila altamente
toxicos, além de reagirem com metais de transicdo, como o ferro ou o cobre
a fim de formar aldeidos estaveis como os malondialdeidos que danificam
membranas celulares. Os radicais peroxila podem promover a abstracdo de
atomo de hidrogénio a partir de lipideos, produzindo hidroperéxidos e um
radical na cadeia do lipideo, induzindo o processo de propagacdo da
oxidacao de lipideos (Williamson et al., 1993). A inducdo do DM em ratos
com STZ ou aloxano resulta em um aumento de substancias reativas ao
acido tiobarbitirico como uma evidéncia indireta da intensificacdo da
peroxidacédo lipidica. O impedimento da formacdo de radical peroxila e/ou
alcoxila seria um meio eficiente para reduzir o dano oxidativo.

Por outro lado, a glicose tem um papel importante no acumulo de colageno
nos tecidos (Nicolau et al., 2006). O estado hiperglicémico leva a AGEs na
formacdo dos componentes da matriz e acelera o crosslinking de colageno e
sua deposicdo contribuindo para a rigidez dos tecidos em individuos
diabéticos, alterando a estrutura da matriz extracelular (Kohda et al., 2009).
Nicolau et al. (2006) demonstrou que a hiperglicemia acelera a sintese dos

colagenos tipo | e tipo lll, e ainda sugere que o aumento da hiperglicemia
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altera a deposicdo de proteinas da matriz extracelular em glandulas
parétidas de ratos, indicando que o estado diabético influencia o
metabolismo do glicogénio na glandula parétida de ratos.

2. Parotida e Diabetes

As glandulas salivares maiores sao constituidas por parétida,
submandibular e sublingual, sendo responséaveis por aproximadamente 95%
da secrecdo salivar. Sua disposicdo basica se compde por unidades
secretoras e um sistema de ductos, sustentados por um tecido conjuntivo.
As unidades secretoras, também chamadas de acinos, sdo compostas por
células mucosas, serosas e mioepitliais, que variam no tamanho, forma e
namero. As células serosas séo especializadas na sintese, armazenamento
e secrecao de proteinas, enquanto que a secrecdo das células mucosas
possui um conteudo menos enzimatico e com maior teor de glicoproteinas
(Gorr et al., 2005).

As glandulas parotida, submandibuar e sublinguais sdo os principais
produtores de fluido oral, conhecido como saliva. As alteraces bioquimicas
na composicdo e hipofuncdo da glandula salivar tém sido associadas as
altas concentracdes de glicose no jejum. Em diabéticos induzidos por STZ e
aloxano ocorrem hiposalivacéo, que leva a um acumulo de goticulas lipidicas
citoplasmaticas no terminal das pecas finais secretoras e nas células do
ducto intercalado das trés glandulas salivares maiores, e tem sido
correlacionado com a alta concentracdo de glicose no sangue (Anderson,
1987; Kamata et al., 2007).

A amilase é a enzima mais abundante na saliva e €& secretada
principalmente pelas glandulas parotidas. Ela estd envolvida com trés
funcdes distintas, da inicio ao processo de digestdo de carboidratos pela
hidrolise do amido, possui afinidade por hidroxiapatita, o que lhe confere

participacdo na formacéo da pelicula adquirida do esmalte e na colonizacéo
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bacteriana (Vacca et al., 2000), além de possuir sitios especificos de ligacdo
com bactérias, Streptococcus viridans, por exemplo.

A peroxidade é uma enzima presente na saliva, secretada principalmente
pela glandula submandibular e distribuida por todo o organismo. Esta
envolvida em diversas funcdes biologicas, variando de acordo com o seu
tipo e localidade. Na presenca de eroxido de hidrogénio, proveniente do
metabolismo bacteriano ou de células como leucdcitos, a peroxidase salivar
catalisa a transformacao de tiocianato, derivado da dieta e do tabaco, em
hipotiocianato, que por sua vez inibe o crescimento bacteriano. O espectro
antimicrobiano do sistema peroxidase abrange bactérias de origem néo oral
gram-positivo e gram-negativo, sendo um potencial antiviral e antifungico
(Ihalin et al., 2006). Além disso, a peroxidase catalisa a degradacédo do
peroxido de hidrogénio, diminuindo a toxicidade celular. Outros tipos, como a
mieloperoxidase, podem estar presentes em processos inflamatorios e na
placa bacteriana (Tenovuo & Pruitt, 1984).

Alguns autores estudaram a relacdo do DM com as alteracdes no equilibrio
bucal e suas manifestacbes patologicas. Além das implicacdes gerais,
também ocorrem manifestacdes bucais associadas ao DM como xerostomia,
perda de dentes, gengivite, periodontite, abscessos dentais e lesfes na
mucosa e lingua (Darnell & Saundres, 1990).

A xerostomia é um dos principais sintomas relatados por pacientes
diabéticos. Este € um parametro, diagnosticado através de queixas de boca
seca, dificuldades de falar, mastigar, deglutir, entre outros. A hipossalivacao
€ uma medida objetiva que corresponde com a diminuicdo absoluta do fluxo
salivar (Dawes, 2004). Em trabalho realizado no Centro de Pesquisa em
Biologia Oral individuos com DM2 descompensados apresentaram
xerostomia, causada por uma reducdo absoluta do fluxo salivar, mostrando
uma anormalidade na producao de saliva e na sua taxa de secrecao (Lin et
al., 2002).

Considerando que as funcdes de sintese e secrecdo de saliva nas
glandulas salivares sdo mediadas pela estimulacdo do sistema nervoso
autbnomo, alguns estudos avaliaram a influéncia do DM na producédo de

neurotransmissores, bem como na sensibilidade dos receptores simpaticos e
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parassimpaticos. Assim, ratos com DM2 apresentaram uma diminuicdo na
sintese e secre¢do de noradrenalina em parétida e submandibular, como
também o fluxo salivar em resposta a estimulacdo de receptores
adrenérgicos também sofreu uma redug¢do comparada com o controle, o que
sugere um comprometimento da transmissao simpéatica em glandulas
salivares (Vatta et al., 2002). H& outros relatos que mostram que a reducao
do fluxo salivar pode estar associada a uma diminuigdo da sensibilidade de
receptores muscarinicos em decorréncia do DM (Watanabe et al., 2001).

Além da alteracdo em receptores do sistema nervoso autbnomo, o DM
afeta a via de sinalizagdo desencadeada pela estimulacdo desses
receptores. Ha relatos do aumento na expressdo de PKC em glandulas
salivares de camundongo diabéticos ndo obesos num curto periodo de
tempo (Tensing et al.,, 2005). A longo prazo, o estimulo da expressao de
PKC poderia levar a um feed-back negativo, com comprometimento da
sintese protéica em glandulas salivares. Um estudo da vascularizagcdo em
glandula submandibular de ratos diabéticos induzidos por streptozotocina
mostrou uma diminuicdo da vasodilatacdo e nenhuma alteracdo de
vasoconstricdo estimulada por impulsos simpaticos (Anderson & Garret,
2004) indicando uma possivel neuropatia e microangiopatia manifestada em
decorréncia do DM.

Aspectos estruturais da regulacdo hormonal das glandulas salivares foram
abordados com enfoque no DM experimental (Garret et al.,, 1998). As
principais alteracfes histolégicas apresentadas pelas glandulas salivares de
diabéticos sdo: diminuicdo no numero de granulos de secrecdo salivar,
acumulo de goticulas de gordura nas células acinares de pardtida e
submandibular e uma alteracdo na proporc¢ao celular. O acumulo de gordura
nas glandulas salivares tem sido suportado por trés hipéteses: 1) aumento
de lipideos como fonte alternativa de obtencdo de energia; 2) endocitose
nao-especifica decorrente da elevacdo da concentracdo de &cidos graxos
livres circulantes; e 3) reducdo na formacdo dos granulos de secrecédo
salivar e da utilizacdo de gorduras que participam da composicdo de suas

membranas contribuindo para o aumento de gordura intracelular. Além
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disso, hd uma alteracdo na proporcdo de acidos graxos nas glandulas

salivares de ratos diabéticos induzidos por streptozotocina.

O DM1 acarreta perda de peso corporeo, porém seu efeito sobre o peso

glandular é contraditério. H& uma hipotese da insuficiéncia insulinica exercer

efeitos diretos e indiretos sobre a perda de peso das glandulas salivares,

pelo comprometimento do metabolismo energético glandular ou pela

diminuicdo nos niveis do hormdnio de crescimento, respectivamente (Garret

et al., 1998).

Por outro lado, o DM causa uma alteracdo no metabolismo de carboidratos

no figado e na musculatura esquelética (Libal-Weksler et al., 2001) com

reflexos também em tecidos periféricos como as glandulas salivares. Apds

30 dias da inducdo do DM se observa uma diminuicdo da atividade da

hexoquinase na porcdo soluvel e ligada a mitocondria da glandula

submandibular, enquanto que a glandula pardtida apresenta resultados

inversos (Nogueira et al., 2005).

Ha muitos estudos que mostram alteracbes nas glandulas salivares de

animais ou humanos diabéticos, como por exemplo, pela avaliagcdo do fluxo

salivar, andlise estrutural, sensibilidade de receptores adrenérgicos ou

colinérgicos, resposta a estimulacdo autbnoma e metabolismo energético.

Esses resultados séo indicativos que levam a pensar que essa enfermidade

poderia acarretar uma alteracdo da composicéo protéica tanto de glandulas

salivares quanto no seu produto de secre¢do. Porém, os relatos presentes

na literatura ndo apontam um consenso, mas resultados conflitantes que

variam de acordo com o parametro estudado ou a metodologia empregada.
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CAPITULO I

Analysis in the parotid gland of streptozotocin-induced diabetic
rats related to alterations of antioxidant biomarkers and collagen

type I deposition
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RESUMO

A acarbose € um inibidor competitivo das alfa-glicosidases intestinal que
retarda a degradacéo da sacarose e amido, reduzindo a absorc¢éo de glicose
e frutose. O objetivo deste estudo foi avaliar em glandula parétida de ratos
diabéticos o efeito do tratamento da acarbose sobre os parametros
antioxidantes e deposicdo de coladgeno tipo I. O diabetes foi induzido por
injecdo intravenosa de estreptozotocina (STZ). Os animais foram distribuidos
em quatro grupos (n = 10, cada): controle ndo-diabéticos (NDM), diabéticos
(DM), diabéticos tratados com acarbose a 25 mg / kg (DMA) e controle ndo
diabéticos tratados com acarbose (NDMA). Mudancas no sistema
antioxidante enzimatico, como a atividade das enzimas SOD e GPx foram
avaliados na glandula parétida. NOs encontramos para o grupo DM niveis
elevados de enzimas que foram revertidos pelo tratamento com acarbose. O
dano tecidual foi mostrado por um aumento da concentragdo de MDA na
glandula parétida do grupo DM, e foi diminuido em 67% com o tratamento de
acarbose no grupo DMA. O presente estudo mostrou que a coloragcéao
especifica das fibras de colageno tipo | na glandula parétida diferiu em ratos
diabéticos e nado diabéticos. Estas fibras apresentaram alto grau de
marcacdo na glandula paroétida de ratos diabéticos quando comparado ao
grupo NDM. O tratamento com acarbose foi capaz de reduzir em 25% a
marcacao dessas fibras (p <0,001). Estes resultados sugerem que o estado
diabético influencia a deposicédo de colageno tipo | na glandula parétida em
ratos. Em conclusdo, pode-se supor que o tratamento com acarbose é util
para evitar o aumento do estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia de
ratos DM em glandulas paroétidas, comparados com ratos diabéticos sem

tratamento.

Palavras-chave: diabetes, glandula parétida, estresse oxidativo, acarbose,

colageno tipo |, estreptozotocina.
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Abstract

Acarbose is a competitive inhibitor of intestinal alpha-glycosidases that slows
the breakdown of sucrose and starches, thereby reducing glucose and
fructose absorption. The aim of this study was to evaluate in parotid gland of
diabetic rats the effect of acarbose treatment on antioxidant parameters and
deposition of collagen type I. Diabetes was induced by intravenous injection
of streptozotocin (STZ). Animals were distributed in four groups (n = 10,
each): non-diabetic control (NDM); diabetic (DM); diabetic treated with
acarbose at 25 mg/kg (DMA) and non-diabetic control treated with acarbose
(NDMA). Changes in enzymatic antioxidant system such as the activity of
SOD and GPx enzymes were evaluated in the parotid gland. We found to the
DM group high levels of both enzymes that were reverted by acarbose
treatment. Tissue damage showed by an increase of TBARS concentration in
the parotid gland of the DM group was also reverted in the DMA group. The
present study showed that specific stained of the collagen fibers type | in the
parotid gland differed from diabetic and non-diabetic rats. These fibers
presented high degree of stained in the parotid gland of the diabetic rats
when compared to the NDM group. The acarbose treatment was able to
reduce in 25% the quantification of these fibers (p < 0.001). These results
suggest that the diabetic state influences the collagen type | intensity of
parotid gland in rats. In conclusion, one may assume that the acarbose
treatment is helpful to prevent the increase in oxidative stress induced by
hyperglycemia of DM rats in parotid glands, compared with untreated diabetic

rats.

Keywords: Diabetes, parotid gland, oxidative stress, acarbose, collagen type

I, streptozotocin.
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Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a widespread disease with high morbidity and
health care costs [1], which is considered a generalized common chronic
metabolic disorder characterized by hyperglycemia resulting from defects in
insulin secretion and/or action [2, 3] and certain abnormalities in
carbohydrate, fat, electrolyte, and protein metabolism [4]. Due to the high
prevalence of this condition, a number of diabetic animal models have been
developed and improved over the years, of which rodent models are the most
thoroughly described. Thus, injections of alloxan and streptozotocin(STZ)
principally induce the same blood glucose and plasma insulin responses and
cause an insulin-dependent diabetes syndrome, describing morphological
features of beta cell destruction that are characteristic of necrotic cell death
[5].This mechanism is clearly at variance which underlies autoimmune type 1
diabetes, both in humans and rodent models of the disease [5]. Some
investigations have described the effects of experimental streptozotocin-
induced diabetes [6-12] that elevated blood glucose in 10 days following its
injection [11, 13].

Extensive research is still being performed to develop new antidiabetic
agents and determine their mechanisms of action [14]. To facilitate diabetes
study, oral antihyperglycemic drugs are used, frequently one class of alpha-
glucosidase inhibitors [15],as AGIs [16, 17] the acarbose [18-21] is used in
the treatment of patients with diabetes. AGIs delay the absorption of
carbohydrates from the small intestine and thus have a lowering effect on
post prandial blood glucose and insulin levels [22]. On the other hand,
persistent hyperglycemia in the diabetic state may cause high production of
free radicals in many tissues [23]. These radical are generated in direct
autoxidation process of glucose and protein glycosylation [24]. The relation in
parotid gland of diabetic induced-stz rats to reactive oxygen species (ROS)
as compared to type | collagen has been few studied.

Under normal condition ROS are neutralized by the antioxidant defense
in healthy individuals. Large number of studies have focused on the role of

oxidative stress, and it has been reported that this condition may constitute
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the key and common event in the pathogenesis of secondary diabetic
complications [25]. The increase in the level of ROS in diabetes could be due
to increased production and/or decreased destruction by nonenzymatic and
enzymatic antioxidant defenses. Catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GPx), and superoxide dismutase (SOD) are antioxidant enzymes that
critically influences the susceptibility of various tissues to oxidative stress and
Is associated with the development of complications in diabetes. An
enhanced oxidative stress has been observed in diabetic patients as
indicated by increased free radical production [26], lipid peroxidation and
diminished antioxidant status [8, 27]. Moreover, a correlation among the
status of metabolism control, the duration of DM and the severity of induced
oxidative stress has been reported [27].

Parotid, submandibuar and sublingual glands are the main producers of
oral fluid, known as whole saliva. Biochemical alterations in composition and
hypofunction of salivary gland have been associated with high fasting blood
glucose concentrations. In streptozotocin- and alloxan-induced DM the
hyposalivation yields the cytoplasmic accumulation of lipid droplets in
terminal secretory end pieces and intercalated duct cells of the three major
salivary glands, and it has been correlated with high blood glucose
concentration [6, 28].

Glucose has an important role in the accumulation of collagen in tissues
(Nicolau, Souza et al. 2006). The hyperglycemic state leads to advanced
glycation endproducts (AGESs) formation in the components of the matrix and
accelerates the crosslinking of collagen and its deposition in tissues
contributes to stiffness in diabetic subjects that alters the structure of the
extracellular matrix. Koshda and co-workers (2009) demonstrated that
hyperglycemia accelerates the synthesis of collagen type | and Ill, and
Nicolau et al. (2006) suggested that increased hyperglycemia alters the
deposition of extracellular matrix proteins in the rat parotid glands, indicating
that the diabetic state influences glycogen metabolism in the parotid and
salivary rat gland. Although the clinical features of parotid gland in diabetics

have been identified, its pathogenesis and, in particular, the mechanisms
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underlying the collagen abnormalities in the diabetic parotids are barely
known.

Thus, the purpose of this study was to evaluate the antihyperglicemiant
acarbose effect treatment an parotid glands, and to examine the correlation
between the antioxidant status (MDA, TAS, SOD, CAT, GPx) in this tissue on
diabetic and diabetic rats treated with acarbose. In addition, these
parameters were compared among themselves, in their relationship to
anthropometric and biochemical parameters, and influences on collagen type
| deposition.

Material and Methods

Animals

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 room.
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.

Diabetes induction

Diabetes was induced by intravenous injection of streptozotocin (single dose,
40 mg/kg in 0.1 M sodium citrate, pH 4.5 (Sigma-Aldrich, 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 having a
blood glucose level of >200 mg/dL were considered to be diabetic. After
twenty days, control and diabetic rats were anesthetized by an intraperitoneal

injection of ketamine and xylazine (1:1), and tissues were dissected. The rats

35



were distributed randomly in four groups (n = 10, each): non-diabetic control
(NDM); diabetic (DM); diabetic treated with acarbose at 25 mg/kg (DMA) and
non-diabetic control treated with acarbose (NDMA). Treatments were given
once daily by gavage during 20 days. All the animals from these groups were

sacrificed by euthanasia.

Sample collection

The parotid glands of all the animals were quickly removed, washed with
chilled normal saline, weighed and immersed in liquid nitrogen or fixated. The
parotid gland weight (in mg) to the body weight (in g) was calculated.
Simultaneously, the blood was also collected from the portal vein to confirm
the level of blood glucose and serum biochemistry parameters as total
cholesterol, plasma triglycerides, total protein, creatinine, urea, aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), gamma glutamyl
transferase (gamma GT) and alkaline phosphatase, using commercial kits.

Homogenate preparation

The parotid glands were homogenized in buffer containing 40 mM Hepes,
100 mM EDTA, 2 mM EGTA, 2 mM DTT, 1 mM Benzamidina and 0.5 mM
PMSF. The tissue homogenates were centrifuged and supernatant was
assayed for the activities of oxidative stress markers (10,000 xg for 10 min at

4 °C). Total protein dosage was carried out using the Bradford method [29].

Oxidative stress markers analysis

Determination of lipid peroxidation product: Lipid peroxidation in plasma was
determined by measuring the presence of malondialdehyde (MDA) using the
thiobarbituric acid test (TBARS), a commercial kit (Cayman Chemical Inc.,
MI, USA).

TAS, SOD and GPx activity: Total antioxidant status (TAS), and total activity
of the superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) were

measured using a commercial kit (Randox Laboratories Ltd., Crumlin, UK).
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CAT activity: Catalase (CAT) activity was assayed spectrophotometrically
monitoring hydrogen peroxide decomposition at 240 nm [30] and the
substrate concentration was 20 mM for parotid gland measurements.

Histology and measurement of collagen

Parotid glands were fixed with 10% formaldehyde solution in phosphate-
buffered saline 0.1 M, 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. To
evaluated morphology of parotid gland, sections were stained by hematoxylin
and eosin method (H.E.). For analysis and determination of percentage of
conjunctive tissue, sections were stained by Picrosirius red method [31, 32],
sections were hydrated, washed in fosfomolibdic acid 0.2% , followed by 90
min in Sirius red and satured aqueous solution of picric acid 0.1%, and
sections were dehydrated. Morphometric analysis was carried out using a
light microscope (Olympus Ltd., Hertfordshire, UK) with 40x objective
equipped with a capture-and-image-analysis system (HL-Image 97, Western
Vision Software, Utah, USA). Thirty random fields within those areas with a
higher proportion of staining were selected. Percentage of collagen type |

pixels per area was measured in each field analyzed.

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.

Results

The mean blood glucose concentration of the DM was higher than DMA
(17%), followed to lower values of NDM and NDMA groups (Table 1). The
average blood glucose of the DM group was 315% higher (p < 0.001)
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compared to NDM and NDMA, which was 71% lower (p < 0.001) compared
to DMA animals, however this group had their values decreased 17%
compared to DM.

The body weight and the parotid gland weight are shown in Table 1.
The mean of final body weight of the NDM had increased, and the mean
body weight of the DM animals decreased 12% (p<0.05) after 20 days of
treatment. DMA had a decrease value of 6% (p<0.05) compared to NDM
group. However, NDM and NDMA groups maintained their average body
weight. Acarbose treatment managed to keep the animal weights closer to
the values of NDM and NDMA groups. Twenty days of treatment was not
able to modify parotid gland weight into those groups. This data showed that
the relative glandular weight tend to be higher in DM then NDM, followed to
NDMA and DMA groups. STZ-induced diabetes had no significant effects
(p>0.05) on glandular total protein content, although values was decreased in
DM and DMA compared to NDM and NDMA (Table 1).

Alkaline phosphatase values were 359% higher (p < 0.001) to DM than
NDM and NDMA groups (Table 1). A significant increase was found to DMA
compared to NDM and NDMA (p < 0.001). DMA had their values reduced by
11% compared to DM group. Also, we observed an increase of 61% in the
levels of gamma-GT to DM rats compared to NDM and NDMA. Treatment
with acarbose decreased gamma-GT levels (36%) when compared with DM
group.

Alanina aminotransferase (ALT) had levels increased by 94%
(p<0.001)in DM compared to NDM and NDMA. Treatment with acarbose was
capable of decrease ALT levels in 12% presenting statistic difference to NDM
(Table 1). Likewise, urea values were higher (p<0.001) to DM and DMA
groups than NDM and NDMA. Treatment with acarbose in DMA rats
decrease 9% of urea values comparing to DM group.

Creatinine and triglycerides maintained their values during this data for
all groups of treatment. Also, cholesterol and AST not showed statistical
difference (p>0.05), although we can notice for both parameters a subtle

increase to DM groups.

38



Comparison of biomarkers of oxidative stress within the rat groups
revealed some trends to parotid gland (Figure 1).MDA levels were
significantly increased in DM group (134%) compared to all other groups
(p<0.001). Acarbose treatment decreased MDA levels until reach to NDM
pattern. The mean of SOD activity to DM group was significantly 46% higher
than all other groups presenting statistic difference (p < 0.05) to NDM group.
Besides, DMA had SOD activity values 15% lower compared to DM group.
Similarly to SOD, Gpx was measured and the results showed an increase
(11%) in DM group compared to NDM and DMA (p<0.001). Acarbose
treatment was again able to reduce Gpx (8%) compared to DM group. TAS
and CAT activity had no significant difference among groups (p>0.05).

Parotid gland tissue stained with H.E. was analyzed by light microscopy
in order to define the limiting membrane of acini in more detail (Figure 2).
DMA showed an intermediate pattern of demarcation between the acini of
compared to NDM and DM. Moreover, the acini are more spaced in tissue
DM compared to NDM and better collagen deposition in DM than other group
animals. NDMA presented the same morphology of NDM group. The
collagen fibers stained on the parotid tissue differentially were compared
between DM and NDM groups. Type | collagen was found around ducts,
acini, and nerves as well as in the walls of arteries and veins. The staining
pattern in DM group was a thick and intense sleeve as a deposit around
ducts and thin linear positivity around acini and nerves. Increased fiber
staining was more evident in the DMA group compared with NDM, and

showed intermediate levels of deposition, compared with DM.

Discussion

DM is a metabolic disease that affects many organs and systems,
including the oral cavity. In salivary glands alterations in the glycolytic
enzymes activities [33, 34], antioxidant parameters [27, 35] of the salivary
glands have also been reported to diabetic rats. These alterations also are
related with an increased collagen deposition as described by Kohda et al.
(2009) in heart of diabetic rats.
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The results of this investigation have shown marked differences in the
characteristics of the DM and DMA rats compared to healthy animals (NDM,
NDMA). In this study, we found that 20 days after STZ-induced diabetes
caused changes in enzymatic antioxidant system in the parotid gland of rats,
in the activity of SOD and GPx enzymes, specially. Blood glucose levels
remained elevated after the 20 days of the assay. NDM and NDMA rats
gained significantly weight compared to DM and DMA, probably DM lost
weight by a metabolic issue, specially if the animal can not absorb glucose
then it starts to get ATP from other sources due to the lack of insulin.

Based on the results we observed the most striking fact of DM is
hyperglycemia. Comparing the DM with the NDM rat, we have an extreme
variation in the amount of glucose, being highly marked in the DM group. The
DMA results agree with Van de Laar et al (2005) that described a clear effect
of acarbose treatment on glycemic control. Furthermore, a higher rate of
gluconeogenesis is facilitated by unrestricted proteolysis, contributing to loss
of weight. Another striking point in the differences between DM and DMA is in
the same period of time, the diabetic rats lost weight dramatically, while the
NDM and NDMA rats gained. This can be due to proteolysis and reduction of
adipose tissue present in diabetic rats data confirmed by the loss of fat
observed in DM rats during the sacrifice. The parotid gland weights had no
significant variation between groups, although a decrease pattern in DM and
DMA values was noticed just like body weight, probably due to the fact that
exist a positive correlation between gland weight and body weight (r = 0.95).
Our results agree with Nicolau et al. (2006) that calculated relative glandular
weight and showed a higher value for the parotid gland in comparison with
the control.

Moreover,our results agree with data reported by Nogueira et al. (2005),
that focused on the correlation aspect between the diabetic state and the
antioxidants of the salivary glands of rats, showing that TBARS detection
reflects the effects of damage in cells. In this study, a significant increase of
MDA was observed in the plasma of DM group compared to other groups.
This finding agree with Nicolau et al. (2009) who found greater MDA index in

the salivary gland of diabetic animals indicating an oxidative stress, which
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may have affected the activity of the enzyme, in contrast to acarbose
treatment that was able to decrease this damage resulted by DM condition.

In the present study, the elevation in the antioxidant enzyme
activiies SOD and GPx in DM rats of both enzymes was analyzed.
Decreasing rates in DMA animals is probably consequence of a protective
effect of the treatment with acarbose. Our data show that there is a positive
correlation between SOD, GPx and MDA which are consistent with an
increase in antioxidant enzymes such as SOD, and GPx in DM as result of
an increased reactive oxygen species production [36]. SOD concentration of
the DM is significantly higher than other groups. In the enzymatic salivary
antioxidant system, peroxidase is by far the most important enzyme. An
increase in SOD activity in diabetic animals is possibly due to increase
dismutation of superoxide anion to molecular oxygen and hydrogen peroxide
as an adaptive response to increased oxidative stress [37]. We have found
higher specific activity of GPx for the DM rat parotid glands than NDM as
showed in plasma by [38]. The present GPx parotid data agrees with
Nogueira et al (2005).The GPx results reported for diabetic tissues are
somewhat different. Its activity results is lower in liver, [39, 40], in kidney [39],
and in muscle [41]. No difference was observed in the reports for heart and
brain [40].

We have found that in the parotid gland, no difference in the specific
activity of CAT was observed, as previously reported in diabetic kidney [40].
The activity of this enzyme in some tissues of diabetic animals was reported
to be higher in muscle [41], in heart, and brain [42], and lower in liver [39, 40].
The decrease in antioxidant enzymes in some tissues during diabetes may
be due to the inactivation or inhibition of the enzymes by the increased
production of oxygen free radicals during diabetes [43, 44]. Furthermore, in
this study we observed that acarbose treatment maintained reduced the CAT
activity after 20 days of treatment. No difference was found to TAS analysis,
a hypothesis is that parotid gland presents an aerobic metabolism [45, 46]
and therefore, can be naturally prepared to prevent oxidative damage caused

by reactive oxygen species [47].
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Typical serum biochemical parameters, such as alkaline phosphatase,
found elevated in our study, are often tested to evaluate whether the liver is
damaged or diseased and has been previously reported in type 1 diabetes
[48-50]. Our data shows plasma level of ALT,increased after the onset of DM.
On the other hand, treatment of DMA rats caused partial reduction in the
activity of these enzymes in plasma when compared to the DM by
scavenging or neutralizing free radicals, interacting with oxidative cascade,
guenching oxygen, inhibiting oxidative enzymes and peroxidation of
membrane lipids and maintains cell membrane integrity and their functions
[51, 52]. Another parameter analyzed was urea, an increase of urea levels for
DM group also was observed by [53] and [54]. However, urea levels had a
slight reduction in DMA after 20 days, and this means that this administration
has some beneficial effect on kidney functions [55].The plasma urea levels
contribute to firm damages due to abnormal glucose regulation, including
elevated glucose and glycosylated protein tissue levels, and increased
oxidative stress [53].

Light microscopic studies of parotid glands showed marked differences
in the macrostrutural morphology of the diabetic and treated diabetic by
hematoxilin and eosin and picrosirius red methods. In H.E. sections, DM
parotid glands showed to be extensively infiltrated with lipid droplets of
various magnitudes. In contrast, NDM animal glands display normal
macrostructural properties, with little or no distribution of lipid droplets. In the
present investigation picrosirius red stainig showed that the content of
collagen type | increased in parotid of DM animals is in agreement with the
findings of heart and kidney studies of STZ-diabetic rats [56]. Moreover in
our experimental model the deposition of collagen was reduced with
acarbose treatment which presented a H.E. and collagen staining
morphology were similar to NDM group. The collagen type | pattern in DM rat
parotid glands is barely known about diabetes behavior which may affect the
structure and acini function compromising functions that can be attributed to
altered collagen type | deposition in parotid tissue. It was also possible to
identify in the sections of DM groups clear granule-like structures that

appeared to be lipid droplets [6]. These findings suggest that parotid gland
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cells become dysfunctional during insulin dependent DM. Acarbose treatment
was able to reduce part of the damage caused for this condition, causing a
reduction in the size and number of lipid droplets, as well as in a partial
reversal of biochemical changes, as shown in picrosirius red staining pattern.
Our data was the positive correlation between collagen type 1 and oxidative
parameters as also suggested by [57] who reported increased levels of
glycoxidation products in collagen that can be attributed to the increase in
glycation and in the oxidative stress. We observed in this study that
morphological finding in the rat parotid glands are correlated to biochemistry
parameters that reinforce the relevance of acarbose treatment, to attenuate
alterations of the disease severity.

In conclusion, one may assume that the acarbose treatment showed
antioxidant capacity in the parotid glands when compared to untreated
diabetic rats. It is suggested picrosirius red stainig technique in parotid gland
to asses collagen type | deposition in DM and to compare to antioxidant
treatments. Acarbose treatment is effective in the reduction of oxidative
stress in parotid gland and is also important to note the positive correlation of
type | collagen to oxidative stress. Further studies are necessary to evaluate

collagen type | deposition in different treatment periods.
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Figure legends

Figure 1 — Effect of STZ-induced diabetes and acarbose treatment in
parotid gland of rat on the levels of oxidative parameters. Bar charts
showing relative percentage values of oxidative analysis in parotid gland of
the NDM, DM DMA and NDMA animal groups. Data are mean + SEM.
malondialdehyde concentration (TBARS); total antioxidant status (TAS); total
activity of the superoxide dismutase (SOD); catalase (CAT); glutathione
peroxidase (GPx). Glutathione peroxidase values x 103 (a) p < 0.001 vs.
NDM, (b) p<0.001 vs. NDMA, (c) p<0.001 vs. DMA, (d) p<0.05 vs.NDM. n =

10 rats for each group.

Figure 2 — Effect of the STZ-induced diabetes and acarbose treatment in
Collagen type | fiber deposition on the rats parotid glands. Collagen
stain (A,C,E.G) and H.E. (B,D,F,H). In DM group the intensity of type I
collagen stain increased around acini compared to NDM group. On the other
hand, DMA showed an intermediate staining. Bar = 50 pm. Graphic
representation of collagen quantification between acini of parotid glands
NDM, DM, DMA and NDMA rats (a) p<0.001 vs. NDM, (b) p<0.001 vs.
NDMA, (c) p<0.001 vs. DMA. Bar represent mean + S.E.M.
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Table

Table 1 - Anthropometric and biochemistry parameters of NDM, DM, DMA and NDMA. All parameters had used serum samples, except to
glycemia values that were used total blood concentration. Gamma-glutamyltransferase (Gamma-GT); Aspartate Aminotransferase(AST);

Alanine Aminotransferase(ALT).

Data are expressed as means = SEM. n = 10 rats for each group

NDM DM DMA NDMA
Glycemia (mg/dL) 115.60+6.88 479.60+42.07%° 401.70+47.63*°  118.40+7.92
Body weight (g) 305.60+6.86 271.60+5.48°¢ 287.60+9.10 305.00+8.09
Gland weight(mg) 92.80+4.07 83.30+4.33 78.20+11.41 85.33+7.41
Gland/Body weight(mg/g) 0.30+0.01 0.31+0.02 0.27+0.04 0.28+0.03
Protein content (ug/uL) 2.23+0.09 2.15+0.12 2.16+0.14 2.29+0.10
Alkaline phosphatase (U/L) 133.21+14.23 610.92+43.77%° 548.98+142.39%"  158.47+16.94
Cholesterol (mg/dL) 62.32+4.48 69.46+3.93 69.99+6.03 64.66+3.41
Creatinine (mg/dL) 0.68+0.04 0.74+0.03 0.63+0.04 0.64+0.04
Gamma GT (UI/L) 5.78+1.01 9.28+0.63*"¢ 5.960.67 4.93+0.41
AST (U/L) 117.90+15.86 130.50+13.60 143.30+22.13 116.40+9.00
ALT (U/L) 50.30+4.28 97.90+6.28%° 86.90+11.442 59.60+5.34
Triglycerides (mg/dL) 74.05+13.77 157.36+36.11 133.10+32.03 81.16+23.38
Urea (mg/dL) 37.98+2.36 77.31+4.64*° 71.11+6.63*° 44.88+2.88

2 p<0.001 vs. NDM, ® p<0.001 vs. NDMA, ¢ p<0.05 vs. NDM, ¢ p<0.05 vs. NDMA, © p<0.001 vs. DMA.
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