UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

Programa de Pos-Graduagéo em Toxicologia e Andlises Toxicolégicas

Adutos de DNA relacionados ao estresse oxidativo e glicagdo avangada
em ratos diabéticos

Fabiana Almeida dos Santos

Dissertacao para obtencéao do grau de

MESTRE

Orientador:

Profa. Dr2. Ana Paula de Melo Loureiro

Sao Paulo

2014



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

Programa de Pos-Graduagéo em Toxicologia e Andlises Toxicolégicas

Adutos de DNA relacionados ao estresse oxidativo e glicagdo avangada
em ratos diabéticos

Fabiana Almeida dos Santos

Verséo Corrigida

Dissertacao para obtencéao do grau de

MESTRE

Orientador:

Profa. Dr2. Ana Paula de Melo Loureiro

Sao Paulo

2014



Ficha Catalogréafica
Elaborada pela Divisdo de Biblioteca e
Documentacgdo do Conjunto das Quimicas da USP.

Santos, Fabiana Almeida dos
S237a Adutos de DNA relacionados ao estresse oxidativo e glicagéo
avancada em ratos diabéticos / Fabiana Almeida dos Santos. --
Séo Paulo, 2014.
197p.

Dissertacdo (mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sdo Paulo. Departamento de Anélises Clinicas
e Toxicoldgicas.

Orientador: Loureiro, Ana Paula de Melo

1. Toxicologia experimental 2. Diabetes mellitus 3. Hiperglicemia
4. Insulina I. T. Il. Loureiro, Ana Paula de Melo, orientador.

615.90028 CDD




Fabiana Almeida dos Santos

Adutos de DNA relacionados ao estresse oxidativo e glicagéo avangada
em ratos diabéticos

Comisséo Julgadora
da

Dissertacao para obtencéao do grau de Mestre

Profa. Dra. Ana Paula de Melo Loureiro

Orientadora/presidente

Prof. Dr. Fernando Salvador Moreno

1°. Examinador

Dra. Suzana Maria de Souza Vieira

2°. examinador

Sao Paulo, 17 de outubro de 2014.



APOIO FINANCEIRO

CAPES — COORDENAGAO DE APERFEICOAMENTO DE PESSOAL DE NiEL SUPERIOR

CNPg — CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO

FAPESP — FUNDAGAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO. BOLSA PROCESSO
NUMERO 2011/16225-6 E APOIO FINANCEIRO

PRO-REITORIA DE PESQUISA — UNIVERSIDADE DE SAO PAULO



RESUMO
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Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Brasil, 2014.

7

O diabetes mellitus é considerado um dos problemas de salde globalmente mais
desafiadores do século 21. De acordo com as estimativas recentes do International
Diabetes Federation — IDF, cerca de 382 milhdes de pessoas sao diabéticas e esse
namero tende a aumentar para além de 592 milhdes em menos de 25 anos. Para melhor
compreensédo do Diabetes mellitus e suas complicacdes torna-se necessario buscar
novos marcadores para a doengca. O DM promove estresse oxidativo, inflamacéo e a
formacéao de produtos avancados de glicacdo ndo enzimatica (AGES), o que leva a dano
tecidual no paciente diabético. Marcadores de dano oxidativo em proteinas e lipideos
na vigéncia do DM tém sido amplamente abordados na literatura, no entanto o estudo
de lesBes em DNA ainda requer mais atencdo em modelos in vivo. Este trabalho teve
como objetivo avaliar o dano oxidativo e resultante de glicacdo avangada em rim, figado,
cerebelo, sangue e urina de animais diabéticos, assim como a modulagéo do dano por
diferentes periodos de tratamento com insulina, a fim de verificar se o controle da
glicemia nos animais diabéticos protege contra a inducdo dos danos em biomoléculas.
Para a indugdo do DM nos ratos Sprague-Dawley foram administrados 40 mg de STZ
por kg de peso corporeo por via intravenosa. Os niveis de MDA e 5-metildC foram
avaliados por HPLC-DAD. A quantificacdo de HbAlc e dos adutos 1,N?-edGuo, 1,N8-
edAdo, 8-0xodG e CEdG foi realizada por sistema HPLC-ESI-MS/MS. Os niveis de nitrito
sérico foram determinados por leitura da absorbancia em espectrofotdmetro e a
concentracdo de creatinina plasmatica foi determinada por analisador bioquimico. Os
resultados mostraram que as alterag6es metabdlicas desencadeadas pela condicédo de
hiperglicemia persistente ndo sdo prontamente revertidas apos o controle da glicemia.
Os niveis glicémicos e de HbAlc apresentam diferenca significativa entre os grupos de
animais hiperglicémicos e sadios, sendo observada uma queda dos valores de HbAlc
somente a partir do tratamento com insulina por 6 semanas. Em plasma, rim e figado
as concentracfes de MDA seguem o perfil de concentracdo de hemoglobina glicada
(HbAlc), indicando que os eventos de glicagdo e estresse oxidativo podem estar
relacionados. O controle glicémico também apresentou efeito benéfico para a excrecao
de CEdG e 1,N5-edAdo em urina, apesar de ser observado a partir dos niveis de 8-
oxodG que a hiperinsulinemia leva a um quadro de estresse oxidativo. As trés lesdes
sdo geradas por vias distintas: glicagdo avancada, peroxidacéo lipidica e ROS. Portanto,
além do controle glicémico, é importante que se desenvolvam estratégias de intervencéo
nas vias bioquimicas alteradas pela condicéo de hiperglicemia, a fim de reduzir os riscos
das complicagBes decorrentes do diabetes mellitus.

Palavras chave: Diabetes mellitus, hiperglicemia, insulina, complicagbes cronicas,
HPLC-MS/MS.



ABSTRACT

SANTOS, F. A. DNA adducts related to Oxidative stress and advanced glycation
in diabetic rats. 2014. 197 f. Master’'s Dissertation — Departament of Clinical and
Toxicological Analyses, Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sé&o
Paulo, Brazil, 2014.

Diabetes mellitus is generally considered one of the most challenging health problems
of the 21st century. According to recent estimates from the International Diabetes
Federation - IDF, about 382 million people have diabetes and this number is expected
to increase beyond 592 million in less than 25 years. For a better understanding of
diabetes mellitus and its complications becomes necessary to search for new biomarkers
for the disease. The DM promotes oxidative stress, inflammation and the formation of
advanced glycation end products (AGESs), which leads to tissue damage in the diabetic
patient. Markers of oxidative damage to proteins and lipids in the presence of DM have
been widely discussed in literature, however the study of DNA lesions in vivo models still
requires more attention. This study aimed to evaluate the oxidative damage and
advanced glycation in the kidney, liver, cerebellum, blood and urine of diabetic animals,
as well as damage modulation for different periods of insulin treatment in order to verify
that the glycaemic control in diabetic animals protects against induction of biomolecules
damage. For induction of diabetes in Sprague-Dawley rats were administered 40 mg
STZ per kg body weight intravenously. MDA and 5-metildC were evaluated by HPLC-
DAD. The quantification of HbAlc and adducts 1,N2-edGuo, 1,N8-edAdo, 8-oxodG and
CEdG was performed by HPLC-ESI-MS / MS system. The serum nitrite was determined
by reading the absorbance in a spectrophotometer and the plasma creatinine
concentration was determined by biochemical analyzer. The results showed that
metabolic changes triggered by the condition of persistent hyperglycemia are not readily
reversed after glycemic control. Blood glucose and HbAlc levels are significantly
different between the groups of hyperglycemic and healthy animals, and was observed
a fall in HbAlc only from insulin treatment for 6 weeks. In plasma, kidney and liver
concentrations follow the profile of MDA concentration of glycated hemoglobin (HbALc),
indicating that the events of glycation and oxidative stress may be related. Glycemic
control also showed beneficial effect for urine excretion of CEdG and 1, N®-edAdo despite
could be seen from 8-oxodG levels that the hyperinsulinaemia leads to a frame of
oxidative stress. The three lesions are generated by distinct pathways: advanced
glycation, lipid peroxidation and ROS. Therefore, beyond glycaemic control, it is
important to develop intervention strategies in biochemical pathways altered by the
condition of hyperglycemia in order to reduce the complications risk of diabetes mellitus.

Keywords: Diabetes mellitus, hyperglycemia, insulin, chronic complications, HPLC-
MS/MS.



Dedico este trabalho

A minha mée Ellana e meu pai

José Reberto, por todo o amor ¢
carinho que me deram. Foram
VOCES que me ensinaram a viver, a
correr pelos sonhos e fazer o
possivel para conquistar vitorias
em cada etapa da minha vida;

A minha ifm& Jéssiea, que sempre
foi minha melhor amiga, o presente
mais valioso que poderia ganhar
dos meus pais;

Ao meu amor, Felipe, por fazer
parte da minha vida, partilhando
comigo os melhores momentos e
me fazendo ainda mais feliz.
Agradeco por vocé ser um eterno
companheiro, até nos momentos
de maior correria como nos finais
de semana infindaveis no
laboratorio durante o mestrado.

Agradeco a vocés intensamente,
por terem me apoiado em todos 0s
instantes,  iluminando  meus
pensamentos e me incentivando
nas horas mais criticas. Sem vocés
essa jornada ndo teria tantas
vitorias.




Agradecimentos

Primeiramente agradeco a Deus, pela dadiva que é a vida, por sempre iluminar
0S meus pensamentos e caminhos, por me orientar e proteger nas horas

necessarias.

A minha familia, pelo apoio e carinho incondicionais. Por acreditarem no meu
sucesso e por terem entendido a minha auséncia em muitos momentos

importantes que aconteceram durante o periodo de mestrado.

A Profa. Dra. Ana Paula de Melo Loureiro. Todas as etapas das nossas vidas nos
trazem crescimento profissional e pessoal: obrigada pela orientagdo e todos os

ensinamentos durante este trabalho, tornando-o possivel de ser realizado.

A Profa. Dra. Tania Marcourakis, minha primeira orientadora na vida da
pesquisa. Foi durante a iniciacao cientifica que percebi o quanto esse caminho é
importante para mim. Obrigada pela confianca e ensinamentos, que puderam se
estender durante a Pés-Graduacao a partir do convivio, disciplinas cursadas e

participacdo no meu exame de qualificacdo do mestrado.

A Profa. Dra. Marisa Helena Gennari de Medeiros e ao Prof. Dr. Paolo Di

Mascio, por serem colaboradores essenciais desse trabalho.

Ao Prof. Dr. Fernando Salvador Moreno, ao Prof. Dr. Joilson Martins, a Dra.
Suzana Maria de Souza Vieira e Profa. Dra. Tania Marcourakis, por todas as
observac0fes e conselhos valiosos durante os exames de qualificagdo e/ou defesa

desse trabalho.

Aos colegas e amigos que fazem ou fizeram parte do grupo de pesquisa do
laboratério: Ana Paula Gusman, Carla Baquedano Franca, Jéssica Ferreira
Loiola, Larissa Leticia Bobadilla e Tiago Franco de Oliveira. Em especial ao
André Luiz Teroso Ribeiro, Antonio Anax Falcédo de Oliveira e Felipe Pereira,
pelos momentos de trabalho na bancada, durante o periodo de tratamento dos
animais no biotério e durante os estudos; pelo auxilio nos experimentos mais

trabalhosos; e pelo bom humor e apoio durante as nossas conversas.



As minhas queridas amigas do Departamento de Alimentos e Nutri¢do
Experimental: Fernanda Santana, Fernanda Shinagawa, Graziela Biude, Illana
Louise, Janaina Donadio, Kaluce Almondes, Katia Callou, Luciane Alencar,
Ariana Rocha, Verébnica da Silva Bandeira, e Leila Leiko Hashimoto. Gostaria
de agradecer especialmente a Ana Mara de Oliveira e Silva e Liliane Viana Pires,
que, ao me auxiliarem no meu projeto de pesquisa, deram inicio a uma grande

amizade. Vocés estardo para sempre em meu coracao.

A Aline Martins, pela amizade sincera, perdurando ndo s6 na rotina do

laboratério, como no dia a dia.

A minha amiga, Ana Carolina Cardoso dos Santos Durio, que fez a diferenca
nos meus dias de trabalho. Obrigada por todos os momentos de convivéncia
desde a faculdade, tanto nas horas de descontracdo como nas horas de trabalho
arduo; por ter me incentivado a procurar o Departamento de Analises Clinicas e
Toxicolégicas da Universidade de Sdo Paulo; por ter feito parte deste trabalho.

Obrigada, enfim, pela sua amizade sincera.
A Isadora Weidner, por ter me ajudado neste trabalho em um momento tio
dificil no inicio de 2013. Sua amizade e auxilio foram essenciais para a minha

recuperacao.

A todos os amigos que fazem parte da minha vida, cada qual com seu jeito Unico

de transmitir boas vibra¢des. Obrigada por tudo.

A todos os professores, funcionarios e alunos do Programa de Pds Graduacao

em Analises Clinicas e Toxicoldgicas.

A FAPESP (Fundacgio de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo) pelo apoio

financeiro.

Muito obrigada!



“ Quando uma criatura humana desperta para um grande sonho
e sobre ele langa roda a for¢a de sua alma,
todo o universo conspira a seu favor.”

Johann Goethe



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

tAgO, - Oxigénio singlete

1,N2- edA - 1,N2- eteno— 2'-desoxiguanosina
1,N6- £dG - 1,Nb- eteno— 2’—desoxiadenosina
5mdC — 5-methyl-2’-desoxicitidina

8-Cl-dG - 8-cloro-2’-desoxiguanosina

ACN - Acetonitrila

CEdG - N2-carboxietil-2’-desoxiguanosina

dA — 2’—desoxiadenosina

DAG - Diacilglicerol

dG — 2'-desoxiguanosina

DM — Diabetes mellitus

DM 1 — Diabetes mellitus tipo 1

DM 2 — Diabetes mellitus tipo 2

DNA — Acido desoxirribonucleico

DNAse 1 — Desoxiribonuclease 1

DNMT — DNA metiltransferase

eNOS — Oxido nitrico sintase endotelial

EROs —Espécies reativas do oxigénio
ERONs- Espécies reativas do oxigénio e nitrogénio
ESI — lonizacdo por eletrospray

H20; - Perdxido de hidrogénio

HOCI - Acido hipocloroso

HPLC — Cromatografia Liquida de alta eficiéncia

HPLC-DAD — Cromatografia Liquida de alta eficiéncia acoplada & um detector de
arranjo de diodos

HPLC- ESI- MS/MS - Cromatografia Liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massa com ionizagdo por eletrospray e andlise de massa apos
fragmentacdo da molécula selecionada

IDF — International Diabetes Federation

LPS - Lipopolissacarideo



MeOH - Metanol

MRM — Monitoramento de rea¢cfes multiplas

MDA — Malonaldeido

MPO - Mieloperoxidase

MS — Sigla em inglés para espectrometria de massa
NADH — Nicotinamida adenina dinucleotideo
NADP — Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
NOS - Oxido nitrico sintase

O;" - Radical superéxido

O3 - Ozbnio

*OH — Hidroxila

ONOO - - Peroxinitrito

PBS — Tampé&o salina fosfato

PDE 1- Fosfodiesterase 1

PKC - Proteina cinase C

PUFAs — Acidos graxos poli-insaturados

RAGE — Receptores de produtos avancados de glicagdo
RNAse - Ribonucease

RNS — Espécies reativas do nitrogénio

RO - Alcoxil

RO, - Peroxil

ROS — Espécies reativas do oxigénio

SBD - Sociedade Brasileira de Diabetes

STZ — Estreptozotocina

VEGF — Fator de crescimento endotelial vascular



LISTA DE FIGURAS

Figura 01. Proje¢bes globais do nimero de casos de Diabetes mellitus por
regido para 2035 (Modificado de IDF, 2013). Pagina 30

Figura 02. Estruturas dos adutos N?-(1-carboxietil)-2’-desoxiguanosina (CEdG);
8-0x0-2’-desoxiguanosina (8-oxodG); 1,NS-eteno-2’-desoxiadenosina (1,N°-
edAdo); e 1,N2-eteno-2'-desoxiguanosina (1,N?>-edGuo).Péagina 32

Figura 03. Critérios para diagndstico do Diabetes mellitus pela Associagdo
Americana de Diabetes (ADA) e aprovados pela Organiza¢cdo Mundial da Saude
(OMS) e pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD). Pagina 34

Figura 04. Categorias de agentes antidiabéticos e seus respectivos farmacos
disponiveis no Brasil (modificado de Diretrizes SBD, 2013). Pagina 40

Figura 05. (A) Estrutura da insulina, identificada em 1955 por Sanger e
colaboradores. A insulina é composta por 2 cadeias polipeptidicas: 21 aminoacidos
na cadeia A e 30 aminoacidos na cadeia B, ligados por pontes dissulfeto; (B)
Mudancas nas sequéncias dos aminoacidos dos analogos da insulina (modificado
de PIRES, CHACRA, 2008). Pagina 44

Figura 06. Perfis de acé@o e caracteristicas farmacocinéticas aproximadas das
preparacgdes de insulina disponiveis no Brasil (modificado de Diretrizes SBD,
2013). Pagina 47

Figura 07. Ativagdo das cinco vias que levam ao estresse oxidativo e
consequente dano tecidual a partir da hiperglicemia (modificado de BROWNLEE,
2001). Pagina 51

Figura 08. Estagios da reacdo de glicacdo ndo enzimética e produtos finais de
glicacdo avancada (AGEs) (modificado de HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).
Pagina 53

Figura 09. Mecanismos pelos quais os AGEs promovem dano tecidual em
células endoteliais (modificado de BROWNLEE, 2001). Pagina 54

Figura 10. N2-(1-carboxietil)-2’-desoxiguanosina (CEdG): principal resultado da
interacdo do metilglioxal (ou ainda glicose e gliceraldeido) com DNA (modificado
de VOULGARIDOU et al., 2011). P4gina 56

Figura 11. Via dos poli6is (modificado de BROWNLEE, 2001). P4gina.57

Figura 12. ModificagBes estruturais e funcionais decorrentes da ativagdo da via
DAG-PKC por hiperglicemia. ET-1 = endotelina 1; eNOS = enzima 6xido nitrico
sintase endotelial; VEGF = fator de crescimento endotelial vascular; TGF-g = fator
transformador do crescimento beta; PAI-1 = inibidor do ativador de plasminogénio
1; NFkB = fator nuclear k-B; NAD(P)H= forma reduzida de NADP*; ROS = espécies
reativas do oxigénio (modificado de BROWNLEE, 2001). Pagina 59



Figura 13. Aumento do fluxo na via das hexosaminas. Glicose 6-P = glicose 6-
fosfato; Frutose 6-P = frutose 6-fosfato; Glucosamina 6-P = Glucosamina 6-
fosfato; UDP-GIcNAc = uridina difosfato-N-acetil Glucosamina; GFAT =
glutamina-frutose-6-fosfato amiotransferase; OGT = O-GIcNAc transferase
(modificado de BROWNLEE, 2001). Pagina 60

Figura 14. Aspectos bioldgicos e quimicos da inflamacé&o crénica (modificado de
LONKAR, DEDON, 2011). Pagina 65

Figura 15. Danos induzidos pela interacdo do DNA com espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio (ERONs) (modificado de VOULGARIDOU et al.,
2011). Pégina 67

Figura 16. Etapas de iniciacdo, propagacdo e término do processo de
peroxidacao lipidica (modificado de HALIWELL, GUTTERIDGE, 2007). Pagina
69

Figura 17. Formagdo dos adutos 8-oxo-7,8-diidro-2’-desoxiguanosina (8-
oxodG); 1,NS-eteno-2’-desoxiadenosina  (1,N%-edAdo); e 1,N’-eteno-2'-
desoxiguanosina (1,N?-edGuo) (modificado de ALMEIDA et al., 2003). P4gina 72

Figura 18. Esquema de tratamento dos grupos CTL 7d, STZ 7d, CTL 6 sem,
STZ 6 sem, INT 6 sem, INS 2 sem e INS 6 sem. P4gina 89

Figura 19. (A) e (B) Cromatogramas (A = 255 nm); e (C) espectro de absorbéancia
obtidos por HPLC-DAD referentes ao aduto N2-(1-carboxietil)-2’-
desoxiguanosina (CEdG) (pico indicado em azul). Pagina 116

Figura 20. Cromatogramas do aduto CEdG obtidos no sistema HPLC-ESI-MS/MS
utilizando duas condi¢c8es cromatograficas distintas: (A) Sistema cromatografico 3,
sendo possivel visualizar os picos dos dois diasteroisbmeros do aduto; (B)
Cromatograma obtido ao utilizar a Condi¢@o Cromatogréfica 4. Pagina 117

Figura 21. Espectros de massas do aduto CEdG (A) e [**Ns]CEdG (B). Pagina
118

Figura 22. (A) e (B) Cromatogramas (A = 255 nm); e (C) espectro de absorbancia
obtidos por HPLC-DAD referentes ao aduto 8-cloro-2’-desoxiguanosina (8-CldG)
(pico indicado em verde). Pagina 120

Figura 23. Espectros de massas dos adutos 8-cloro-2’-desoxiguanosina (8-
CldG) (fragmentacéo do ion m/z 302) (A) e [*°Ns]8-CldG (espectro total, sendo
possivel observar a distribui¢cdo isotopica devido a presenca do atomo de cloro)
(B). Pagina 121

Figura 24. Niveis glicémicos do grupo CTL 6 sem (Média + desvio padréo).
Pagina 124

Figura 25. Niveis glicémicos do grupo INT 6 sem (Média + desvio padréo; N=5).
Pagina.124



Figura 26. Niveis glicémicos do grupo STZ 6 sem (Média £ desvio padrdo, N=8).
Pagina 125

Figura 27. Niveis glicémicos do grupo INS 2 sem (Média + desvio padrdo, N=13).
Pagina 125

Figura 28. Niveis glicémicos do grupo INS 6 sem (Média + desvio padréo, N=14).
Pagina 126

Figura 29. Niveis glicémicos médios de todos os grupos do periodo experimental
de 6 semanas. (CTL 6 sem, N=10; INT 6 sem, N =5; STZ 6 sem, N =8; INS 2
sem, N =13; INS 6 sem, N = 14). Pagina 126

Figura 30. Niveis glicémicos médios dos diferentes grupos durante o periodo
experimental de 6 semanas (Média + desvio padréo). CTL 6 sem, n= 10; INT 6
sem,n=5; STZ6 sem,n=8;INS2sem, n=13; INS 6 sem, n = 14. *P < 0,05;
** P <(,01; *** P <0,001 de acordo com ANOVA ndo paramétrico com pés-teste
de Dunn, comparando-se os diferentes grupos com grupo controle. Pagina 127

Figura 31. Niveis glicémicos do grupo INS 2 sem (n = 13) em diferentes periodos
sem e com tratamento com insulina (Média = desvio padréo). *P < 0,05; ** P <
0,01; *»** P < 0,001 de acordo com ANOVA nao paramétrico com poés-teste de
Dunn, comparando-se os diferentes grupos com: (A) Grupo controle CTL 6 sem,
n =10; (B) Grupo tratado com insulina por 6 semanas (INS 6 sem), n = 14. P4gina
128

Figura 32. Niveis glicémicos do grupo CTL 7d (Média + desvio padrdo, N=4). O
primeiro ponto refere-se ao dia da administracdo i.v. de solucdo salina. Na
sequéncia, a glicemia foi mensurada em 24 h, 48 h, 72 h e 7 dias apos a
administracdo da solucéo salina. Pagina 130

Figura 33. Niveis glicémicos do grupo STZ 7d (Média + desvio padrédo, N=4). O
primeiro ponto refere-se ao dia da administracdo i.v. de STZ. Na sequéncia, a
glicemia foi mensurada em 24 h, 48 h, 72 h e 7 dias ap6s a administracdo de
STZ. P4ginal30

Figura 34. Niveis glicémicos médios dos grupos do periodo experimental de 7
dias (CTL 7d, N=4; STZ 7d, N=4). Pagina 131

Figura 35. Niveis glicémicos do grupo STZ 7d (n = 4) em comparac¢ao ao grupo
controle CTL 7d (n = 4), (Média * desvio padréo) *P < 0,05; ** P < 0,01; ** P <
0,001 de acordo com teste t ndo paramétrico. Pagina 131

Figura 36. Concentracdo de hemoglobina glicada nos ratos dos diferentes
grupos experimentais (A) Grupos do periodo experimental de 6 semanas. CTL
(6 sem): controle, N = 10; STZ 6 sem: diabéticos por 6 semanas, N = 8; INS 2
sem: diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina por 2 semanas, N = 13;
INS 6 sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas, N = 14;
INT 6 sem = glicemia intermediaria, N = 5. *P < 0,05 * P < 0,01 *** P < 0,001
comparando-se os diferentes grupos com o controle de acordo com ANOVA néo



parameétrico com poés teste de Dunn. (B) Grupos do periodo experimental de 7
dias. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias, N = 4. *P < 0,05 **
P <0,01** P < 0,001 comparando-se o grupo STZ 7d com o controle, de acordo
com teste t ndo paramétrico de Mann-Whitney. Pagina 133

Figura 37. Média de peso corpéreo (g) de todos os grupos do periodo
experimental de 6 semanas. Pagina 135

Figura 38. Peso corpoéreo (g) dos diferentes grupos experimentais referente a
ultima pesagem (dia da eutanasia) (Média + desvio padr&o). CTL 6 sem, n = 10;
INT6sem,n=5;STZ6sem, n=8;INS 2sem,n=13;INS 6 sem,n=14. *P <
0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001 de acordo com ANOVA nado paramétrico com pés-
teste de Dunn. Observa-se diferenca significativa entre os animais do grupo
diabético sem tratamento (STZ 6 sem) e animais do grupo tratado com insulina
por 6 semanas (INS 6 sem). Pagina 135

Figura 39. Média de peso corpéreo (g) dos grupos do periodo experimental de
7 dias. O primeiro ponto refere-se ao dia da administragéo i.v. de solugéo salina
ou STZ. Na sequéncia, o peso foi mensurado em 72 h e 7 dias apds a
administragdo da solucéo salina ou STZ. P4gina 137

Figura 40. Peso corpéreo (g) do grupo STZ 7d (n = 4) em comparagao ao grupo
controle CTL 7d (n = 4). *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 de acordo com teste
t ndo paramétrico. Pagina 137

Figura 41. Niveis de creatinina em plasma dos ratos dos diferentes grupos
experimentais (A) Grupos do periodo experimental de 6 semanas. CTL (6 sem):
controle, N = 8; STZ 6 sem: diabéticos por 6 semanas, N = 8; INS 2 sem:
diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina por 2 semanas, N = 10; INS 6
sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas, N = 13; INT 6
sem = glicemia intermediaria, N = 5. *P < 0,05 * P < 0,01 ** P < 0,001
comparando-se os diferentes grupos com o controle, de acordo com ANOVA néo
paramétrico com poés teste de Dunn. (B) Grupos do periodo experimental de 7
dias. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias, N = 4. *P < 0,05 **
P <0,01** P < 0,001 comparando-se o grupo STZ 7d com o controle, de acordo
com teste t ndo paramétrico de Mann-Whitney. Pagina 140

Figura 42. Niveis de nitrito sérico dos ratos dos diferentes grupos experimentais.
(A) Grupos do periodo experimental de 6 semanas. CTL 6 sem: controle, N = 10;
STZ 6 sem: diabéticos por 6 semanas, N = 8; INS 2 sem: diabéticos por 4
semanas e tratados com insulina por 2 semanas, N = 10; INS 6 sem: diabéticos
por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas, N = 10; INT 6 sem:Glicemia
intermediaria, N = 5. *P < 0,05 * P < 0,01 ** P < 0,001 comparando-se 0s
diferentes grupos com o controle, de acordo com ANOVA ndo paramétrico com
pés teste de Dunn. (B) Grupos do periodo experimental de 7 dias. CTL 7d:
controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias, N = 4. *P < 0,05 ** P < 0,01 *** P
< 0,001 comparando-se o grupo STZ 7d com o controle, de acordo com teste t
ndo paramétrico de Mann-Whitney. Pagina 145



Figura 43. Concentragfes plasmaticas de malonaldeido nos ratos dos diferentes
grupos experimentais (A) Grupos do periodo experimental de 6 semanas. CTL
(6 sem): controle, N = 9; STZ 6 sem: diabéticos por 6 semanas, N = 6; INS 2
sem: diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina por 2 semanas, N = 10;
INS 6 sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas, N = 10;
INT 6 sem = glicemia intermediaria, N = 5. *P < 0,05 * P < 0,01 *** P < 0,001
comparando-se os diferentes grupos com o controle e (B) com o grupo de
glicemia intermediaria; de acordo com ANOVA né&o parameétrico com poés teste
de Dunn. (C) Grupos do periodo experimental de 7 dias. CTL 7d: controle, N =
4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias, N = 4. *P < 0,05 * P < 0,01 *** P < 0,001
comparando-se o grupo STZ 7d com o controle, de acordo com teste t ndo
parameétrico de Mann-Whitney. Pagina 148

Figura 44. Niveis de malonaldeido em (A) figado e (B) rim dos ratos dos
diferentes grupos experimentais (A) Grupos do periodo experimental de 6
semanas. CTL (6 sem): controle, N = 9; STZ 6 sem: diabéticos por 6 semanas,
N = 6; INS 2 sem: diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina por 2
semanas, N = 10; INS 6 sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina por 6
semanas, N = 10; INT 6 sem = glicemia intermediaria, N = 5. *P < 0,05 ** P <
0,01 *** P < 0,001 comparando-se os diferentes grupos com o controle de acordo
com ANOVA néo paramétrico com pos teste de Dunn. Pagina 152

Figura 45. Niveis de malonaldeido em (A) figado e (B) rim dos ratos dos grupos
do periodo experimental de 7 dias. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos
por 7 dias, N = 4. *P < 0,05 * P < 0,01 ** P < 0,001 comparando-se 0 grupo
STZ 7d com o controle, de acordo com teste t ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Pagina 153

Figura 46. Niveis de 8-oxodG em urina dos ratos dos diferentes grupos do
periodo experimental de 6 semanas. CTL: controle, N = 10; STZ 6 sem:
diabéticos por 6 semanas, N = 8; INS 2 sem: diabéticos por 4 semanas e tratados
com insulina por 2 semanas, N = 13; INS 6 sem: diabéticos por 72 h e tratados
com insulina por 6 semanas, N = 12; Glicemia intermediaria, N = 5. A) Niveis
totais excretados em 10 h. B) Concentragéo na urina de 10 h. *P < 0,05 ** P <
0,01 *** P < 0,001 comparando-se os diferentes grupos com o controle, de
acordo com ANOVA néo paramétrico com pos teste de Dunn. P4gina 157

Figura 47. Niveis de CEJG em urina dos ratos dos diferentes grupos do periodo
experimental de 6 semanas. CTL: controle, N = 10; STZ 6 sem: diabéticos por 6
semanas, N = 8; INS 2 sem: diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina
por 2 semanas, N = 12; INS 6 sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina
por 6 semanas, N = 11; Glicemia intermediaria, N = 5. A) Niveis totais excretados
em 10 h. B) Concentracdo na urina de 10 h. *P < 0,05 ** P < 0,01** P < 0,001
comparando-se os diferentes grupos com o controle, de acordo com ANOVA néo
paramétrico com pds teste de Dunn. Pagina 158

Figura 48. Niveis de 1,N®-etenodA em urina dos ratos dos diferentes grupos do
periodo experimental de 6 semanas. CTL: controle, N =9; STZ 6 sem: diabéticos
por 6 semanas, N = 7; INS 2 sem: diabéticos por 4 semanas e tratados com
insulina por 2 semanas, N = 11; INS 6 sem: diabéticos por 72 h e tratados com



insulina por 6 semanas, N = 10; Glicemia intermediaria, N = 5. A) Niveis totais
excretados em 10 h. B) Concentracdo na urina de 10 h. *P < 0,05 **P < 0,01 ***P
< 0,001 comparando-se os diferentes grupos com o controle, de acordo com
ANOVA néo paramétrico com pos teste de Dunn. P4gina 159

Figura 49. Niveis de 8-oxodG em urina dos ratos dos diferentes grupos do
periodo experimental de 7 dias. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos por
7 dias, N = 4. A) Niveis totais excretados em 10 h. B) Concentragdo na urina de
10 h. *P < 0,05 ** P < 0,01 *** P < 0,001 comparando-se o grupo STZ 7d com o
controle, de acordo com teste t ndo paramétrico de Mann-Whitney. Pagina 160

Figura 50. Niveis de CEdG em urina dos ratos dos diferentes grupos do periodo
experimental de 7 dias. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias,
N = 4. A) Niveis totais excretados em 10 h. B) Concentragdo na urina de 10 h.
*P <0,05* P <0,01 * P < 0,001 comparando-se o grupo STZ 7d com o
controle, de acordo com teste t ndo paramétrico de Mann-Whitney. Pagina 161

Figura 51. Niveis 3de 1,N®-etenodA em urina dos ratos dos diferentes grupos do
periodo experimental de 7 dias. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos por
7 dias, N = 4. A) Niveis totais excretados em 10 h. B) Concentrag&o na urina de
10 h. *P < 0,05 ** P < 0,01 *** P < 0,001 comparando-se o grupo STZ 7d com o
controle, de acordo com teste t ndo paramétrico de Mann-Whitney. Pagina 162

Figura 52. Niveis de 8-oxodG em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo dos ratos
dos diferentes grupos do periodo experimental de 6 semanas. CTL: controle, N
= 7; STZ 6 sem: diabéticos por 6 semanas, N = 6; INS 2 sem: diabéticos por 4
semanas e tratados com insulina por 2 semanas, N = 13; INS 6 sem: diabéticos
por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas, N = 10. Glicemia intermediaria,
N=5.*P<0,05* P<0,01 ** P < 0,001 comparando-se os diferentes grupos
com o controle, de acordo com ANOVA né&o parameétrico com pds teste de Dunn.
Pagina 167

Figura 53. Niveis de CEdG em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo dos ratos dos
diferentes grupos do periodo experimental de 6 semanas. CTL: controle, N = 10;
STZ 6 sem: diabéticos por 6 semanas, N = 7; INS 2 sem: diabéticos por 4
semanas e tratados com insulina por 2 semanas, N = 11; INS 6 sem: diabéticos
por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas, N = 10; Glicemia intermediaria,
N =5 *P<0,05* P<0,01 ** P < 0,001 comparando-se os diferentes grupos
com o controle, de acordo com ANOVA n&o paramétrico com poés teste de Dunn.
Pagina 168

Figura 54. Niveis de 1,N%-etenodA em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo dos
ratos dos diferentes grupos do periodo experimental de 6 semanas. CTL:
controle, N = 7; STZ 6 sem: diabéticos por 6 semanas, N = 7; INS 2 sem:
diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina por 2 semanas, N = 11; INS 6
sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas, N = 11; Glicemia
intermediaria, N = 5. Nao existem diferencas significativas comparando-se 0s
diferentes grupos de acordo com ANOVA ndo paramétrico com pos teste de
Dunn. Pagina 169



Figura 55. Niveis de 1,N?-etenodG em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo dos
ratos dos diferentes grupos do periodo experimental de 6 semanas. CTL:
controle, N = 7; STZ 6 sem: diabéticos por 6 semanas, N = 7; INS 2 sem:
diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina por 2 semanas, N = 11; INS 6
sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas, N = 11; Glicemia
intermediaria, N = 5. Nao existem diferencas significativas comparando-se 0s
diferentes grupos de acordo com ANOVA ndo paramétrico com poés teste de
Dunn. Pagina 170

Figura 56. Niveis de 8-oxodG dos ratos dos diferentes grupos do periodo
experimental de 7 dias em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo. CTL 7d: controle,
N = 4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias, N = 4. *P < 0,05 * P < 0,01 ** P < 0,001
comparando-se o grupo STZ 7d com o controle, de acordo com teste t ndo
parameétrico de Mann-Whitney. Pagina 171

Figura 57. Niveis de CEdG dos ratos dos diferentes grupos do periodo
experimental de 7 dias em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo. CTL 7d: controle,
N = 4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias, N = 4. *P < 0,05 ** P < 0,01 ** P < 0,001
comparando-se o grupo STZ 7d com o controle, de acordo com teste t ndo
parameétrico de Mann-Whitney. Pagina 172

Figura 58. Niveis de 1,N®-etenodA dos ratos dos diferentes grupos do periodo
experimental de 7 dias em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo. CTL 7d: controle,
N = 4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias, N = 4. *P < 0,05 ** P < 0,01 ** P < 0,001
comparando-se o grupo STZ 7d com o controle, de acordo com teste t n&o
parameétrico de Mann-Whitney. Pagina 173

Figura 59. Niveis de 1,N>-edGuo dos ratos dos diferentes grupos do periodo
experimental de 7 dias (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo. CTL 7d: controle, N
= 4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias, N = 4. *P < 0,05 * P < 0,01 *** P < 0,001
comparando-se o grupo STZ 7d com o controle, de acordo com teste t ndo
parameétrico de Mann-Whitney. Pagina 174

Figura 60. Niveis de 5-metil-2’-desoxicitidina dos ratos dos diferentes grupos do
periodo experimental de 6 semanas em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo. CTL
(6 sem): controle, N = 10; STZ 6 sem: diabéticos por 6 semanas, N = 8; INS 2
sem: diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina por 2 semanas, N = 13;
INS 6 sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas, N = 14;
INT 6 sem = glicemia intermediaria, N = 5. *P < 0,05 * P < 0,01 *** P < 0,001
comparando-se os diferentes grupos com o controle e (B) com o grupo de
glicemia intermediaria; de acordo com ANOVA ndo paramétrico com poés teste
de Dunn. Pagina 178

Figura 61. Niveis de 5-metil-2’-desoxicitidina dos ratos dos diferentes grupos do
periodo experimental de 7 dias em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo. CTL 7d:
controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias, N = 4. *P < 0,05 ** P < 0,01 *** P
< 0,001 comparando-se o grupo STZ 7d com o controle, de acordo com teste t
ndo paramétrico de Mann-Whitney. Pagina 179



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Evolugcdo da insulina, de 1921 aos dias atuais (modificado de
BARNETT, KRALL, 2009). Pagina 41

Tabela 2: Niveis glicémicos dos animais apos 72h da inje¢do de STZ ou solucéo
salina, para confirmacdo da hiperglicemia ou normoglicemia dos animais,
respectivamente (Média + desvio padrdo). Pagina 123

Tabela 3: Niveis de hemoglobina glicada nos diferentes grupos experimentais.
Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo. Pagina 132

Tabela 4: Valores médios de peso (g) e respectivos desvios-padrdo dos grupos de periodo
experimental de 6 semanas. Pagina 134

Tabela5: Valores médios de peso (g) e respectivos desvios-padrdo dos grupos de periodo
experimental de 6 semanas. Pagina 136

Tabela 6: Volume urinério dos diferentes grupos experimentais coletado por 10
horas. Pagina 138

Tabela 7: Creatinina plasmatica dos diferentes grupos experimentais. Pagina
139



SUMARIO

RESUMO
ABSTRACT

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

1. INTRODUCAO

1.1 Diabetes mellitus

1.2 Tratamento do DM e métodos para avaliagdodo controle glicEmico

1.2.1 Agentes antidiabéticos

1.2.2 Insulinoterapia

1.3 Complicacdes cronicas decorrentes do Diabetes mellitus

14 Hiperglicemia e mecanismos de leséo tecidual

1.4.1 Formacao dos produtos finais de glicacdo avancada (AGES)

1.4.2 Aumento do fluxo de glicose pela via dos poliois
1.4.3 Ativacgao de isoformas da proteina cinase C (PKC)
1.4.4 Aumento no fluxo da via das hexosaminas

15 ERONSs e danos a biomoléculas

1.5.1 Espécies reativas do oxigénio e nitrogénio (ERONSs)
1.5.2 Inflamacéo crénica

1.5.3 Halogenacgéo

1.5.4 Lesdes no material genético

1.5.5 Peroxidacao lipidica

1.5.6 Dano oxidativo ao DNA

1.6 Inducdo de DM em animais para experimentacao
2. OBJETIVOS
3. MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes

07

08

15

17

24

29

33

37

39

40

48

50

52

56

58

59

60

60

63

65

66

67

70

73

77

79

79



3.2 Equipamentos 79

3.2.1 Equipamentos basicos 79
3.2.2 Espectrofotbmetros 80
3.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) 81
3.2.3.1 HPLC-DAD 81
3.2.3.2 HPLC-ESI-MS/MS 81
3.3. Sintese, purificacdo e caracterizagao de adutos de DNA 82
3.3.1 Aduto N2-(1-carboxietil)-2’—desoxiguanosina (CEdG) 83
3.3.2 Aduto 8-cloro-2’-desoxiguanosina (8-CldG) 85
3.4 Protocolo de tratamento dos animais 87
3.4.1 Inducao ao Diabetes mellitus 89
3.4.2 Monitoramento glicémico 91
3.4.3 Administracéo de insulina 92
3.4.4 Peso corpoOreo dos animais 93
3.4.5 Coleta de urina 94
3.4.6 Condi¢cdes da eutanasia 94
3.5 Avaliacao de nitrito sérico 95
3.6 Analise de creatinina plasmaética e urinaria 95
3.7 Determinacao de malonaldeido em plasma 96
3.7.1 Preparo das amostras 96
3.7.2 Sistema analitico 97
3.8 Determinacao de malonaldeido em figado e rins 98
3.8.1 Preparo dos homogenatos 98
3.8.2 Preparo das amostras 98
3.8.3 Sistema analitico 99
3.8.4 Quantificagdo de proteinas 99
3.9 Quantificagdo de Hemoglobina glicada (HbAlc) 100
3.9.1 Preparo das amostras 100
3.9.2 Determinagdo de hemoglobina total 100

3.9.3 Clivagem enzimatica 101



3.9.4 Sistema analitico

3.10 Extracdo de DNA de figado, rins e cerebelo para quantificacdo das lesdes
3.11 Hidrélise enzimética do DNA

3.12 Determinacgéo dos niveis de 5-metil-2'-desoxicitidina em DNA

3.13 Quantificagdo das LesGes 8-OxodG, CEdG, 1,N8-edAdo e 1,N?-edGuo em DNA
3.14 Quantificacdo das Lesdes 8-oxodG, CEdG e 1,Né-edAdo em urina

3.14.1 Preparo das amostras

3.14.2 Sistema Analitico

3.15 Analise estatistica

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese, purificacdo e caracterizagdo de adutos de DNA

4.1.1 Aduto N2-(1-carboxietil)-2’—desoxiguanosina (CEdG)

4.1.2 Aduto 8-cloro-2’-desoxiguanosina (8-CldG)

4.2 Animais

4.2.1 Niveis glicémicos

4.2.2 Quantificacdo de Hemoglobina Glicada (HbAlc)

4.2.3 Peso corpdreo

4.2.4 Volume urinario

4.3 Andlise de creatinina plasmatica

44 Avaliacdo de nitrito sérico

45 Determinacao de malonaldeido em plasma

4.6 Determinacao de malonaldeido em figado e rim

4.7 Quantificacao de Lesdes 8-8-OxodG, CEdG, 1,N?-edGuo e 1,N8-edAdo em urina
4.7 Quantificacao de Lesdes 8-8-OxodG, CEdG, 1,N?-edGuo e 1,N8-edAdo em DNA
4.9 Andlise da metilagéo global em DNA de figado, rim e cerebelo

5 CONCLUSAO

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

7 ANEXOS

Certificado de aprovacéo do Comité de Etica

Curriculo Lattes

101

102

105

106

107

110

110

110

113

115

115

115

119

122

122

132

134

138

139

143

146

149

154

164

175

181

183

191



Introducao




29

1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus é considerado um dos problemas de salde globalmente
mais desafiadores do século 21. De acordo com as estimativas recentes do
International Diabetes Federation — IDF, cerca de 382 milhdes de pessoas séo
diabéticas, o que representa 8,3% da populacdo mundial adulta, e esse numero
tende a aumentar para além de 592 milhdes em menos de 25 anos. Do numero total
de casos de DM no mundo, estima-se ainda que 175 milhdes de pessoas tem
diabetes mellitus mas ainda n&o foram diagnosticadas, o0 que representa 46% da
populacdo diabética. Esse alto indice se deve ao fato de o diabetes mellitus ser
assintomatico em proporcgédo significativa dos casos ou os sintomas apresentados
pelo paciente ndo serem relacionados com a doenca pelos profissionais de saude.
Nesses casos, o0 diagnostico € realizado apenas quando se manifestam sinais de
complicagbes, como doencgas cardiovasculares, neuropatias, faléncia renal,
retinopatia e nefropatia. Como 80% do numero total de afetados vivem em paises
de baixa e média rendas, onde a epidemia esta ganhando ritmo em taxas
alarmantes, os numeros mais recentes do IDF Diabetes Atlas fornecem uma
indicagcdo preocupante sobre o futuro impacto do diabetes como uma grande
ameaca para o desenvolvimento global. A proje¢&o é de que o niumero da populacéo
diabética na America do Sul e Central, por exemplo, aumente em 60% até 2035
(Figura 01) (IDF, 2013). E apesar de o Brasil definir diretrizes para uma politica de
prevencdo da doenca e atencdo integral a saude do diabético no ambito SUS
(SANTOS, 2011), o pais ocupa 0 4° lugar entre os 10 paises com maior nimero de

casos da doenca, com 11,9 milhdes de diabéticos (IDF, 2013).
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Regides e projecdes globais do nimero de pessoas com Diabetes mellitus (20 — 79 anos)

2013 - 2035
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Figura 01. Projegdes globais do nimero de casos de Diabetes mellitus por regido para 2035 (Modificado de IDF, 2013).
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Em 2013 o diabetes foi responsavel por pelo menos 548 milhdes de ddlares
americanos em despesas mundiais de saude (11% dos gastos com adultos) e pela
morte de cerca de 5,1 milhdes de diabéticos entre 20 e 79 anos de idade (8,4% de
todas as causas de morte nessa faixa etaria). Isso representa uma morte a cada 6
segundos, sendo as complicacdes cronicas da doenca as responsaveis por esse
quadro (IDF, 2013).

Para melhor compreensao do Diabetes mellitus e suas complicagdes torna-
se necessario buscar novos marcadores para a doenca e criar padrbes
internacionais para sua prevencdo e diagnostico (IDF, 2013). Atualmente é
postulado que o estresse oxidativo decorrente do quadro de hiperglicemia crénica
exerce papel central nas complicagdes do DM. Espécies reativas de oxigénio podem
lesar macromoléculas celulares, como proteinas, lipideos e DNA, e atuar como
agentes pré-apoptoticos. Marcadores de dano oxidativo em proteinas e lipideos na
vigéncia do DM tém sido amplamente abordados na literatura, no entanto o estudo
de lesGes em DNA ainda requer mais atencao, principalmente em modelos in vivo
(KOWLURU, ABBAS, ODENBACH, 2004).

Uma vez apresentada a necessidade da busca de novos marcadores para o
Diabetes mellitus e o estudo da formacéo de lesbes ao DNA na vigéncia da doenga,
nesse trabalho foram quantificados os niveis dos adutos N2-(1-carboxietil)-2'-
desoxiguanosina (CEdG), 1,N%-eteno-2’-desoxiguanosina (1,N%-edGuo), 1,N°-
eteno-2’-desoxiadenosina (1,N®-edAdo) e 8-oxo-7,8-diidro-2’-desoxiguanosina (8-
oxodG), (Figura 2) em urina, figado, rim e cerebelo de ratos induzidos ao Diabetes
mellitus por estreptozotocina, ratos diabéticos tratados com insulina, e ratos sadios,

para comparagao.
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Figura 02. Estruturas dos adutos N2-(1-carboxietil)-2’-desoxiguanosina (CEdG); 8-oxo-2’-
desoxiguanosina (8-oxodG); 1,NS-eteno-2’-desoxiadenosina (1,N®-edAdo); e 1,N%-eteno-2-

desoxiguanosina (1,N2-edGuo).
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1.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus é uma sindrome metabdlica complexa caracterizada por
deficiéncia de insulina ou desenvolvimento de resisténcia ao horménio, que levam
a hiperglicemia e metabolismo alterado de glicose, lipideos e proteinas (ARYA,
YADAV, SHARMA, 2011).

A historia da doenca remonta a aproximadamente 3500 anos, desde sua
descoberta, descricdo e pesquisas sobre causas e tratamentos. Porém, apenas na
década de 1980, a partir da necessidade de se encontrar critérios universais para o
diagndstico e classificacdo do DM, a Associacdo Americana de Diabetes (ADA) e a
Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) originaram diversas publicacdes de carater
normativo (BARNETT, KRALL, 2009).

A fim de se prevenir de maneira efetiva as complicagcbes decorrentes da
doenca, os critérios para diagnostico foram atualizados em 1997 pela Associacdo
Americana de Diabetes (ADA) e aprovados pela Organiza¢cdo Mundial da Saude
(OMS) e pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) (Figura 03). O paciente é
considerado diabético quando atende a pelo menos um dos quatro critérios
descritos a seguir. O primeiro critério consiste na apresentacdo de sintomas de
polidria, polidipsia e perda de peso pelo paciente, junto a valores glicémicos
superiores a 200 mg/dL a qualquer hora do dia. Como segundo critério utiliza-se a
glicemia em jejum igual ou superior a 126 mg/dL, havendo a necessidade de
repeticAo da andlise em outro dia caso os valores representem pequenas

elevacdes. O terceiro critério se refere a glicemia maior ou igual a 200 mg/dL
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analisada 2 horas apés a ingestdo de 75 g de glicose. E o ultimo, reconhecido
recentemente, se trata de valores de hemoglobina glicada (HbAlc) maior ou igual a

6,5% (Diretrizes SBD, 2013).
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Figura 03. Critérios para diagnostico do Diabetes mellitus pela Associacdo Americana de Diabetes
(ADA) e aprovados pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e pela Sociedade Brasileira de
Diabetes (SBD).
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A classificagdo do diabetes mellitus baseia-se na etiologia e é dividida em
quatro classes clinicas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pela
Associacdo Americana de Diabetes (AD): DM tipo 1, DM tipo 2, outros tipos
especificos de DM e DM gestacional. Existem ainda duas categorias que compdem
o estado denominado pré-diabetes, que sédo a glicemia de jejum alterada e a
tolerancia a glicose diminuida, que ndo sdo entidades clinicas, mas fatores de risco
para o desenvolvimento de DM e doencas cardiovasculares (Diretrizes SBD, 2013).

O Diabetes mellitus tipo 1 é a forma da doenca decorrente da destruicdo de
células B do pancreas com consequente deficiéncia na producdo de insulina. A
destruicdo das células apresenta taxa varidvel, mas pode levar a deficiéncia
absoluta do horménio. A doenca € iniciada de forma repentina principalmente em
criancas e representa de 5 a 10% dos casos de DM. E causada geralmente por
reacao autoimune e caracterizada pela presenca de anticorpos contra a insulina.
Porém, existem casos nao relacionados ao processo autoimune que Sao
classificados como forma idiopatica de DM1 e caracterizados pela auséncia de
marcadores de autoimunidade (BENNETT, KNOWLER, 2009; Diretrizes SBD, 2013;
IDF, 2013).

O Diabetes mellitus tipo 2 é caracterizado por distirbios da acdo e da
secrecado da insulina e representa de 90 a 95% dos casos. Geralmente ambos 0s
defeitos estdo presentes quando o diabetes se manifesta clinicamente, mas um
deles pode se tornar a caracteristica predominante. Essa forma de diabetes é
associada com insuficiéncia progressiva das células B e os pacientes com DM2 no
geral tém resisténcia a insulina e deficiéncia relativa desse horménio.

Diferentemente do DM1 do tipo autoimune, o DM2 n&o possui indicadores
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especificos. Embora a doenca seja cada vez mais frequente em jovens, 0
diagnéstico ocorre geralmente a partir dos 40 anos de idade (BENNETT,
KNOWLER, 2009; Diretrizes SBD, 2013; IDF, 2013).

O Diabetes mellitus gestacional se refere a intolerancia a glicose associada
com hiperglicemia de gravidade variavel, tendo seu inicio ou primeiro
reconhecimento durante a gestagéo. Esse tipo de DM tende a ocorrer proximo a 242
semana de gravidez e desaparecer ap6s o parto. Porém, mulheres que tiveram
diabetes gestacional apresentam maior risco de desenvolver a doenga novamente
em outras gestacdes ou DM2 futuramente, uma vez que as duas formas da doencga
estdo associadas a resisténcia a insulina e diminuicdo da fungéo das células beta
(BENNETT, KNOWLER, 2009; Diretrizes SBD, 2013; IDF, 2013).

Os outros tipos especificos de diabetes sdo aqueles nos quais pode-se
identificar o defeito ou processos causadores da doencga. Essa categoria abrange
defeitos genéticos na funcdo das células beta, defeitos genéticos na acdo da
insulina, doencas do pancreas exdécrino, endocrinopatias, indugdo por
medicamentos ou agentes quimicos, infec¢des, e sindromes especificas, como a
sindrome de Down (Diretrizes SBD, 2013; IDF, 2013).

Quando os niveis glicémicos ndo estdo dentro dos valores para classificacdo
do Diabetes mellitus mas sdo maiores que os valores normais de referéncia, que
compreendem os valores menores que 100 mg/dL em jejum de ao menos 8 horas
e menores que 140 mg/dL duas horas apos a refeicdo, o paciente pertence ao grupo
de classes intermediarias no grau de tolerancia a glicose, composta por duas
categorias: glicemia de jejum alterada e tolerancia a glicose diminuida. A glicemia

de jejum alterada é caracterizada por concentracdes de glicemia mais elevadas (>
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100 a < 126 mg/dL) apenas ap6s o periodo de jejum de no minimo 8 horas, enquanto
gue a tolerancia a glicose diminuida é caracterizada por niveis elevados de glicose
(=140 a <200 mg/dL) apos as refeigdes (2 horas apds a ingestao de 75¢g de glicose).
Tais estagios séo decorrentes de uma combinagéo de resisténcia a acao da insulina
e disfuncdo das células beta, podendo progredir para o DM2, uma vez que a

evolucdo para a doenga ocorre em estagios (Diretrizes SBD, 2013; IDF, 2013).

1.2 Tratamento do Diabetes mellitus e métodos para avaliagdo do

controle glicémico

Os objetivos terapéuticos gerais do Diabetes mellitus consistem no controle
dos sintomas agudos da doencga, prevenc¢ao das complicagdes cronicas e promogao
da qualidade de vida do paciente. O tratamento do DM pode ser néo-
medicamentoso, através da mudanca de estilo de vida caracterizada por dieta e
pratica de exercicios fisicos, aliado ou ndo a medicamentos (antidiabéticos e/ou
insulinoterapia) (FUCHS, 2006). Para tanto, € primordial que o tratamento promova
a obtencdo de niveis glicémicos o mais proximo possivel da normalidade. Dessa
forma, existem niveis aceitaveis de tolerancia para valores de glicemia (exceto para
glicemia de jejum) e metas terapéuticas individualizadas, de acordo com: a duragéo
do diabetes; comorbidades; complicagbes micro, macro e cardiovasculares; e a
idade do paciente. No caso de pacientes com Diabetes mellitus do tipo 1, cuja
insuficiéncia de insulina tende a ser total, o tratamento € baseado na reposi¢céo
direta do horménio através da administracdo de insulina exdégena (humana ou

analogos). J4 o tratamento do Diabetes mellitus do tipo 2, consiste em situagéo
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heterogénea, uma vez que para alguns pacientes apenas a mudanca do estilo de
vida é suficiente para a normaliza¢do da glicemia, como existem outros que além
de dieta e exercicios fisicos dependem da administracdo de antidiabéticos e/ou
insulina para controle da doenca (BAZZOTE, 2010; Diretrizes SBD, 2013).

Para que se faca a avaliacdo do controle glicémico e da eficacia do
tratamento escolhido, além das dosagens de glicemia de jejum, ao acaso e pos-
prandial, foram desenvolvidos métodos que avaliam o controle glicEmico a longo
prazo, como a hemoglobina glicada (HbAlc) e outros que detectam alteracdes
glicémicas ao longo do dia, como o auto monitoramento da glicemia capilar (AMGC)
e o sistema de monitoramento continuo da glicose em liquido intersticial (SMCG)
(BAZZOTE, 2010; Diretrizes SBD, 2013).

A Associacdo Americana de Diabetes (ADA) preconiza que para o controle
metabdlico, além das dosagens glicémicas usuais seja realizada a dosagem de
hemoglobina glicada ao menos duas vezes ao ano em pacientes com niveis
estaveis de glicemia e quatro vezes ao ano em pacientes diabéticos cujo tratamento
esta sendo alterado ou que ndo estejam alcancando as metas glicémicas
recomendadas. A hemoglobina glicada (HbAlc ou apenas Alc), refere-se a um
conjunto de substancias formadas com base em reagbes entre a hemoglobina A
(HbA), que é afracdo principal e nativa da hemoglobina, e alguns agucares (NETTO,
2009). Apesar de existirem varios subtipos de HbA1, distintos cromatograficamente,
apenas a fracdo HbAlc é considerada marcador do indice de glicemia média, por
ter o terminal valina da cadeia beta ligado de forma estavel e irreversivel a glicose.
A quantidade de glicose ligada a hemoglobina é diretamente proporcional a

concentracdo média de glicose no sangue. Como 0s eritrocitos apresentam um
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tempo de vida médio de 120 dias, a medida da concentracdo de glicose ligada a
hemoglobina permite avaliar o controle glicémico médio no intervalo de 90 a 120
dias antes da data do exame. S&o considerados valores normais de referéncia
valores de 4 a 6% de HbAlc, dessa forma, o conceito atual de tratamento do

diabetes define o valor de 6,5 a 7% de HbAlc como meta (Diretrizes SBD, 2013).

1.2.1 Agentes antidiabéticos

Os agentes antidiabéticos sdo farmacos que apresentam como finalidade
alcancar niveis glicémicos menores que 100 mg/dL em estado de jejum e menores
que 140 mg/dL apds as refeicbes (glicemia pos-prandial). Por apresentarem
diferentes modos de acéo, sao classificados em trés categorias: os sensibilizadores
de insulina; os secretagogos de insulina (estimulam a secre¢cao do hormonio); e os
moduladores da absorc¢éo de nutrientes no trato gastrointestinal (TGI) (aumentam a
secrec¢do de insulina apos as refeicdes e promovem a supressao do glucagon). Os
antidiabéticos disponiveis no Brasil estédo listados na figura 04 (BAZZOTE, 2010;

Diretrizes SBD, 2013).
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[ Antidiabéticos disponiveis no Brasil ]
s w w ™
Secretagogos de Sensibilizadores de MoEIuIadores .da

. - - . absorcao de nutrientes
insulina insulina
no TGl
Sulfonilureias:
clorpropramida,
glibenclamida,gliclazida, Biguanidas:

\

glipizida e glimepirida

Metilglinidas:

repaglinida e natglinida

Inibidores da DDP-IV:
vildagliptina, sitagliptina,
saxagliptina e linagliptina

Incretinomimeétricos:

exenatida e liraglutida

4

metformina

Tiazolidinedionas:

pioglitazona

Inibidores da
a-glicosidase:

acarbose

Figura 04. Categorias de agentes antidiabéticos e seus respectivos farmacos disponiveis no Brasil

(modificado de Diretrizes SBD, 2013).

1.2.2

Insulinoterapia

A descoberta da insulina pelos pesquisadores Banting, Macleod, Best e

Collip, da Universidade de Toronto foi de extrema relevancia na historia do Diabetes

mellitus. No periodo decorrido desde a descoberta em 1921 até a década de 1950,

os efeitos da administragcdo da insulina foram responséveis pelo aumento da

expectativa de vida de pacientes com DM1, pelo surgimento de interesse na

compreensao do mecanismo da agéo da insulina sobre o metabolismo intermediario

e pelo melhor reconhecimento das complicacdes cronicas do Diabetes mellitus

(tabela 1) (BARNETT, KRALL, 2009).
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Tabela 1: Evolugéo da insulina, de 1921 aos dias atuais (modificado de BARNETT, KRALL, 2009).

Descoberta a possibilidade de diminuir os niveis glicémicos, a partir da administracdo de extrato pancreatico, em cachorros diabéticos experimentais
pancreatectomizados (Benting, Best, Macleod; Toronto).

A insulina foi administrada pela primeira vez em humanos ( Leonard Thompson, 14 anos, Toronto).

Inicio da producao e comercializagao em larga escala da insulina (Eli Lilly Company).

Definicdo da primeira unidade intenacional de insulina (1 unidade = 0,125 mg de material padréo). As insulinas U 40/80 foram lancadas no mercado.

A insulina foi reconhecida como hormanio proteico e a cristalizagdo da insulina aumenta a estabilidade da formulacéo (John Jacob Abel).

Adicdo de zinco na insulina de protamina (PZl) para prolongar a duragdo da agdo do hormanio (Scott, Fisher e Hagedorn).
Desenvolvida a insulina NPH, com quantidades controladas de protamina (Nordisk Company).

Insulina lenta desenvolvida a partir do tamponamento da insulina de zinco com acetato (Novo Company, Hallas-Moller).

Delineamento da estrutura da insulina (Sanger e colaboradores).

Descoberta da pro-insulina (Steiner).
Definicdo do receptor de insulina (Roth, Cuatrecasus e colaboradores).
Introdugéo da insulina U 100 no mercado com a finalidade de melhorar a precisdo da administracao.
Clonagem do gene da insulina (Ullrich, Rutter, Goodman e outros).
Descricdo da atividade de quinase do receptor de insulina (Kahn e colaboradores).
Lancamento da insulina humana recombinante no mercado (Eli Lilly Company).
Introducdo do analogo de insulina de acdo rapida, insulina Lispro (Humalog).

Introducdo do analogo de insulina de acdo prolongada, insulina Glargina (Lantus, Aventis Company).

Em 1923, ano seguinte a descoberta da insulina, clinicos do Hospital Geral
de Toronto prescreveram a primeira preparagao de insulina para o tratamento do
Diabetes mellitus em um jovem de 14 anos de idade diagnosticado como portador
de DM1 por quatro anos. O paciente apresentou melhoras apds a administracdo da
preparacao purificada, que se mostrou eficaz na diminuigdo dos niveis glicémicos e

demonstrou de forma definitiva a relagcdo da secre¢do interna pancreética e o
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Diabetes mellitus. Em razdo destas descobertas Banting e Macleod receberam o
prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em 1923. O marco para a prética clinica foi
0 posterior acordo dos pesquisadores com a empresa americana Eli Lilly, que
lancou a primeira insulina comercial (PIRES; CHACRA, 2008).

Apesar de ser utilizada ha mais de 90 anos, a preparacgéo de insulina passou
pelos maiores avancos quanto a producdo e formas de utilizacdo apenas nas
Ultimas trés décadas. As diversas preparacgdes de insulina diferem entre si quanto a
origem, concentracdo, grau de purificacdo e tempo de acdo (FUCHS, 2006). A
insulina é apresentada em Unidades Internacionais (Ul) e é disponibilizada nas
concentracbes de 500,100 ou 40 unidades/mL, sendo as preparagdes U-100 as
mais utilizadas no Brasil. Quanto maior a concentracdo da insulina, mais rapida a
sua absorcao. Outra caracteristica que deve ser considerada € o grau de purificagéo
das formulagdes de insulina, por determinar a quantidade presente de proteinas
pancreaticas nao insulinicas (pro-insulina). No Brasil, as insulinas sdo altamente
purificadas, o que confere menor potencial alergénico aos pacientes (BARNETT,
KRALL, 2009).

As primeiras insulinas lancadas no mercado apresentavam origem animal,
sendo obtidas a partir unicamente do extrato pancreatico de boi (insulina bovina) ou
de porco (insulina porcina) ou pela combinacdo de ambos (insulina mista).
Entretanto, devido a necessidade de sucessivas administragbes de insulina ao
longo do dia, as industrias farmacéuticas passaram a ter interesse em prolongar o
tempo de acdo das formulacfes. Apos a identificacdo da estrutura molecular da
insulina (figura 5A) e a utilizacao da biologia molecular via DNA recombinante, foi

langada a insulina sintética, que por ser composta pela mesma sequéncia de
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aminoacidos da insulina humana enddégena é denominada insulina humana. A partir
da mesma técnica foram disponibilizados os denominados analogos de insulina
humana (figura 5B), que s&o preparacdes cuja estrutura da insulina humana sofreu
adicdo, substituicdo ou troca na posicdo de aminoacidos, conferindo diferentes
tempos de agéo para a formulagdo (BARNETT, KRALL, 2009; Diretrizes SBD, 2013;
PIRES; CHACRA, 2008).

Considerando-se que o0s picos endégenos de insulina em individuos normais
se iniciam dentro de 15 a 45 minutos e retornam ao basal dentro de 90 a 180 minutos
apos o inicio das refeicdes para manter os niveis de glicose entre 70-125 mg/dL,
para mimetizar o padrdo da secre¢do endogena normal da insulina nos pacientes
diabéticos os esfor¢cos sdo voltados para que sejam sintetizadas preparacoes de
insulina com tempos de acédo distintos, evitando quadros tanto de hiperglicemia

como de hipoglicemia (ROOS, SIQUEIRA, CLAUDIO, 2009).
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INSULINA HUMANA E SEUS ANALOGOS

(A)

GLULISINA
Substituigdo de
asparagina por

lisina (B3) e lisina
por acido
glutdmico (B29)

LISPRO
Invers3o nas posicbes
dos aminoacidos
lisina (B29} e prolina

ASPARTE
Substituigdo da
prolina (B28) pelo

acido aspdartico
(B28)
S o
. D -
acilacio Acido
-—— el
miristico 2
CaraH202
DETEMIR GLARGINA
Remocgdo de treconina Substitui¢do de
(B20); e acilacdo asparagina (A21) pela
do lisina (B289) glicina, e adi¢do de
com dcido miristico

duas unidades de
arginina (B30)

{cadeia de 14
carbonos)

Figura 05. (A) Estrutura da insulina, identificada em 1955 por Sanger e colaboradores. A insulina é
composta por 2 cadeias polipeptidicas: 21 amino&cidos na cadeia A e 30 aminoacidos na cadeia B,

ligados por pontes dissulfeto; (B) Mudangas nas sequéncias dos aminoacidos dos analogos da
insulina (modificado de PIRES, CHACRA, 2008).
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As preparagbes podem ser divididas quanto seu tempo de agdo como:
rapida, ultrarrapida, intermediaria, prolongada e bifasica. A insulina regular, primeira
a ser langada no mercado, apresenta acdo com inicio rapido, entre 30 e 60 minutos,
pico de acdo entre 2 e 4 horas e término entre 6 e 9 horas. E geralmente
administrada por via subcutanea 30 minutos antes das refeicées com o objetivo de
reduzir a hiperglicemia pos-prandial. Porém, devido seu perfil farmacolégico com
inicio de acdo e duracdo mais prolongado em relacdo a insulina endégena, nem
sempre apresenta éxito na reducao da hiperglicemia pos-prandial e pode aumentar
o risco de hipoglicemia noturno ou entre as refei¢cées. O grupo de insulinas de agéao
ultrarrapida, representado pelas insulinas lipro, asparte e glulisina, apresenta rapida
absorgéo, com inicio de acdo entre 10 e 15 minutos, pico entre 30 e 90 minutos e
término de acdo entre 3 e 4 horas. S&o indicadas para administracao imediatamente
antes ou depois das refeigcdes e em picos hiperglicémicos esporadicos ao longo do
dia, além de serem opc¢des para as bombas de infusdo continua subcutanea de
insulina. A insulina classificada como insulina de acao intermediaria é a denominada
NPH, suspensédo com baixa concentracdo de protamina (P) e pH neutro (N),
desenvolvida pelo cientista dinamarqués Hagedorn (H). E administrada em regimes
basais em duas ou mais aplica¢gdes diarias, pois apresenta inicio de acdo entre 1 e
2 horas, pico entre 3 e 8 horas e término entre 12 e 15 horas. O grupo de analogos
de acao prolongada ou basal, composto pelas insulinas glargina e detemir,
apresenta inicio de acdo entre 1 e 2 horas, duracao total de até 24 horas, atingindo
o platé de acédo bioldgica entre 6 e 8 horas, sem picos, 0 que simula a secrecao

basal normal de insulina. Existem ainda as insulinas e analogos bifasicos,



46

resultantes da mistura de formulagbes, como: a associacdo de 70% de insulina NPH
com 30% de insulina regular (Humulin®70/30); a insulina lispro néo cristalizada com
a cristalizada com protamina (comercialmente conhecidos como Humalog® Mix
75/25 e Humalog® Mix 50/50); e a associacdo de diferentes porcentagens de
asparte sollvel e asparte ligada a protamina (NovoMix® 30). Apesar de existirem
todas essas formulagbes de insulina e haver a variabilidade de absorgdo entre
individuos frente a administracdo das mesmas, atualmente séo financiadas pelo
Ministério da Saude como politica nacional de combate ao diabetes apenas as
insulinas NPH e Regular, pelo seu baixo custo. Fica a critério dos Estados e
Municipios solicitar a inclusdo de outras insulinas conforme particularidades locais,
e cabe ao MS aprovar tal fornecimento de acordo com evidéncias cientificas
comprovadas até o momento (BARNETT, KRALL, 2009; BRASIL, 2009; Diretrizes
SBD, 2013; PIRES; CHACRA, 2008).

As caracteristicas farmacocinéticas aproximadas e perfis de acdo das

preparacoes de insulina disponiveis no Brasil sdo apresentadas na figura 06.
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Lispro, asparte,
glulisina

Regular

NPH

Efeito glicémico relativo

Glargina

I T 1
0 12 24
Horas

Insulina Inicio de acdo Pico de agdo Duracdo total
Rapida/Ultrarrapida
Regular 30-60 min 2-4 horas 6-9 horas
Aspart/Lispro/Glulisina 10-15 min 30-90 min 3-4 horas
Acao intermediaria
NPH 1-2 horas 3-8 horas 12-15 horas
Insulina basal
Glargina 1-2 horas Sem pico 24 horas
Detemir 1-2 horas Sem pico 20 horas
Pré-misturas
70/30 NPH/Regular 30-60 min 3-8 horas (duplo) 12-15 horas

75/25 NPH/Lispro 10-15 min 30 min-8 h (duplo) 12-15 horas

Figura 06. Perfis de acdo e caracteristicas farmacocinéticas aproximadas das preparacdes de

insulina disponiveis no Brasil (modificado de Diretrizes SBD, 2013).
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1.3 Complicagbes cronicas decorrentes do Diabetes mellitus

A relacdo entre o controle metabdlico em pacientes diabéticos e o
desenvolvimento das complicagbes da doenca a longo prazo ainda € assunto
controverso. Somente nos ultimos 15 anos foi demonstrado que as formas
intensivas de terapia do diabetes, que apresentam como objetivo atingir valores
glicémicos préximos a normalidade, previnem o desenvolvimento e/ou reduzem a
progressdo das complicagbes associadas ao DM (NATHAN, 2009).

As complicagdes comprovadamente resultantes do diabetes mellitus n&o
controlado decorrem de alteragdes microvasculares, que incluem retinopatia,
neuropatia e nefropatia; e macrovasculares, como aterosclerose acelerada,
acidente vascular cerebral e doenca cardiovascular (ARYA, YADAV, SHARMA,
2011).

A partir de estudos em células B in vivo, foi verificado que altas concentracdes
de glicose aumentam a apoptose das células. A glicotoxicidade nas ilhotas de
Langerhans do pancreas € potencialmente irreversivel, causada ao longo da
exposicao cronica a concentragdes elevadas de glicose na condigdo do DM, com a
diminuicdo caracteristica da sintese e secrecdo da insulina (WAJCHENBERG,
2007).

O diabetes também foi identificado em estudos epidemioldgicos como fator
de risco para o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (HCC), que € um dos
tipos de cancer de maior mortalidade no mundo. Sugere-se que a lesédo crénica ao
figado, seguida por inflamacéo e regeneracao irregular do 6rgdo sejam aspectos

importantes na hepatocarcinogénese (PAN, FU, HUANG, 2011).
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Os efeitos do diabetes mellitus no sistema reprodutivo do homem ainda nao
foram totalmente esclarecidos, porém ja foram descobertos altos niveis de
fragmentacdo de DNA nuclear e delegbes em DNA mitocondrial em
espermatozoides de homens com DM 1 quando em comparagcdo com os de homens
ndo diabéticos, sendo que o dano gendmico evidente pode ter implicacdes na
fertilidade desses homens diabéticos (AGBAJE et al., 2008).

Além dessas complicagfes classicamente conhecidas, a literatura cientifica
tem chamado a atencdo mais recentemente para a associacao do DM2 e maior
risco de desenvolvimento de Alzheimer e doenca vascular. Além disso, o quadro de
hiperglicemia causa consequéncias neuroldgicas, que embora ainda ndo sejam
totalmente esclarecidas, podem influenciar largamente o metabolismo cerebral. Um
ambiente com elevada concentragdo de glicose provoca, por exemplo, alteracdes
nas células gliais, contribuindo para a fisiopatologia das desordens do SNC
observadas na hiperglicemia e podem ser devido a um efeito direto da glicose, n&o
envolvendo necessariamente um déficit de insulina. Alguns estudos mostram ainda
que astrocitos em presenca de elevada concentracdo de glicose apresentam
diminuicao de captacéo de glutamato, o que pode contribuir para o desenvolvimento
da excitotoxicidade, que esta relacionada com o aumento da excitabilidade neuronal
com hiperativacdo dos receptores glutamatérgicos e influxo excessivo de Ca?*. Essa
elevacdo no influxo de Ca?* juntamente a ativacdo de diversas proteinas, como
proteases, fosfatases e fosfolipases, faz com que haja um aumento na producao de
espécies reativas do oxigénio e nitrogénio, originando um quadro de estresse

oxidativo sobre as células neurais, que levam a dano e morte neuronal (BANKS,
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OWEN, ERICKSON, 2012; HUANG et al., 2012; MELLO, QUINCOZES-SANTOS,
FUNCHAL, 2012; VALENTE et al., 2012).

Apesar de as complicagbes do Diabetes mellitus apresentarem origem
multifatorial, atualmente a suspeita é de que a hiperglicemia crbénica e consecutivo
estresse oxidativo sejam as principais causas de lesdo tecidual no paciente
diabético. Foi evidenciado a partir de estudos epidemioldgicos e clinicos em seres
humanos, estudos in vivo em animais induzidos a diabetes mellitus e estudos para
a elucidacdo de mecanismos bioquimicos, que a gravidade dessas complicacdes
esta relacionada com o tempo e severidade da hiperglicemia durante as formas de
DM. Um desses estudos foi o Diabetes Control and Complication Trial (DCCT) em
1993 que confirmou que o controle mais rigoroso do DM1 permite reducao
substancial na incidéncia de complicagbes: de 54 a 76% no risco de
desenvolvimento de retinopatia, 39 a 54% para microangiopatia e de 60% para
neuropatia. O mesmo perfil foi obtido para o DM2, através do estudo United
Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS), publicado em 1998 (GIACCO,
BROWNLEE, 2010; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007; NATHAN, 2009; STITT,

JENKINS, COOPER, 2002).

1.4  Hiperglicemia e mecanismos de leséo tecidual

Existem cinco hipéteses principais que explicam como a hiperglicemia resulta
nas complicagcbes cronicas do Diabetes mellitus: (1) o aumento da formacdo de
produtos finais de glicagdo avancada (Advanced Glycated End-Products, AGE),

gerando aumento de glicacdo de proteinas plasméaticas e da matriz extracelular; e
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(2) consequente aumento da expressao dos seus receptores;(3) aumento do fluxo
de glicose e outros agucares na via dos polidis, gerando estresse oxidativo; (4) a
ativacdo de isoformas da proteina cinase C (PKC), gerando aumento de citocinas,
estresse oxidativo e fatores proliferativos; e (5) aumento no fluxo da via das
hexosaminas, gerando aumento de citocinas. As evidéncias indicam que 0sS cinco
mecanismos sdo ativados por um Unico evento: a superproducdo mitocondrial de

espécies reativas do oxigénio (figura 07) (GIACCO, BROWNLEE, 2010).
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Figura 07. Ativagcdo das cinco vias que levam ao estresse oxidativo e consequente dano tecidual a
partir da hiperglicemia (modificado de BROWNLEE, 2001).
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1.4.1 Formacao dos produtos finais de glicag&do avancada (AGES)

Os produtos finais de glicagdo avancada representam substancias formadas
por diferentes precursores a partir de glicacdo ndo enzimatica. Por ser um processo
independente de enzimas, a reagdo é modulada pelas concentracdes de glicose e
grupos amino livres, além da reatividade entre ambos e a meia-vida da molécula
glicada. Dessa forma, o processo de glicagdo quando in vivo ocorre lentamente e é
reversivel em niveis de glicose fisiol6gicos, porém, é mais rapida quando existem
elevados niveis de glicose, como em individuos diabéticos. A via classica da
glicacdo, também denominada reacao de Maillard, apresenta trés estagios: inicial,
intermediario e tardio (figura 08). A reacao é iniciada com a formacdo de base de
Schiff instavel, gerada pela reacdo de grupamento carbonila da glicose ou outros
acucares redutores (frutose, manose, galactose e xilose), com grupamentos amino
livres, provenientes de proteinas, lipideos e &cidos nucleicos. Na sequéncia, a base
de Schiff sofre rearranjos, tornando-se uma estrutura mais estavel, o produto de
Amadori. No estagio intermediario, a partir de reacdes de oxidacdo e eliminacéo, os
produtos de Amadori sédo degradados em compostos carbonil (glioxal, metilglioxal e
deoxiglicosona), que apresentam maior reatividade em relacdo aos seus acgucares
de origem. Dessa forma, no ultimo estagio da reacéo, esses intermediarios reativos
sdo propagadores de reagfes com grupamentos amino de proteinas diversas,
gerando de forma irreversivel compostos insoluveis, os produtos finais de glicacdo
avancada (BEM, KUNDE, 2006; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).

Em pacientes diabéticos esses produtos estdo presentes em diversos

tecidos, sendo detectados em plasma humano, urina e fluido cerebroespinhal, além
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de se acumularem em tecidos como retina e rins (BARBOSA, OLIVEIRA,

SEARA,2008; MIYATA et al., 1998; THORNALLEY, 2005).
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Figura 08. Estagios da reacdo de glicacdo ndo enzimética e produtos finais de glicacdo avancada
(AGEs) (modificado de HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).

Os AGEs podem causar lesdo tecidual diretamente a partir de ligagao
cruzada com proteinas, ou indiretamente pela ligagédo a receptores especificos para
AGE (RAGES); e o dano tecidual se d& por trés diferentes mecanismos (figura 09).
O primeiro é decorrente da modificacdo de proteinas intracelulares pelos AGEs em

células do endotélio, incluindo proteinas envolvidas na regulacdo de transcricdo de



54

genes. O segundo se trata da modificacdo de componentes da matriz extracelular
ap6s os precursores de AGEs serem difundidos para o exterior da célula,
apresentando como consequéncia a alteracéo da sinalizacéo entre célula e matriz.
Ao se difundirem para fora da célula, os precursores podem ainda alterar proteinas
circulantes (como a albumina), que podem entdo se ligar aos receptores de AGEs
(RAGEs) em células endoteliais, mesangiais e macréfagos, ativando-os,
caracterizando o terceiro mecanismo de dano tecidual: essa ativagdo sinaliza
reacOes em série que resultam na expressao de citocinas inflamatorias e fatores de
crescimento, associados com as complicagcdes vasculares (BROWNLEE, 2001;

MIYATA et al., 1998; THORNALLEY, 2005).
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Figura 09. Mecanismos pelos quais os AGEs promovem dano tecidual em células endoteliais
(modificado de BROWNLEE, 2001).
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Nos ultimos anos foi dada maior atencao para a caracterizacao de compostos
proteina-AGEs e respectivas quantificagbes por métodos de HPLC-MS/MS. A
escolha de um biomarcador para avaliar o processo de glicacdo em tecidos ou
orgaos especificos ainda é complicada devido a distribuicdo desigual dos adutos
proteina-AGEs pelo organismo, varia¢do da estabilidade e disponibilidade limitada
de padrdes isotdpicos estaveis para as quantificacdes. Produtos de glicacdo do
DNA séo potenciais biomarcadores, uma vez que todas as células contém o mesmo
conteudo genético, podendo refletir os niveis dos precursores de AGEs nos tecidos
alvos. Como principal resultado da interacdo da glicose (ou ainda metilglioxal e
gliceraldeido) com DNA in vitro € obtida uma mistura diastereoisomérica do aduto
NZ2-(1-carboxietil)-2’-desoxiguanosina (CEdG) (figura 10) (SYNOLD et al., 2008;

VOULGARIDOU et al., 2011).
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Figura 10. N2-(1-carboxietil)-2’-desoxiguanosina (CEdG): principal resultado da interagdo do
metilglioxal (ou ainda glicose e gliceraldeido) com DNA (modificado de VOULGARIDOU et al., 2011).

1.4.2 Aumento do fluxo de glicose pela via dos polidis

O principal mecanismo proposto para explicar como a ativacdo da via do
poliol induzida pela hiperglicemia provoca dano tecidual € o aumento da
suscetibilidade ao estresse oxidativo causado pelo consumo de NADPH e redugéo
da concentragdo de agentes antioxidantes intracelulares (figura 11). A aldose
redutase é uma enzima oxido-redutase citosolica que catalisa a redu¢do de uma

variedade de compostos carbonilicos, como a glicose, a seus respectivos polidis. E
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encontrada em tecidos como nervos, retina, cristalino, glomérulos e células do
endotélio vascular. Como a aldose redutase apresenta baixa afinidade pela glicose
(alto km), em condigBes normoglicémicas sua principal funcdo € reduzir aldeidos
toxicos na célula em alcoois inativos. Nesse quadro, portanto, a via do poliol
representa pequena porcentagem no metabolismo da glicose. Porém, a partir do
aumento da captacdo celular de glicose na condicdo de hiperglicemia ocorre
elevacéo do fluxo de glicose nessa via, havendo a converséo enzimatica de glicose
a sorbitol pela aldose redutase, e posterior oxidacao a frutose pela enzima sorbitol
desidrogenase (SDH). No processo de converséo de glicose a sorbitol, a aldose
redutase consome o co-fator NADPH que € essencial no processo de regeneragao
de glutationa reduzida (GSH), ocorrendo a deplecdo desse agente antioxidante

(BRONWLEE, 2001; BROWNLEE; GIACCO, 2010).

Alcoois inativos

NAD + NADH
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Figura 11. Via dos poliéis (modificado de BROWNLEE, 2001).
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1.4.3 Ativacao de isoformas da proteina cinase C (PKC)

As proteinas cinases sdo enzimas que catalisam a fosforilacdo de proteinas
através da transferéncia de um grupo fosfato do ATP (adenosina tri-fosfato) e, em
casos excepcionais, de GTP (guanosina tri-fosfato), para treonina, serina (quinase
especifica para Ser/Tre) ou residuos de tirosina (quinase especifica para Tir). A
fosforilacdo destes residuos é responsavel por estimulos extracelulares e
intracelulares, que fornecem um mecanismo altamente eficiente para o controle da
atividade de proteinas. A familia de proteinas cinases C (PKC) de mamiferos
compreende 10 isoenzimas. Da mesma forma que é responsavel pela fosforilagdo
de proteinas, a PKC também sofre fosforilacdes antes de ser ativada, o que ocorre
durante sua translocacdo do citosol para a membrana da célula. Sua ativacao e
translocacao do citosol a membrana plasmatica ocorrem em resposta ao aumento
de DAG (diacilglicerol) in vivo (ou ésteres de forbol, in vitro). O DAG é derivado de
fontes como hidrolise de fosfatidilinositideos, metabolismo da fosfatidilcolina por
acéo de fosfolipases ou pela sintese “de novo”. A ativacdo da PKC promove
modulacdo na expressdo de genes (figura 12): a atividade das enzimas NADPH
oxidases é elevada, assim como ocorre 0 aumento na ativacdo do fator de
transcricdo NF-kB e da expressdo do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), enquanto que a expressdo da enzima o6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS) é diminuida, o que resulta no aumento do processo de angiogénese e
permeabilidade vascular no Diabetes mellitus (BRONWLEE, 2001; ROCHA et al.,

2006).
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Figura 12. Modificacbes estruturais e funcionais decorrentes da ativacdo da via DAG-PKC por
hiperglicemia. ET-1 = endotelina 1; eNOS = enzima 0xido nitrico sintase endotelial; VEGF = fator de
crescimento endotelial vascular; TGF-B = fator transformador do crescimento beta; PAI-1 = inibidor
do ativador de plasminogénio 1; NFkB = fator nuclear k-B; NAD(P)H= forma reduzida de NADP*;
ROS = espécies reativas do oxigénio (modificado de BROWNLEE, 2001).

1.4.4 Aumento no fluxo da via das hexosaminas

O aumento da glicose intracelular tem como consequéncia o aumento do
fluxo de frutose-6-fosfato, intermediario da via glicolitica, na via das hexosaminas,
gue promove a metabolizagédo final deste composto a uridina difosfato-N-acetil
glucosamina (UDP-GIcNAc), sendo sua formacdo em excesso responsavel por

modificacdes da expressao de genes, aumentando a producéo de citocinas



60

inflamatorias e fatores de transcricado (figura 13) (BRONWLEE, 2001; ROCHA et al.,

2006).
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Figura 13. Aumento do fluxo na via das hexosaminas. Glicose 6-P = glicose 6-fosfato; Frutose 6-P
= frutose 6-fosfato; Glucosamina 6-P = Glucosamina 6-fosfato; UDP-GICNAc = uridina difosfato-N-
acetil Glucosamina; GFAT = glutamina-frutose-6-fosfato aminotransferase; OGT = O-GIcNAc

transferase (modificado de BROWNLEE, 2001).

15 ERONSs e danos a biomoléculas

1.5.1 Espécies reativas do oxigénio e nitrogénio (ERONS)

Todas as formas de vida aerdbia estdo constantemente sujeitas ao efeito

oxidante dos metabdlitos reativos do oxigénio, uma vez que estas espécies sao
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produzidas durante o metabolismo aerdbico. As espécies reativas do oxigénio
(EROs) incluem os compostos quimicos radicalares ou ndo, formados durante a
ativacdo ou reducdo do oxigénio molecular. As espécies reativas do oxigénio
apresentam papel fundamental em diversas fungdes fisiologicas, incluindo a
sinalizacdo celular, expressdao génica e regulagdo da resposta imune, e
compreendem: os radicais superdoxido (O2™), hidroxila (*OH), peroxil (RO2) e alcoxil
(RO); as espécies nao radicalares peréxido de hidrogénio (H202), peroxinitrito
(ONOO ), oxigénio singlete (:AgO2), acido hipocloroso (HOCI) e ozbnio (O3); que
apresentam diferengcas no potencial de reatividade e tempo de meia-vida (DE
OLIVEIRA, 2012; RIBEIRO et al., 2005).

Desde quando os organismos passaram a utilizar o O2 para a respiracao, na
tentativa de impedir a acéo toxica das EROs, foram desenvolvidos os sistemas
antioxidantes, que minimizam os efeitos nocivos da oxidacdo excessiva nos
sistemas bioldgicos. Porém, quando ocorre alteracdo da sinalizacdo redox e do
controle das suas vias, € instalado o estado de estresse oxidativo. O sistema de
defesa antioxidante pode ser classificado por dois mecanismos distintos: enzimatico
e ndo enzimatico. O sistema enzimatico € composto pelas enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), e glutationa
redutase (GR). Entre os componentes do sistema ndo enzimatico atuam as
vitaminas A, C e E (retinol, ascorbato e tocoferol, respectivamente), carotenoides e
quelantes de metais (AUGUSTO, 2006; RABELO et al., 2010; RIBEIRO et al., 2005).

Quanto as fontes de espécies reativas do oxigénio, a mitocondria € o principal

local de producéo. Grande parte da energia produzida no organismo € gerada por
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meio de fosforilagcdo oxidativa, correspondente a cinco complexos enzimaticos: 0s
complexos de | a IV (cadeia de transporte de elétrons), que estdo envolvidos no
transporte de elétrons através de uma série de proteinas via reacfes de
reducdo/oxidacdo, tendo como destino final uma molécula de oxigénio. Em
circunstancias normais, o oxigénio €, entado, convertido em agua no complexo 1V, e
a energia é estocada e usada para a producdo de ATP no complexo V. Porém,
durante esse processo, cerca de 2 a 5% do oxigénio consumido pela mitocondria
no complexo IV é convertido em uma das varias espécies reativas do oxigénio. A
producédo de EROs e seus derivados ocorre ndo soO pela cadeia transportadora de
elétrons na mitocondria, mas também por multiplos sistemas enzimaticos, incluindo
ciclooxigenase, lipoxigenase, citocromo P-450, xantina oxidase (XO),
mieloperoxidase (MPO), 6xido nitrico sintase (NOS) e NADPH oxidase, sendo este
altimo complexo de destaque na formacdo de EROs, por ser responsavel, no
Diabetes mellitus, pela principal geracéo de anion superdxido (RABELO et al., 2010;
RIBEIRO et al., 2005).

As NAPH oxidases constituem uma familia de complexos enzimaticos
transmembrana, cuja fungdo biologica é gerar ROS, por catalisar a reducdo do
oxigénio molecular para anion superdoxido e perdoxido de hidrogénio em
compartimentos intracelulares e extracelulares. A NADPH oxidase € composta por
seis subunidades: duas proteinas transmembrana (p22phox e gp9l1phox), que
formam o flavocitocromo b558 e sdo formadoras do sitio catalitico da enzima; trés
proteinas citosolicas (p40phox, p47phox e p67phox); e uma GTPase (Racl ou
Rac2). A separacdo destes dois grupos de componentes em compartimentos

distintos garante a regulagdo do complexo enzimatico, e a ativagdo da enzima se
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da pela fosforilagcdo da proteina citoplasmatica p47phox, levando todo o complexo
citoplasmatico a migrar para a membrana e se associar ao citocromo b558. Sédo
conhecidas sete isoformas desse complexo enzimatico, que compreende as
subunidades cataliticas NOX1-5 (NADPH oxidase 1,2,3,4 e 5) e DUOX 1 e 2 (dual
oxidase 1 e 2). Estes sete complexos apresentam entre si diferencas quanto a
localizag&o nos tipos celulares, preferéncia por substratos e tempo de atividade.
Combinando a localizacdo diversificada das enzimas Nox na célula e a sua
justaposicdo com vias de sinalizacdo especificas, ocorre a modulagéo precisa dos
niveis de ROS para controlar os eventos de sinaliza¢ao celular dependentes destas
espécies quimicas. A exposicdo elevada a glicose, como ocorre durante a
hiperglicemia cronica, promove a ativagcdo do complexo NADPH oxidase pela
fosforilacdo da subunidade citosolica p47phox com sua subsequente translocacao
para a membrana, ativando o complexo e aumentando a producdo de espécies
reativas. A geracdo do anion superoxido pela NADPH oxidase também depende da
disponibilidade de equivalentes redutores, ou seja, do NADPH gerado na via das
pentoses (GHOULEH et al., 2011; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007; RABELO et

al., 2010).

1.5.2 Inflamacgé&o crdnica

Quando ocorre lesdo em tecidos, € desenvolvida uma resposta inflamatoria
aguda, caracterizada por calor, rubor, inchago, dor e perda parcial de funcéo
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007). Entretanto, quando a causa de tal inflamacao

persiste, como no caso do diabetes em que ocorre lesdo celular em diversos tecidos,
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€ desenvolvida a inflamacéo crbnica, tendo como caracteristicas principais o
acumulo e ativacdo de macrofagos, que contribuem para dano tecidual adicional
(KINDT, GOLDSBY, OSBORNE, 2008).

Como ilustrado na figura 14, fagdcitos ativados geram uma variedade de
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio que podem causar danos diretos a
todos os tipos de biomoléculas, além de alterar a fisiologia da célula. Esses
mediadores da inflamacgao participam de uma ampla gama de reacdes, incluindo
nitrosacdo, nitracdo, oxidacdo e halogenacgdo. Macréfagos ativados geram o6xido
nitrico (NO*®), que em baixas concentracdes (na ordem de nM), em condi¢cdes
normais (de ndo inflamac&o) é uma importante molécula sinalizadora e reguladora
dos sistemas cardiovascular, nervoso e imunolégico. Porém, a producédo de altas
concentragcdes de NO* (da ordem de uM) por macrofagos em locais de inflamagéo
€ considerada patolégica devido a interferéncia em vias de sinalizacdo do NO*® ou
por reacdes com oxigénio e superodxido (O27), gerando uma variedade de espécies
reativas de nitrogénio (LONKAR, DEDON, 2011).

A partir da auto-oxidagdo do NO*, é gerado o anidrido nitroso (N203), que é
considerado um agente de nitrosacao, enquanto que a reac¢ado de superoéxido (02")
com NO* leva a geracao de peroxinitrito (ONOO"), que na sua forma protonada sofre
lise rdpida para produzir radicais hidroxila ("OH) e o radical diéxido de nitrogénio
(NO2). A reacao adicional de peroxinitrito (ONOO") com diéxido de carbono leva a
formacdo de nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO2), que também sofre cisdo
homolitica para formar anion radical carbonato (CO3") e radical didxido de nitrogénio

(NO2). Os neutrdfilos, pela mediacdo da mieloperoxidase (MPO), contribuem para
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a inflamacéo com a geracao de acido hipocloroso (HOCI), que é um potente agente

de oxidacgao e halogenacdo (LONKAR, DEDON, 2011).
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Figura 14. Aspectos bioldgicos e quimicos da inflamagé&o cronica (modificado de LONKAR, DEDON,
2011).

1.5.3 Halogenacéo

A ativacdo de macréfagos, mondcitos e neutrofilos em tecidos inflamados
resulta na indugdo da heme proteina mieloperoxidase (MPO). Essa enzima gera
oxidantes reativos, que sdo responséveis pela defesa contra microorganismos

invasores a partir de oxidagao dos seus constituintes celulares. Um dos potentes
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oxidantes citotoxicos provenientes da a¢cdo da MPO é o acido hipocloroso (HOCI),
gue também promove o aumento significativo na lesédo celular, refletindo na
peroxidacéo lipidica, oxidacdo de proteinas e danos ao DNA. Foram identificados
como produtos de cloragio do DNA pelo HOCI os adutos 8-cloro-2’-
desoxiadenosina (8- CI-dA) e 8-cloro-2’-desoxiguanosina (8-Cl-dG), sendo este
ultimo recentemente detectado em DNA hepatico de ratos tratados com
lipopolissacarideo (LPS) e na urina de pacientes com carcinoma hepatocelular.
(ASAHI et al., 2010; BADOUARD et al., 2005; MASUDA et al., 2001; SASSA et al.,

2013).

1.5.4 Lesdes no material genético

Os mediadores quimicos reativos do estresse oxidativo sdo capazes de
danificar os &cidos nucleicos por duas vias. Uma envolve a reagéo direta com DNA
e RNA, pela nitrosacao, oxidacdo e halogenacdo; e a outra consiste em dano
indireto com formagé&o de adutos de DNA com eletrofilos gerados de outras reacdes
com &cidos graxos poli-insaturados (PUFAS), proteinas, lipideos e até mesmo com
0s proprios acidos nucleicos (figura 15). Além da indug&do de lesdes, o estresse
oxidativo contribui para a expressao anormal de genes, blogueio de comunicagéo
célula a célula e modificagdo de sistemas de mensageiros secundarios (LONKAR,

DEDON, 2010; REUTER et al., 2010).
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ERONs

Processo's celulares . ‘ Adutos de DNA
endégenos

- Peroxidacdo lipidica
- Metabolismo celular
- Glicagao

Figura 15. Danos induzidos pela interacdo do DNA com espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERONSs) (modificado de VOULGARIDOU et al., 2011).

1.5.5 Peroxidacdao lipidica

ERONSs muito reativas, como o radical hidroxila, sdo capazes de abstrair um
atomo de hidrogénio de um grupo bis alilico metileno em diferentes pontos da cadeia
de acidos graxos poli-insaturados (PUFA) de membranas celulares, em um
processo denominado peroxidagdo lipidica, resultando em hidroperéxidos e
produtos secundarios. Uma vez que esse processo € iniciado, se processa como
uma reacdo em cadeia mediada por radical livre, envolvendo iniciagao, propagacao
e término (Figura 16). A fase de iniciacdo é caracterizada pela abstragdo do atomo
de hidrogénio do &cido graxo poli-insaturado, que leva a formacdo de um radical
lipidico, sendo estabilizado por um rearranjo molecular, e depois adquire a estrutura
de dieno conjugado. A fase de propagacdo € caracterizada pela rapida adigdo de

uma molécula de oxigénio ao radical lipidico, levando a formacé&o do radical peroxil,
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que é capaz de reagir com outro acido graxo, iniciando nova cadeia de oxidagéo e
formando novo radical lipidico. O término da peroxidagéo lipidica ocorre quando o
radical lipidico e o radical peroxil produzidos na etapa anterior reagem entre si
gerando produtos ndo radicalares. A decomposicdo dos hidroperoxidos, além de
gerar radicais que propagam a peroxidacdo lipidica, resulta em produtos néo
radicalares (aldeidos, cetonas e epo6xidos, por exemplo) que sdo mais estaveis do
gue as espécies reativas que deram inicio ao processo, 0 que permite a sua difuséo
pela célula para reagir com proteinas e DNA (AUGUSTO, 2006; FERREIRA,
MATSUBARA, 1997; KLAUNIG et al., 2011; LOUREIRO, MASCIO, MEDEIROS,

2002).
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Bicamada lipidica da membrana

Proteina transmembrana
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Figura 16. Etapas de iniciagdo, propagacdo e término do processo de peroxidacdo lipidica

(modificado de HALIWELL, GUTTERIDGE, 2007).
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1.5.6 Dano oxidativo ao DNA

A frequéncia estimada de ocorréncia do dano oxidativo ao DNA é de 104
lesdes/célula/dia em humanos. Os radicais livres podem atacar tanto as bases
paricas como as pirimidinicas, assim como a desoxirribose da cadeia principal. Os
danos induzidos por interacfes de espécies reativas com as bases de DNA incluem
guebras de fitas, modificagbes de bases, modificagdo na desoxirribose e ligagéao
cruzada; além de ser possivel a reacéo de intermediérios de processo oxidativo de
proteinas e lipideos com o DNA, com posterior formacdo de adutos de DNA.
(HALLIWELL, GUTERIDGE, 2007; KLAUNIG et al., 2011).

Jé& foram identificadas ao menos 24 modificacfes de bases relacionadas com
ataque de ROS ao DNA. Dentre essas bases modificadas, um dos biomarcadores
de estresse oxidativo mais estudados in vitro e in vivo € a 7,8-diidro-8-oxo-2’-
desoxiguanosina (8-oxodG), que é formada a partir do ataque direto do radical
hidroxila ("OH) ou oxigénio singlete (1Ag02) a 2’-desoxiguanosina (dGuo). Os niveis
de 8-oxodG em diferentes tipos celulares em humanos e animais na situacao do
Diabetes mellitus se apresentaram elevados, indicando que a inducéo de estresse
oxidativo ocorre de forma generalizada na doenca. As evidéncias sobre os niveis
teciduais de 8-oxodG s&o na maioria derivadas de estudos com animais. Em ratos
induzidos ao DM por estreptozotocina, os niveis da lesdo se demonstraram mais
elevados, em comparagcdo aos animais controles, em tecidos como rim, figado,
coracao e retina. Estudos de células humanas mostraram um aumento dos niveis
de 8-oxodG no vitreo de pacientes com retinopatia diabética, em células

pancreéticas de pacientes com DM2 e em células endoteliais humanas isoladas
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expostas a elevadas concentragfes de glicose. Além dos estudos em células de
mamifero, as propriedades biolégicas da 8-oxodG também foram amplamente
investigadas em bactérias, sendo apresentada capacidade de mutagenicidade,
levando principalmente a transversées G - T (encontradas em genes supressores
de tumor e proto-oncogenes mutados) ou bloqueando o processo de transcri¢ao.
Evidencia-se ainda a importancia da lesdo 8-oxodG pela existéncia de mecanismos
de reparo especificos, capazes de identificar e remover esta lesdo do DNA
(BROEDBAEK etal., 2011; CADET, DOUKI, RAVANAT, 2008; DE OLIVEIRA, 2012;
KLAUNIG et al., 2011; LOUREIRO, MASCIO, MEDEIROQOS, 2002).

Os hidroperéxidos provenientes da peroxidagéo lipidica promovem danos ao
DNA a partir da sua decomposicao catalisada por metais, que gera radicais alcoxil
e peroxil, além de produtos secundarios, como os aldeidos. Os principais aldeidos
formados na peroxidagdo lipidica sdo o malonaldeido (MDA), 4-hidroxinonenal,
crotonaldeido (2-butenal) e acroleina (2-propenal). Por sua vez, esses aldeidos
geram lesdo ao DNA a partir da formacdo de adutos exociclicos, como
propanoadutos, adutos de MDA e etenoadutos. Os etenoadutos s&o adutos com um
anel de cinco membros. S&o estruturas geradas pela ligacdo de epodxidos reativos
provenientes de oxidagdo de aldeidos a,B-insaturados, com o DNA. Dentre os
adutos ja encontrados em amostras de DNA humano estdo 1,NS-eteno-2'-
desoxiadenosina (1,N®-edAdo) e 1,N%-eteno-2’-desoxiguanosina (1,N?-edGuo).
(GARCIA et al, 2010; MEDEIROS, 2009; NAIR, BARTSCH, NAIR, 2007).

A formacéo dos adutos 8-oxo-7,8-diidro-2’-desoxiguanosina (8-oxodG); 1,N®-
eteno-2’-desoxiadenosina (1,N8-edAdo); e 1,N?-eteno-2’-desoxiguanosina (1,N?-

edGuo) esta representada na figura a seguir.
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Figura 17. Formagé&o dos adutos 8-oxo-7,8-diidro-2'-desoxiguanosina (8-oxodG); 1,N¢-eteno-2"-desoxiadenosina (1,Né-edAdo); e 1,N2-eteno-2'-
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1.6 Inducao de DM em animais para experimentacao

Uma vez que estudos em humanos para compreensdo das alteracdes
metabdlicas causadas pelo DM acabam apresentando limitagdes, seja por razdes
éticas ou por multiplas variaveis de dificil controle, torna-se necessaria a utilizacdo
de modelo animal adequado para estudar tal doenca. Animais para experimentagao
tém sido extensivamente utilizados em pesquisas sobre o diabetes mellitus. Além
de promover a compreensdo dos mecanismos de patogénese e complicacoes
decorrentes da doencga, é possivel delinear estratégias preventivas e investigar os
possiveis tratamentos para pacientes diabéticos. A indu¢cdo do DM em animais tem
sido realizada principalmente a partir da administragdo de agentes quimicos [B-
citotoxicos como a aloxana e a estreptozotocina, que por sua semelhanca estrutural
com a glicose sao transportados para dentro da célula B através dos transportadores
GLUT 2. As células B do pancreas sdo mais sensiveis a acdo desses agentes
guimicos em relagéo a outros tipos celulares devido a sua baixa expresséo génica
de enzimas antioxidantes, o que confere a essas ceélulas alta capacidade em
acumular a droga e consequente suscetibilidade aos danos provocados pela
mesma. Embora os dois compostos apresentem a mesma seletividade téxica as
células beta do pancreas em roedores, 0s mecanismos de acéo citotoxica dos dois
compostos séo distintos (LENZEN, 2008; MATHEUS, LEITER, 2009)

A aloxana apresenta dois mecanismos distintos de acgdo. Primeiramente
promove a inibicéo seletiva da secrec¢éo de insulina induzida pela glicose a partir da

inibicdo da enzima glicoquinase, que funciona como um sensor para a entrada de



74

glicose nas células B. Dessa forma, uma vez inibida, ocorre a diminuicdo na
oxidacéo da glicose e respectiva formacéo de ATP. O segundo mecanismo de agéo
da aloxana é caracterizado pela geracdo de espécies reativas do oxigénio. Na
presenca de tidis intracelulares, especialmente a glutationa, a aloxana gera EROs
em uma reacao redox, que forma seu produto de redugéo, o 4cido dialdrico. A auto-
oxidacdo do &cido dialurico gera radical superoxido (O2"), peréxido de hidrogénio
(H202), e na etapa final de reacéo catalisada por ferro, radical hidroxila (OH), que é
responsavel pela morte das células beta devido a sua capacidade de defesa
antioxidante particularmente baixa (LENZEN, 2008).

A estreptozotocina (STZ) € uma glicosamina pertencente a classe das
nitrosoureias, originalmente derivada do micro-organismo do solo Streptomyces
achromogenes. A STZ foi identificada na década de 1950 e foi aprovada pelo Food
and Drug Administration (FDA) para o tratamento de cancer metastatico de células
das ilhotas pancreaticas devido sua capacidade de reduzir a secrecéo excessiva de
insulina pelos insulinomas. O tratamento clinico com estreptozotocina contra o
cancer envolve doses repetitivas e significativamente baixas, muito menores que a
necessaria para a inducao de diabetes em modelo animal € além disso as células 3
humanas apresentam-se resistentes a essa substancia. Esses dois fatores explicam
porque o diabetes ndo é um efeito colateral comum nos pacientes tratados com
estreptozotocina (LENZEN, 2008; SKUDELSKI, 2001).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar os danos provocados
as células 3 pancreaticas de ratos experimentais expostos a STZ. Sugere-se que 0

composto atua como agente alquilante sobre a estrutura do DNA por radical *CH3.

Além disso, o grupo N-metil-nitrosoureia inibe a atividade da enzima superéxido
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dismutase (SOD) permitindo o acimulo de EROs, como radical superdxido(O2*),
radical hidroxila (¢OH) e peroxido de hidrogénio (H202), que provocam elevacao na
peroxidagéo lipidica e diminuigdo na atividade das outras enzimas antioxidantes das
células B. O acumulo dessas espécies toxicas promove degradacdo do DNA
nuclear, e assim ocorre a ativacdo da poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1),
enzima reparadora de DNA, que utiliza como substrato a forma oxidada da
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+). A elevacédo da atividade desta enzima
provoca a deplecdo de NAD+ intracelular, levando a inibicdo do ciclo do acido
tricarboxilico e diminuicdo substancial do consumo de oxigénio pela mitocondria,
limitando a producéo de ATP, que resulta em apoptose celular. A administragéo de
STZ tem sido amplamente utilizada para a indugao de diabetes mellitus em animais.
Por se tratar de um modelo bem caracterizado do DM1, por apresentar oS principais
sintomas da doenca: polidipsia, polifagia, politria, perda de peso; assim como
insuficiéncia na producéo de insulina; é possivel estudar in vivo os mecanismos de
danos as biomoléculas provocados pela doenca, tais como estresse oxidativo,
glicacao avancada e inflamacao, que promovem o aparecimento das complicacbes

cronicas nos pacientes diabéticos (LENZEN, 2008; MATHEUS, LEITER, 2009;

SKUDELSKI, 2001).
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2. OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi avaliar o dano oxidativo e resultante de
glicagdo avancada em rim, figado, cerebelo, sangue e urina de animais
diabéticos, assim como a modulacdo do dano por diferentes periodos de
tratamento com insulina, a fim de verificar se o controle da glicemia nos animais

diabéticos protege contra a inducdo dos danos em biomoléculas.

Dessa forma foi desenvolvido o seguinte plano:

a. Sintese dos adutos de DNA (CEdG e 8-CldG) e respectivos
padrdes isotopicos.

b. Tratamento dos animais a partir da administracdo de
estreptozotocina em ratos da linhagem Sprague-Dawley para indugédo a DM e
posterior tratamento com insulina NPH (Humulin® N, Eli lilly).

C. Quantificagdo de malonaldeido em plasma, figado e rim; nitrito no
soro e creatinina no plasma e na urina.

d. Extracdo de DNA de figado, rins e cerebelo; e hidrélise enzimatica
imediatamente antes das analises.

e. Quantificacdo dos adutos 1,N%-edGuo, 1,N®-edAdo, 8-oxodG e
CEdG nas amostras de DNA.

f. Quantificacdo dos adutos 1,N%-edGuo, 1,N8-edAdo, 8-oxodG e
CEdG por HPLC-MS/MS em urina.

g. Analise da metilagdo global do DNA.
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Material e Métodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes

Todas as substancias empregadas neste trabalho foram do mais alto grau
de pureza disponivel comercialmente: Metanol e Acetonitrila, ambos grau HPLC,
foram obtidos da empresa Merck (Darmstadt, Alemanha); insulina Humulin® N
(NPH) da Eli Lilly (S&o Paulo, Brasil); os kits para a extragdo de DNA (Gentra
Puregene® Kit) foram fornecidos pela empresa QIAGEN Sciences (Mayland,
EUA); os kits para determinacao de creatinina e reagentes para quantificagcao de
hemoglobina glicada foram obtidos da Labtest (Minas Gerais, Brasil); isoflurano
foi obtido pela Abbott (Rio de Janeiro, Brasil); e a agua utilizada nos
experimentos e sistemas analiticos foi purificada por sistema MilliQ® (Millipore,
Bedford, EUA). Todos os outros reagentes utilizados foram provenientes da

empresa Sigma-Aldrich Co. (Saint Louis, EUA).

3.2 Equipamentos

3.2.1 Equipamentos basicos

Foram utilizados no decorrer deste trabalho: Balangca semi-analitica,
modelo FA210N (marca Bioprecisa, Jap&o); balanca analitica modelo AT261
(marca Mettler Toledo, EUA); pHmetro modelo PHS-3B (marca PHTEK, Brasil);
agitador de tubos modelo AP56 (marca Phoenix, Brasil); e agitador magnético

modelo 78HW-1 (marca Biomixer, Brasil).
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As centrifugacdes de tubos de 1,5 e 2 mL foram realizadas em
microcentrifuga modelo Mikro 120 (marca Hettich, Alemanha), e de tubos de 15
e 50 mL em centrifuga modelo 5702R (marca Eppendorf, Alemanha)
disponibilizada pela Profa. Dra. Tania Marcourakis (Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, FCF-USP, Sao Paulo, Brasil).

As incubagfes que necessitavam de aquecimento e agitagao foram feitas
em incubadora modelo Vortemp56 (marca Labnet, EUA), ou Termomixer R
(marca Eppendorf, Alemanha) e as incubages em banho-maria foram feitas em
banho modelo 245 (marca Cientec, Brasil).

Para as liofilizagdes foi utilizado um concentrador a vacuo da marca
miVAC (lpswich, UK) do tipo modular, composto por uma camara de
concentracao (quattro concentrator), um condensador de solvente (speed trap),

um modulo de controle de pressao e uma bomba de vacuo.

3.2.2 Espectrofotometros

Os espectros de absorbancia foram adquiridos em um espectrofotbmetro
modelo Libra S12 da Biochrom (Cambridge, Reino Unido). As leituras de
absorbéancia em UV/VIS para amostras cujo preparo foi realizado em placas para
cultura de células de 96 pocos foram conduzidas no espectrofotdmetro modelo
SpectraMAx 190® (marca Molecular Devices, USA) e os dados gerados foram
analisados pelo software SoftMax Pro verséo 5.4, disponibilizado pela Profa. Dra.
Tania Marcourakis (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, FCF-USP, S&o

Paulo, Brasil).
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3.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

3.23.1 HPLC-DAD

Todas as andlises e purificacdes realizadas com UV/VIS foram
conduzidas em um equipamento da Shimadzu Corporation (Kyoto, Japéo)
equipado com duas bombas LC-20AT, uma valvula FCV-20AH2, um detector de
arranjo de fotodiodos SPD-M20A, um auto-injetor (Proeminence SIL-20AC), e
um forno para colunas (CTO-10AS/VP) controlado por um médulo de
comunicacdo CBM-20A. Os dados foram processados pelo software LC-Solution
1.21. (Shimadzu, Japé&o). Os sistemas e respectivas condi¢des cromatogréficas

sdo descritos no decorrer de cada método.

3.23.2 HPLC-ESI-MS/MS

As andlises por ESI-MS/MS foram realizadas utilizando-se dois
espectrometros de massas disponibilizados no Instituto de Quimica da
Universidade de S&o Paulo (1Q-USP, S&o Paulo, Brasil) e descritos a seguir. A
otimizacdo do sistema e as condi¢des de eluicdo empregadas séo descritas no

decorrer de cada método.

ESI-MS/MS 1. O sistema analitico é constituido por HPLC da Shimadzu
Corporation (Kyoto, Japdo) equipado com duas bombas LC-20AD,uma vélvula
SPD-M20A, um detector de arranjo de fotodiodos DGU-20A/ 3R, um auto-injetor

(Proeminence SIL-20AC), e um forno para colunas (CTO-10AC) controlado por
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um moédulo de comunicacdo CBM-20A; acoplado ao espectrometro de massas
modelo AmaZon Speed (Bruker Daltonics), com fonte ESI, duplo funil de ions e
analisador tipo lon Trap, disponibilizado pela Profa. Dra. Marisa Helena Gennari

de Medeiros.

ESI-MS/MS 2. O sistema analitico € constituido por HPLC Agilent 1200
(Wilmington, DE, USA), equipado com uma bomba binaria (Agilent 1200
G1312B), uma bomba isocrética (Agilent 1200 G1310A), um forno para coluna
(Agilent 1200 G1316A), um detector de absorbancia de arranjo de diodos (Agilent
1200 DAD G1315C), e um injetor automatico (Agilent 1200 G1367C). O sistema
de HPLC é integrado a um espectrometro de massas Linear Quadrupole lon Trap
modelo 4000 QTRAP (Applied Biosystems/MDS Sciex Instruments, Foster City),

disponibilizado pelo Prof. Dr. Paolo Di Mascio.

3.3 Sintese, purifica¢&o e caracteriza¢do de adutos de DNA

Os adutos CEdG e 8-CldG foram preparados tendo como base o0s
métodos apresentados a seguir. Os padroes 8-oxodG e 1,N®-edAdo foram
provenientes da empresa Sigma-Aldrich Co. (Saint Louis, EUA); e 1,N?-edGuo,
assim como todos o0s respectivos padrbes internos foram sintetizados e

purificados pelo nosso grupo de pesquisa.
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3.3.1 Aduto N2-(1-carboxietil)-2’-desoxiguanosina (CEdG)

As etapas de sintese do aduto CEdG foram realizadas de acordo com
método desenvolvido por Synold et al. (2008), em que DL-gliceraldeido é
utilizado para geracdo de metilglioxal in situ por desidratagdo catalisada pela
guanina. Para tanto, DL-gliceraldeido (9,5 mg) foi adicionado a 10 mg de
desoxiguanosina, 12,3 mg de fosfato de potassio diidrogenado e 24 mg de
fosfato dissodico hidratado em 88 L de H20. Apos 14 dias de incubagéo a 40°C
foi obtida uma solucéo viscosa de coloragdo amarelo-avermelhada.

Em seguida o produto obtido foi purificado por sistema HPLC-DAD
utilizando o equipamento descrito no item 3.2.3.1 de Material e Métodos. A
condicdo cromatogréfica é descrita a seguir (Condi¢cdo Cromatogréfica 1). O
produto correspondente 8 CEJG, com Amax em 255 nm foi coletado e liofilizado
até o volume final de 1 mL. Aliquotas dessa nova solucdo foram injetadas
novamente no sistema HPLC-DAD, sendo utlizada a Condigcdo
Cromatografica 2 para a remocao do sal da amostra.

O pico com espectro de absorbancia correspondente a CEdG foi coletado,
seco e ressuspenso em 200 pL de &gua. A concentragdo foi determinada pela
intensidade de absorbancia em 255 nm (e2ssnm = 12300), a partir de solugéo
preparada em agua.

O padrdo interno foi obtido substituindo-se desoxiguanosina por [*°Ns]-
desoxiguanosina na reacgao, para sua posterior utilizagdo como padréo interno
na quantificagéo das lesdes.

A identidade e pureza isotopica do aduto foram confirmadas pelos

sistemas analiticos ESI-MS/MS 1 e ESI-MS/MS 2, descritos no item 3.2.3.2 de
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Material de Métodos, utilizando as Condi¢cbes Cromatogréaficas 3 e 4,

respectivamente.

Condicdo Cromatografica 1: Coluna Cromatogréafica Luna C18 (2) 250
mm x 4,6 mm, 5 um, (Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré-coluna C18 4,0
x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA), eluida com um gradiente de tampéao
acetato de aménio (50 mM, pH 7) (Bomba A) e acetonitrila (ACN) (Bomba B),
com fluxo de 1 mL/min, a 18°C. A concentragdo de ACN foi aumentada de O a
4% nos primeiros 5 minutos, de 4 a 6,5% nos proximos 30 minutos, mantida em
6,5% por 5 minutos e entdo levada a 100% para retirada de material residual da
coluna. A andlise do produto CEdG foi feita a 255 nm, com tempo de retencao

de aproximadamente 23-25 min.

Condicdo Cromatogréfica 2: Coluna Cromatogréfica Luna C18 (2) 250
mm x 4,6 mm, 5 um, (Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré-coluna C18 4,0
x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA), eluida com agua (Bomba A) e metanol
(Bomba B), com fluxo de 1 mL/min a 18°C. A concentracdo de metanol foi
aumentada de 10% a 100% durante os primeiros 45 minutos da corrida
cromatografica, sendo depois mantida em 100% durante 10 minutos para
retirada de material residual da coluna. A andlise do produto CEdG foi feita a 255

nm, com tempo de retengéo de aproximadamente 28-30 min.

Condicdo Cromatogréfica 3: Coluna cromatografica Luna C18 (2) 150

mm x 2 mm, 3 um, (Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré-coluna C18 4,0 x
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3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA), eluida com um gradiente de agua e 4cido
formico 0,1% (Bomba A) e Acetonitrila (Bomba B), com fluxo de 0,25 mL/min a
25°C. A concentracao de ACN foi iniciada em 5% e aumentada para 100% em

30 minutos.

Condicdo Cromatogréfica 4: Coluna cromatografica Luna C18 (2) 150
mm x 2 mm, 3 um, (Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré-coluna C18 4,0 x
3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA), eluida com um gradiente de agua e 4cido
formico 0,1% (Bomba A) e Metanol (Bomba B), com fluxo de 0,25 mL/min a 25°C.
A concentragdo de metanol foi iniciada em 8%, aumentada de 8% a 100% em
35 minutos e mantida em 100% durante os proximos 5 minutos, o que permite a

visualizag&o dos picos dos dois diasteroisdomeros.

3.3.2 Aduto 8-cloro-2’-desoxiguanosina (8-CldG)

As etapas de sintese do aduto 8-CldG foram realizadas de acordo com
método desenvolvido por Masuda et al. (2001), em que dG (1 mM) é
suplementada com nicotina (50 uM) em tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH
7,4). A reacéo foi iniciada pela adicdo de NaOCI (1 mM) a solugdo anterior a
temperatura ambiente (25°C) por 30 minutos e terminada pela adigcdo de
metionina (10 mM).

Em seguida o produto obtido foi purificado por sistema HPLC-DAD
utilizando o equipamento descrito no item 3.2.3.1 de Material e Métodos. Foi
utiizada a Condicdo Cromatografica 5 descrita a seguir. O produto

correspondente a 8-CldG, com Amax em 260 nm foi coletado e liofilizado até o
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volume final de 1 mL. Aliquotas dessa solugéo foram injetadas novamente no
sistema HPLC-DAD para melhor separagéao entre dGuo residual da reacao de
sintese e o aduto formado, sendo utilizada a Condi¢cdo Cromatogréfica 6.

O pico com espectro de absorbéncia correspondente a 8-CldG foi
coletado, seco e ressuspenso em 200 pL de &gua. A concentragdo foi
determinada pela intensidade de absorbancia em 260 nm (g2sonm = 15400), a
partir de solugdo preparada em tampéo fosfato pH 7,0.

O padréo interno foi obtido substituindo-se desoxiguanosina por [*°Ns]-
desoxiguanosina na reacgao, para sua posterior utilizagdo como padréo interno
na quantificagéo das lesdes.

A identidade e pureza isotopica do aduto foram confirmadas no sistema
analitico ESI-MS/MS 1, descrito no item 3.2.3.2 de Material de Métodos,

utilizando a Condicao Cromatogréfica 7.

Condicdo Cromatogréfica 5: Coluna Cromatogréafica Luna C18 (2) 250
mm x 4,6 mm, 5 um, (Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré-coluna C18 4,0
x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA), eluida de forma isocratica com agua
(Bomba A) e acetonitrila (ACN) (Bomba B) a 10%, com fluxo de 1 mL/min, a
18°C, sendo a concentragdo de ACN aumentada para 100% apenas em 15
minutos para retirada de material residual da coluna. A andlise do produto 8-

CldG foi feita a 260 nm, com tempo de retengdo de aproximadamente 6,5-8 min.

Condicdo Cromatogréfica 6: Coluna Cromatogréafica Luna C18 (2) 250
mm x 4,6 mm, 5 um, (Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré-coluna C18 4,0

x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA), eluida com um gradiente de agua
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(Bomba A) e acetonitrila (ACN) (Bomba B), sendo a concentragdo de ACN
aumentada de 0 - 15% nos primeiros 20 minutos, de 15 — 100% durante os
proximos 5 minutos e mantida em 100% até os 30 minutos da andlise
cromatografica, com fluxo de 1 mL/min, a 18°C. A andlise do produto 8-CIldG foi

feita a 260 nm, com tempo de retencao de aproximadamente 22-24 min.

Condicdo Cromatogréfica 7: Coluna cromatografica Luna C18 (2) 150
mm x 2 mm, 3 um, (Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré-coluna C18 4,0 x
3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA), eluida com um gradiente de agua e 4acido
formico 0,1% (Bomba A) e Metanol (Bomba B), com fluxo de 0,25 mL/min a 25°C.
A concentragédo de metanol foi iniciada em 8%, aumentada de 8% a 100% em

35 minutos e mantida em 100% durante os préximos 5 minutos.

3.4 Protocolo de tratamento dos animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) machos da linhagem Sprague-
Dawley fornecidos pelo Biotério de Producé@o e Experimentacdo da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de S&o
Paulo. O estudo utilizando animais de laboratério foi previamente aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas/USP, protocolo CEUA/FCF/347. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal,
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). O

certificado de aprovagéo consta no anexo 1.
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Os animais foram alocados em pares nas gaiolas durante todo o
tratamento, sendo separados em gaiolas metabdlicas apenas para coleta de
urina um dia antes da eutanasia de cada grupo. Todos 0s animais tiveram acesso
a 4gua e a racdo comercial padrao (Nuvilab CR-1) ad libitum.

A sala de experimentacdo do biotério foi mantida em temperatura média
de 20 = 3°C, ciclos alternados 12h claro/12 h escuro (com as luzes acesas das
7:00 — 19:00 h), umidade relativa de 55% e trocas de ar de 15-20 trocas/hora.

Para inicio de qualquer procedimento com o0s animais respeitou-se o
periodo de duas semanas de adaptagdo e aclimatacdo ao novo ambiente.

Foram utilizados animais com 8 semanas de vida, com peso corporeo
superior a 250 g.

Dessa forma, os animais foram divididos em 7 grupos para estudo. A
descricdo de cada grupo e o esquema de tempo referente ao tratamento dos

animais (Figura 18) sé@o apresentados a seguir.

v Grupo CTL 6 sem: Animais sadios (controles) eutanasiados 6
semanas apos administracédo de solucao salina;

v Grupo STZ 6 sem: Animais induzidos a diabetes eutanasiados 6
semanas apos a confirmacao do diabetes;

v Grupo INT 6 sem: Animais que ap0s a administracdo de STZ
apresentaram hiperglicemia, mas néo suficiente para serem classificados como
diabéticos, sendo portanto sua glicemia classificada como intermediaria.
Permaneceram sem tratamento e a eutanasia foi realizada 6 semanas apos a

confirmacéo do diabetes;
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v Grupo INS 6 sem: Animais tratados com insulina por 6 semanas
apos 72h da inducao ao diabetes a partir da administracédo de STZ;

v Grupo INS 2 sem: Animais induzidos a diabetes que foram tratados
com insulina 2 semanas apés 4 semanas da confirmacgéo do diabetes;

v Grupo CTL 7d: Animais sadios (controles) com eutanasia 10 dias
apos injecao de solucgédo salina;

v Grupo STZ 7d: Animais induzidos a diabetes com eutanasia 10

dias apo6s a confirmacgéo do diabetes.

Ratos
Sprague-Dawley

Machos
8 semanas de vida

- (o \* 22 32 N
12 semana

52
Dia 0

; 2 semana
- Confirmacdo
do DM Eutanasia dos

semana semana

v

42 semana

Inicio da

- Inicio da animais dos insulinoterapia do
Adm. i.v. de insulinoterapia grupos STZ 7d grupop 62 semana
STZ / solugao salina no grupo INS 6 eCTL7d INS 2 sem Eutandsia dos grupos
sem CTL 6 sem

INT 6sem
STZ 6 sem
INS 6 sem
INS 2 sem

Figura 18. Esquema de tratamento dos grupos CTL 7d, STZ 7d, CTL 6 sem, STZ 6 sem, INT 6
sem, INS 2 sem e INS 6 sem.

3.4.1 Inducéo ao Diabetes mellitus

Para a inducdo de DM tivemos a colaboracdo da Dra. Ana Mara de
Oliveira e Silva, que trabalhou com ratos diabéticos em seu mestrado e
doutorado no grupo de Pesquisa do Prof. Jorge Mancini Filho (Departamento de

Alimentos e Nutricdo Experimental, FCF/USP). O grupo utiliza o protocolo de
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administragéo de 40 mg/kg de STZ por injegdo intravenosa (pungdo da veia
peniana).

Para a solubilizagdo da estreptozotocina (Sigma, Saint Louis, MI), foi
utilizada solug&o salina 0,9% como descrito por Wiceniewski et al. (2003) ao
invés de tampéo citrato de sédio 0,1 M. Essa decisdo foi tomada porque o
tampé&o citrato possui pH acido (pH 4,5) e ja foi comprovado que a injecdo de
solugBes acidas no organismo, principalmente pela via subcutanea, provoca dor
e pode causar necrose quando em contato com o epitélio (KARGES et al., 2006),
0 que poderia acontecer caso a solugéo de estreptozotocina em tampéo citrato
nao fosse administrada com éxito. Nosso grupo decidiu entdo evitar que 0s
animais passassem por esse risco de forma desnecessaria.

Dessa forma, ap0s 0s animais serem submetidos ao jejum por 12 horas,
recebendo agua ad libitum, foram anestesiados com Forane® (Isoflurano 4%;
Abbott, Rio de Janeiro, Brasil) através de um sistema adaptado de nebulizacéo
desenvolvido pelo Biotério de Producdo e Experimentacdo da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo.
Cada animal foi exposto ao isoflurano por menos de 1 min, uma vez que séo
rapidas a indugdo e, particularmente, a recuperacdo da anestesia por essa
substancia (NEVES et al, 2013).

Posteriormente foram administrados 40 mg/kg de peso corpéreo de
estreptozotocina (dose Unica) em cada animal (SILVA, 2011) preparada na forma
de solucdo (50 mg de STZ em 1 mL de soluc&o salina 0,9%) imediatamente

antes da aplicacao.
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A glicemia de cada animal foi controlada por Kit de monitoramento da
glicose (Breeze 2, Bayer) dentro das 72 h apés a injecdo de STZ, periodo em
que se estabelece a hiperglicemia referente & indu¢éo do DM.

E importante ressaltar que a glicemia de todos os animais foi medida logo
que foram fornecidos pelo biotério, antes de qualquer procedimento para a
inducédo do diabetes, a fim de confirmar que se encontravam na condi¢cao
normoglicémica; e que os animais do grupo controle (ndo diabético) foram
submetidos aos mesmos procedimentos, tendo recebido apenas o veiculo por

via intravenosa.

3.4.2 Monitoramento glicémico

Para a determinagédo da glicemia foi realizada a coleta de uma gota de
sangue da cauda de cada animal a partir de um pequeno pique com agulha e
posterior contato direto da gota de sangue com a tira reagente do kit de
monitoramento. Os valores glicémicos detectados pelo kit estdo na faixa de 10
mg/dL a 600 mg/dL, sendo que os valores abaixo do valor minimo séo indicados
no monitor como “LO” (Low value) e os acima do superior como “HI” (High value).

A glicemia de todos animais foi monitorada diariamente dentro das 72h
apos a injecdo de STZ (grupos de animais diabéticos) ou de solucédo salina
(grupos de animais sadios/ controle) para confirmacdo de DM ou de condigéo
normoglicémica (como descrito anteriormente no item 3.4.1 de Material e
Métodos). O monitoramento diario foi mantido nos 5 dias posteriores para
averiguacao do protocolo de insulinoterapia, iniciado no grupo INS 6, a fim de

que a administracéo de insulina NPH resultasse na condicdo normoglicémica do
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grupo. ApGs esse periodo, o monitoramento glicémico foi realizado uma vez por
semana durante os procedimentos, sendo todas as medi¢des citadas realizadas
no periodo vespertino (entre 14-15h). A Ultima medicdo foi realizada

anteriormente a eutanasia de cada animal.

3.4.3 Administragédo de insulina

O tratamento precoce com insulina nesse trabalho teve como objetivo
alcancar a condicdo normoglicémica dos animais o mais breve possivel, entdo a
aplicacéo da insulina foi iniciada logo apds 72h de administracdo de STZ, sendo
esse periodo o correspondente a Ultima fase do processo de inducdo do DM,
caracterizado por niveis glicémicos proximos a 16 mmol/L (300 mg/dL).

Utilizou-se o protocolo de insulinoterapia de Fang et al. (2012), no qual a
glicemia dos animais é mantida abaixo de 8 mmol/L (equivalente a 144 mg/mL)
durante 8 semanas, a partir de tratamento precoce do diabetes mellitus induzido
por STZ em ratos Sprague-Dawley machos com 7-8 semanas de vida.

Para tanto, foram administradas de 6-10 Ul de Insulina NPH (Humulin N,
Eli Lilly) fracionadas durante o dia, por via subcutanea na area dorsolateral do
pescoco. Os horarios de fracionamento das unidades de insulina administradas
nao foram apresentados no trabalho citado. Portanto, foi seguido o protocolo de
controle dos niveis glicémicos em que a dose total diaria € dividida em 1/3 na
parte da manh& (07h30min — 08h) e 2/3 na parte da tarde (16h — 17h)
(HAUGHTON, DILLEHAY, PHILLIPS, 1999; MATHEUS, LEITER, 2009;

OKAMOTO et al., 2011;).
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Para o inicio do tratamento foram administradas 10 Ul de insulina
NPH/dia, que representa a maior dose do protocolo de Fang et al. (2012). Porém,
devido a resposta rapida dos animais frente a essa dosagem, representando
risco de hipoglicemia (abaixo de 60 mg/dL) (HAUGHTON, DILLEHAY, PHILLIPS,
1999), a dose foi ajustada logo no quarto dia de tratamento com insulina, sendo
utilizada enté@o a dose de 6 Ul/dia. Foram, portanto, administradas 2 Ul as 7h30
e 4 Ul as 16h até o final do tratamento de 6 semanas.

Para que todos os animais tratados recebessem a mesma quantidade de
insulina nos primeiros dias de tratamento, utilizou-se no grupo INS 2 sem
(administracé@o de insulina por 2 semanas apds 4 semanas sem tratamento), o
mesmo protocolo: 10 Ul somente nos trés primeiros dias de tratamento e

posterior dose diaria de 6 Ul até o fim do mesmo.

3.4.4 Peso corpéreo dos animais

O peso corpéreo dos animais foi obtido antes das 12h de jejum para
injecéo i.v. de STZ (para indugdo de DM) ou de solugéo salina (grupos controle);
no dia da inducdo para calculo de dose individual para cada animal
(considerando a dose de 40 mg/kg de peso corpéreo); e desse momento em
diante uma vez por semana. A Ultima pesagem foi realizada anteriormente a

eutanasia de cada animal.
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3.45 Coletade urina

Para a coleta de urina os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas
individualizadas, confeccionadas em aco inoxidavel (25 cm comprimento x 22 cm
largura x 22 cm altura). A coleta foi realizada apenas no dia anterior & eutanasia
de cada animal pelo periodo de 10 h. Todos os animais tiveram livre acesso a
agua e a racdo padrdao. ApOs a coleta, a urina foi congelada a -80°C e

armazenada para posterior analise.

3.4.6 Condic¢Oes da eutanasia

Apls serem submetidos a jejum de 6 horas, os animais foram
anestesiados por via intraperitoneal com uma solucdo de cetamina (75 mg/kg;
Syntec, Hortolandia, SP) associada a xilazina (10 mg/kg; Syntec, Hortolandia,
SP) em uma proporcao de 2:1 (v:v). A anestesia € atingida ap6s um periodo de
laténcia de 2 a 5 minutos com periodo habil de 30 minutos para duracéo de seu
efeito. Apds a anestesia profunda, foi realizada coleta de sangue terminal por
puncdo da aorta abdominal e os 6rgaos foram coletados e imediatamente
congelados em gelo seco apds lavagem em solugdo salina. As estruturas
encefalicas foram dissecadas sobre uma placa de petri gelada coberta por papel
de filtro embebido em solugéo salina gelada e congeladas em gelo seco. Todos
0s Orgdos e estruturas foram armazenados em freezer a -80°C até o preparo das

amostras.



95

3.5 Avaliacdo de nitrito sérico

A determinacéo de nitrito no soro foi realizada pela reagéo de Griess. Em
uma placa de 96 pocos foram pipetados 100 pL das amostras (ou padrbes da
curva) e 100 pL do Reagente de Griess (sulfanilamida 1% e a-naftiletilenamida
0,1%; 1:1) recém-preparado. Apos 10 min de incubacdo em temperatura
ambiente, a absorbancia de cada amostra foi determinada em espectrofotdbmetro
com comprimento de onda de 540 nm. A concentragdo de NO2 das amostras
foi determinada a partir de uma curva padrédo com valores entre 1 pM e 200 pM

de NaNO2 e agua como branco.

3.6  Anédlise de creatinina plasmética e urinéria

As andlises foram realizadas utilizando-se kit de Creatinina K da Labtest
(Lagoa Santa, Minas Gerais), com leitura de absorbancia em 520 nm pelo
Analisador Bioquimico Labmax 240, sendo o equipamento disponibilizado pela
Profa. Silvia Cozzolino (Departamento de Alimentos e Nutrigdo Experimental,
FCF/USP). Para a andlise de creatinina plasmatica ndo existe a necessidade de
preparo da amostra e foram utilizados 200 pL de plasma; e para creatinina
urinaria realizou-se uma diluicdo da urina em agua (1:25) para 2 mL totais de

amostra. Os resultados sdo expressos em mg/dL.



96

3.7 Determinagdo de malonaldeido em plasma

3.7.1 Preparo das amostras

O método se baseia na reacdo de MDA com &cido tiobarbitarico (TBA),
que produz o aduto de cor rosa, MDA - (TBA)2, determinado por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC/DAD), com detecc¢édo por absorbancia a 532 nm.

Em 250 pL de plasma foram adicionados 36 pL de hidroxitoluenobutilado
(BHT) (0,2 % em etanol) e 12,5 pL de NaOH 10 N. Apoés incubacéo a 60 °C por
30 minutos sob agitagdo, foram adicionados 1500 pL de uma solugéo contendo
7,2% de é&cido tricloroacético e 1% de iodeto de potassio. A solugéo foi mantida
em gelo por 10 minutos para precipitacéo das proteinas e centrifugada a 1000 x
g por 10 minutos. O volume de 1000 pL do sobrenadante foi coletado, transferido
para tubo com tampa rosqueavel, adicionado a 500 pL de solugédo de acido
tiobarbiturico (0,6% em agua) e aquecido a 90 °C por 45 min sob agitagdo. O
produto gerado foi extraido com n-butanol (250 pL) sob agitagdo vigorosa
(vortex) por 15 segundos e centrifugac@o a 2000 rpm por 10 min.

Uma curva de calibragdo no intervalo de 0,5 a 10 uM de MDA em tampao
fosfato (50 mM, pH 7,0) foi processada em conjunto com as amostras para
possibilitar a quantificacdo. A curva foi construida a partir de uma solucéo
estoque de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP) (Sigma, Saint Louis, Ml), que em
condigbes &cidas sofre hidrolise e promove a liberagdo de malonaldeido. Uma
solugdo estoque foi preparada a partir de 22 pL de TMP adicionados a &cido

sulfarico (H2S04) a 1% para o volume final de 10 mL, com posterior incubagéo
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por 2 horas, a temperatura ambiente e protegido de luz. A segunda diluicdo é
preparada a partir de 34 pL da solugéo obtida, adicionados a H2SOa4 a 1%, para
o volume final de 10 mL. A concentragéo foi determinada pela intensidade de

absorbancia em 245 nm (g24snm = 13700) contra um branco de H2S04 a 1%.

3.7.2 Sistema analitico

Aliquotas de 50 pL da fase n-butandlica foram injetadas no sistema
analitico de HPLC-DAD descrito no item 3.2.3.1 de Material e Métodos,

utilizando-se a Condicdo Cromatografica 8 descrita a seguir.

Condicdo Cromatogréfica 8: Coluna cromatografica Luna C18 (2) 150
mm x 4,6 mm ID, 5 um (Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré-coluna C18
4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA) eluida com 65% de tampé&o fosfato
de potassio 50 mM pH 7,0 e 35% de metanol a um fluxo de 1 mL/min por 10 min.
A andlise do produto MDA-(TBA): foi feita a 532 nm, com tempo de retencdo de

aproximadamente 6 min.
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3.8 Determinagdo de malonaldeido em figado e rins

3.8.1 Preparo dos homogenatos

Os tecidos foram homogeneizados em homogeneizador tipo Potter-
Elvehjem, em banho de gelo, na propor¢céo de 50 mg de tecido para 500 pL de
solucdo salina fosfato tamponada (PBS) pH 7,0 e 72 pL de hidroxitolueno

butilado (BHT) 0,2%.

3.8.2 Preparo das amostras

Em 100 pL de homogenato, foram adicionados 10 pL de hidroxido de
sédio (NaOH) 4 M. Apoés incubacdo a 60°C por 30 minutos sob agitacdo (100
rpm), adicionou-se 150 pL de acido sulftrico (H2SO4) 1% e a amostra foi
centrifugada por 10 min a 16000 g. Posteriormente as amostras permaneceram
no gelo por 5 min e o volume de 175 pL do sobrenadante foi coletado e
transferido para novo tubo. Foram adicionados 25 pL de dinitrofenilhidrazina
(DNPH, 1 mg/mL em HCI 2M) e a amostra foi incubada por 30 min em
temperatura ambiente, sob protecéo de luz. Uma curva de calibragdo no intervalo
de 0,5 a 10 pM de MDA em tampaéo fosfato (50 mM, pH 7,0) foi processada em
conjunto com as amostras para possibilitar a quantificagdo. O método foi

validado no laboratério pelo bolsista de Pds-Doutorado Tiago Franco de Oliveira.



99

3.8.3 Sistema Analitico

Da solugéo final obtida, séo transferidos 150 pL para o vial e injetados 100
pL no sistema HPLC/PDA descrito em 3.2.3.1 de Material e Métodos, sendo

utilizada a Condicdo Cromatogréfica 9.

Condicdo Cromatogréfica 9: Coluna cromatografica Luna C18 (2) 150
mm x 4,6 mm ID, 5 um (Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré-coluna C18
4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA) eluida com um gradiente de agua e
acido acético 0,2% (Bomba A) e ACN com acido acético 0,2% (Bomba B).
Utilizou-se o seguinte gradiente: 0-28 min, 20-100% B; 28-30 min, 100 a 20% B;
30-40 min, 20% B; fluxo de 1 mL/min a 30°C. A andlise do produto MDA-DNPH

foi feita a 306 nm, com tempo de retencdo de aproximadamente 21,5-22 min.

3.8.4 Quantificagdo de proteinas

A determinagdo da concentracdo de proteinas em figado e rins foi
realizada utilizando-se o método de Bradford (1976), utilizando o kit da Bio-Rad
(kit I, n° 500-00020) de acordo com o protocolo do fabricante. O principal
componente do reagente de Bradford € o corante Coomassie Brilliant Blue G-
250, que em meio acido forma um complexo com proteinas, sendo possivel a
leitura de sua absorbancia no comprimento de onda de 595 nm. A quantificagéo
de proteinas presentes nas amostras foi obtida a partir de uma curva padréo de

albumina no intervalo de 0 a 40 pg/mL.
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3.9 Quantificagcdo de Hemoglobina Glicada (HbAlc)

O método foi padronizado no laboratério pelos bolsistas Antonio Anax
Falcdo de Oliveira (doutorado) e Tiago Franco de Oliveira (pés-doutorado) a

partir de modificagdes do método de Jeppsson et al. (2002).

3.9.1 Preparo das amostras

Aliquotas de 100 pL de hemécias foram lavadas com 1 mL de solucédo
salina e ap6s homogeneizacéo as amostras foram centrifugadas a 500 g por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e repetiu-se 0 mesmo procedimento. Ao
pellet de células formado adicionou-se novamente 1 mL de solucdo salina,
homogeneizando os tubos levemente por inversdo, sem desprender as células,
e a seguir os mesmos foram incubados em banho-maria a 37°C por 4 horas, com
0 proposito de remover a pré-HbAlc (base de Schiff). Finalizado o periodo de
incubacédo, o sobrenadante foi descartado e preparou-se o hemolisado com a

adicdo de 1 mL de 4gua deionizada e posterior homogeneizacéo.

3.9.2 Determinac¢éo de hemoglobina total

Hemoglobina total foi quantificada utilizando-se kit comercial (Labtest®).
Uma aliquota de 10 pL do hemolisado foi adicionada em 2,5 mL de reagente de
cor. Os tubos foram agitados em vortex e apds 5 minutos determinaram-se as

absorbéncias a 540 nm em leitor de placa. O mesmo procedimento foi realizado
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com 1 pL de uma solugdo padrdo de hemoglobina (Labtest®). O célculo da
concentracdo de hemoglobina total foi realizado utilizando-se as médias das
absorbéncias de cada amostra e um fator de corre¢do, com base nas instrugoes

do fabricante.

3.9.3 Clivagem enzimética

A uma aliquota do hemolisado, correspondendo a 50 pg de hemoglobina
total, foram adicionados 2,5 pL de uma solucdo de endoproteinase Glu-C (200
pg/mL) e completou-se o volume para 100 pL com tampéao de digestéo (acetato
de amonio, pH 4,3). As amostras foram incubadas a 37°C, 70 rpm, por 18 horas.
Uma vez transcorrido o periodo de incubacéo, a digestéo foi interrompida pelo
congelamento das amostras a -20°C. Imediatamente antes da analise, as

amostras foram descongeladas e centrifugadas a 12.200 g por 2 min.

3.9.4 Sistema analitico

Aliquotas de 15 pL foram injetadas no sistema HPLC-ESI-MS/MS 1
descrito em 3.2.3.2 de Material e Meétodos seguindo a Condicéo
Cromatografica 10. As andlises foram realizadas em modo positivo e
considerou-se que durante a ionizagdo as moléculas de interesse sao
duplamente protonadas. Portanto, as massas observadas corresponderiam a
massa da molécula adicionada a 2 protons e dividida por 2 (m/z). Sendo assim,
0s ions com m/z = 392 e m/z =473,2, correspondendo ao heptapeptideo néo

glicado e glicado, respectivamente, foram monitorados para quantificagéo.
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Condicdo Cromatogréfica 10: Coluna Cromatografica Luna C18(2) (150
x 2.0 mm i.d., 3.0 um, 100A Phenomenex) eluida em um gradiente de &cido
trifluoroacético 0,025% em &gua (bomba A) e acido trifluoroacético 0,023% em
acetonitrila (bomba B), seguindo o gradiente: 0-3 min, 7% B; 3-19 min, 7-20% B;
19-21 min, 20-100% B; 21-25 min, 100% B; 25-27 min, 100-7% B; 27-37 min, 7%

B. O fluxo da fase movel foi de 0,2 mL/min e temperatura de 35°C.

3.10 Extracdo de DNA de figado, rins e cerebelo para quantificagéo

das lesdes

Amostras de DNA foram extraidas utilizando-se o método modificado
descrito a seguir para evitar a formacgao artefatual de 8-oxodG e CEdG durante
0 processo de extracdo, como relatado por Synold et al. (2008).

As extracdes de DNA de figado e rins dos animais foram realizadas da
seguinte forma: para cada 1 g de tecido a ser analisado foram adicionados 10
mL de solugdo de lise de células (GentraPuregene® Kit) contendo 0,5 mM de
desferoxamina/10 mM de D-penicilamina e 150 pL de proteinase K (20 mg/mL).
ApOs homogeneizacdo e incubagdo & temperatura ambiente por 1 noite,
adicionaram-se 40 pL de RNAse A (15 mg/mL) e as amostras foram incubadas
por 2 horas em temperatura ambiente ao abrigo de luz. Posteriormente
adicionaram-se 5 mL de solugéo de precipitacdo de proteinas (GentraPuregene®
Kit), a amostra foi agitada vigorosamente e centrifugada por 10 minutos a 2000
x g. Em seguida o sobrenadante foi vertido sobre 10 mL de isopropanol gelado
para precipitagdo do DNA. O DNA precipitado foi entéo transferido para 4 mL de

solucédo de tampéo Tris 10 mM e desferroxamina 1 mM (pH 7), contendo 10 mM
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de D-penicilamina, e apds completa solubilizagédo por agitagéo, adicionou-se 4
mL de uma solugéo cloroférmio/alcool isoamilico 4%. Apds agitacéo vigorosa, a
amostra foi centrifugada por 10 minutos a 2000 x g. O sobrenadante foi coletado
e a extracdo com cloroférmio/alcool isoamilico 4% foi repetida mais duas vezes.
Foram adicionados entéo 400 pL de NaCl 5 M e solugéo gelada de etanol 100%
e inverteu-se os tubos até completa precipitacdo do DNA. Apos centrifugacao
por 10 minutos a 2000 x g, o sobrenadante foi desprezado e o DNA precipitado
foi lavado com 8 mL de etanol 70% e mais uma vez centrifugado por 10 minutos
a 2000 x g, sendo essa etapa repetida por mais duas vezes. Descartou-se 0
sobrenadante e o precipitado de DNA foi seco ao ar. Em seguida foram
adicionados 400 pL de desferroxamina 0,1 mM, contendo 10 mM de D-
penicilamina e os tubos foram mantidos sob refrigeragéo por 1 noite.

Apls completa solubilizacdo do DNA, aferiu-se a concentracdo da
amostra com leitura de absorbancia em 260 nm e a pureza foi obtida pela razéo
das absorbancias em 260 e 280 nm. As amostras de DNA foram congeladas a —
20 °C para posterior hidrolise imediatamente antes das andlises.

No caso da extracdo de DNA de estruturas do SNC, foi possivel ter éxito
apenas com cerebelo, por ser a maior estrutura disponivel (~ 300 mg). Foi
utilizada uma etapa de lise das células e precipitacdo dos nucleos utilizando
tampé&o A (320 mM sacarose, 5 mM MgClz, 10 mM Tris, 0,1 mM desferoxamina,
1% Triton X-100 em pH final de 7,5) (RAVANAT et al, 2002), sendo incluido 10
mM da solucdo de D-penicilamina em dois momentos do protocolo: na solugéo
de lise das células e na solugéo de estocagem com desferoxamina a fim de evitar
formacdo artefatual de lesdes. Portanto, para 300 mg de tecido foram

adicionados 6 mL de tampéo A. Apés homogeneizacéo, centrifugou-se a amostra
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a 1500 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Repetiu-se o
procedimento. Entdo, adicionou-se ao pellet formado, 3 mL da solugédo de lise de
células (GentraPuregene® Kit) contendo 0,5 mM de desferoxamina/10 mM de D-
penicilamina. Apos completa dissolugdo do precipitado adicionou-se 105 pL de
SDS 10% e os tubos foram invertidos por 20 vezes. Em seguida foram
adicionados 42 pL de proteinase K (20 mg/mL), inverteu-se os tubos 25 vezes e
as amostras foram incubadas a 37°C por 1 hora. Foram entéo adicionados 12 pL
de RNAse A e as amostras foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente
ao abrigo de luz. Posteriormente foram adicionados 1,5 mL da solugéo de
precipitacdo de proteinas (GentraPuregene® Kit), agitou-se a amostra
vigorosamente e centrifugou-se por 10 minutos a 2000 x g. Em seguida o
sobrenadante foi vertido sobre 10 mL de isopropanol gelado para precipitacédo
do DNA. O DNA precipitado foi entdo lavado com 10 mL de etanol 70% e mais
uma vez centrifugado por 10 minutos a 2000 x g, sendo essa etapa repetida por
mais uma vez. Descartou-se o sobrenadante e o precipitado de DNA foi seco ao
ar. Em seguida adicionou-se 400 pL de desferroxamina 0,1 mM, contendo 10
mM de D-penicilamina e os tubos foram mantidos sob refrigeragéo por 1 noite.

Apls completa solubilizacdo do DNA, aferiu-se a concentracdo da
amostra com leitura de absorbancia em 260 nm e a pureza foi obtida pela razéo
das absorbancias em 260 e 280 nm. As amostras de DNA foram congeladas a —
20 °C para posterior hidrolise imediatamente antes das andlises.

N&o houve éxito na extragdo de DNA das estruturas de cortex pré-frontal
e hipocampo (SNC), assim como de leucdcitos, uma vez que foi obtida

quantidade insuficiente de DNA para as respectivas analises.
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3.11 Hidrélise enzimatica do DNA

Para a analise de adutos em figado, rim e cerebelo, a aliquotas
correspondentes a 150 pg de DNA, adicionou-se agua deionizada para volume
final de 200 pL. Foram adicionados 7,5 pL de tampé&o Tris-HCI/MgCl2 200 mM
(pH 7,4), 1,4 pL de solugéo contendo os padrdes isotépicos [*°Ns] 8-oxodG (2000
fmol/ pL) e [**Ns] CEdG (250 fmol/ uL), e 6 pL (15 unidades) de DNAse I. As
amostras foram incubadas a 37°C, 90 rpm por 1 hora. Apdés a incubacéo foram
adicionados 6 pL (0,006 unidades) de fosfodiesterase | e 7,5 pL (15 unidades)
de fosfatase alcalina, sendo as amostras entdo novamente incubadas a 37°C,
com agitacdo de 90 rpm por 1 hora. Finalmente as amostras foram centrifugadas
a 14000 x g por 10 minutos. Aliquotas de 10 pL do sobrenadante foram retiradas
para quantificacdo de desoxinucleosideos (dCyd, dAdo e dGuo) e 5-mdC
(metilag&o global do DNA) por HPLC-DAD (item 3.12 de Material e Métodos) e o
volume restante foi reservado para quantificacdo das les6es 8-oxodG e CEdG
pelo sistema HPLC-ESI-MS/MS (item 3.13 de Material e Métodos).

O mesmo procedimento foi utilizado para a quantificacéo das lesdes 1,N°-
edAdo e 1,N%-edGuo, sendo adicionados 1,4 pL de solucdo contendo os
respectivos padrées isotopicos [*°Ns]1,N6-edAdo e [*°Ns]1,N?-edGuo (250 fmol/
pL). Apés a retirada das aliquotas de 10 pyL para quantificacdo de
desoxinucleosideos (dCyd, dAdo e dGuo) e 5-mdC (metilagédo global do DNA), o
volume residual da amostra foi submetido a extracdo em fase solida. Foram
utilizados cartuchos de SPE Strata-X (Phenomenex®; 33u Polymeric Reversed
Phase; 30 mg/1 mL), sendo o cartucho primeiramente condicionado com Metanol

100%, depois com Agua MilliQ®. Em seguida adicionou-se a amostra e foi
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seguida novamente lavagem com agua MilliQ® e depois Metanol 10%. Por fim
foi coletada a fragdo com Metanol 100% e a amostra passou por secagem
completa a vacuo. Foi, finalmente, feita a ressuspensdo da amostra de forma a
se obter 200 fmol de padréo interno em 50 pL de injecéo no sistema HPLC-ESI-

MS/MS (item 3.13 de Material e Métodos).

3.12 Determinagdo dos niveis de 5-metil-2’-desoxicitidina em DNA

de figado, rins e cerebelo

Ap0s hidrdlise enzimatica, aliquotas de 5 pL de DNA foram injetadas no
sistema analitico de HPLC-DAD descrito no item 3.2.3.1 de Material e Métodos.

Foi utilizada a seguinte condi¢cdo cromatografica para as andlises:

Condicdo Cromatogréfica 11: Coluna Cromatografica Luna C18(2) (250
X 4.6 mm i.d., 5.0 um, Phenomenex) com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm
(Phenomenex, Torrance, CA), eluida em um gradiente de acido férmico 0,1% em
adgua (bomba A) e metanol com 0,1% de &cido férmico (bomba B), com um fluxo
de 1 mL/min, 30°C. A concentracdo de metanol é aumentada de 0% a 36% em
25 minutos. O detector de DAD foi fixado em 260 nm para a quantificacdo da dC
e 286 nm para a quantificagéo da 5-metil-dC. Curvas de calibragéo foram feitas
no intervalo de 0,05-6 nmol para dC e de 0,005-0,4 nmol para 5-metil-dC. A
porcentagem da metilacdo global do DNA foi calculada usando a seguinte

equacao:

5-meti|-dc (%) = (S‘metll‘dc (nmol) X 100) = (S‘metll‘dc (nmol) + dC (nmol))
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3.13 Quantificacdo das Lesdes 8-OxodG, CEdG, 1,N®-edAdo e 1,N?

edGuo em DNA de figado, rins e cerebelo

ApOs as etapas de extracdo e hidrolise de DNA (itens 3.10 e 3.11 de
Material e Métodos), aliquotas de 50 pL foram injetadas no sistema HPLC-ESI-
MS/MS.

O método para quantificacéo das lesdes 8-OxodG, CEdG, 1,N%-edAdo e
1,N2-edGuo foi desenvolvido no grupo com a participacédo dos bolsistas Tiago
Franco de Oliveira (p6s-doutorado) e Antonio Anax Falcdo de Oliveira
(doutorado).

Os adutos foram analisados com ionizagdo por eletrospray no modo
positivo e deteccdo por monitoramento de reacdo multipla (MRM), em um
espectrometro de massas triplo quadrupolo, sendo o terceiro quadrupolo uma
camara hibrida ion trap linear: sistema ESI-MS/MS 2 do item 3.2.3.2 de Material
e Métodos. Foram utilizados como parametros otimizados: gas de nebulizacéo,
40 psi; gas na fonte de ions, 50 psi; gas de dissociacdo induzida por colisdo,
LOW; temperatura da fonte do ESI, 600°C; potencial de dissociagédo, 51 V;
potencial de entrada, 10 V; energia de colisdo, 21 eV; potencial de saida da
célula, 51 V; e tensédo do spray de ions, 5500 V. As seguintes fragmentacdes

foram escolhidas para detecgéo e quantificagédo das lesdes:

v Para detecgdo de 1,N%-edAdo: m/z 276 [M+H]* — m/z 160 [M — 2’-
desoxirribose + H]* ; e respectivo padrédo interno [*°Ns]1,N®-edAdo: m/z 281

[M+H]* — m/z 165 [M — 2’- desoxirribose + H]*.
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v Para detecgdo de 1,N2-edGuo: m/z 292 [M+H]*— m/z 176 [M — 2'-
desoxirribose + H]*; e respectivo padrdo interno [**Ns]1,N?-edGuo: m/z 297

[M+H]* — m/z 181 [M - 2’- desoxirribose + H]*.

v Para deteccgéo de 8-oxodGuo: m/z 284 [M+H]* — m/z 168 [M — 2’-
desoxirribose + H]*; e respectivo padrdo interno [*°Ns]8-oxodGuo: m/z 289

[M+H]* - m/z 173 [M — 2’- desoxirribose + H]*.

v Para detec¢cdo de CEdG: m/z 340 [M+H]* > m/z 224 [M - 2'-
desoxirribose + H]*; e respectivo padrao interno [°Ns]CEdG: m/z 345 [M+H]* —

m/z 229 [M — 2’- desoxirribose + H]* .

As razdes entre as areas (aduto/padré@o interno) foram utilizadas para
quantificagdo. Curvas de calibragdo foram injetadas no intervalo de 250 a 4000
fmol de 8-oxodG (1000 fmol de [**Ns]8-oxodGuo); 2 a 500 fmol de CEdG; 0,5 a
10 fmol de 1,N%-edAdo; e 1 a 40 fmol de 1,N?-sdGuo; (200 fmol de [°N5s]CEdG,
[*°N5]1,N6-edAdo, e [*°Ns]1,N2-edGuo). Os dados foram processados utilizando-
se o software Analyst 1.6 (Applied Biosystems, USA). O aduto 8-CldG foi
excluido das andlises em virtude de n&o ter sido possivel obter sensibilidade
suficiente do equipamento para sua quantificacdo nos niveis que estariam
presentes nas amostras de DNA. O limite de quantificagéo desse aduto injetado

diretamente na coluna foi superior a 100 fmol.
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Foi utilizado um sistema de SPE online com a Condi¢cdo Cromatogréfica

12, descrita a seguir:

Condicdo Cromatogréfica 12: (A) Para a analise de CEdG e 8-OxodG
foi utilizada coluna Luna C18 (2) 50 mm x 4,6 mm, ID, 2.6 uM (Phenomenex,
Torrance, CA) com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance,
CA), eluida com um gradiente de agua com acido formico 0,1% (Solucdo A) e
metanol com acido férmico 0,1% (Solucao B), a um fluxo de 0,150 mL/min, 25
°C. O gradiente foi de: 0-6 min, 0-4% B; 6-16 min, 4-10% B; 16-25 min, 10-60%
B; 25-26 min, 60-80% B; 26-33 min, 80% B; 33-35 min, 80-0% B; 35-47 min, 0%.
Concomitantemente uma coluna Luna C18 (2) 150 mm x 2.0 mm, ID, 3 um,
(Phenomenex, Torrance, CA) é eluida de forma isocréatica com solucdo de 15%
de Metanol em agua com 0,1% de acido férmico, fluxo de 0,150 mL/min, 25 °C.
O sistema é integrado a um detector DAD, espectrometro de massas API 4000
QTRAP e ao descarte, sendo a posicdo da valvula o determinante para o
direcionamento da amostra e para o fluxo. A valvula foi utilizada de forma a
direcionar as amostras para o sistema ESI-MS/MS no tempo entre 10-33 min da
corrida cromatografica. (B) Para a analise de 1,N®-edAdo e 1,N2-edGuo foi
utilizada coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm, ID, 5,0 uM (Phenomenex,
Torrance, CA) com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance,
CA), eluida com um gradiente de agua com acido formico 0,1% (Solucdo A) e
acetonitrila (Solugdo B), a um fluxo de 0,130 mL/min, 30 °C. O gradiente foi de:
0-25 min, 0-58% B; 25-27 min, 58-0% B. Concomitantemente uma coluna Luna
C18 (2) 150 mm x 2.0 mm, ID, 3 um, (Phenomenex, Torrance, CA) é eluida de

forma isocratica com solugdo de agua e acetonitrila (50:50; v:v) com 0,1% de
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acido férmico, fluxo de 0,150 mL/min, 25 °C. A vélvula foi utilizada de forma a
direcionar as amostras para o sistema ESI-MS/MS no tempo entre 15-20 min da

corrida cromatografica.

3.14 Quantificacdo das LesGes 8-oxodG, CEdAG e 1,N®-edAdo em

urina

3.14.1 Preparo das amostras

Aliquotas de 100 pL de urina foram adicionadas a 200 pL de 4gua MilliQ®,
2 pL da solugdo contendo 75 fmol/uL de [**Ns]CEdG, ['°Ns]1,N6-edAdo e
[*°N5]1,N?-edGuo, e 1,5 pL da solucéo contendo 1000 fmol/uL de [*°Ns]8-oxodG.
As amostras foram entdo homogeneizadas em vértex e secas completamente a
vacuo. Posteriormente, adicionou-se 1 mL de metanol as amostras, que foram
novamente homogeneizadas em vortex e centrifugadas por 10 minutos a 16000
x g. O sobrenadante foi entdo transferido para outro tubo para nova secagem
completa a vacuo. As amostras foram ent&o ressuspensas em 75 pL de Agua
MilliQ® contendo 0,1% de acido formico e entédo centrifugadas por 5 minutos a

16000 x g.

3.14.2 Sistema Analitico

Ap0s o preparo das amostras, foram injetados 50 pL no sistema HPLC-

ESI-MS/MS e foi utilizada a Condi¢cdo Cromatogréfica 13, descrita a seguir.
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O método para quantificacdo das lesGes 8-oxodG, CEdG, 1,Nb-edAdo e
1,N2-edGuo foi desenvolvido no grupo com a participacdo do bolsista Tiago
Franco de Oliveira (p6s-doutorado).

Os adutos foram analisados com ionizagc&o por eletrospray no modo
positivo e deteccdo por monitoramento de reacdo multipla (MRM), em um
espectrometro de massas triplo quadrupolo, sendo o terceiro quadrupolo uma
camara hibrida ion trap linear: sistema ESI-MS/MS 2 do item 3.2.3.2 de Material
e Métodos. As seguintes fragmentagBes foram escolhidas para detecgéo e

quantificacao das lesdes:

v Para detecgdo de 1,N%-edAdo: m/z 276 [M+H]* — m/z 160 [M — 2’-
desoxirribose + H]* ; e respectivo padrdo interno [*°Ns]1,N®-edAdo: m/z 281

[M+H]* — m/z 165 [M — 2’- desoxirribose + H]*.

v Para detecgdo de 1,N2-edGuo: m/z 292 [M+H]*— m/z 176 [M — 2'-
desoxirribose + H]*; e respectivo padrdo interno [*°*Ns]1,N?-edGuo: m/z 297

[M+H]* — m/z 181 [M - 2’- desoxirribose + H]*.

v Para deteccgéo de 8-oxodGuo: m/z 284 [M+H]* — m/z 168 [M — 2’-
desoxirribose + H]*; e respectivo padrdo interno [*°Ns]8-oxodGuo: m/z 289

[M+H]* - m/z 173 [M — 2’- desoxirribose + H]*.
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v Para detec¢cdo de CEdG: m/z 340 [M+H]* > m/z 224 [M - 2'-
desoxirribose + H]*; e respectivo padrao interno [°Ns]CEdG: m/z 345 [M+H]* —

m/z 229 [M — 2’- desoxirribose + H]* .

Para as quantificagdes foram injetadas curvas de calibracdo no intervalo
de 50 a 4000 fmol de 8-0xodG (1000 fmol de [*°Ns]8-oxodGuo); 5 a 400 fmol de
CEdG; 0,5 a 10 fmol de 1,N®-edAdo; e 1 a 40 fmol de 1,N2-edGuo (100 fmol de
[*>*Ns]CEdG, [*°Ns]1,Nb-edAdo, e de [*®Ns]1,N%-edGuo). As razdes entre as areas
(aduto/padréo interno) foram utilizadas para quantificagdo. Os dados foram
processados utilizando-se o software Analyst 1.6 (Applied Biosystems, USA).
Como os animais permaneceram em gaiolas metabdlicas pelo periodo de 10 h
para a coleta de urina, os resultados estdo expressos em pg/10h e pg/mL/10h
para cada uma das lesdes. Nao foi possivel detectar o aduto 1,N?-sdGuo nas

amostras de urina.

Condicdo Cromatografica 13: Coluna Luna C18 (2) 150 mm x 2.0 mm,
ID, 3.0 uM, 100A (Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré-coluna C18 4,0 x
3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA), eluida com um gradiente de &cido férmico
0,1% em agua (Solucédo A) e acido formico 0,1% em metanol (Solug&o B), a um
fluxo de 0,130 mL/min, 35°C. Foram utilizadas as seguintes condi¢gdes: 0-30 min,
0-50% B; 30-31 min, 50-80% B; 31-33 min, 80-0% B; 33-45 min, 0% B. A valvula
foi utilizada de forma a direcionar as amostras para o sistema ESI-MS/MS nos

tempos 5-7 min, 12-14 min e 18-27 min durante a corrida cromatogréfica.
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3.15 Anédlise Estatistica

Os dados séo apresentados como média + desvio padréo. Para verificar
a significancia das diferengas entre os grupos foi utilizado o teste One way
ANOVA nédo paramétrico (Kruskal-Wallis) com pés teste de Dunn. Foi utilizado o
software de andlise estatistica GraphPrism. As diferengas foram consideradas

estatisticamente significativas usando p<0,05.
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Resultados e discussao
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese, purificagdo e caracterizacdo de adutos de DNA

4.1.1 Aduto N?-(1-carboxietil)-2’-desoxiguanosina (CEdG)

A sintese e purificagdo do aduto CEdG foram realizadas como descrito no
item 3.3.1 de Material e Métodos. Os cromatogramas obtidos pela primeira
(Figura 19 A) e segunda purificagbes (Figura 19 B) por HPLC-DAD séo
apresentados a seguir.

Na Figura 20 sdo apresentados dois cromatogramas obtidos no sistema
HPLC-ESI-MS/MS utilizando duas condigbes cromatogréficas distintas
(Condicbes Cromatogréficas 3 e 4), permitindo a visualizagdo dos picos dos
dois diasteroisdmeros.

Os espectros de massas apresentados na Figura 21 confirmam a
identidade e pureza isotopica dos adutos CEdG (A) e [®*Ns]CEdG (B). E possivel
observar os ions m/z 340.1 ([M+H]*) e os fragmentos m/z 224 ([M-dR+H]*) e m/z
178 ([M-dR-HCOOH+H]*, caracteristicos do aduto CEdG (SYNOLD et al., 2008).
O espectro de massas do aduto [*°Ns]CEdG apresenta os ions correspondentes
a adicdo de 5 unidades de massa a molécula: m/z 345.1 ([M+H]*), m/z 229 ([M-

dR+H]*) e m/z 183 ([M-dR-HCOOH+H]*.
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Figura 19. (A) e (B) Cromatogramas (A = 255 nm); e (C) espectro de absorbancia obtidos por
HPLC-DAD referentes ao aduto N?-(1-carboxietil)-2’-desoxiguanosina (CEdG) (pico indicado em

azul).
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Figura 20. Cromatogramas do aduto CEdG obtidos no sistema HPLC-ESI-MS/MS utilizando
duas condi¢cdes cromatograficas distintas: (A) Condicdo cromatografica 3, sendo possivel

visualizar os picos dos dois diasteroisémeros do aduto; (B) Cromatograma obtido ao utilizar a
Condicdo Cromatografica 4.
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Figura 21. Espectros de massas do aduto CEdG (A) e [*°Ns]CEdG (B).
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4.1.2 Aduto 8-cloro-2’-desoxiguanosina (8-CldG)

A sintese e purificagdo do aduto 8-CldG foram realizadas como descrito
no item 3.3.2 de Material e Métodos. Os cromatogramas obtidos pela primeira
(Figura 22 A) e segunda purificagbes (Figura 22 B) por HPLC-DAD séo
apresentados a seguir.

Os espectros de massas apresentados na Figura 23 confirmam a
identidade e pureza isotdpica do aduto 8-CldG (A) e [*°Ns]8-CIldG (B). E possivel
observar os ions 302 ([M+H]*) e o fragmento m/z 186 ([M-dR+H]"),
caracteristicos do aduto 8-CldG (BADOUARD et al.,, 2005). O espectro de
massas do aduto ['°Ns]8-CldG apresenta os ions correspondentes a adicéo de 5
unidades de massa a molécula: m/z 307 ([M+H]*) e m/z 191 (IM-dR+H]*). E
possivel observar também a distribuicdo isotopica devido a presenca do 4tomo

de cloro (**Cl e *’Cl) na molécula.
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Figura 22. (A) e (B) Cromatogramas (A = 255 nm); e (C) espectro de absorbéancia obtidos por

HPLC-DAD referentes ao aduto 8-cloro-2’-desoxiguanosina (8-CldG) (pico indicado em verde).
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Figura 23. Espectros de massas dos adutos 8-cloro-2’-desoxiguanosina (8-CldG) (fragmentacéo
do ion m/z 302) (A) e ['®Ns]8-CldG (espectro total, sendo possivel observar a distribuicao

isotopica devido a presenga do atomo de cloro) (B).



122

42 Animais

O protocolo de tratamento dos animais e a descri¢cdo os grupos de animais

tratados estdo descritos no item 3.4 de Material e Métodos.

4.2.1 Niveis glicémicos

Os niveis glicémicos de cada grupo foram obtidos conforme descrito no
item 3.4.2 de Material e Métodos.

Tendo como base o trabalho de Abeeleh et al. (2009), foram considerados
diabéticos os animais que apresentaram glicemia superior a 250 mg/dL ap6s 72h
da injecéo i.v. de STZ. Os animais do grupo controle do presente estudo
apresentaram niveis glicémicos no intervalo 84 — 120 mg/dL.

Ap6s 72h da administragdo de STZ (como descrito no item 3.4.1 de
Material e Métodos), parte dos animais apresentou niveis glicémicos entre 160
e 298 mg/dL. Como ao longo do periodo experimental os niveis glicémicos
desses animais se mantiveram superiores aos dos animais controles e inferiores
aos dos diabéticos sem tratamento, foi criado o grupo glicemia intermediaria (INT
6 sem).

Os niveis médios de glicemia de cada grupo ap0s 72h da inje¢édo de STZ

ou de solugédo salina (Tabela 2) sédo apresentados a seguir.
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Tabela 2: Niveis glicémicos dos animais apés 72h da injecdo de STZ ou solugéo salina, para
confirmacéo da hiperglicemia ou normoglicemia dos animais, respectivamente (Média + desvio

padrao)

Glicemia 72 h apés injecdo (mg/dL)

CTL6sem | INT 6 sem | STZ6 sem | INS 2 sem | INS 6 sem CTL7d STZ 7d

118+ 4 235+ 64 419 + 116 445 + 63 446 + 129 118+6 346 £ 158

4.2.1.1 Grupos do periodo experimental de 6 semanas

Os niveis glicémicos dos animais de cada grupo do periodo experimental
de 6 semanas (CTL 6 sem, INT 6 sem, STZ 6 sem, INS 2 sem e INS 6 sem)
estdo apresentados nas Figuras 24 a 29. A analise dos niveis glicémicos dos
animais ao longo do estudo permite observar que a glicemia retorna ao nivel
normal apds 1 semana da administracdo de insulina (INS 6 sem e INS 2 sem).

Nas Figuras 30 e 31 sao apresentados os dados com a comparagao
estatistica da glicemia dos diferentes grupos de animais. Observa-se na Figura
30 que o grupo “STZ 6 sem” apresentou glicemia significativamente elevada em
relacéo ao controle ao longo do periodo experimental (p < 0,001). Os animais do
grupo “INT 6 sem” apesentaram glicemia acima dos niveis dos animais do grupo
controle, porém sem diferenca estatistica. E possivel observar na Figura 31 que
a glicemia dos animais do grupo “INS 2 sem” volta ao nivel normal apés 1
semana da administragdo da insulina. Ao final da segunda semana da
administragcéo de insulina, a glicemia se iguala aos niveis dos animais do grupo
tratado precocemente por 6 semanas (INS 6 sem) e dos animais controle (CTL

6 sem).



Glicemia (mg/dL)

Glicemia (mg/dL)

600

550

500

450

400

350

300

250

200

150

|
:
J

100 e —— Ee—

50

72h 1a. Semana 2a. Semana 3a. Semana 4a. Semana 5a. Semana 6a. Semana

e CTL 6 5€M

Figura 24. Niveis glicémicos do grupo CTL 6 sem (Média + desvio padrdo; N=10).
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Figura 25. Niveis glicémicos do grupo INT 6 sem (Média + desvio padrdo; N=5).
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Figura 26. Niveis glicémicos do grupo STZ 6 sem (Média + desvio padrdo, N=8).
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Figura 27. Niveis glicémicos do grupo INS 2 sem (Média + desvio padrdo, N=13).
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Figura 28. Niveis glicémicos do grupo INS 6 sem (Média + desvio padrdo, N=14).
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Figura 29. Niveis glicémicos médios de todos os grupos do periodo experimental de 6 semanas.
(CTL 6 sem, N=10; INT 6 sem, N =5; STZ 6 sem, N =8; INS 2 sem, N =13; INS 6 sem, N = 14).
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Figura 30. Niveis glicémicos médios dos diferentes grupos durante o periodo experimental de 6
semanas (Média + desvio padrdo). CTL 6 sem, n=10; INT 6 sem, n=5; STZ 6 sem, n = 8; INS
2 sem, n=13; INS 6 sem, n = 14. *P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 de acordo com ANOVA
ndo paramétrico com poés-teste de Dunn, comparando-se os diferentes grupos com grupo

controle.
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Figura 31. Niveis glicémicos do grupo INS 2 sem (n = 13) em diferentes periodos sem e com

tratamento com insulina (Média + desvio padrao). *P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 de acordo

com ANOVA nao paramétrico com poés-teste de Dunn, comparando-se os diferentes grupos com:

(A) Grupo controle CTL 6 sem, n = 10; (B) Grupo tratado com insulina por 6 semanas (INS 6

sem), n = 14,
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4.2.1.2 Grupos do periodo experimental de 7 dias

Os niveis glicémicos dos animais de cada grupo do periodo experimental
de 7 dias (CTL 7d e STZ 7d) séo apresentados nas Figuras 32 a 34; e na figura
35 séo apresentados os dados com a comparagdo estatistica da glicemia dos
dois grupos de animais.

Observa-se que a partir das 24 h da administragédo de STZ os animais
diabéticos por 7 dias (STZ 7d) apresentaram niveis glicémicos entre 400-450
mg/dL (Figura 34). Dessa forma, € apresentado na Figura 35 que o grupo “STZ
7d” apresentou glicemia significativamente elevada em relagéo ao controle ao rr

A hiperglicemia apresentada pelos animais do grupo “STZ 7d” possibilitou
neste trabalho a visualizagdo dos danos causados por estresse oxidativo e
glicagdo avancada que séo rapidamente induzidos apds o estabelecimento do

diabetes mellitus.
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Figura 32. Niveis glicémicos do grupo CTL 7d (Média * desvio padrdo, N=4). O primeiro ponto
refere-se ao dia da administracédo i.v. de solu¢do salina. Na sequéncia, a glicemia foi mensurada

em 24 h, 48 h, 72 h e 7 dias ap0s a administracdo da solugéo salina.
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Figura 33. Niveis glicémicos do grupo STZ 7d (Média * desvio padrdo, N=4). O primeiro ponto
refere-se ao dia da administracdo i.v. de STZ. Na sequéncia, a glicemia foi mensurada em 24 h,
48 h, 72 h e 7 dias ap6s a administracédo de STZ.
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Figura 34. Niveis glicémicos médios dos grupos do periodo experimental de 7 dias (CTL 7d,
N=4; STZ 7d, N=4).
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Figura 35. Niveis glicémicos do grupo STZ 7d (n = 4) em comparacgéo ao grupo controle CTL 7d
(n = 4), (Média * desvio padréo) *P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 de acordo com teste t ndo
paramétrico de Mann-Whitney.
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4.2.2 Quantificagdo de Hemoglobina Glicada (HbAlc)

As analises foram conduzidas como descrito no item 3.9 de Material e
Métodos. Os dados obtidos estéo apresentados na tabela 3 e figura 36.

Como pode ser observado, o periodo de diabetes por 6 semanas levou ao
aumento dos niveis de HbAlc, ndo havendo completa recuperacédo apés 2
semanas de tratamento com insulina apesar do controle glicémico. Porém, é
possivel observar que a reducao dos niveis de HbAlc apresentada pelos animais
do grupo “INS 2 sem” foi significativa, com p < 0,01; enquanto que os animais
diabéticos néo tratados apresentam valor de p < 0,001. O tratamento precoce
com insulina, iniciado logo que houve a indugéo do diabetes mellitus, por sua
vez, apresentou efeito protetor contra a formagéo de hemoglobina glicada, de
acordo com Nagisa et al (2003). O nivel elevado de hemoglobina glicada também
€ observado apés 7 dias de diabetes (grupo STZ 7d), indicando que as reacdes
de glicacdo ndo enzimatica sdo rapidamente induzidas na condigdo de

hiperglicemia.

Tabela 3: Niveis de hemoglobina glicada nos diferentes grupos experimentais. Os dados sdo

apresentados como média + desvio padréo.

Niveis de HbA1c (%)

CTL6sem | INT6sem | STZ6sem | INS2sem | INS6sem CTL7d STZ7d

1,98 +0,22 3,02+0,7 8,41+1,72 5,39 1075 1,87 +0,4 1,67+0,14 3,38+0,8
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Figura 36. Concentracdo de hemoglobina glicada nos ratos dos diferentes grupos experimentais
(A) Grupos do periodo experimental de 6 semanas. CTL (6 sem): controle, N = 10; STZ 6 sem:
diabéticos por 6 semanas, N = 8; INS 2 sem: diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina
por 2 semanas, N = 13; INS 6 sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas,
N = 14; INT 6 sem = glicemia intermediaria, N =5. *P < 0,05 ** P < 0,01 *** P < 0,001 comparando-
se os diferentes grupos com o controle de acordo com ANOVA nao paramétrico com pos teste
de Dunn. (B) Grupos do periodo experimental de 7 dias. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d:
diabéticos por 7 dias, N = 4. *P < 0,05 ** P < 0,01 *** P < 0,001 comparando-se o grupo STZ 7d

com o controle, de acordo com teste t ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Os dados de variacdo do peso corpéreo dos animais nos diferentes

grupos experimentais (item 3.4.4 de Material e Métodos) sdo apresentados a

seqguir.

4.23.1

Grupos de periodo experimental de 6 semanas

Os dados obtidos estéo apresentados na tabela 04 e figuras 37 e 38.

Assim como nos estudos de Delfino et al. (2002) e Vidotti et al. (2008) foi possivel

observar que os animais diabéticos sem tratamento adquiriram menos peso ao

longo do periodo em relagdo aos animais controle; e que os animais tratados

com insulina, de forma oposta aos animais sem tratamento, adquiriram mais

peso que os animais controle. Houve diferenca estatistica com p < 0,05 entre os

animais do grupo diabético sem tratamento (STZ 6 sem) e animais do grupo

tratado com insulina por 6 semanas (INS 6 sem).

Tabela 4: Valores médios de peso (g) e respectivos desvios-padrao dos grupos de periodo

experimental de 6 semanas.

Grupo Tempo0 1la.Semana 2a.Semana 3a.Semana 4a.Semana b5a.Semana 6a.Semana
CTL 6 sem 246+ 10 276 + 16 309+12 33215 343+19 358+ 25 353423
INT 6 sem 2566 29916 3269 345114 353%21 369+26 37020
STZ 6 sem 250+ 11 280 +13 292+17 300 £ 25 297 + 30 304+ 34 289 +37
INS 2 sem 270+ 19 298 +27 305 + 34 320 +36 330+39 373+42 365 + 44
INS 6 sem 27618 33024 36121 37525 387127 409£31 400 24
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Figura 37. Média de peso corpéreo (g) de todos os grupos do periodo experimental de 6

semanas.
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Figura 38.Peso corporeo (g) dos diferentes grupos experimentais referente a Ultima pesagem
(dia da eutanasia) (Média + desvio padrdo). CTL 6 sem, n = 10; INT 6 sem, n=5; STZ 6 sem, n
=8;INS 2 sem, n=13; INS 6 sem, n = 14. *P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 de acordo com
ANOVA nédo paramétrico com pés-teste de Dunn. Observa-se diferenca significativa entre os
animais do grupo diabético sem tratamento (STZ 6 sem) e animais do grupo tratado com insulina
por 6 semanas (INS 6 sem).
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4.2.3.2 Grupos do periodo experimental de 7 dias

Os grupos do periodo experimental de 7 dias passaram por apenas 3
medicBes de peso corporeo devido ao curto periodo do experimento (no dia da
administragdo de STZ ou solugdo salina; 72 horas e 7 dias apds a
administragéo). Os dados sao apresentados na tabela 05 e figuras 39 e 40.

Observa-se nas figuras 39 e 40 que os animais do grupo controle
apresentaram peso corpdreo menor que 0s animais diabéticos sem tratamento.
Isso ocorreu porque, dentre 0s animais com 8 semanas de vida fornecidos pelo
biotério, 4 animais apresentavam inicialmente 168-182 g, enquanto outros 4
apresentavam 276-287 g. Dessa forma, como os animais a serem submetidos a
inducdo de DM por STZ devem apresentar peso corporeo superior a 250 g para
evitar complicagbes decorrentes do procedimento, foram selecionados para o
grupo diabético (STZ 7d) os 4 animais com peso no intervalo 276-287 g.
Entretanto, ao longo do periodo de 7 dias houve ganho de peso nos animais

controle e perda de peso nos animais diabéticos.

Tabela 5: Valores médios de peso (g) e respectivos desvios-padrao dos grupos de periodo

experimental de 6 semanas.

Grupo Jejum 72 h Eutanasia

CTL 7d 178 +7 205+4 234+9

STZ 7d 2788 268 £ 19 259 36
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Figura 39. Média de peso corpéreo (g) dos grupos do periodo experimental de 7 dias. O primeiro
ponto refere-se ao dia da administracéo i.v. de solucdo salina ou STZ. Na sequéncia, o peso foi

mensurado em 72 h e 7 dias ap6s a administracéo da solucao salina ou STZ.
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Figura 40. Peso corpéreo (g) do grupo STZ 7d (n = 4) em comparagdo ao grupo controle CTL
7d (n = 4). *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 de acordo com teste t ndo paramétrico.
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4.2.4 Volume urinério

Foi realizada coleta de urina por 10 horas antes da eutanésia (como
descrito no item 3.4.5 de Material e Métodos). Os resultados sdo expressos em
média + desvio padrdo na tabela 6.

Pode-se verificar que a diurese dos animais diabéticos é cerca de 8 vezes
maior que do grupo controle. Mesmo o0s animais tratados com insulina pelos
periodos de 6 semanas (INS 6 sem) e 2 semanas (INS 2 sem) e os animais com
glicemia intermediéria (INT 6 sem) apresentaram volume urindrio aumentado,

comprovando o mecanismo de diurese osmética nos animais diabéticos.

Tabela 6: Diurese apresentada pelos diferentes grupos experimentais. Coleta realizada por 10

horas.

Diurese em 10 horas (mL/kg)

CTL6sem | INT6sem | STZ6 sem | INS2sem | INS6sem | CTL7d STZ7d

21+4 154+ 14 202+ 35 155+ 28 87+13 30+6 231+37

Segundo Vidotti et al. (2008), o aumento do volume urinario em individuos
ou animais na vigéncia do DM est4 associado a adaptacao renal para limitar os
danos causados pelos altos niveis de glicose circulante. Porém também existem
mecanismos compensatérios para limitar as perdas de eletrdlitos e dgua, que
acarretam em alteragdes no tabulo proximal e em mecanismos de transporte de
glicose. Os autores, apesar de ainda ndo terem o mecanismo completamente

elucidado, analisaram em seus estudos, um grupo de ratos diabéticos ndo
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tratados e um grupo de ratos diabéticos tratados com insulina, ambos durante o
periodo experimental de oito semanas. Houve o0 aumento persistente da
expressdo de proteinas SGLT1, que se referem a um dos tipos de
transportadores de glicose das células dos tubulos renais. Foi proposto que o
aumento dos SGLTs pode evitar perdas maiores de sodio durante a etapa de
filtracdo renal no diabetes, porém também ocorre o0 aumento do fluxo de glicose
através da membrana luminal dos tubulos proximais, o que pode resultar em
glicotoxicidade celular e posterior formagéo de produtos avangados de glicacao
guando ocorre absorcdo excessiva da glicose, como no DM. Esses eventos
causam lesédo renal e podem ser relevantes para o estabelecimento da nefropatia
diabética. Em relacéo a insulinoterapia, estudos recentes apontam que a insulina
est4 relacionada ao estimulo do transporte de sodio no tibulo proximal e sugere-
se que a insulina é diretamente responsavel na modulagdo da expressado de

SGLT1.

4.3 Analise de creatinina plasmatica

As analises foram realizadas conforme descrito no item 3.6 de Material e
Métodos. Os niveis de creatinina no plasma apresentados pelos grupos do
periodo experimental de 6 semanas e de 7 dias estdo apresentados na Tabela

7 e Figura 41.

Tabela 7: Creatinina plasmatica dos diferentes grupos experimentais

Creatinina plasmatica (mg/dL)

CTL6sem | INT6sem | STZ6 sem | INS 2 sem | INS 6 sem CTL7d STZ 7d

0,43+0,07 | 0,46+0,05 | 0,47+0,09 | 0,59+0,04 | 0,53+0,05 | 0,33+0,03 | 0,36%0,1
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Figura 41. Niveis de creatinina em plasma dos ratos dos diferentes grupos experimentais (A)
Grupos do periodo experimental de 6 semanas. CTL (6 sem): controle, N = 8; STZ 6 sem:
diabéticos por 6 semanas, N = 8; INS 2 sem: diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina
por 2 semanas, N = 10; INS 6 sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas,
N =13; INT 6 sem = glicemia intermediaria, N =5. *P < 0,05 ** P < 0,01 *** P < 0,001 comparando-
se os diferentes grupos com o controle, de acordo com ANOVA ndo paramétrico com pés teste
de Dunn. (B) Grupos do periodo experimental de 7 dias. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d:
diabéticos por 7 dias, N = 4. *P < 0,05 ** P < 0,01 *** P < 0,001 comparando-se o grupo STZ 7d

com o controle, de acordo com teste t ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Em geral, os exames laboratoriais que avaliam a func¢éo renal tentam estimar
a taxa de filtragdo glomerular (TFG), definida como o volume plasmético de uma
substancia que pode ser completamente filtrada pelos rins em uma determinada
unidade de tempo. A TFG é uma das mais importantes ferramentas na analise
da funcéo renal, sendo também um indicador do niumero de néfrons funcionais
(SODRE, COSTA, LIMA, 2007).

Embora o estudo da funcgéo renal tenha despertado o interesse de muitos
pesquisadores, principalmente no campo do desenvolvimento de testes que
auxiliem os médicos a estabelecer um diagndstico precoce e assim monitorar a
terapéutica medicamentosa, nenhum marcador atualmente disponivel é
completamente eficaz em analisar a funcéo e/ou a lesdo renal de forma precisa.
Dessa forma, torna-se imprescindivel o conhecimento de todos eles para uma
precisa avaliagdo na rotina laboratorial (SODRE, COSTA, LIMA, 2007) o que
nem sempre é possivel de ser realizado em estudos com animais, devido a
pequena quantidade de material biolégico disponivel e sobretudo ao alto custo
das analises.

Sabendo-se que a concentracdo sérica de creatinina € um teste de triagem
comumente utilizado para indicar alterago da funcdo renal (SODRE, COSTA,
LIMA, 2007) e considerando os valores de referéncia do Centro de Bioterismo
da Faculdade de Medicina da USP (FMUSP) (SANTOS, 2008), que abrange o
intervalo de 0,3 a 0,6 mg/dL de creatinina plasmatica, todos os animais
apresentaram resultados dentro da normalidade. Entretanto, as amostras de
plasma dos animais diabéticos tratados com insulina por 6 semanas (INS 6 sem)
apresentaram um nivel significativamente maior de creatinina em comparagéo

com os animais controle (CTL 6 sem) (p < 0,05) (figura 41 A). N&o houve
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diferenca significativa entre os animais do periodo experimental de 7 dias (figura
41 B).

Sabendo-se ainda que a insulina circulante proveniente da administragéo
subcutanea pode atingir concentragdes de 2 a 5 vezes mais em relacdo aos
niveis endégenos (OTHMAN et al., 2013) e que 0s animais do grupo “INS 6 sem”
apresentaram aumento significativo de niveis de creatinina plasmatica em
relacdo ao grupo controle, pode-se pensar que a hiperinsulinemia foi
responsavel por esse quadro.

Buscando compreender como a hiperinsulinemia provoca leséo renal,
Othman e colaboradores investigaram em estudo recente a relagéo entre danos
ao DNA induzidos pela insulina em células renais in vitro e in vivo. E conhecido
que as EROs sao importantes mediadores para a sinalizagéo celular da insulina.
Entdo sob condi¢cdo de hiperinsulinemia os eventos de sinalizacdo podem
apresentar superativacio, com geragdo de EROs em concentra¢cdes maiores do
que o sistema de defesa possa inativar ou diminuir, 0 que pode explicar o fato
de a exposicdo a concentracdes menores que 5 nM de insulina ser suficiente
para que as células renais produzam radical superdxido e seja apresentado
efeito genotdxico na cultura celular. Um dos mecanismos de sinalizagdo
sugeridas para a insulina é a ativac@o da geracao de hidroperdxidos dependente

de NADPH (OTHMAN et al., 2013).
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4.4  Avaliagao de nitrito sérico

O experimento foi realizado como descrito no item 3.5 de Material e
Métodos. Os niveis de nitrito no soro apresentados pelos grupos do periodo

experimental de 6 semanas e de 7 dias estéo apresentados na figura 42.

Apresentaram concentracdo significativamente maior de nitrito sérico em
comparacao com os animais controle (CTL 6 sem): os animais diabéticos sem
tratamento por 6 semanas (STZ 6 sem), com p < 0,01; os animais diabéticos
tratados com insulina por 2 semanas (INS 2 sem), com p < 0,01; e os animais
diabéticos tratados por 6 semanas (INS 6 sem), com p < 0,05 (figura 42 A).

Nos grupos do periodo experimental de 7 dias, a mesma situagdo foi
observada: as amostras dos animais diabéticos sem tratamento (STZ 7d)
apresentaram um nivel significativamente maior de nitrito sérico em relagédo ao
grupo controle (CTL 7d), com p < 0,05 (figura 42 B). Essa observacéo indica
que o aumento da concentragcdo de nitrito no soro ocorre rapidamente apdés a
inducéo de diabetes.

Nota-se que mesmo o tratamento precoce com insulina desde a indugéao do
diabetes (INS 6 sem) elevou os niveis de nitrito sérico, apesar do controle
glicmico. Dessa forma, os niveis aumentados de nitrito podem estar
relacionados ao processo inflamatorio desencadeado pelo diabetes, com
aumento da producdo de °*NO (JOBGEN et al., 2007). A insulina liga-se a
subunidade a do receptor pertencente & familia dos receptores de membrana
que possuem capacidade tirosina-quinase, provoca uma mudanga

conformacional na subunidade B, que leva a sua autofosforilagdo em tirosina, e



144

ativa sua capacidade tirosina-quinase. Uma vez ativado, o receptor de insulina
(IR) é capaz de fosforilar diversos substratos intracelulares, entre eles os
substratos dos receptores de insulina (IRS-1-4), que quando fosforilados
recrutam e ativam diversos efetores intracelulares, com fungbes celulares
diferentes. A ativacdo da fosfatidil inositol (PI) 3-quinase pelo IRS-1 esta
envolvida preferencialmente nas acdes metabdlicas da insulina. Em situacdes
normais, a insulina ativa a producdo de ‘NO em células endoteliais por um
mecanismo dependente da fosfatidil inositol (PI) 3-quinase, levando ao aumento
da producao de ‘NO. Assim, a reducéo da ativagéo da via fosfatidil inositol (PI)
3-quinase/Akt em situacao de hiperinsulinemia, esta sendo considerada como
evento fundamental para o desenvolvimento de leséo tecidual (GHOULEH et al.,

2011; RABELO et al., 2010)
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Figura 42. Niveis de nitrito sérico dos ratos dos diferentes grupos experimentais. (A) Grupos do
periodo experimental de 6 semanas. CTL 6 sem: controle, N = 10; STZ 6 sem: diabéticos por 6
semanas, N = 8; INS 2 sem: diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina por 2 semanas,
N = 10; INS 6 sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas, N = 10; INT 6
sem:Glicemia intermediaria, N = 5. *P < 0,05 ** P < 0,01 ** P < 0,001 comparando-se 0s
diferentes grupos com o controle, de acordo com ANOVA n&o paramétrico com pés teste de
Dunn. (B) Grupos do periodo experimental de 7 dias. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos
por 7 dias, N = 4. *P < 0,05 ** P < 0,01 *** P < 0,001 comparando-se o grupo STZ 7d com o

controle, de acordo com teste t ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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4.5 Determinacdo de malonaldeido em plasma

As amostras foram preparadas e analisadas conforme descrito no item 3.7
de Material e Métodos. As concentrac6es de malonaldeido (MDA) nas amostras
de plasma dos grupos do periodo experimental de 6 semanas e de 7 dias estdo

apresentadas na figura 43.

Contrariamente ao observado na andlise da concentragdo de nitrito sérico,
a concentracdo plasmatica de MDA no grupo “INS 6 sem” ndo se mostrou
alterada em relagéo ao controle. Tal observagéo nos indica que a elevagao de
nitrito sérico nesse grupo seja provavelmente devida ao aumento da geracdo de
*NO pela eNOS, via sinalizagdo da insulina, e ndo por indugéo de estresse
oxidativo. J& os animais na situacdo de diabetes nao tratado (STZ 6 sem) e na
situacdo de diabetes tratado com insulina por 2 semanas apés 4 semanas da
inducéo de DM (INS 2 sem) apresentaram maiores niveis de MDA no plasma em
relacdo ao grupo controle (CTL 6 sem), grupo tratado com insulina por 6
semanas (INS 6 sem) e grupo de glicemia intermediéria (INT 6 sem). Com esses
dados pode-se dizer que a hiperglicemia no intervalo de 450 a 600 mg/dL pelo
periodo de 4 semanas induz um quadro de estresse oxidativo, com inducéo de
peroxidacao lipidica, que persiste mesmo apés 2 semanas de tratamento com
insulina e normalizacdo da glicemia. No grupo “INS 6 sem” o controle glicémico
teve inicio 3 dias apos a indugéo do diabetes, e esse controle foi eficiente para
protecdo contra a indugdo de peroxidacdo lipidica nos animais diabéticos.
Adicionalmente, o grupo de glicemia intermediaria (INT 6 sem) n&o apresentou

elevacao da concentragdo de MDA no plasma.
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Nos grupos do periodo experimental de 7 dias observa-se tendéncia de
aumento da concentrac@o plasmatica de MDA nos animais diabéticos (STZ 7d)
em relacdo ao grupo controle (CTL 7d), porém sem diferenca estatistica
significativa. A tendéncia de aumento da concentracao plasmatica de MDA logo
apos a primeira semana de diabetes (Figura 43C) juntamente com a observagéo
de aumento da concentracdo de nitrito sérico nesse periodo de diabetes (Figura
42B) indicam que o estresse oxidativo é rapidamente induzido apds o

estabelecimento do diabetes.
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Figura 43. Concentragcdes plasmaticas de malonaldeido nos ratos dos diferentes grupos
experimentais (A) Grupos do periodo experimental de 6 semanas. CTL (6 sem): controle, N = 9;
STZ 6 sem: diabéticos por 6 semanas, N = 6; INS 2 sem: diabéticos por 4 semanas e tratados
com insulina por 2 semanas, N = 10; INS 6 sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina por
6 semanas, N = 10; INT 6 sem = glicemia intermediaria, N = 5. *P < 0,05 ** P < 0,01 *** P < 0,001
comparando-se os diferentes grupos com o controle e (B) com o grupo de glicemia intermediaria;
de acordo com ANOVA ndo paramétrico com pés teste de Dunn. (C) Grupos do periodo
experimental de 7 dias. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias, N = 4. *P < 0,05
* P < 0,01 ** P < 0,001 comparando-se o grupo STZ 7d com o controle, de acordo com teste t

nado paramétrico de Mann-Whitney.
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4.6 Determinacdo de malonaldeido em figado e rim

As amostras foram preparadas e analisadas conforme descrito no item 3.8
de Material e Métodos. Os niveis de MDA em amostras de figado e rim dos
grupos do periodo experimental de 6 semanas e de 7 dias estdo apresentados

nas figuras 44 e 45.

Observa-se na figura 44 que as concentracdes de MDA em figado e rim
dos animais do periodo experimental de 6 semanas acompanham o perfil da
concentracao plasméatica de MDA. Os animais na situacdo de diabetes ndo
tratado (STZ 6 sem) e na situagdo de diabetes tratado com insulina por 2
semanas apos 4 semanas da indugdo de DM (INS 2 sem) apresentaram maiores
niveis de MDA em figado (p < 0,001) e rim (p < 0,05) em relacéo ao grupo de
animais controle (CTL 6 sem), ao grupo tratado com insulina por 6 semanas (INS
6 sem) e ao grupo de glicemia intermediaria (INT 6 sem). Assim, a condi¢cdo de
hiperglicemia no intervalo de 450 a 600 mg/dL leva ao estresse oxidativo em
tecidos como figado e rim, persistindo por pelo menos 2 semanas apo6s o inicio
do tratamento com insulina e normalizagdo da glicemia. Como o grupo “INS 6
sem” ndo apresentou niveis elevados de MDA ao término do periodo
experimental, pode-se dizer que o estresse oxidativo persistente apds a
normalizacdo da glicemia depende de um periodo minimo anterior de diabetes
ndo controlado, que neste estudo é superior a 3 dias e pode estar no intervalo
de 1 a 4 semanas, uma vez que a hiperglicemia do DM induzido por STZ é
estabelecida até 72h ap6s a sua administracéo e o tratamento tardio com insulina

foi iniciado apds 4 semanas.
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Sabe-se que diferentes vias ativadas pela condicdo de hiperglicemia
contribuem para a inducdo de estresse oxidativo no diabetes. Tais vias
compreendem: a geracdo de radical superoxido pela cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial; a atividade aumentada da aldose redutase consumindo
NADPH e indiretamente depletando GSH; o acumulo de gliceraldeido-3-fosfato
devido a diminui¢&o de atividade da gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase na via
glicolitica e consequente geracédo de produtos de glicagdo avancada (AGES) e
ativacdo da proteina quinase C (PKC) e NADPH oxidase (BROWNLEE, 2001;
BONNEFONT-ROUSSELOQOT, 2002).

Pode-se esperar, portanto, que as alteracbes metabdlicas
desencadeadas pela condicdo de hiperglicemia persistente ndo sejam
prontamente revertidas apds o controle da glicemia. Alteragbes na sinalizagdo
celular, no controle da expresséo génica, na estrutura e fungéo mitocondrial, na
atividade de enzimas, na estrutura de proteinas e muta¢des ocorridas durante o
periodo de hiperglicemia podem contribuir para a propagac¢do do dano tecidual
mesmo na nova condic¢do de glicemia controlada. Dessa forma, além do controle
glicémico, é importante que se desenvolvam estratégias de intervenc¢ao nas vias
bioquimicas alteradas pela condigéo de hiperglicemia, a fim de reduzir os riscos
das complicacbes micro e macrovasculares do diabetes (BONNEFONT-
ROUSSELOT, 2002; OBROSOVA et al., 2005; DREL et al., 2006; HOTTA et al.,
2006; SHEN et al., 2006; TAKEUCHI, TAKINO, YAMAGISHI, 2010; HOTTA et
al., 2012; BUSIK, GRANT, 2014).

Nos grupos do periodo experimental de 7 dias (Figura 45) observa-se,
tanto em figado quanto em rim, aumento dos niveis de MDA nos animais do

grupo diabético (STZ 7d) em comparag¢do com o controle (p < 0,05), indicando
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que o estresse oxidativo nos tecidos é rapidamente induzido apdés o
estabelecimento do diabetes.

Observa-se, adicionalmente, que em plasma, rim e figado as
concentragcdes de MDA (Figuras 41 a 43) seguem o perfil de concentracéo de
hemoglobina glicada (HbA1c) (Figura 44), indicando que os eventos de glicacéo
e estresse oxidativo ocorrem paralelamente ou podem estar relacionados. A
hemoglobina glicada é um produto de Amadori estavel, o qual representa um dos
passos iniciais das reacdes de glicacdo ndo enzimatica. Reacdes adicionais nas
guais ROS estéo frequentemente envolvidas resultam na formacdo de AGEs.
Em contrapartida, AGEs estdo envolvidos na indugdo de estresse oxidativo via
sinalizacdo intracelular desencadeada por sua ligagédo a receptores de AGE
(RAGE) (VISTOLI et al., 2013).

Uma vez tendo sido caracterizado o quadro de estresse oxidativo e de
inducédo de glicacdo na vigéncia de diabetes utilizando-se MDA e HbAlc como
biomarcadores e sua modulagdo pelos protocolos de tratamento seguidos,
passou-se para a avaliagdo dos niveis urinarios de adutos de DNA indicadores
de estresse oxidativo (8-oxodG, 1,N®-edAdo e 1,N?>-edGuo) e glicagdo avangada

(CEdG), como apresentado a seguir.
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Figura 44. Niveis de malonaldeido em (A) figado e (B) rim dos ratos dos diferentes grupos
experimentais (A) Grupos do periodo experimental de 6 semanas. CTL (6 sem): controle, N = 9;
STZ 6 sem: diabéticos por 6 semanas, N = 6; INS 2 sem: diabéticos por 4 semanas e tratados
com insulina por 2 semanas, N = 10; INS 6 sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina por
6 semanas, N = 10; INT 6 sem = glicemia intermediaria, N = 5. *P < 0,05 ** P < 0,01 *** P < 0,001
comparando-se os diferentes grupos com o controle de acordo com ANOVA ndo paramétrico

com poés teste de Dunn.
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Figura 45. Niveis de malonaldeido em (A) figado e (B) rim dos ratos dos grupos do periodo
experimental de 7 dias. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias, N = 4. *P < 0,05
* P < 0,01 ** P < 0,001 comparando-se o grupo STZ 7d com o controle, de acordo com teste t

nado paramétrico de Mann-Whitney.
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4.7 Quantificacdo das Lesdes 8-OxodG, CEdG, 1,N?-edGuo e 1,N¢-
edAdo em urina

As amostras foram preparadas e analisadas conforme descrito no item 3.14
de Material e Métodos. Os niveis urinarios dos adutos de DNA nos grupos do
periodo experimental de 6 semanas e de 7 dias estdo apresentados nas figuras
46-51.

Para a coleta de urina, os animais permaneceram em gaiolas metabdlicas
pelo periodo de 10 h. Dessa forma, os resultados estdo expressos em niveis
totais excretados no periodo de 10 h (pg/10 h) e concentracdo (pg/mL/10 h) para
cada uma das lesdes. Nao foi possivel detectar o aduto 1,N?-sdGuo nas
amostras de urina.

Ao se considerar os niveis totais de adutos excretados na urina dos animais
pelo periodo de 10 h (pg/10h), verifica-se que o0s animais diabéticos
apresentaram excre¢do aumentada de 8-oxodG, CEdG e 1,N%-¢dA em relagéo
ao controle tanto nos grupos do periodo experimental de 6 semanas como nos
de 7 dias (Figuras 46 a 51, letra A).

No caso de 8-oxodG, o0s niveis se mantiveram elevados mesmo com o0s
tratamentos com insulina por 2 semanas e 6 semanas, indicando indugéo de
dano oxidativo no organismo, apesar do controle glicémico. E importante notar
que o mesmo perfil foi observado para os niveis de nitrito no soro (Figura 42).

Ao contrario do observado para 8-oxodG, os niveis urinarios de CEdG e 1,N°®-
edA foram reduzidos apds os tratamentos com insulina por 2 semanas e 6
semanas. O perfil dos niveis de CEdG e 1,N°-edA na urina acompanha o perfil

dos niveis de hemoglobina glicada (Figura 44) e MDA (Figura 43) nos mesmos
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animais, indicando que o controle glicémico possui efeito benéfico contra a
geracao dessas lesdes.

Entretanto, os animais com glicemia intermediaria (INT 6 sem), com niveis
normais de nitrito no soro, hemoglobina glicada e MDA no plasma, rim e figado,
apresentaram niveis elevados de 8-oxodG, CEdG e 1,N8-¢dA na urina coletada
ao longo de 10 h. Assim, pode-se considerar que a quantificagéo de adutos de
DNA na urina é uma ferramenta de grande sensibilidade que pode servir para
avaliacdo de dano sistémico decorrente de condi¢des de hiperglicemia menos
severas.

Verifica-se, adicionalmente, a necessidade de monitorar diferentes lesdes na
urina, uma vez que informagdes complementares podem ser obtidas. No caso
das trés lesdes aqui monitoradas, excetuando-se o grupo “INT 6 sem”
mencionado acima, os niveis de CEdG e 1,N%-edA sdo modulados nos diferentes
grupos de acordo com os niveis de HbAlc e MDA, enquanto que os niveis de 8-
oxodG s&o modulados de acordo com os niveis de nitrito no soro. As trés lesdes
séo geradas por vias distintas: glicacdo avangada, peroxidacao lipidica e ROS.

Ao se considerar as concentragdes dos adutos na urina dos animais coletada
ao longo de 10 h (total de adutos/volume), verifica-se que apenas a lesdo 1,N°-
edA se mantem elevada nos animais diabéticos (Figuras 46B, 47B e 48B). Uma
vez que o volume urinario dos animais diabéticos é cerca de 8 vezes maior que
do grupo controle, ao se fazer a divisdo pelo volume urinario para o célculo da
concentracdo, perdem-se as diferencas (valores de volume urinario
apresentados na tabela 6).

N&o foi possivel calcular a concentragdo dos adutos na urina considerando

os niveis de creatinina urinaria, uma vez que as concentracdes de creatinina
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variaram muito entre animais do mesmo grupo experimental (por exemplo, de
4,5 a 150 mg/dL), inviabilizando os calculos.

Dessa forma, os dados apresentados mostram que a determinacao do nivel
total de adutos na urina coletada ao longo de 10 h fornece informagdes
complementares sobre a inducdo de danos em biomoléculas em individuos
diabéticos. De especial interesse € a verificacdo de que mesmo com o controle
glicémico e normalizag&o dos niveis de hemoglobina glicada, niveis urinarios de

8-0x0dG se mantém elevados.
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Figura 46. Niveis de 8-oxodG em urina dos ratos dos diferentes grupos do periodo experimental
de 6 semanas. CTL: controle, N = 10; STZ 6 sem: diabéticos por 6 semanas, N = 8; INS 2 sem:
diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina por 2 semanas, N = 13; INS 6 sem: diabéticos
por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas, N = 12; Glicemia intermediaria, N = 5. A) Niveis
totais excretados em 10 h. B) Concentragdo na urina de 10 h. *P < 0,05 ** P < 0,01 ** P < 0,001
comparando-se os diferentes grupos com o controle, de acordo com ANOVA ndo paramétrico

com poés teste de Dunn.
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Figura 47. Niveis de CEdG em urina dos ratos dos diferentes grupos do periodo experimental
de 6 semanas. CTL: controle, N = 10; STZ 6 sem: diabéticos por 6 semanas, N = 8; INS 2 sem:
diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina por 2 semanas, N = 12; INS 6 sem: diabéticos
por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas, N = 11; Glicemia intermediaria, N = 5. A) Niveis
totais excretados em 10 h. B) Concentracdo na urina de 10 h. *P < 0,05 ** P < 0,01** P < 0,001
comparando-se os diferentes grupos com o controle, de acordo com ANOVA nédo paramétrico

com poés teste de Dunn.
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Figura 48. Niveis de 1,Né-etenodA em urina dos ratos dos diferentes grupos do periodo
experimental de 6 semanas. CTL: controle, N = 9; STZ 6 sem: diabéticos por 6 semanas, N = 7;
INS 2 sem: diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina por 2 semanas, N = 11; INS 6 sem:
diabéticos por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas, N = 10; Glicemia intermediaria, N =
5. A) Niveis totais excretados em 10 h. B) Concentragdo na urina de 10 h. *P < 0,05 **P < 0,01
***pP < 0,001 comparando-se os diferentes grupos com o controle, de acordo com ANOVA né&o

paramétrico com pés teste de Dunn.
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Figura 49. Niveis de 8-oxodG em urina dos ratos dos diferentes grupos do periodo experimental
de 7 dias. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias, N = 4. A) Niveis totais
excretados em 10 h. B) Concentragdo na urina de 10 h. *P < 0,05 ** P < 0,01 *** P < 0,001
comparando-se o grupo STZ 7d com o controle, de acordo com teste t ndo paramétrico de Mann-
Whitney.
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Figura 50. Niveis de CEdG em urina dos ratos dos diferentes grupos do periodo experimental
de 7 dias. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias, N = 4. A) Niveis totais
excretados em 10 h. B) Concentragdo na urina de 10 h. *P < 0,05 ** P < 0,01 *** P < 0,001
comparando-se o grupo STZ 7d com o controle, de acordo com teste t ndo paramétrico de Mann-
Whitney.



162

60

40-

20+

-etenodA na urina (pg/10h)

1,

1.0+

0.5

0.0 T

1,NS-etenodA na urina (pg/mL/10h)

Figura 51. Niveis 3de 1,N%-etenodA em urina dos ratos dos diferentes grupos do periodo
experimental de 7 dias. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias, N = 4. A) Niveis
totais excretados em 10 h. B) Concentracdo na urina de 10 h. *P < 0,05 ** P < 0,01 ** P < 0,001
comparando-se o grupo STZ 7d com o controle, de acordo com teste t ndo paramétrico de Mann-
Whitney.
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Por se tratar de uma andlise que utiliza uma matriz de fécil coleta por ser ndo
invasiva, além de apresentar como vantagens a estabilidade a longo prazo da
matriz, ndo requerer tratamentos especiais para estoque, e ndo haver producdo
artefatual de lesdes por requerer simples método de preparo da amostra, a
analise em urina tem sido cada vez mais visada para quantificacéo de lesées ao
DNA (BARREGARD et al., 2013). Embora o produto de oxidagéo 8-OxodG seja
a lesdo ao DNA mais amplamente estudada e realizada em diversos
compartimentos do organismo, ndo existem trabalhos publicados que tenham
utilizado a urina como matriz biolégica para estudos que correlacionem a
insulinoterapia e o Diabetes mellitus. A lesdo tem sido frequentemente
quantificada em urina como marcador de estresse oxidativo (BROEDBACK et
al., 2011). Leinonem et al., por exemplo, dividiram pacientes em trés grupos de
acordo com os niveis de HbAlc: Os individuos diabéticos que demonstraram
baixo controle glicémico (HbAlc maior que 9,6%) apresentaram excrecéo
urinaria de 8-OxodG 56% maior que o grupo com melhor controle glicémico. Em
relacéo a glicagdo avancada, a analise do produto de glicagdo do DNA, CEdG,
€ 0 Unico produto DNA-AGE j& detectado in vivo até hoje (BIDMON,
FRISCHMAN, PISCHETSRIEDER, 2006), e nédo existem trabalhos publicados
que quantifiquem as lesdes 1,N8-¢dA e 1,N?-edG durante a vigéncia do Diabetes

mellitus.
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4.8 Quantificacdo das LesGes 8-OxodG, CEdG, 1,N2-edGuo e 1,N°-
edAdo em DNA de figado, rim e cerebelo

As amostras foram preparadas e analisadas conforme descrito no item
3.13 de Material e Métodos. Os niveis das lesdes em DNA nos grupos dos
periodos experimentais de 6 semanas e de 7 dias estdo apresentados nas
figuras 52-59. E importante ressaltar que apesar de terem sido coletadas e
armazenadas as principais estruturas do Sistema Nervoso Central (cortex preé-
frontal; estriado; hipocampo; e cerebelo) dos diversos grupos experimentais,
obteve-se éxito no processo de extracdo de DNA apenas com a maior estrutura,

referente ao cerebelo, conforme descrito no item 3.10 de Material e Métodos.

Observa-se nos grupos do periodo experimental de 6 semanas que 0s
niveis da lesdo 8-oxodG em figado aumentaram significativamente nos ratos
diabéticos tratados com insulina durante 6 semanas (INS 6 sem) em relacdo aos
animais do grupo controle (CTL), com p<0,05 (Figura 47 A); em cerebelo houve
aumento significativo nos ratos diabéticos tratados com insulina durante 6
semanas (INS 6 sem) e durante 2 semanas (INS 2 sem) em relagéo aos animais
controle (CTL), com p< 0,01 e p < 0,05, respectivamente (Figura 47 C); no tecido
renal ndo houve diferenga significativa entre os grupos (Figura 47B). Dessa
forma, como verificado com os niveis de 8-oxodG na urina dos animais, o
tratamento com insulina induziu a formacdo dessa lesdo no DNA de figado e
cerebelo. Hiperinsulinemia tem sido associada ao desenvolvimento de diferentes
tipos de cancer, incluindo cancer hepatico, renal e de mama (OTHMAN et al.,

2013) sendo sugerida a indugcdo de estresse oxidativo como uma das vias
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envolvidas (OTHMAN et al., 2013). Contrariamente, no entanto, a condicdo de
hiperglicemia, mesmo induzindo estresse oxidativo, ndo levou ao aumento dos
niveis dessa lesao no DNA dos tecidos analisados. Uma vez que 0s niveis estdo
elevados na urina, pode-se considerar que os tecidos avaliados apresentam, sob
condicdo de hiperglicemia, prote¢céo contra o acumulo de les6es no DNA, sendo
uma possivel via de protecdo a ativacdo do sistema de reparo do DNA, que

levaria ao aumento da excrecao urinaria das lesdes.

Nas analises de CEdG pode-se observar que em cerebelo os niveis foram
aumentados significativamente nos ratos diabéticos tratados com insulina
durante 2 semanas (INS 2 sem) em relag&o aos animais controle (CTL), com p
< 0,05 (Figura 48 C); ndo houve diferenca significativa entre grupos no figado e
rim (Figura 48 A e B). Novamente aqui, a condi¢cdo de hiperglicemia néo levou
ao acumulo dessa lesdo no DNA dos tecidos avaliados. O acumulo de CEdG em
DNA pode resultar em diminuicdo da expressdo génica, da atividade de
proteinas (BREYER et al., 2008) e no aumento de mutacdes (CAO, JIANG,
WNAG,, 2007; TAMAE et al., 2011), efeitos que sao prejudiciais ao organismo e
cujos riscos podem ser reduzidos pela ativacao de sistemas de reparo (TAMAE

et al., 2011).

Quanto as lesdes 1,N%-edGuo e 1,Nf-edAdo, ndo houve diferenca

significativa nos tecidos analisados (Figuras 54 e 55).

Nos grupos do periodo experimental de 7 dias, os animais diabéticos (STZ
7d) apresentaram niveis elevados de 8-oxodG em rim e CEJG em figado e
cerebelo, p < 0,05 (Figuras 51, 52 e 53). Nao foram encontradas diferengas entre

os grupos nas andlises de 1,N2-edGuo e 1,NS-edAdo (Figuras 58 e 59).
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Observou-se, portanto, aumento dos niveis de lesdes (8-oxodG e CEdG) em
DNA de rim, figado e cerebelo apds a primeira semana de hiperglicemia. Assim,
a ndo observacdo desse aumento apds as 6 semanas de hiperglicemia pode

resultar da adaptagdo do sistema de reparo das células & condicdo de

hiperglicemia.
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Figura 52. Niveis de 8-oxodG em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo dos ratos dos diferentes

grupos do periodo experimental de 6 semanas. CTL: controle, N = 7; STZ 6 sem: diabéticos por

6 semanas, N = 6; INS 2 sem: diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina por 2 semanas,

N = 13; INS 6 sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas, N = 10. Glicemia
intermediaria, N = 5. *P < 0,05 ** P < 0,01 *** P < 0,001 comparando-se os diferentes grupos

com o controle, de acordo com ANOVA nédo paramétrico com pos teste de Dunn.
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Figura 53. Niveis de CEJG em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo dos ratos dos diferentes

grupos do periodo experimental de 6 semanas. CTL: controle, N = 10; STZ 6 sem: diabéticos por

6 semanas, N = 7; INS 2 sem: diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina por 2 semanas,

N =11; INS 6 sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas, N = 10; Glicemia
intermediaria, N = 5. *P < 0,05 ** P < 0,01 *** P < 0,001 comparando-se os diferentes grupos

com o controle, de acordo com ANOVA ndo paramétrico com pos teste de Dunn.
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Figura 54. Niveis de 1,Né-etenodA em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo dos ratos dos
diferentes grupos do periodo experimental de 6 semanas. CTL: controle, N = 7; STZ 6 sem:
diabéticos por 6 semanas, N = 7; INS 2 sem: diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina
por 2 semanas, N = 11; INS 6 sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas,
N = 11; Glicemia intermediaria, N = 5. Ndo existem diferencas significativas comparando-se os

diferentes grupos de acordo com ANOVA nao paramétrico com pos teste de Dunn.
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Figura 55. Niveis de 1,N>-etenodG em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo dos ratos dos diferentes

grupos do periodo experimental de 6 semanas. CTL: controle, N = 7; STZ 6 sem: diabéticos por 6

semanas, N = 7; INS 2 sem: diabéticos por 4 semanas e tratados com insulina por 2 semanas, N

= 11; INS 6 sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina por 6 semanas, N = 11; Glicemia

intermediaria, N = 5. Nao existem diferengas significativas comparando-se os diferentes grupos

de acordo com ANOVA néo paramétrico com pos teste de Dunn.
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Figura 56. Niveis de 8-oxodG dos ratos dos diferentes grupos do periodo experimental de 7 dias
em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias,

N=4.* <0,05* P <0,01 ** P < 0,001 comparando-se o grupo STZ 7d com o controle, de

acordo com teste t ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Figura 57. Niveis de CEdG dos ratos dos diferentes grupos do periodo experimental de 7 dias
em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias,
N=4.* <0,05* P <0,01 ** P < 0,001 comparando-se o grupo STZ 7d com o controle, de
acordo com teste t ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Figura 58. Niveis de 1,N¢-etenodA dos ratos dos diferentes grupos do periodo experimental de
7 dias em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos por 7

dias, N =4.*P < 0,05 * P < 0,01 *** P < 0,001 comparando-se o grupo STZ 7d com o controle,
de acordo com teste t ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Figura 59. Niveis de 1,N2-edGuo dos ratos dos diferentes grupos do periodo experimental de 7
dias (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d: diabéticos por 7 dias,
N=4.* <0,05* P <0,01 ** P < 0,001 comparando-se o grupo STZ 7d com o controle, de
acordo com teste t ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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4.9 Analise da metilagdo global em DNA de figado, rim e cerebelo

Alteracdes epigenéticas podem contribuir para a expressao diferencial de
genes, levando a diversas consequéncias, tais como alteragdes no sistema de
reparo, no ciclo celular e em vias metabdlicas. Atualmente acredita-se que 0s
mecanismos epigenéticos envolvidos na regulacéo da expressao de genes que
incluem as modificagbes pos translacionais de histonas (PTHMs), metilacao do
DNA e regulagdo de microRNA (miRNA), exercem papel crucial no
desenvolvimento do Diabetes mellitus e suas complicagbes (WEGNER et al.,
2014).

Uma importante modificacdo epigenética em genoma de mamiferos é a
metilagcdo do DNA, cujo padrdo é mantido no genoma ao longo das geracdes
celulares. O mecanismo de metilacdo do DNA consiste na adicdo de um grupo
metil & posi¢do C-5 da citosina de um dinucleotideo CpG, através das enzimas DNA
metiltransferases (DNMTSs). Tais enzimas estdo mais ativas quando ocorrem danos
no DNA e ligam-se com maior afinidade a muitas lesdes. Para que a adi¢cao do
grupo metil possa ser realizada, € necessério que exista um doador desse grupo,
correspondente nesse caso ao cofator S-adenosilmetionina (SAM) (JAMES et
al., 2003). Héa a hipotese de que DNMT1 seja de fato uma enzima de reparo do
DNA conservada ao longo da evolugéo (Roberts, 1995). Com o aumento dos
niveis de lesdes em DNA, o aumento da atividade de DNMTs leva também &
hipermetilagdo ao longo do tempo (YAUK et al., 2008). Em geral, metilagéo
densa de regido promotora é associada a silenciamento génico e a distribui¢cdo
de 5-metil-dC no genoma define regibes com atividades transcripcionais

variaveis. A hipermetilacdo do DNA pode ser associada a alteragdes estruturais
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na cromatina, diminuicdo da expressao génica e diminuicdo da frequéncia de
movimento de transposons. Alteragdes nos padrdes de metilagéo do DNA estéo
presentes em doengas autoimunes, condi¢des neuroldgicas e psiquiatricas, e
cancer (ROBERTSON, 2005; SLOTKIN, MARTIENSSEN, 2007; JIRTLE,
SKINNER, 2007).

Estudos mostraram que a metilagdo do DNA: (1) ocorre de forma
persistente e tecido especifica na vigéncia do Diabetes mellitus, porém existe a
predominancia de hipometilagéo global do DNA no DM1 e hipermetilacdo no
DM2; (2) provoca o silenciamento do gene PPARGC1A em células pancreéticas,
acarretando o comprometimento da secrecéo de insulina; e (3) esta associada a
39 genes relacionados com o comprometimento renal, sendo 19 deles
encontrados em ilhas CpG diretamente correlacionadas com o tempo de
desenvolvimento da nefropatia (WILLIAMS, SCHALINSKE, 2012; WEGNER et
al., 2014).

Tendo sido evidenciada a indugéo de estresse oxidativo nesse trabalho,
é possivel que a indugdo de alteragbes metabdlicas e a ocorréncia de danos em
biomoléculas propiciem alteracbes do padrdo de metilacdo do DNA, com
consequente alteragcdo da expressao génica. Assim, investigou-se,
adicionalmente, os niveis de 5-metil-2’-desoxicitidina no DNA dos diferentes
tecidos.

As amostras foram preparadas e analisadas conforme descrito no item
3.12 de Material e Métodos. Os niveis de 5-metil-2’-desoxicitidina em figado, rim
e cerebelo nos grupos dos periodos experimentais de 6 semanas e 7 dias estdo

apresentados nas figuras 60 e 61.
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Observa-se que os niveis de 5-metildC em figado e rim s&o mais elevados
em animais diabéticos sem tratamento (STZ 6 sem), animais com glicemia
intermediaria (INT 6 sem) e animais tratados com insulina por 2 semanas apos
4 semanas da inducdo do diabetes (INS 2 sem), em relagdo aos animais do
grupo controle (CTL 6 sem). Em cerebelo houve aumento significativo do nivel
de 5-metildC apenas nos animais com glicemia intermediaria (INT 6 sem). J& os
animais diabéticos do periodo experimental de 7 dias (STZ 7d) apresentaram
maiores niveis de metilagdo global nos trés 6rgaos analisados, sendo p < 0,05
para figado e rins, e p < 0,01 para cerebelo. Pode-se observar, portanto, que
ocorreram alteragcfes epigenéticas na vigéncia do Diabetes mellitus ao longo do
periodo experimental estabelecido, havendo a predominancia de hipermetilagdo
global do DNA nos animais dos grupos que apresentaram niveis mais elevados
de glicemia. Esses resultados chamam a atencdo para a importancia da
metilagdo do DNA na vigéncia do Diabetes mellitus, ressaltando a necessidade
de mais estudos relacionados a analise gene especifica para a compreenséo

das complicacdes cronicas da doenca.
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Figura 60. Niveis de 5-metil-2’-desoxicitidina dos ratos dos diferentes grupos do periodo
experimental de 6 semanas em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo. CTL (6 sem): controle, N =
10; STZ 6 sem: diabéticos por 6 semanas, N = 8; INS 2 sem: diabéticos por 4 semanas e tratados
com insulina por 2 semanas, N = 13; INS 6 sem: diabéticos por 72 h e tratados com insulina por
6 semanas, N = 14; INT 6 sem = glicemia intermediaria, N = 5. *P < 0,05 ** P < 0,01 *** P < 0,001
comparando-se os diferentes grupos com o controle e (B) com o grupo de glicemia intermediaria;

de acordo com ANOVA néo paramétrico com pés teste de Dunn.
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Figura 61. Niveis de 5-metil-2’-desoxicitidina dos ratos dos diferentes grupos do periodo
experimental de 7 dias em (A) Figado, (B) Rim e (C) Cerebelo. CTL 7d: controle, N = 4; STZ 7d:
diabéticos por 7 dias, N = 4. *P < 0,05 ** P < 0,01 *** P < 0,001 comparando-se o grupo STZ 7d

com o controle, de acordo com teste t ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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5. CONCLUSAO

O modelo experimental se mostrou eficiente e eficaz para o estudo dos danos causados
pela hiperglicemia na vigéncia do Diabetes mellitus: os animais diabéticos apresentaram
hiperglicemia, altos valores de HbAlc, baixo ganho de peso e alta diurese osmética; e
0s animais diabéticos tratados com insulina NPH, por sua vez, alcancaram valores
glicémicos semelhantes aos do grupo controle a partir da primeira semana de tratamento,

reducdo dos valores de HbAlc, maior ganho de peso e diminuigdo na diurese osmobtica.

Comprovou-se que o DM induz rapidamente as reac¢fes de glicacdo ndo enzimética e o

estresse oxidativo na condicao de hiperglicemia.

Pode-se observar a persisténcia do estresse oxidativo no DM, embora os niveis

glicémicos se mostrem controlados pelo tratamento com insulina.

Observa-se ainda que a insulina exdgena é responsavel por exacerbar o quadro de
estresse oxidativo, uma vez que os niveis da lesdo 8oxodG se encontram elevados em
figado e cerebelo dos grupos tratados com insulina e os niveis da lesdo se mantém
elevados na urina mesmo com o0s tratamentos por 2 e 6 semanas. O mesmo perfil foi

observado para os niveis de nitrito no soro.

O controle glicEmico dos dois grupos tratados apresentou efeito benéfico contra a
excrecdo das lesbes CEdG e 1,N8-edAdo em urina. O mesmo perfil frente a indugédo de

peroxidacéo lipidica foi demonstrado pela analise de malonaldeido no plasma.

A andlise das lesbes 1,N6-edAdo, 8-0xodG e CEdJG em urina por HPLCESI-MS/MS foi
de grande importancia e os dados apontam que pode servir para 0 monitoramento de

estresse oxidativo e de glicagao in vivo.
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Formacado académica/titulacao

2012

2006 - 2011

Mestrado em andamento em Toxicologia e Andlises Toxicoldgicas (Conceito
CAPES 4).

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Titulo: Produtos avangados de glicagdo e adutos de DNA relacionados a
estresse oxidativo e inflamagdo emmodelo de ratos diabéticos, Orientador:

© Ana Paula de Melo Loureiro.

Bolsista do(a): Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo,
FAPESP, Brasil.

Palavras-chave: Inflamagdo; Diabetes; Biomarcadores; Estresse oxidativo;
Adutos de DNA; Produtos avangados de glicagdo.

Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas e Bioquimicas.
Faculdades Oswaldo Cruz, FOC, Brasil.

Titulo: Principais métodos analiticos empregados na determinagao de farmacos

inibidores da enzima conversora de angiotensina em plasma humano.
Orientador: Profa. Dra. Thais Vitéria da Silva Reis.

Formagdo Complementar



2010 - 2010
2010 - 2010
2009 - 2009

2009 - 2009

Atuacao Profissional

XXI Curso de Toxicologia Clinica. (Carga horaria: 24h).

Instituto da Crianga HCFM/USP.

Sistema de prevengdo e seguranga do trabalho. (Carga horaria: 8h).
Sindusfarma.

Nutrigenémica. (Carga horaria: 4h).

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Farmacovigilancia. (Carga horaria: 8h).

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Universidade de S3do Paulo, USP, Brasil.

Vinculo institucional
2012 - Atual

Vinculo institucional
2010 - 2011

Outras informagoes

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Aluno de Pés-Graduagdo, Regime:
Dedicagdo exclusiva.

Vinculo: Aluna, Enquadramento Funcional: Aluna de Iniciagdo Cientifica, Carga
horaria: 30

Participagdo nos projetos: "Avaliagdo do Estresse Oxidativo na Populagdo
Exposta a Queima Pré-Colheita da Cana de Agulcar" sob a orientagdo da Profa.
Dra. Tania Marcourakis e Exposi¢ao a contaminantes ambientais e declinio
cognitivo emidosos saudaveis: influéncia sobre o estresse psicoldgico e
estresse oxidativo , sob responsabilidade da pesquisadora Deborah Suchecki
do Departamento de Psicobiologia, Universidade Federal de Sao Paulo
(UNIFESP)

Faculdades Oswaldo Cruz, FOC, Brasil.

Vinculo institucional
2007 - 2007

Outras informagoes

Projetos de pesquisa
2012 - Atual

Vinculo: Aluna, Enquadramento Funcional: Aluna de Iniciagdo Cientifica, Carga
horéria: 30, Regime: Dedicagdo exdusiva.

Participagdo no Projeto Farmacia Verde coordenado pelas professoras Caroly
Cardoso e Celi de Paula, nas Faculdades Oswaldo Cruz com a elaboragdo de
uma Cartilha Direcionada aos Profissionais da Area da Satide, Contendo
Informagdes sobre Interagdes Medicamentosas envolvendo Fitoterapicos e
Alopaticos, tendo publicagdo subsequente na Revista Fitos.

Produtos avancados de glicagdo e adutos de DNA relacionados a estresse
oxidativo e inflamagdo em modelo de ratos diabéticos

Descrigdo: O diabetes mellitus tem sido considerado um dos problemas de
saude globalmente mais desafiadores do século 21, sendo as complicagdes
cronicas da doenga as responsaveis por esse quadro. Sabe-se que o diabetes
promove estresse oxidativo, inflamagdo e a formagdo de produtos avangados
de glicagdo ndo enzimatica (AGEs), resultando emdanos em diversas
biomoléculas. Existe um continuo interesse no desenvolvimento de métodos
mais sensiveis para a quantificagdo de AGEs, de lesGes devidas a estresse
oxidativo e inflamagao na vigéncia do diabetes, buscando novos biomarcadores
para melhor compreensdo dos riscos relacionados ao diabetes e monitoramento
de estratégias terapéuticas. Para melhor compreensao do perfil de lesGes em
DNA que podem ocorrer emindividuos diabéticos, neste trabalho analisaremos
a formagdo de adutos de DNA em situagdo patolégica de diabetes. Para tanto,
serao quantificados em tecidos de ratos diabéticos, ratos diabéticos tratados
cominsulina e ratos nao diabéticos, para comparagao, os adutos N2-
carboxietil-2 -desoxiguanosina (CEAG); 1,N2-eteno-2 -desoxiguanosina (1, N2-



2009 - 2011

Areas de atuacdo
1.

Idiomas

Inglés
Alemao
Espanhol

Prémios e titulos
2012

edGuo); 1,N6-eteno-2 -desoxiadenosina (1, N6-edAdo); 8-0xo-2 -
desoxiguanosina (8-oxodG); 8-nitro-2 -desoxiguanosina (8-NO2-dG); e 8-cloro-
2 -desoxiguanosina (8-Cl-dG), relacionados aos processos de estresse
oxidativo, inflamagdo e AGEs. O estudo permitira a visualizagdo mais ampla de
lesOes relacionadas ao diabetes no organismo, comparando-se a situagdo ndo
patoldgica ou a de diabetes tratado, possibilitando também estratégias para o
teste de drogas anti-AGE..

Situagdo: Emandamento; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Fabiana Almeida dos Santos - Coordenador / Ana Paula de Melo
Loureiro - Integrante.

Dano oxidativo e alteragdes epigenéticas em individuos expostos a produtos da
queima da cana-de-agucar

Descrigdo: A queima pré-colheita de cana-de-agucar é pratica constante nos
canaviais brasileiros e libera grande quantidade de poluentes, como material
particulado de didmetro menor que 10 e 2,5 m(PM10 e PM2,5,
respectivamente), mondxido de carbono, didxido de carbono, éxidos de
enxofre, éxidos de nitrogénio, amdnia, acidos organicos, ozénio,
hidrocarbonetos volateis e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs).
Esses poluentes causam desequilibrio no meio ambiente e, alémdisso, agravam
a saude da populagdo residente e préxima aos canaviais. Alguns compostos
gerados pela queima sdo indutores de inflamagao, estresse oxidativo e,
portanto, sdo potencialmente indutores de lesdes em DNA, tais como 8-0xo-
7,8-dihidro-2 “-desoxiguanosina (8-oxodGuo), gerada por ataque de radical
hidroxila (HO ) ou oxigénio singlete (102) a base guanina no DNA, etenoadutos
resultantes da reagdo de aldeidos com bases do DNA, e adutos devidos a
reagao de nitrosaminas geradas endogenamente com bases do DNA. Este
projeto tem como objetivo avaliar os efeitos da queima pré-colheita da cana
sobre os niveis de algumas lesGes de DNA em leucécitos de trabalhadores de
canaviais. Uma vez que a cultura da cana tem um importante papel na
economia do pais, torna-se importante quantificar impactos sobre a salide da
populagdo exposta aos poluentes gerados no processo de queima pré-colheita.
A base de dados gerada podera direcionar a criagdo de politicas pUblicas para a
protecdo da salde da populagdo que reside e trabalha em areas de cultivo de
cana. Esses dados serdo Uteis para o calculo de custos dos novos combustiveis
(ex., etanol), considerando sustentabilidade e riscos para a salide e meio
ambiente. .

Situagao: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Fabiana Almeida dos Santos - Coordenador.

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico - Auxilio financeiro / Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
S3o Paulo - Bolsa.

Grande area: Ciéncias da Salide / Area: Farmécia / Subérea: Andlise
Toxicolégica.

Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Bem.
Compreende Pouco, Fala Pouco, L& Pouco, Escreve Pouco.
Compreende Pouco, Fala Pouco, L& Pouco, Escreve Pouco.

Primeiro lugar: categoria de estudante de pds-graduagao como trabalho
"OXIDATIVE DAMAGE AND EPIGENETIC CHANGES IN INDIVIDUALS EXPOSED
TO SUGAR-CANE BURNING (TOXMAM-519) apresentado na forma de Painel,



XII Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia.

Produgoes
Producédo bibliografica

Artigos completos publicados em periédicos

Ordenar por

Ordem Cronolégica v

1. BARBOSA, CRISTIANE MARIA GALVAO ; TERRA-FILHO, MARIO ; DE ALBUQUERQUE, ANDRE LUIS
PEREIRA ; DI GIORGI, DANTE ; GRUPI, CESAR ; NEGRAO, CARLOS EDUARDO ; RONDON, MARIA URBANA PINTO
BRANDAO ; MARTINEZ, DANIEL GODQY ; MARCOURAKIS, TANIA ; DOS SANTOS, FABIANA ALMEIDA ; BRAGA,
ALFESIO LUIS FERREIRA ; ZANETTA, DIRCE MARIA TREVISAN ; SANTOS, UBIRATAN DE PAULA . Bumt Sugarcane
Harvesting Cardiovascular Effects on a Group of Healthy Workers, Brazil. Plos Oneicr, v. 7, p. 1-10, 2012.

Citagles: 2 | SCLUPUS 2

2, REIS GONGALVES, CINTIA ; REIS GONGALVES, CARLOS ; DE ALMEIDA, FRANCINE ; DOS SANTOS
LOPES, FERNANDA ; DOS SANTOS DURAO, ANA ; DOS SANTOS, FABIANA ; DA SILVA, LUIZ ; MARCOURAKIS, TANIA
; CASTRO-FARIA-NETO, HUGO C ; VIEIRA, RODOLFO ; DOLHNIKOFF, MARISA . Protective effects of aerobic exercise
on acute lung injury induced by LPS in mice. Critical Care (London. Print)Icr, v, 16, p. R199, 2012.

Citagoes: SCLPUS 2

3. CARDOSO, C. M. Z. ; SILVA, C. P. ; YAMAGAMI, K. ; LOPES, R. P. ; SANTOS, F. A. ; BONASSI, L. ; JESUINO, 1. ;
MARTORIE JR., T. ; GRACA, M. ; KANEKO, B. ; PAVANI, E. ; INOWE, C. . Elaboragdo de uma Cartilha Direcionada aos
Profissionais da Area da Satide, Contendo Informagdes sobre InteracSes Medicamentosas envolvendo Fitoterapicos e
Alopaticos. Revista Fitos (ALANAC), v. 4, p. 56-69, 2009.

Resumos publicados em anais de congressos

1. SANTOS, F. A.; OLIVEIRA, A. A. F. ; RIBEIRO, A. L. T. ; DURAO, A. C. S. ; SILVA, A. M. O. ; MARCOURAKIS, T. ;
OLIVEIRA, T. F. ; LOUREIRO, A. P. M. . OXIDATIVE STRESS, INFLAMMATION AND ADVANCED GLYCATION AS DAMAGE
PATHWAYS IN A MODEL OF EXPERIMENTAL DIABETES. In: VIII Meeting of the Society for Free Radicals, 2013, Buenos
Aires. VIII International Congress. Society for Free Radical Biology and Medicine. October 14-17, 2013., 2013.

2. SANTOS, F. A.; DURAO, A. C. S. ;: MARCOURAKIS, T. ; SILVA, A. M. O. ; OLIVEIRA, A. A. F. ; OLIVEIRA, T. F. ;
RIBEIRO, A. L. T. ; LOUREIRO, A. P. M. . OXIDATIVE AND ADVANCED GLYCATION DAMAGE IN A MODEL OF DIABETIC
RATS. In: XVIII Congresso Brasileiro de Toxicologia, 2013, Porto Alegre. XVIII Congresso Brasileiro de Toxicologia,
2013.

3. OLIVEIRA, A. A. F. ; SANTOS, F. A. ; OLIVEIRA, T. F. ; LOUREIRO, A. P. M. . Validation of an analytical method
for simultaneous quantitation of DNA lesions related to oxidative stress and advanced glycation. In: XVIII Congresso
Brasileiro de Toxicologia, 2013, Porto Alegre. XVIII Congresso Brasileiro de Toxicologia, 2013.

4. DOS SANTOS, FABIANA ; DURAO, A. C. S. ; SILVA, A. M. O. ; RIBEIRO, A. L. T. ; OLIVEIRA, A. A. F. ;
OLIVEIRA, T. F. ; LOUREIRO, A. P. M. . EVALUATION OF MALONALDEHYDE IN PLASMA AND DNA LESIONS OF
DIABETIC RATS. In: XVIII Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia, 2013. Brazilian Journal of Pharmaceutical
Sciences, 2013. v. 49. p. 55-55.

5. SANTOS,F. A. ; LOIOLA, F. J. ; OLIVEIRA, A. A. F. ; DURAO, A. C. S. ; MARCOURAKIS, T. ; SILVA, A. M. O. ;
OLIVEIRA, T. F. ; RIBEIRO, A. L. T. ; LOUREIRO, A. P. M. . EVALUATION OF OXIDATIVE AND GLYCATION DAMAGE IN
A MODEL OF DIABETIC RATS. In: Antioxidants and Redox Process in Health, 2013, Sdo Paulo. Antioxidants and redox
process in health. Bilateral Meeting: Brazil- Japan. Program and Abstracts, 2013.
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SANTOS, F. A. ; GUSMAN, A. P. P. ; OLIVEIRA, T. F. ; RODRIGUES, C. D. ; DURAO, A. C. S. ; TORRES, L. H. L. ;
SANTOS, U. P. ; Tania Marcourakis ; LOUREIRO, A. P. M. . OXIDATIVE DAMAGE AND EPIGENETIC CHANGES IN
INDIVIDUALS EXPOSED TO SUGAR-CANE BURNING.. In: XII Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia - XII ECOTOX,
2012, Porto de Galinhas (PE). Journal of the Brazilian Society of Ecotoxicology, 2012.

Apresentacoes de Trabalho

1. DOS SANTOS, FABIANA ALMEIDA . Diabetes: Uma visdo geral. 2013. (Apresentacdo de Trabalho/Conferéncia
ou palestra).

Eventos

Participacdo em eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. XVIII Congresso Brasileiro de Toxicologia. OXIDATIVE AND ADVANCED GLYCATION DAMAGE IN A MODEL OF
DIABETIC RATS. 2013. (Congresso).

2. Antioxidants and Redox Process in Health. EVALUATION OF OXIDATIVE AND GLYCATION DAMAGE IN A MODEL OF
DIABETIC RATS. 2013. (Encontro).

3. VIII Meeting of the Society for Free Radicals. OXIDATIVE STRESS, INFLAMMATION AND ADVANCED GLYCATION AS
DAMAGE PATHWAYS IN A MODEL OF EXPERIMENTAL DIABETES. 2013. (Encontro).

4. Il Escola de Inverno em Toxicologia - II EITox. Espécies Reativas e Interagdes com Biomoléculas. 2013. (Qutra).

5. XVIII Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia. EVALUATION OF MALONALDEHYDE IN PLASMA AND DNA
LESIONS OF DIABETIC RATS. 2013. (Outra).

6. XII Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia - XII ECOTOX. OXIDATIVE DAMAGE AND EPIGENETIC CHANGES IN
INDIVIDUALS EXPOSED TO SUGAR-CANE BURNING.. 2012. (Congresso).

7. O futuro do Diabetes no Brasil: uma visao multidisciplinar. 2012. (Seminario).

8. XVII Congresso Brasileiro de Toxicologia. Dano oxidativo e alteragGes epigenéticas em individuos expostos a
produtos da queima da cana-de-aglicar . 2011. (Congresso).
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