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RESUMO

A diabetes é um distarbio enddcrino do metabolismo dos carboidratos
clinicamente caracterizado por hiperglicemia, resultante da incapacidade do
organismo em secretar insulina, defeitos na sua agdo ou ambos.
Recentemente, as consequéncias neuroldgicas da diabetes no sistema nervoso
central tém recebido maior atencéo, entretanto os mecanismos pelos quais a
hiperglicemia € capaz de danificar o tecido nervoso ainda permanecem pouco
esclarecidos. Estudos recentes tém demonstrado que a hiperglicemia é capaz
de induzir dano oxidativo em cérebro de ratos. Portanto, o presente trabalho
objetivou produzir um modelo de hiperglicemia neonatal em ratos e investigar o
papel do estresse oxidativo (EO) na neurotoxicidade da hiperglicemia neonatal.
Para a inducdo do modelo de hiperglicemia neonatal foram utilizados ratos
Wistar de 5 dias de vida que foram submetidos a administracao intraperitoneal
de 100 mg/Kg de peso corporal de estreptozotocina (STZ), sendo que 5 dias
ap0s a administracdo de STZ os animais foram sacrificados e a média
glicémica do grupo diabético (222 mg/dL) durante todo tratamento & 82% maior
do que a média do grupo controle (121 mg/dL). Os efeitos da hiperglicemia
neonatal induzida por STZ foram estudados sobre 0s seguintes parametros de
EO em cérebro de ratos: as atividades das enzimas glicose-6-fosfato-
desidrogenase (G6PD), 6-fosfogluconato-desidrogenase (6PGD) e NADPH
oxidase (Nox); o conteddo de anion superdxido (O,"); as atividades das
principais enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GSHPXx) e as substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBA-RS). Os ratos submetidos ao modelo de hiperglicemia neonatal
apresentaram alto conteudo de O,e- através da ativacdo da NADPH oxidase,
possivelmente esta ativacdo dependa do NADPH derivado das enzimas G6PD
e 6PGD. Além disso, o aumento dos niveis de O," pode ter promovido um
efeito rebote de aumento das atividades das principais enzimas antioxidantes
(SOD, CAT e GSHPx) e ter induzido a lipoperoxidacédo em cérebro de ratos.
Portanto, esses resultados sugerem que o EO pode representar um
mecanismo envolvido nos efeitos da hiperglicemia no sistema nervoso central

de ratos neonatos. No entanto, outros estudos parecem ser necessarios a fim



de melhor caracterizar o papel das espécies reativas na neurotoxicidade da
hiperglicemia neonatal.

Palavras-Chave: hiperglicemia neonatal; estresse oxidativo, NADPH oxidase;

glicose-6-fosfato-desidrogenase.



ABSTRACT

Diabetes is an endocrine disorder of carbohydrate metabolism characterized by
hyperglycemia and is the result of body’s inability to secret insulin or a defect of
insulin action or both. The neurological consequences of diabetes on the central
nervous system have most recently been received greater attention, but the
mechanisms by which hyperglycemia can cause brain damage remain poorly
understood. Recent studies have shown that hyperglycemia induces oxidative
damage in rat brain. Therefore, this study aimed to produce a model neonatal
hyperglycemia and investigate the role of oxidative stress (OS) in the
neurotoxicity of neonatal hyperglycemia. The neonatal hyperglycemia was
induced by one intraperitoneal administration of 100 mg/ kg body weight of
streptozotocin (STZ), 5 days after the STZ administration, the animals were
killed and the glucose diabetic group mean (222 mg/dL) during all treatment
was 82% higher than the control group mean (121 mg/dL). So, the effects of
streptozotocin-induced neonatal hyperglycemia were studied on the following
oxidative stress parameters from rat brain: the activities of glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PD), 6-phosphogluconate dehydrogenase (6PGD) and
NADPH oxidase (Nox), the content of superoxide anion (O*-), the activities of
the main antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT)
and glutathione peroxidase (GSHPx), and thiobarbituric acid-reactive
substances (TBA-RS). Rats subjected to a model of neonatal hyperglycemia
presented high content of O,e- through activation of NADPH oxidase and it is
possible that this activation was dependent of G6PD- and 6PGD-derived
NADPH. Also, increased levels on O,s- may have promoted a rebout effect,
through to enhanced antioxidant enzymes activities (SOD, CAT and GSHPXx)
and led to lipid peroxidation in the brain. So, these results suggest that OS
could represent a mechanism to understand the harmful effect of hyperglycemia
on the central nervous system. However, further studies appear to be
worthwhile in order to better characterize the role of reactive species in the

neurotoxicity of neonatal hiperglycemia.

Keywords: neonatal hyperglycemia; oxidative stress; NADPH oxidase; glucose-

6-phosphate-dehydrogenase.
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1. INTRODUCAO

1.1 - Diabetes Neonatal

Diabetes Neonatal (DN) é uma doenca rara com incidéncia de
aproximadamente 1:300.000 a 500.000 nascimentos no mundo (Aguilar-Bryan
e Bryan, 2008), na qual devido a producao ou liberacdo inadequada de insulina
a terapia exdgena é requerida (Fosel, 1995; Polak e Cavé, 2007). Os niveis
hiperglicémicos desses pacientes podem normalizar espontaneamente
caracterizando a Diabetes Neonatal Transitoria (DNT) que abrange 50 a 60%
dos casos de DN ou persistir para o resto da vida na Diabetes Neonatal
Permanente (DNP) (Polak e Shield, 2004). Os pacientes com DN apresentam
como principais sintomas na maioria dos casos: retardo no crescimento
intrauterino, falha no desenvolvimento, baixo peso corporal, febre, desidratacao

e acidose com cetonuria (Fosel, 1995).

A DN é diagnosticada clinicamente pela presenca de hiperglicemia antes
dos seis primeiros meses de vida dos pacientes, sendo que o tempo de
apresentacdo da hiperglicemia € varidvel. Um problema potencial de
diagndstico é a diferenciacdo entre a diabetes neonatal e a diabetes do tipo 1
com causa auto-imune (Aguilar-Bryan e Bryan, 2008). Varios estudos indicam
que a maioria das causas de diabetes identificadas antes dos seis meses de
idade séo de origem monogénica (Flanagan et al., 2007; Shield et al., 1997)
com nenhuma evidéncia de marcadores de destruicdo auto-imune das células

beta (B) (Edghill et al., 2006; Gach et al., 2007).
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Na ultima década houve uma explosdo de trabalhos sobre a multipla
hereditariedade do tipo de diabetes nao-imunoldgica diagnosticada antes dos 6
meses de vida, sendo que estes estudos tiveram como principal intuito
aumentar a compreensao dos genes envolvidos em toda a cadeia de controle
da homeostasia da glicose. Atualmente a DN est4 relacionada ao surgimento
de mutacdes em genes envolvidos no desenvolvimento do pancreas, na
apoptose de células beta (3), no processamento da insulina e na regulacdo da

liberagdo da insulina (Aguilar-Bryan e Bryan, 2008).

A etiologia desta doenca € bastante heterogénea, portanto apenas as

causas mais comuns de DN serdo comentadas.

- Anomalias do braco longo do cromossomo 6

A maioria dos pacientes com DNT apresentam anormalidades no
cromossomo 6924, na qual trés anormalidades foram encontradas: dissomia
unipaternal do cromossomo 6, duplicacdo de heranca paterna do braco longo
do cromossomo 6 e defeitos de metilagdo (Temple et al., 1996). A duplicacéo é
de heranga paterna na DNT e acontece devido a “imprintings” (gene expresso
apenas por um alelo, pois o outro € metilado e conseqiuentemente torna-se
inativo) que levam ao aumento da expressédo do alelo paterno. Sugerem-se
dois genes localizados no cromossomo 6 como candidatos a causa da doenga:
0 gene que codifica o fator de crescimento ZAC, que regula o ciclo celular e
apoptose, aléem do gene HYMAI de funcdo ainda desconhecida (Arima et al.,

2001).
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- Mutacdes do canal de Potassio ATP-sensivel

A fisiologia da liberacdo de insulina € observada na figura 1, onde a
glicose entra na célula B através da ligacdo com a proteina transportadora de
glicose (GLUTZ2), sendo entéo internalizada e fosforilada pela glicoquinase, que
a direciona para a via glicolitica, posteriormente para o ciclo do &cido
tricarboxilico e finalmente, produzindo ATP (Glaser et al., 1998). O aumento da
razdo ATP/ADP intracelular leva ao fechamento do canal de potassio e a
despolarizacdo da membrana. O canal de calcio sensivel a voltagem entéo se
abre e o influxo de céalcio promove a liberacdo dos granulos de insulina

(Greeley et al., 2010; Gurgel e Moises, 2008).

K* (aTP) channels in glucose metabolism

Link glucose metabolism - insulin secretion

Blood Glucose
Increase
ﬁ
Ca*
Hyperpolarization
Closed K*(aTe) channel
High glucose

Normal Subject

Figura 1: Secrecdo de insulina em relacéo ao canal de potassio (Adaptado de Flechtner et al.,
2008).

Os canais de potassio ATP-sensivel tem um papel importante na
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atividade elétrica do metabolismo celular através da regulacdo do movimento
de potéassio através membrana. Estes canais sdo complexos octaméricos
compostos por dois tipos de subunidades, quatro receptores regulatérios
sulfonilurea (SUR) e quatro subunidades que formam o poro do canal (Kir)
(Bryan et al.,, 2005). A subunidade SUR é codificada pelo gene ABCCS,
estando presente na célula B pancreatica e nos neurdnios, ja a subunidade Kir
é codificada pelo gene KCNJ11 (Inagaki et al., 1995). Tanto a subunidade SUR
quanto a Kir sdo vitais para a regulacdo adequada da secrec¢do de insulina, ja
que fazem a ligacdo entre o metabolismo celular e a atividade elétrica da

membrana plasmética (Gurgel e Moises, 2008).

Na DN ocorrem mutagcées no gene KCNJ11, sendo esta a causa mais
comum de DNP (Sagen et al., 2004), e mutagcdes no gene ABCC8 como a
segunda causa mais comum de DNT (Vaxillaire et al., 2007). As mutacdes
nestes dois genes provocam uma insensibilidade do canal de potédssio aos
altos niveis de ATP, ou seja, 0s canais de potassio ndo fecham e

consequentemente a insulina ndo é secretada (figura 2) (Flechtner et al., 2008).
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K*(ATP) channels and neonatal diabetes

Glucose

No insulin
Glucose exocytosis

increase

—_—

Glucose

¥ :\9
1 f@

Ca?*

Channels with M?Dp\
reduced ATP

Sensitivity or
steric mediated
increase in
Opening

probability

Permanent neonatal diabetes

Figura 2: Mutacdes nos genes KCNJ11 e ABCC8 provocam a abertura dos canais de potassio
e a insulina ndo é excretada (Adaptado de Flechtner et al, 2008).

- Mutac@es no gene da insulina

Estudos recentes apontam as mutacdes no gene da insulina como a
segunda causa mais comum de DNP, apés as mutacdes no gene KCNJ11. As
mutacBes sao localizadas em residuos de aminoacidos que podem afetar
potencialmente a clivagem e/ou dobramento de pré-pré-insulina e pré-insulina.
O acumulo da insulina dobrada inadequadamente poderia induzir um estresse
prolongado ao reticulo endoplasmatico e a iniciagdo do processo de apoptose
das células. Os pacientes com essas mutacdes apresentam cetoacidose,
hiperglicemia (aproximadamente 650 mg/dL) e baixo peso ao nascimento.
Todos esses sintomas resultam da falta de insulina, pois esta atua ainda no
atero e nos primeiros meses de vida como um horménio importante no

desenvolvimento (Gurgel e Moises, 2008; Stoy et al., 2007).
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- Mutacgdes no gene da glicoquinase

A glicoquinase € uma enzima chave na regulagdo do metabolismo da
glicose, pois funciona como um sensor da célula B pancreatica ao nivel de
glicose sanguinea, que acaba por fim estimulando a liberacdo de insulina. S&o
conhecidas aproximadamente 200 muta¢cdes do gene da glicoquinase, onde a
maioria € heterozigota, que reduzem a entrada de glicose na rota glicolitica
(Gloyn, 2003). Entretanto, existem muta¢gdes em homozigose sendo uma causa

bastante rara e grave de DNP (Polak and Shield, 2004; Njolstad et al., 2001).

- Mutagdes no gene IPF-1 (insulin promoter factor 1)

O gene IPF-1 esta envolvido no controle do desenvolvimento
pancredtico intrauterino e também na integridade funcional das células
pancredaticas. Mutacdes em homozigose ou heterozigose composta foram

encontradas em portadores de DNP (Schwitzgebel et al., 2003).

Com relacdo ao tratamento destes pacientes na pratica clinica, a insulina
€ a escolha imediata para o estabelecimento do controle metabdlico na DN,
pois é eficaz em todos os casos de déficit de insulina (Aguilar-Bryan e Bryan,
2008). Quando o diagnéstico € realizado antes dos seis meses de vida e o
“screening” genético identifica mutagées nos genes envolvidos com 0s canais
de potassio ATP-sensiveis € possivel utilizar uma estratégia terapéutica
alternativa, o uso de sulfonilureas. As sulfonilureas, classe de drogas utilizadas
no tratamento da diabetes tipo 2, causam o fechamento dos canais de K" ATP

sensiveis por um mecanismo independente do ATP, portanto essa droga pode
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ser utilizada no tratamento da DN causada por mutagdes nos canais de K" ATP
sensiveis (Flechtner et al.,, 2008). Em um estudo europeu foi possivel a
substituicdo de insulina por sulfonilureas em 90 % dos pacientes e em todas
houve uma melhora do controle metabdlico (Pearson et al., 2006). Além disso,
agentes hipoglicemiantes orais (tolbutamida, glibenclamida e glicazida)
apresentam uma alternativa substituindo o tratamento classico de inje¢6es de

insulina (Aguilar-Bryan e Bryan, 2008; Metz et al., 2002).

Nas as Ultimas décadas, houve uma explosdo de trabalhos na éarea
pediatrica sobre a diabetes neonatal, estes analisam o perfil clinico, a etiologia
e o tratamento a ser preconizado durante o diagnostico da DN, entretanto, por
se tratarem apenas de estudos clinicos se desconhecem 0s mecanismos
responsaveis pelos efeitos deletérios da hiperglicemia neonatal sobre os
orgdos dos pacientes neste periodo importante de desenvolvimento (Aguilar-
Bryan e Bryan, 2008). Além disso, ndo existem estudos com modelos de
hiperglicemia neonatal que mimetizem as condi¢cdes encontradas no DN a fim
de avaliar os mecanismos pelos quais a hiperglicemia danifica o SNC.
Portanto, ndo existem estudos que correlacionem a hiperglicemia neonatal
como contribuinte para os danos ao SNC devido ao aumento da producao de

radicais livres.

1.2 — Radicais Livres
Um radical livre é qualquer espécie quimica que contenha um ou mais
elétrons desemparelhados, situacado energeticamente instavel, que confere alta

reatividade a essas espécies (Halliwell e Gutteridge, 1999). Os radicais livres
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podem ser formados pela perda de um elétron de um nao-radical ou pelo
ganho de um elétron por um n&o-radical (Halliwell e Gutteridge, 2007). A
presenca de um unico radical pode iniciar uma sequéncia de reacdes em
cadeia de transferéncia de elétrons, na qual um radical reativo pode levar a
formacdo de um produto que também € um radical livre e que, por sua vez,
reage produzindo um terceiro radical (Maxwell, 1995). As reacdes em cadeia
sdo: reacdes de iniciacdo, ocorrendo a formacado de um radical livre a partir de
uma espécie quimica nao-radical estavel; reacdes de propagacédo, ocorrendo a
formacdo de um radical livre que reage com uma molécula estavel gerando
outro radical; e reacdes de terminacgdo, ocorrendo a formacéo de dois radicais
livres que anulam seus elétrons desemparelhados formando um produto

estavel (Boveris, 1998).

Fisiologicamente, no metabolismo celular aerébio, o oxigénio molecular
(O,) sofre reducédo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, formando
agua (H.0). A funcdo da citocromo oxidase mitocondrial € a de acrescentar
quatro elétrons em cada molécula de O, para gerar duas moléculas de H,O
(Bergendi et al., 1999). Todavia, cerca de 5% do O, utilizado na cadeia
respiratéria mitocondrial ndo é completamente reduzido a &gua, sendo
possivelmente convertido a intermediérios reativos como os radicais superéxido

(O2") hidroxila (OH®) e também o peréxido de hidrogénio (H,O,) (Boveris e

Chance, 1973; Cohen, 1989).

Apesar de o0 anion superéxido ndo poder atacar diretamente o DNA,

lipidios e proteinas (Halliwell e Gutteridge, 1999), outras espécies reativas de

20



oxigénio sdo geradas rapidamente a partir desse precursor. A ac¢do catalitica
da enzima antioxidante superéxido dismutase promove a reducdo de duas
moléculas de &anion superéxido a peroxido de hidrogénio por dismutacdo
espontanea. Conseqlientemente, sempre que o perdxido de hidrogénio entrar
em contato com fons Cu®* ou Fe®* serdo gerados radicais hidroxila altamente
reativos, capazes de atacar e danificar todas as biomoléculas (Halliwell, 2001).
Além disso, a partir do anion superoxido e do radical hidroxila também pode ser
gerado o oxigénio singlet, que ndo é um radical livre, mas sim uma forma
reativa do oxigénio capaz de oxidar diversas moléculas, como por exemplo, 0s

lipidios de membrana, gerando hidroperéxidos lipidicos (Bergendi et al., 1999).

O termo genérico espécies reativas de oxigénio (ERO) é usado para
incluir ndo s6 os radicais formados pela reducdo do O, (O, e OH®), mas
também alguns nao-radicais derivados do oxigénio, como o peroxido de
hidrogénio (H,0.), o oxigénio singlet (*O), o acido hipocloroso (HOCI) e o
ozbnio (O3) (Halliwell e Gutteridge, 1999). Além dessas, existem ainda as
espécies reativas de nitrogénio (ERN), sendo o o6xido nitrico (NO®) e o

peroxinitrito (ONOQ") as principais representantes.

Espécies reativas estdo presentes tanto em processos fisioldgicos
guanto em processos patoldgicos, mas a ceélula possui um sistema de defesa
eficiente que €& capaz de neutralizar naturalmente as espécies reativas
formadas. Somente, um desequilibrio entre os sistemas de formacédo e de
remocao dessas espécies pode resultar em conseqiéncias patologicas, no

qual essas espécies reativas podem oxidar moléculas biolégicas incluindo
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proteinas, lipidios e DNA (Maxwell, 1995).

1.4- Sistema de Defesa Antioxidante

Naturalmente o nosso organismo desenvolve mecanismos protetores
contra o dano oxidativo induzido por radicais livres através de um sistema de
defesa antioxidante, sendo classificado em enzimético e n&o-enzimatico.
Dentre as principais enzimas antioxidantes podemos citar a superéxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GSHPXx), que
estdo presentes no organismo em diferentes concentracdes, dependendo do
tecido em que se encontram. O tecido cerebral, por exemplo, contém niveis
muito baixos de CAT, sendo entdo fundamental a presenca de SOD e GSHPx

em todas as regides cerebrais (Halliwell e Guteridge, 2007).

A SOD catalisa a reacdo de dismutacdo de dois radicais superoxidos a
peroxido de hidrogénio e oxigénio. Dessa forma, o papel biolégico da SOD
consiste em atuar como “scavenger” do ion superdxido (Fridovich, 1975)
Halliwell e Gutteridge, 1999). Existem varias formas dessa metaloenzima,
variando sua localizacdo e o seu grupo prostético. A forma SOD cobre-zinco
estid presente principalmente no citosol de células eucaridticas, a SOD
manganés na matriz mitocondrial, enquanto a SOD ferro esta presente apenas
em plantas e bactérias. Todas as formas, no entanto, catalisam a dismutagéo
do O," (ion superoéxido), formando peroxido de hidrogénio e oxigénio (McCord

and Fridovich, 1969; Halliwell e Gutteridge, 1999).

O peroxido de hidrogénio formado é degradado posteriormente pelas
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enzimas CAT e GSHPx. A CAT ira catalisar diretamente a decomposi¢cdo do
H,O, a oxigénio no estado fundamental, através da reducdo de uma molécula
de H,O, a H,O e da oxidacdo de outra molécula a O, (Ferreira e Matsubara,
1997). A CAT de tecidos animais e vegetais esta principalmente localizada em
organelas subcelulares conhecidas como peroxissomas e em menor

guantidade no citosol e mitocondria (Marks et al., 1996; Ward e Peters, 1995).

A GSHPx atua removendo o H,O, e outros peréxidos através do
acoplamento de sua reducdo a H,O com a concomitante oxidagcdo da GSH.
Existe uma GSHPx encontrada no citosol e na mitocondria que requer
selenocisteina como cofator, ja a outra GSHPx existente localiza-se no citosol e
€ independente de selénio (Marks et al., 1996; Prohaska et al.,, 1977). A
GSHPx atua dependendo da acdo da enzima glutationa redutase (GR), que
catalisa a reducdo de GSSG utilizando NADPH como coenzima (Marks et al.,

1996).

Existe outra enzima antioxidante importante a glicose-6-fosfato-
desidrogenase (G6PD), limitante da via das pentoses fosfato que converte
glicose-6-fosfato (G6P) em 6-fosfogluconolactona e reduz NADP* a NADPH. O
NADPH produzido é importante para fornecer uma protecdo celular contra o
estresse oxidativo por espécies reativas, pois detoxifica e regenera a forma
reduzida da glutationa (GSH) através da GR (Frosali et al., 2004; Tsai et al.,

1998).

As enzimas de defesa antioxidante atuam como um sSistema
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coordenado, balanceado, e operam juntamente com outros antioxidantes ditos
ndo-enzimaticos (como o a-tocoferol, &cido ascérbico e glutationa) com o
intuito de proteger o organismo dos danos celulares causados pelo estresse
oxidativo. A GSH, um tripeptidio formado por glutamato, cisteina e glicina, € o
principal tiol intracelular de baixo peso molecular presente na maioria das
células. E um antioxidante endégeno que atua sinergicamente com o a-
tocoferol e o acido ascorbico, sendo fundamental para manté-los nas suas

formas reduzidas (Sies, 1999; Halliwell e Gutteridge, 2007).

1.5 - Estresse Oxidativo

Em situacdes fisioldgicas, a producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio € em sua maior parte balanceada pelos sistemas de defesa
antioxidante do organismo. No entanto, em determinadas condi¢des
patolégicas pode haver um desequilibrio entre a producdo de oxidantes e a
defesa antioxidante presente na célula, levando a instalagdo do “estresse

oxidativo” (Halliwell e Gutteridge, 2007).

O estresse oxidativo pode ser resultado tanto da diminuicdo das defesas
antioxidantes quanto de uma producédo aumentada de oxidantes (Halliwell,
2001; Salvador e Henriques, 2004). A presenca de espécies reativas em
excesso pode ocasionar uma inadequada oxidac&do de biomoléculas levando a
um dano celular durante o estresse oxidativo, tendo como consequécias:
adaptacdo das ceélulas por up-regulation, injaria celular ou morte celular por

apoptose ou necrose (Behl e Moosmann, 2002; Halliwell e Whiteman, 2004).
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Sabe-se que o0 cérebro é um Orgao particularmente suscetivel ao
estresse oxidativo quando comparado a outros tecidos, devido: ao seu elevado
consumo de oxigénio; ao seu alto conteudo de ferro, favorecendo a
lipoperoxidacdo; ao seu alto conteudo lipidico, principalmente lipidios de
cadeias laterais altamente poliinsaturadas, que sdo extremamente suscetiveis
a lipoperoxidacdo; e a sua pequena defesa antioxidante, sendo os niveis de
CAT particularmente baixos em muitas regibes cerebrais (Halliwell, 1996)

Halliwell e Gutteridge, 2007).

Diante destes fatores, sabe-se que 0 estresse oxidativo parece estar
associado aos danos neurologicos de varias doencas neurodegenerativas,
como as doencas de Alzheimer, Parkinson, as escleroses multiplas e
deméncia, entre outras (Pitocco et al., 2010; Reznick e Packer, 1994) Halliwell
e Gutteridge, 1999). Além disso, os radicais livres e o estresse oxidativo
parecem estar associados a patogénese da diabetes, obesidade, céancer,
envelhecimento, hipertensdo e apoptose. No entanto, ainda persistem
incertezas e controvérsias no que diz respeito ao estresse oxidativo ser a
causa ou a consequéncia das doencas nas quais esta envolvido (Halliwell,

1994).

1.6 - Estresse Oxidativo e Hiperglicemia

Recentemente, estudos tém demonstrado o envolvimento do estresse
oxidativo nos mecanismos de danos moleculares e celulares aos tecidos em
um amplo espectro de doengas humanas (Halliwell, 2001). Muitas evidéncias

sugerem que o estresse oxidativo tem um papel fundamental na patogénese da

25



diabetes e suas complicagbes (Donne et al, 2006). Tem sido postulado que os
pacientes e ratos diabéticos estariam mais suscetiveis ao estresse oxidativo,
visto que a presenca de hiperglicemia é capaz de promover um aumento na
producdo de radicais livres (Baynes, 1991; Baynes e Thorpe, 1999; Chang et
al., 1993) e / ou um prejuizo nas defesas antioxidantes (Halliwell e Gutteridge,

1990; McLennan et al., 1991).

Varias hip6teses tém sido relatadas para explicar a elevacao de radicais
livres na diabetes, tais como a oxidacdo da glicose, a glicagdo ndo enzimatica
de proteinas, a ativacdo da proteina quinase C, a baixa concentracdo de
antioxidantes nos tecidos e o comprometimento do sistema antioxidante

enzimatico (Baynes e Thorpe, 1999; Brownlee, 2001).

A hiperglicemia esté presente em todas as formas de diabetes sendo um
dos principais contribuintes para o estresse oxidativo, tanto através da geracao
direta de ROS quanto através da alteracdo no equilibrio redox (Rains e Jain,
2011). Publicagbes recentes sugerem cinco principais mecanismos pelos quais
a hiperglicemia induz estresse oxidativo no tecido vascular: fluxo aumentado de
acucares através da via poliol, formacéo intracelular aumentada de produtos de
glicacdo avancada (AGEs), aumento da expressédo do receptor para AGEs;
ativacdo de isoformas da proteina quinase C (PKC) e hiperatividade da via
hexosamina (Giacco e Brownlee, 2010). Evidéncias convincentes levam a
hipotese de que todos 0os mecanismos acima séo ativados por um Unico evento
anterior: a producao de superoxido aumentada (Giacco e Brownlee, 2010). O

aumento de anion superoxido pode ser mitocondrial (Brownlee, 2001) ou pela
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NADPH oxidase (Serpillon et al., 2009).

A hiperglicemia presente na diabetes promove alteracbes no
metabolismo do NADPH. Alteracbes provavelmente relacionadas com a
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), enzima limitante da via das pentoses
fosfato (PPP). Na fase oxidativa da via das pentoses fosfato, a G6PD produz
NADPH, cofator essencial para a atividade das enzimas glutationa redutase e
NADPH oxidases (Martins et al., 1986). Estudos recentes, utilizando um
modelo de hiperglicemia grave, mostram o aumento na producdo de anion
superoxido no miocardio via NADPH oxidase. Sugere-se que o aumento da
atividade da NADPH oxidase possa ser devido aos elevados niveis de NADPH
derivados da atividade da G6PD (Gupte et al.,, 2005; Gupte et al.,, 2006;
Serpillon et al., 2009).

Os mecanismos de dano cerebral nessa doenga ainda permanecem
desconhecidos, portanto, varias evidéncias baseadas em estudos recentes
indicam que o dano oxidativo induzido pela hiperglicemia pode contribuir para
danos ao sistema nervoso (Biessels et al., 2002). Espécies reativas geradas
pela hiperglicemia podem danificar o sistema nervoso central pelo ataque a
neurbnios e células de Schwann, devido ao seu alto teor de lipidios
poliinsaturados (Aragno et al., 2000; Kumar e Menon, 1993). E importante
ressaltar que a maioria dos estudos encontrados mimetizam as condi¢gdes de
diabetes tipo 1 e tipo 2 na idade adulta. Entretanto, ainda se desconhece o
efeito da hiperglicemia sobre parametros de estresse oxidativo na fase

neonatal de desenvolvimento cerebral.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi investigar o possivel papel do
estresse oxidativo na neurotoxicidade da hiperglicemia neonatal através da
andlise de alguns pardmetros de estresse oxidativo em cérebro de ratos, a fim
de avaliar o envolvimento de espécies reativas nos mecanismos responsaveis
pelos efeitos deletérios da hiperglicemia em uma fase crucial de

desenvolvimento neuroldgico.

Objetivos especificos

e Desenvolver um modelo de hiperglicemia neonatal induzido por
estreptozotocina a fim de avaliar os efeitos deletérios da hiperglicemia
em cérebro de ratos.

e Investigar o efeito da hiperglicemia neonatal sobre a atividade das
enzimas da via das pentoses fosfato glicose-6-fosfato-desidrogenase e
6-fosfogluconato-desidrogenase em cérebro de ratos.

e Estudar se a hiperglicemia neonatal altera o conteddo de &anion
superoxido e a atividade da enzima NADPH oxidase em cérebro de
ratos.

e Verificar o efeito da hiperglicemia neonatal sobre a lipoperoxidagao
através da medida das substancias reativas ao acido tiobarbiturico.

e Finalmente analisar os efeitos da hiperglicemia neonatal sobre a
atividade das principais enzimas antioxidantes superoxido dismutase,

catalase e glutationa peroxidase.
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3. MATERIAIS, METODOS E RESULTADOS

3.1 Desenvolvimento do modelo de hiperglicemia neonatal

A maioria dos modelos experimentais de hiperglicemia induzidos por
estreptozotocina (STZ) encontrados na literatura séo realizados em animais
adultos (Nakhaee, 2009; Kabay, 2009; Ulusu, 2003), entretanto o modelo do
estudo proposto foi realizado em ratos Wistar no periodo neonatal, ou seja, de
aproximadamente 5 dias de vida. Portanto, inicialmente realizou-se uma
pesquisa na literatura para encontrar estudos com modelos induzidos por

baixas dosagens dessa droga, devido a sua toxicidade.

&
Figura 3: Efeito da administracdo i.p. de 55mg/Kg de peso corporal de STZ sobre a glicemia

durante 4 dias. Resultados expressos em media = DP (n=4). *p<0,05. Nao foram encontradas
diferencas significativas com relagéo ao controle (teste t).

Diante disso, a menor dose de STZ encontrada foi a de 55mg/Kg de
peso corporal (Ulusu, 2003). Os ratos do grupo diabético receberam uma
injecdo de STZ intraperitoneal (i.p.) de 55mg/Kg e o grupo controle uma injecéo

I.p. de salina. Na figura 3 conseguimos verificar que ndo houve diferenca
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significativa entre a glicemia dos grupos controle e a glicemia do grupo que

recebeu STZ.

Um teste de tolerancia a glicose foi realizado com o intuito de encontrar
uma possivel explicacdo para os valores de glicemias dos ratos do grupo

controle serem semelhantes aos valores de glicemia ratos do grupo diabético

ao administrar STZ (55mg/Kg i.p.). No teste de tolerancia a glicose avalia-se a
acdo da insulina pelo monitoramento da glicemia apdés uma injecéo de glicose
(6mg/g de peso corporal i.p.). Foi possivel verificar a inibicdo da acdo da
insulina nos ratos que receberam STZ quando comparados com o0s ratos do

grupo controle (figura 4), supostamente causada pela diminuicdo do contetdo

de insulina pancreética (Takada, 2007).
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Figura 4: Monitoramento glicémico apés injecao de glicose (6 mg/g de peso corporal) em ratos
que receberam 55mg/Kg de STZ (A). Resultados expressos em média + EP (n=3). *p<0,05
diferencas em relacdo ao controle (teste t).

Realizou-se uma curva de dose de STZ, pois a proposta do modelo foi

de induzir hiperglicemia neonatal com uma unica dose desta droga. Podemos
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verificar na figura 5 que com a administracdo de 100mg/Kg de STZ i.p. é
possivel reproduzir o modelo proposto, ou seja, esta dose mostrou as glicemias
dos ratos diabéticos diferentes significativamente dos ratos controles, sendo
possivel induzir hiperglicemia com apenas uma administracdo de STZ [F(3) =

16,38; p<0.05].
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Figura 5: Monitoramento da glicemia durante 5 dias de uma curva de dose de STZ. Resultados
expressos em média + DP (n=3). ***p<0,001 diferengcas em relagdo ao controle (ANOVA de
uma via seguida de Teste de Tukey).
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Finalmente, na figura 6 é possivel visualizar o resumo do modelo de
hiperglicemia neonatal induzida por STZ. Os ratos foram retirados das mées e
submetidos a um jejum de 8h, realizado para evitar a competicdo da glicose da
dieta com a droga utilizada, pois ambos internalizam na célula beta-pancreética
via receptor GLUTZ2 (Szkudelski, 2001). Ap6s 8 horas de jejum foi administrada
uma dose i.p. de 100mg/Kg de STZ nos ratos do grupo diabético e salina nos
ratos do grupo controle. Aproximadamente dez horas ap0s a inje¢do ocorreu

uma hipoglicemia severa nos ratos que receberam STZ. Diante disso, foi
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necesséria uma injecao i.p. de glicose (2mg/g) no momento da hipoglicemia

com o intuito de diminuir a mortalidade destes animais.

Inicio 1°dia 2° dia 3’ dia 4° dia 5°dia
| | | ! I |
| | I I l |

Sacrificio

100 mg'Kg 2 mglg
STZ Glicnse

\ J
|

MEDIDA GLICEMICA DIARIA

Figura 6: Resumo do modelo de hiperglicemia neonatal induzido por STZ.

Além disso, a glicemia e o peso destes animais foram monitorados
diariamente. A glicemia diaria do grupo diabético a partir do segundo dia de
tratamento € significativamente maior que o grupo controle (figura 7). Os ratos
do grupo diabético apresentaram uma diminuicdo significativa no peso
[F(3)=6.214;p<0,001] quando comparado com o grupo controle (figura 8).
Finalmente, o sacrificio dos animais foi realizado no quinto dia apés a injecao
de STZ.

100mg/Kg daily

-~ (Control
- Diabetic

Blood Glucose
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g

o

Days

Figura 7: Monitoramento glicémico diario durante todo tratamento em ratos que receberam 100
mg/Kg de STZ. Resultados expressos em média + EP (n=4).
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Figura 8: Efeito da administracdo i.p. de 100 mg/Kg de peso corporal de STZ sobre o peso
corporal em ratos neonatos durante 5 dias. Os resultados sédo expressos em média £ DP (n =
3). *** p <0.001 comparado ao grupo controle (Teste t).
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Abstract

Diabetes is an endocrine disorder of carbohydrate metabolism characterized by
hyperglycemia due to body inability to secret insulin or defect in insulin action.
Recently, the consequences of diabetes on the central nervous system (CNS)
have been received great attention, but the mechanisms by which
hyperglycemia can cause brain damage remain poorly understood. Additionally,
recent studies have shown that hyperglycemia induces oxidative damage in rat
brain. Thus, in the present study we investigated whether streptozotocin-
induced hyperglycemia elicits oxidative stress in the brain of neonate rats. The
activities of glucose-6-phosphate-dehydrogenase (G6PD), 6-phosphogluconate
dehydrogenase (6-PGD), NADPH oxidase (Nox), superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSHPx) and the production of
superoxide anion and thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS) were
measured. Hyperglycemic rats presented increased activities of G6PD, 6PGD
and Nox that, altogether, may be responsible for the enhanced production of
superoxide anion observed. The enhanced antioxidant enzymes activities
(SOD, CAT and GSHPx) observed in hyperglycemic rats, probably caused by a
rebout effect of oxidative stress, were not able to hinder lipid peroxidation (TBA-
RS) in the brain. So, these results suggest that oxidative stress could represent

a mechanism to understand the harmful effect of hyperglycemia on the CNS.
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Introduction

Diabetes is the most common serious disorder of the carbohydrate metabolism
characterized by high blood glucose concentration (hyperglycemia), owing to
body's inability to release insulin or defect in insulin action or both (Kabay et al.
2009; Quinn 2001), which results in the impairment of uptake and storage of
glucose and reduced glucose utilization for energy purposes (Wild et al. 2004).
Recent studies in both diabetic humans and experimentally diabetic rats have
shown that hyperglycemia induces oxidative stress that may perturb brain
function (Biessels et al. 2002). It is important to emphasize that these studies
were related to diabetes type 1 and type 2 regarding the adulthood or ageing
and, to our knowledge, the effect of hyperglycemia on oxidative stress in
developing phase of the CNS has not been reported. Recently, many clinical
pediatric studies have emerged about a rare condition, the neonatal diabetes
mellitus (1:400.000), characterized for presenting uncontrolled hyperglycemia
during the first 6 months of life (Valamparampil et al. 2009).

In aerobic metabolism, the production of reactive species is counterbalanced by
antioxidant defense systems. However, overproduction of reactive species
and/or diminished antioxidant defenses may lead to cell injury and death,
produced by alterations in enzymatic systems, membrane transport, DNA
dysfunction, resulting from protein, lipid, and/or DNA oxidative damage
(Halliwell and Gutteridge 2007). Several hypotheses have been reported to
explain elevation of free radicals in diabetes, such as glycoxidation,
nonenzymatic glycation of protein, activation of protein kinase C, low
concentration of antioxidants into tissues and impairment of antioxidant enzyme

system (Baynes and Thorpe 1999; Brownlee 2001).
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Diabetes produces alterations in tissue NADPH metabolism that is probably
related to the alterations in glucose-6-phosphate-dehydrogenase (G6PD), a
rate-limiting enzyme of pentose phosphate pathway (PPP), which produces
NADPH to be used as cofactor for enzymes such as glutathione reductase and
NADPH-dependent oxidases (Martins et al. 1986). Moreover, recent studies,
using a model of severe hyperglycemia, suggest that Nox-derived superoxide
generation in the myocardium is fueled by elevated levels of G6PD-derived
NADPH (Serpillon et al. 2009). However, whether these effects of severe
hyperglycemia were also present into brain tissue remains unknown, especially
during development.

The neurological consequences of diabetes in the central nervous system have
most recently been receiving greater attention, but the mechanisms by which
hyperglycemia can cause brain damage remain poorly understood. Therefore,
in the present study we investigated the effect of hyperglycemia in neonate rats
on various parameters of oxidative stress in the brain in order to evaluate
possible mechanisms of brain damage. To accomplish that, the following
oxidative stress parameters were studied: G6PD and 6-phosphogluconate-
dehydrogenase (6PGD) activities to evaluate the main cellular source of
NADPH (the oxidative phase of PPP); Nox activity and the content of
superoxide anion to evaluated superoxide anion production; the activities of
glutathione peroxidase (GSHPXx), catalase (CAT) and superoxide dismutase
(SOD) to assess enzymatic antioxidant defenses; and thiobarbituric acid-

reactive substances (TBA-RS) to assess lipid peroxidation.

Materials e Methods
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Materials

All chemicals were purchased from Sigma/Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Streptozotocin (STZ) solutions were freshly prepared in a mixture containing
saline (70 percent of final volume) and 20mM sodium phosphate buffer pH 7.4

(30 percent of final volume).

Animals

The NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH publication #
80-23, revised 1996) was followed in all experiments. Five-day-old Wistar rats
bred in the Animal House of Universidade Federal do Rio Grande do Sul were
used according to sample size calculation with 80% power at the 0.05 level of
significance (MiniTab®). We used both male and female rats since they have
not yet developed secondary sexual characteristics at the age of the
experiments. Except by a brief period of starving, rats were kept with dams until
they were killed. The dams had free access to water and a 20% (w/w) protein
commercial chow (Germani, Porto Alegre, RS, Brazil). They were kept into a
room with 12:12 h light/dark cycle (lights on 7:00-19:00 h) and with controlled

temperature (22 + 1 °C).

Streptozotocin-induced neonatal diabetes

After eight hours of starving, Neonatal diabetes was developed through the
administration intraperitoneally of a single injection of STZ (100 mg/Kg body
weight). Controls received vehicle (saline and buffer) instead. Ten hours after
STZ injection, rats received an intraperitoneal injection of glucose (2mg/g body

weight) to avoid fatal hypoglycemia developed by the drug.
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Tissues preparation

Five days after STZ injection, rats were killed by decapitation without
anesthesia and the brain was immediately removed and kept on an ice-plate.
The olfactory bulb, pons, and medulla were discarded and the total brain was
weighed and kept chilled until homogenization (1:10, w/v) with 20 mM sodium
phosphate buffer pH 7.4 containing 140 mM KCI. These procedures lasted up to
5 min. Homogenates were centrifuged at 750 g for 10 min at 4°C to separate
nuclei and cell debris (Lissi et al. 1986; Llesuy et al. 1985). The pellet was
discarded and the supernatant was immediately separated and used for the

measurements.

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) and 6-phosphogluconate
dehydrogenase (6-PGD) assays

G6PD and 6PGD were measured by following the production of coenzyme
NADPH. To obtain accurate enzyme activities, 6PGD activity and total
dehydrogenase activity (G6PD + 6PGD) were measured separately and the
difference from these two measures were related to G6PD activity. To obtain the
total dehydrogenase activity, substrates for both dehydrogenase enzymes were
added to a cuvette. The reaction mixture contained: 100 mM Tris-HCI pH 7.5, 10
mM MgCI2, 0.5 mM NADP*, 1 mM 6-phosphogluconate (6PGD substrate), 1
mM glucose-6-phosphate (G6PD substrate) and sample. In another cuvette, the
same reaction mixure without glucose-6-phosphate were used to obtain the
activity of 6PGD alone. Finally, G6PD activity was calculated by subtracting the
activity of 6PGD from total dehydrogenase activity (G6PD = total — 6PGD). The

reactions were started by the addition of 1 mM NADP" and were followed in a
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spectrophotometer at 340 nm. One enzyme unit is defined as 1 pmol of
substrate transformed per min and the specific activity is represented as units

per mg protein (Leong and Clark 1984, Tian et al. 1994).

NADPH oxidase assay (Nox)

NADPH oxidase was determined by measuring the chemiluminescence
intensity of lucigenin induced by superoxide production after addition of NADPH
in a luminometer counter (Guzik and Channon 2005). Briefly, 273 uL of air
equilibrated Krebs-HEPES buffer (99mM NaCl, 4.7mM KCI, 1.2mM MgSOy,
1ImM KHy;PO4, 1.9 CaCl,, 25mM NaHCOj;, 11.1mM glucose, and 20mM
HEPES-Na pH 7.44) was added to a plate and maintained at 37°C. After that, 6
ML of 20 pM  lucigenin was added and the background level of
chemiluminescence was counted for 2 min. Samples (15 pyL) and NADPH (6 pL)
were added and counted for 5 min to determine the kinetic activity of NADPH
oxidase, based on the increasing lucigenin chemiluminescence due to
superoxide production. NADPH oxidase activity was represented as

RLU/min/mg tissue.

Superoxide anion content (O3

Superoxide anion content was determined by measuring the
chemiluminescence intensity of lucigenin (Guzik and Channon 2005). Briefly,
194 pL of air equilibrated Krebs-HEPES buffer (99mM NacCl, 4.7mM KCI, 1.2mM
MgSO4, ImM KH,POy, 1.9 CaCl,, 25mM NaHCOg, 11.1mM glucose, and 20mM
HEPES-Na pH 7.44) was added to a plate and maintained at 37°C. After that, 6

ML of 20 pM lucigenin was added and the background level of
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chemiluminescence was counted for 5 min. Samples (100 yL) were added and
counted for 10 min to determine the content of superoxide anion in the tissue.
The background was then substracted from the values obtained in the tissue
fraction-added incubation and the chemiluminescence data are represented as

RLU/min/mg tissue.

Superoxide dismutase assay (SOD)

The assay of SOD activity was described by Marklund (1985). This method for
the assay of SOD activity is based on the capacity of pyrogallol to autoxidize, a
process highly dependent on superoxide, which is substrate for SOD. The
inhibition of autoxidation of this compound occurs in the presence of SOD,
whose activity can be then indirectly assayed spectrophotometrically at 420 nm,
using a SpectraMax M5/M5 Microplate Reader (Molecular Devices, MDS
Analytical Technologies, Sunnyvale, CA, USA). A calibration curve was
generated with purified SOD as a standard in order to calculate the activity of
SOD present in the samples. The results were represented as SOD units/mg

protein.

Glutathione peroxidase assay (GSHPXx)

GSHPx assay was assessed in according to the method described by Wendel
(1981). The GSHPx activity was measured using tert-butyl-hydroperoxide as
substrate. NADPH disappearance was monitored at 340 nm using a
SpectraMax M5/M5 Microplate Reader (Molecular Devices, MDS Analytical
Technologies, Sunnyvale, CA, USA). The medium contained 2 mM glutathione,

0.15 U/mL glutathione reductase, 0.4 mM azide, 0.5 mM tert-butyl-
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hydroperoxide and 0.1 mM NADPH. One GSHPx unit is defined as one umol of
NADPH consumed per minute and the specific activity is represented as

GSHPXx units/mg protein.

Catalase assay (CAT)

CAT activity was assayed by the method Aebi (1984) using a SpectraMax
M5/M5 Microplate Reader (Molecular Devices, MDS Analytical Technologies,
Sunnyvale, CA, USA). This method is based on the disappearance of H,0, at
240 nm in a reaction medium containing 20 mM H,0,, 0.1% Triton X-100, 10
mM potassium phosphate buffer pH 7.0, and 0.1-0.3 mg protein/mL. One CAT
unit is defined as one pymol of hydrogen peroxide consumed per minute and the

specific activity is represented as CAT units/mg protein.

Thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS)

TBA-RS was measured according to Ohkawa et al. (1979). Briefly, to eppendorf
tubes were added, in order of appearance: 150uL of tissue homogenate, 40uL
of SDS 8.1%, 280uL of 20% acetic acid in aqueous solution (v/v) pH3.5, and
280uL of 0.8 % thiobarbituric acid. The mixture was vortexed and the reaction
was carried out in a boiling water bath for 1 h. The mixture was allowed to cool
on water for 5 min and was centrifuged at 750g for 10 min. The resulting pink
stained TBA-RS obtained were determined spectrophotometrically at 535 nm in
a Beckman DU®640 Spectrophotometer. A calibration curve was generated
using 1,1,3,3-tetramethoxypropane as a standard, being subjected to the same
treatment as that of the samples. TBA-RS were represented as nmol/mg

protein.
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Protein determination
Protein concentration was determined in brain homogenates using bovine

serum albumin as a standard (Lowry et al. 1951).

Statistical analysis
Statistical analysis was performed by the Student’s t test. All analyses were
performed using the GraphPad Prism 5 software in a PC-compatible computer.

A value of p < 0.05 was considered to be statistically significant.

Results

In the present study we investigated the effects of neonatal hyperglycemia on a
series of oxidative stress parameters in the brain of rats.

Initially, we investigated the effect of STZ-induced neonatal hyperglycemia on
the activities of G6PD and 6PGD, which are the two enzymes that produce
NADPH in the oxidative phase of PPP (Figure 1). In figure 1A-B, we observed
that the G6PD [t(12)=3.97; p<0.01] and 6PGD [t(12)=3.5; p<0.01] activities were
significantly increased in hyperglycemic rats compared to controls.

Next, we evaluated the effect of neonatal hyperglycemia on the superoxide
anion production and on the activity of Nox (Figure 2). Neonatal hyperglycemia
was able to increase significantly the superoxide anion production [t(14)= 3.073;
p<0.01] and Nox activity [t(9)= 2.565; p<0.05] as can be seen in figure 2A and
2B, respectively.

We also studied the effect of neonatal hyperglycemia on the brain enzymatic
antioxidant defenses assessing the activities of the antioxidant enzymes SOD,

CAT and GSHPx. Neonatal hyperglycemia significantly enhanced the activity of

45



SOD (Figure 3A) [t(13) = 6.38; p<0.001]. Likewise, CAT [t(11) = 2.27; p<0.05]
and GSHPx [t(13) = 3.97; p<0.01] activities were also enhanced by neonatal
hyperglycemia in total brain of rats (Figure 3B and 3C, respectively). These
results clearly show an increment in the enzymatic antioxidant defenses in total
brain of rats subjected to STZ-induced neonatal hyperglycemia.

Finally, we evaluated the effect of neonatal hyperglycemia on the lipid
peroxidation parameter TBA-RS. Figure 4 depicts that neonatal hyperglycemia
markedly enhanced TBA-RS levels in total brain homogenates [t(15)=3.47,
p<0,01]. These results indicate the promotion of lipid peroxidation by neonatal

hyperglycemia in brain tissue homogenates.

Discussion

The consequences of hyperglycemia on the central nervous system are the
subject of increasing interest and some studies shown that diabetes produces
molecular, cellular and morphological changes in central nervous system
(Reagan et al. 1999). The mechanisms of brain damage in this disease remain
not fully understood, therefore several lines of evidence indicate that the
oxidative damage induced by hyperglycemia may contribute to nervous system
damage, through free radicals species impair the central nervous system
attacking neurons and Schwann cells because of their high polyunsaturated
lipid content (Aragno et al. 2000; Kumar and Menon 1993).

Under normal physiological conditions, there is a critical balance in the
generation of free radicals and antioxidant defense system used by organisms
to deactivate and protect themselves against free radical toxicity (Halliwell and

Whiteman 2004). Impairment in the oxidant/antioxidant equilibrium creates a
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condition known as oxidative stress. In this condition, free radicals can cause
oxidative injury, by attacking the macromolecules like lipids, carbohydrates,
proteins and nucleic acids (Halliwell and Gutteridge 2007). Oxidative stress is
known to be a component of molecular and cellular tissue damage mechanisms
in a wide spectrum of human diseases and has been recently associated with
the pathogenesis of diabetes and its complications (Halliwell 2001; Donne et al,
2006). Diabetes is usually accompanied by increased production of free radicals
(Baynes 1991; Baynes and Thorpe 1999; Chang et al. 1993) and/or impairment
of antioxidant defenses (Halliwell and Gutteridge 1990; McLennan et al. 1991).
Hyperglycemia, one factor shared by all diabetes forms is a major contributor to
oxidative stress, through either by direct generation of ROS or by altering the
redox balance (Rains and Jain 2011). The most of publications regarding the
mechanisms underlying hyperglycemia-induced oxidative stress were
approached in vascular tissue and focus on the 5 major mechanisms: increased
flux of sugars through the polyol pathway; increased intracellular formation of
advanced glycation end products (AGES); increased expression of the receptor
for AGEs; activation of protein kinase C isoforms (PKC); and overactivity of
hexosamine pathway. Compelling evidence has lead to the hypothesis that all
mechanisms above are activated by a single upstream event: increased
superoxide production (Giacco and Brownlee 2010). Additionally, recent studies
demonstrated that overexpression of G6PD increases NADPH production,
which enhances superoxide anion production by Nox in the heart and
vasculature (Gupte et al. 2005; Gupte et al. 2006; Serpillon et al. 2009).
Therefore, based on the present evidence, in these studies we investigated the

effects of STZ-induced hyperglycemia on oxidative stress parameters in the
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brain of neonate rats. Also, in order to identify mechanisms by which oxidative
stress plays a role in neonatal hyperglycemia-induced neurotoxicity, our aim
was to determine whether NADPH oxidase is a source of superoxide anion and
whether G6PD and 6PGD-derived NADPH plays a role by augmenting
superoxide generation in neonatal diabetes.

We started measuring the effect of neonatal hyperglycemia on the G6PD and
6PGD activity, fundamental enzymes of the PPP that produce NADPH, which is
required for many reduction systems and for NADPH oxidase activity. We
observed that neonatal hyperglycemia was able to significantly increased G6PD
and 6PGD activity in rat brain, which is in accordance with some studies that
found increased G6PD activity in brain adult rats (Ulusu et al. 2003).

Next we verified that neonatal hyperglycemia was able to increased both
superoxide anion levels and NADPH oxidase activity. These findings are in
accordance with studies that have shown increased superoxide anion
production in the brain adult rat by hyperglycemia (Arrick et al. 2011; Mayhan et
al. 2010; Patel et al. 2010). However, the authors have not determined whether
the production of superoxide anion was due to NADPH oxidase or from
mitochondrial source.

With regard to the major enzymatic antioxidant defenses, neonatal
hyperglycemia significantly enhanced the activities of SOD (Huang et al. 1999),
CAT (Aragno et al. 1999) and GSHPx (Rauscher et al., 2001; Sanders et al.
2001) in the brain of rats. Similar effects have already been reported by other
authors using adult rats. A possible explanation for this would be that the

increased activity of SOD, CAT and GSHPx may reflect a higher de novo
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synthesis of these enzymes caused by a rebout effect against oxidative stress
in an effort to counteract the overproduction of superoxide anion.

We then investigated the effect of neonatal hyperglycemia on the lipid
peroxidation assessed by the classic parameter TBA-RS. We observed that
hyperglycemia significantly enhanced TBA-RS levels in the brain of neonate
rats indicating that hyperglycemia neonatal promotes lipid peroxidation. TBA-RS
levels reflect the amount of malondialdehyde, which is end product of lipid
peroxidation (Halliwell and Gutteridge 2007). Therefore, the enhancement of
this parameter promoted by hyperglycemia suggests an induction of lipid
oxidative damage caused by oxidative stress. This result is in accordance with
many studies reported in the literature, showing hyperglycemia-induced lipid
peroxidation in adult rat brain (Aragno et al. 1999; Nakhaee et al. 2009; Pari
and Murugan 2007; Pierrefiche et al. 1993; Ulusu et al. 2003) should be pointed
out that some reactive species, such as hydrogen peroxide and superoxide
anion, are not directly able to trigger lipid peroxidation, whereas hydroxyl radical
and peroxynitrite can directly initiate oxidative damage to lipids (Halliwell and
Gutteridge 2007). Therefore, the enhanced superoxide anion production by
neonatal hyperglycemia can have led to the production of other reactive
species, which can directly initiate the lipid peroxidation.

Taken together, as outlined in the figure 5 our present results suggest that
neonatal hyperglycemia increased superoxide anion levels into the brain by
enhancing the activities of G6PD, 6PGD and NADPH oxidase while lipid
peroxidation was also increased despite the elevation of antioxidant enzymes
activities (SOD, CAT and GSHPx). These effects may point to possible

therapeutic targets to be studied in this pathological condition. At this point it
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should be emphasized that the central nervous system is highly sensitive to
oxidative stress due to its high oxygen consumption, its high iron and lipid
contents, especially polyunsaturated fatty acids, and the low activity of
antioxidant defenses (Halliwell 2001). Considering that oxidative stress can be
elicit by the imbalance between free radical production and antioxidant
defenses, and since neonatal hyperglycemia provokes increase in reactive
species (superoxide anion) and lipid damage, it is postulated that oxidative
stress may contribute, along with other mechanisms, to the possible
neurological damage induced by hyperglycemia in crucial period of brain

development.
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FIGURE CAPTION LIST

Figure 1: Effect of neonatal hyperglycemia on the activities of glucose-6-
phosphate-dehydrogenase (G6PD) (A) and 6-phosphogluconate-
dehydrogenase (6PGD) (B) in rat brain. Results are mean + SD (n=6-8) for
independent experiments performed in duplicate. *p<0.05 and **p<0.01
compared to control (Student’s t test for unpaired samples).

Figure 2: Effect of neonatal hyperglycemia on superoxide anion content (A),
and on NADPH oxidase (Nox) activity (B) in rat brain. Results are mean £ SD
(n=6-10) for independent experiments performed in duplicate. *p<0.05 and
**p<0.01 compared to control (Student’s t test for unpaired samples).

Figure 3: Effect of neonatal hyperglycemia on the activities of superoxide
dismutase (SOD) (A), catalase (CAT) (B) and glutathione peroxidase (GSHPX)
(C) in rat brain. Results are mean + SD (n=6-10) for independent experiments
performed in duplicate. *p<0.05; **p<0.01 and ***p<0.001 compared to control
(Student’s t test for unpaired samples).

Figure 4: Effect of neonatal hyperglycemia on thiobarbituric acid-reactive
substances (TBA-RS) in rat brain. Results are mean = SD (n=6-9) for
independent experiments performed in duplicate. *p<0.05; **p<0.01 compared
to control (Student’s t test for unpaired samples).

Figure 5: Schematic overview of the results on the effects of neonatal
hyperglycemia in rat brain. Glucose-6-phosphate-dehydrogenase (G6PD), 6-
phosphogluconate-dehydrogenase  (6PGD), superoxide anion (0O3™),
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase

(GSHPX).
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5. DISCUSSAO

Nas as ultimas décadas, houve uma explosdo de trabalhos na éarea
pediatrica sobre as multiplas causas hereditarias de uma forma de diabetes
com etiologia ndo imunoldgica, a diabetes neonatal. A DN € caracterizada pela
presenca de hiperglicemia diagnosticada durante os seis primeiros meses de
vida (Aguilar-Bryan e Bryan, 2008; Flechtner et al., 2008; Greeley et al., 2010;
Gurgel e Moises, 2008; Polak e Cave, 2007; Polak e Shield, 2004; Suzuki et al.,
2007; Valamparampil et al., 2009). Estes estudos analisam o perfil clinico, a
etiologia e o tratamento a ser preconizado durante o diagndstico da DN,
entretanto, por se tratarem apenas de estudos clinicos se desconhecem os
efeitos deletérios da hiperglicemia neonatal sobre os 6érgdos dos pacientes

neste periodo importante de desenvolvimento.

A maioria dos estudos experimentais desenvolvidos em humanos e ratos
diabéticos foi realizada na idade adulta e mimetiza as diabetes melito tipo 1 e
tipo 2 (Cumaoglu et al., 2011; Kabay et al., 2009; Nakhaee et al., 2009; Ulusu
et al., 2003). Existem poucos relatos a respeito de diabetes induzida por STZ
no periodo neonatal de ratos, sendo que estes trabalhos apenas citam o
modelo utilizado e ndo descrevem os detalhes experimentais descobertos
durante o desenvolvimento do modelo (Portha et al., 1974; Takada et al.,
2007). Portanto, torna-se muito importante criar um modelo animal que
mimetize os efeitos hiperglicemia encontrada em humanos durante os seis
primeiros meses de vida e, finalmente, esclarecer o dano hiperglicemia em

todos os érgéos.
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Os estudos com animais que utilizam estreptozotocina (STZ) tém uma
longa histéria no campo de pesquisa de inducdo de diabetes. A STZ é um
anélogo da glicose, pois o carbono-2 de uma hexose esta ligado & porgdo N-
metil-N-nitrosourea da STZ. Portanto, a droga internaliza na célula B com baixa
afinidade através do transportador de glicose GLUT2 e promove a destrui¢do
das células B pancreaticas (Karunanayake et al., 1976). A inducdo de diabetes
por STZ em ratos promove a inibicdo da liberagdo de insulina, e
consequentemente, provoca um estado de diabetes insulino-dependente
(Szkudelski, 2001). Supbe-se que o0 mecanismo da STZ esteja associado a sua
porcdo metilnitrosourea, que contém propriedades alquilantes. A transferéncia
do grupo metil da STZ a molécula de DNA provoca danos, que ao longo de
uma cadeia definida de eventos, resulta em fragmentacdo do DNA (Pieper et
al., 1999; Yamamoto et al., 1981). Na tentativa de reparo ao DNA, a enzima
poli ADP-ribose polimerase (PARP) é superestimulada, levando a diminuicdo
dos estoques de NAD e, posteriormente, ATP (Schein e Loftus, 1968; Uchigata
et al., 1982; Yamamoto et al., 1981). O esgotamento da energia celular resulta
finalmente em apoptose das células § (Elsner et al., 2002; Heller et al., 1994).
Apesar das propriedades de alquilagdo da STZ serem a principal razdo da sua
toxicidade, a acdo do oOxido nitrico e das espécies reativas de oxigénio
produzidas pela droga, também podem contribuir para os danos nas células 3

pancreaticas (Szkudelski, 2001).

A STZ na dose de 55mg/Kg de peso corporal foi utilizada inicialmente
devido a toxicidade da droga, pois se realizou uma pesquisa a fim de encontrar

estudos com modelos de diabetes induzido por baixas doses desta droga,
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afinal os animais eram muito jovens e poderiam ser muito sensiveis a STZ. No
entanto, ao monitorar a glicemia diaria destes animais verificamos que 0s ratos
que receberam a STZ apresentavam a glicemia semelhante ao grupo controle.
A fim de encontrar uma possivel explicacdo para as glicemias semelhantes
realizamos nestes mesmos animais um teste de tolerancia a glicose. Por fim,
verificamos que os ratos diabéticos (55mg/Kg de peso corporal) atingiam
glicemias altas (>600 mg/dL) e levavam mais tempo que os ratos controles
para retornar a valores normoglicémicos, supostamente devido a diminui¢cdo do
contetdo de insulina pancreatica (Takada et al., 2007). Tem sido relatado que
a administracdo de STZ em baixas doses gera uma hiperglicemia transitoria
que inicia um processo para recuperar uma minima massa de células beta
suficiente para secretar insulina necesséria para reparar o estado diabético

(Ahren e Skoglund, 1989; Portha et al., 1974).

A proposta inicial foi a de criar um modelo de diabetes neonatal induzida
por STZ com a administracdo de uma Unica dose, para isso realizamos uma
curva de dose, uma vez que a literatura tem poucos relatos sobre as doses
utilizadas em ratos jovens. Foi realizada a administracéao i.p. das doses de 55,
75 e 100 mg/Kg de peso corporal, sendo que com a administracao da dose de
100mg/kg de STZ foi possivel reproduzir o modelo proposto, em outras

palavras, a hiperglicemia induzida com apenas uma administragao.

Finalmente, na figura 3 podemos mostrar um resumo esquematico do

modelo de hiperglicemia neonatal induzida por STZ. Inicialmente, os ratos
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foram submetidos a um jejum de oito horas (retirados de suas maes), destinado
a evitar a competicao entre a STZ e a glicose da dieta, pois ambas internalizam
nas ceélulas B pancreédticas via receptor GLUT2 (Szkudelski, 2001).
Aproximadamente dez horas apo0s a inje¢cdo de STZ os ratos apresentaram
uma hipoglicemia grave, sendo que a explicacdo para esta alteracdo € o
mecanismo de acdo da STZ, que provoca apoptose nas células B do pancreas.
A apoptose das células B leva a hipoglicemia devido a ruptura dos granulos de
insulina que atingem a corrente sanguinea (Lenzen, 2008). Portanto, dez horas
apos a injecdo de STZ administrou-se glicose i.p. (2 mg/g de peso corporal) a
fim de diminuir a mortalidade destes animais. A glicemia e o peso corporal
foram medidos diariamente. Os ratos foram sacrificados cinco dias apds a
injecdo de STZ, pois a maioria dos animais ndo sobrevive ap6s o quinto dia de
tratamento. A mortalidade dos ratos diabéticos que receberam 100mg/kg de

peso corporal ao final do nosso estudo foi de 30%.

Os animais tratados com STZ tiveram o peso corporal menor do que o
grupo controle, a partir do segundo dia de tratamento. Estes resultados estédo
de acordo com estudos anteriores realizados em ratos neonatos com diabetes
induzida por STZ (Portha et al., 1974; Takada et al., 2007). Portha et al. (1974)
relatam que ratos diabéticos induzidos por STZ apresentam uma ligeira
diminuicdo da insulina, acidos graxos elevados e conteudo de glicogénio
hepatico menor do que os ratos controles. Takada et al. (2007) mostram que
ratos recém nascidos apos a administracdo de STZ (150mg/kg de peso

corporal) desenvolveram polifagia, polidipsia, polidria, glicosuria, reducéo do
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namero de receptores de insulina e deficiéncia na capacidade de oxidar

glicose.

Resumidamente, os principais resultados encontrados durante o
desenvolvimento do modelo de diabetes neonatal induzida por STZ sdo: os
ratos diabéticos levaram mais tempo para retornarem aos valores
normoglicémicos que os ratos controles, sendo que os valores glicémicos dos
ratos diabéticos atingiram valores maiores que 600mg/dL 15 minutos apos a
administracdo i.p. de STZ na dose de 55mg/Kg de peso corporal;, e
hiperglicemia induzida com uma Unica dose i.p. de 100mg/Kg de STZ, sendo
gque 0s animais que receberam esta dose apresentaram peso corporal
diminuido durante o tratamento e mortalidade de 30% quando comparados ao
grupo controle. Além disso, espera-se encontrar diminuicdo nos niveis do
hormoénio insulina nos ratos que receberam a dose de 100mg/Kg de peso
corporal de STZ, pois se sugere uma correlagéo positiva direta entre a glicemia
e a destruicdo da célula beta pancreatica (Szkudelski, 2001). Em conclusao, o
modelo de diabetes neonatal induzido por STZ proposto neste trabalho,
provavelmente, pode contribuir para investigacdo dos mecanismos pelos quais
a hiperglicemia promove danos em varios 6rgaos, pois 0s niveis plasméaticos de
glicose sao semelhantes aos encontrados em pacientes com a diabetes

neonatal.

Recentemente, as conseqiéncias neuroldgicas da hiperglicemia no
sistema nervoso central tém recebido maior atencdo. Alguns estudos mostram

que a hiperglicemia é capaz de produzir alteragbes moleculares, celulares e
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morfolégicas no sistema nervoso central (Reagan et al., 1999). No entanto, os
mecanismos responsaveis pelo dano cerebral permanecem ainda nao

esclarecidos.

Varias evidéncias indicam que o dano oxidativo induzido pela
hiperglicemia possa contribuir para os danos ao sistema nervoso. As especies
reativas produzidas pelo quadro hiperglicémico podem prejudicar o sistema
nervoso central, pois reagem com os neurdnios e células de Schwann, devido
ao seu alto teor de lipideos poliinsaturados (Aragno et al., 2000; Kumar e
Menon, 1993). Estudos experimentais recentes em humanos e ratos diabéticos
tém mostrado que a hiperglicemia induz estresse oxidativo, que pode estar
sendo gerado devido a condicdo de diabetes ser geralmente acompanhada do
aumento da producao de radicais livres (Baynes, 1991; Baynes e Thorpe, 1999;
Chang et al., 1993) e / ou do prejuizo das defesas antioxidantes (Halliwell e
Gutteridge, 1990;. McLennan et al., 1991; Biessels et al., 2002). Todas essas
evidéncias apontam para um possivel envolvimento do estresse oxidativo na

neurotoxicidade da hiperglicemia gerada na diabetes.

A hiperglicemia, um fator comum a todos os tipos de diabetes, € um dos
principais contribuintes para o estresse oxidativo, quer através da geracdo
direta de espécies reativas ou da alteracao do equilibrio redox (Rains e Jain,
2011). A maioria das publicacbes sobre os mecanismos pelos quais a
hiperglicemia induz estresse oxidativo sdo desenvolvidas no tecido vascular e
citam cinco principais mecanismos: fluxo aumentado de acucares através da

via poliol, formacéo intracelular aumentada de produtos de glicacdo avancada
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(AGEs), aumento da expresséo do receptor para AGEs; ativacao de isoformas
da proteina quinase C (PKC) e hiperatividade da via hexosamina (Giacco e

Brownlee, 2010).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar como a
hiperglicemia induzida aumenta o fluxo da via poliol e tém capacidade de
danificar tecidos como nervos, retina, glomérulos e células vasculares
(Ramasamy e Goldberg, 2010). O mecanismo mais citado é o aumento do
estresse redox causado pela diminuicdo dos niveis de NADPH, cofator
necessario para regeneracdo da glutationa reduzida (GSH). A GSH é um
importante “scavenger” de espécies reativas, isso poderia induzir ou exacerbar
0 estresse oxidativo intracelular. Estudos demonstram que a superexpressao
da aldose redutase aumentou a aterosclerose em ratos diabéticos e reduziu a
expressao de genes que regulam a regeneracao da glutationa (Vikramadithyan
et al., 2005).

AGEs sédo formados pela reacdo ndo enzimética da glicose e outros
compostos provenientes tanto da oxidacdo de glicose quanto da oxidac&o
aumentada de &cidos graxos em células endoteliais e cardiacas (por exemplo,
como dicarbonil 3-deoxiglucosona, metilglioxal e glioxal) com proteinas. Na
diabetes, AGEs sao encontrados em quantidades aumentadas na matriz
extracelular. A producao intracelular de precursores de AGE pode danificar as
células por trés mecanismos gerais. Primeiro, os AGEs sédo capazes de
modificar proteinas intracelulares alterando suas fung¢des. Segundo, o0s
componentes da matriz extracelular sdo modificados por precursores dos AGE,

que interagem de forma anormal com outras componentes e receptores da
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matriz (integrinas). Finalmente terceiro, proteinas plasmaticas sdo modificadas
por precursores dos AGEs e se ligam a receptores AGE em células como
macréfagos, células endoteliais e células musculares lisas. A ligacdo de um
ligante a um receptor para AGE (RAGE) induz a producdo de espécies
reativas, que por sua vez ativa o fator de fator de transcricdo nuclear
pleiotropico (NFkB), causando multiplas alteracbes patoldgicas através da

expressao de varios genes (Giacco e Brownlee, 2010; Goldin et al., 2006).

A PKC é uma enzima que tem o papel de fosforilar varias proteinas alvo.
A atividade da isoforma classica é dependente de fons Ca**, fosfatidilserina e é
bastante reforcada pelo diacilglicerol (DAG) (Geraldes e King, 2010). A
ativacdo persistente e excessiva de varias isoformas da PKC funciona como
uma via comum de lesdo induzida por espécies reativas na diabetes. Além
disso, 0 aumento de espécies reativas € capaz de inibir a enzima glicolitica
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) e consequentemente elevar os
niveis intracelulares da triose fosfato, precursor de DAG. Portanto, 0 aumento
da disponibilidade de DAG resulta da sua sintese de novo via triose fosfato a
partir da glicose (Craven et al., 1990; Inoguchi et al., 1992; Shiba et al., 1993).

A hiperglicemia e a resisténcia a insulina induzidas pelo excesso de
oxidacdo de acidos graxos também parecem contribuir com a patogénese da
diabetes por aumentar o fluxo de frutose-6-fosfato na via da hexosamina. Nesta
via a frutose-6-fosfato é desviada da glicélise, fornecendo substrato para a
enzima limitante desta via, a glutamina frutose-6-fosfato amidotransferase

(GFAT). A GFAT converte frutose 6-fosfato a glucosamina 6-fosfato, que é
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entdo convertida em UDP-N-acetilglucosamina. Embora ndo esteja totalmente
claro como a hiperglicemia induz o aumento do fluxo através da via
hexosamina, sabe-se que com o aumento da rota hexosamina ocorre a inibigdo

da enzima eNOS em células vasculares (Chen et al., 1998; Du et al., 2000).

Evidéncias convincentes levam a hipétese de que todos os mecanismos
citados acima sdo ativados por um UGnico evento a montante: a producdo
aumentada de &anion superoxido mitocondrial (Giacco e Brownlee, 2010).
Normalmente, a transferéncia de elétrons nos complexos |, Il e IV impulsiona
0s protons da matriz para o espaco intermembrana da mitocéndria. Essa
mobilizacdo gera um gradiente de protons capaz de ativar a ATP sintase
(complexo V), que produz ATP através do retorno desses prétons a matriz
mitocondrial. Em contraste, nas células diabéticas com alta concentracdo
intracelular de glicose ha mais piruvato formado a partir da glicose que sera
oxidado no ciclo do acido citrico. Este aumento na oxidagéo de piruvato leva ao
aumento no fluxo de doadores de elétrons (NADH e FADH,) e o gradiente de
voltagem no espago intermembrana aumenta até alcancar um limiar critico.
Neste ponto, a transferéncia de elétrons no complexo Il é bloqueada
(Trumpower, 1990), fazendo com que a coenzima Q doe elétrons diretamente
ao oxigénio molecular, formando &anion superéxido (Figura 8) (Giacco e

Brownlee, 2010).
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Figura 8: Produgio de EROs pela cadeia mitocondrial de transporte de elétrons. Em cultura de
células endoteliais, os doadores de elétrons NADH e FADH, sdo gerados pela oxidacdo de
piruvato derivado da glicose. O fluxo dos elétrons doados através da cadeia de transporte de
elétrons na membrana mitocondrial interna bombeia prétons (H") para o espaco
intermembranar. Quando o gradiente de tenséo atinge seu limiar devido ao fluxo aumentado de
doadores de elétrons, anion superéxido é gerado em maior quantidade. Adaptado de Brownlee,
2005.

As mitocdndrias sdo necesséarias para o inicio da producdo de anion
superoxido induzida pela hiperglicemia, que por sua vez, pode ativar um
namero de outras vias de producédo de superdxido, como a ativacdo da enzima
NADPH oxidase, ampliando o efeito original prejudicial da hiperglicemia.
Estudos recentes demonstram que a superexpressao de G6PD pode promover
o0 aumento na disponibilidade de NADPH, sugerindo um aumento na producéo
de anion superoxido pela NADPH oxidase no tecido cardiado e vascular (Gupte

et al., 2005; Gupte et al., 2006; Serpillon et al., 2009).

Portanto, nosso estudo objetivou desenvolver um modelo de
hiperglicemia neonatal que mimetizasse os efeitos deletérios da hiperglicemia
em um periodo crucial de desenvolvimento cerebral. A partir do
desenvolvimento do modelo de hiperglicemia neonatal, objetivamos investigar

os efeitos desta sobre parametros de estresse oxidativo em cérebro total de
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ratos. Além disso, a fim de identificar os mecanismos pelos quais 0 estresse
oxidativo desempenha um papel na neurotoxicidade induzida por hiperglicemia
neonatal avaliamos o papel da enzima NADPH oxidase como responsavel pela

producéo de anion superoxido.

N6s comecamos medindo o efeito da hiperglicemia neonatal sobre a
atividade da G6PD e 6PGD, enzimas fundamentais da via das pentoses fosfato
que produzem NADPH. O NADPH é uma coenzima necesséria em Varios
sistemas redutores e para a atividade da NADPH oxidase. Observou-se que a
hiperglicemia neonatal foi capaz de aumentar significativamente a atividade da
G6PD e da 6PGD em cérebro de rato. Este resultado estd de acordo com
alguns estudos que encontraram aumento da atividade da G6PD em cérebro

de ratos adultos submetidos a hiperglicemia (Ulusu et al., 2003).

Em seguida, verificou-se que a hiperglicemia neonatal foi capaz de
aumentar os niveis de anion superoxido e a atividade da NADPH oxidase.
Esses achados estdo de acordo com estudos que demonstram a producgéo de
anion superoxido aumentada em cérebro de ratos adultos submetidos a

hiperglicemia (Arrick et al., 2011; Mayhan et al., 2010; Patel et al., 2010).

Foram determinadas também as atividades das enzimas antioxidantes
SOD, CAT e GSHPx. A SOD catalisa a dismutacdo do radical superoxido; a
CAT dismuta o peréxido de hidrogénio; e a GPx catalisa a reducédo do peroxido
de hidrogénio e outros hidroperoxidos com a glutationa reduzida (Marklund et

al., 1984). A hiperglicemia neonatal foi capaz de aumentar significativamente as

75



atividades da SOD (Huang et al., 1999), CAT (Aragno et al., 1999) e GSHPx
(Rauscher et al., 2001; Sanders et al., 2001) em cérebro total de ratos. Efeitos
semelhantes ja foram relatados por outros autores utilizando cérebro de ratos
adultos diabéticos. Possivelmente o aumento da atividade da SOD, CAT e
GSHPx seja causado por uma resposta contra-regulatéria contra o estresse
oxidativo em um esfor¢co para neutralizar o excesso de anion superéxido

produzido pela hiperglicemia neonatal.

Em seguida, investigou-se o efeito da hiperglicemia neonatal sobre a
peroxidagdo lipidica avaliada pelo parametro classico TBA-RS. Observou-se
que a hiperglicemia aumentou significativamente os niveis de TBA-RS em
cérebro de ratos neonatos, indicando que a hiperglicemia neonatal promove
peroxidagdo lipidica. Os niveis de TBA-RS refletem a quantidade de
malondialdeido, produto final da peroxidacdo lipidica (Halliwell e Gutteridge
2007). Portanto, o aumento desse parametro promovido pela hiperglicemia
neonatal sugere a inducdo de dano oxidativo aos lipidios causados pelo
estresse oxidativo. Este resultado estd de acordo com muitos estudos nos
quais a hiperglicemia induz peroxidacdo lipidica no cérebro de ratos adultos
(Aragno et al., 1999; Nakhaee et al., 2009; Pari e Murugan, 2007; Pierrefiche et
al., 1993; Ulusu et al., 2003). E importante salientar que algumas espécies
reativas, como peréxido de hidrogénio e anion superéxido, ndo séo diretamente
capazes de desencadear peroxidacao lipidica. No entanto, o radical hidroxila e
0 peroxinitrito podem iniciar diretamente o dano oxidativo a lipidios (Halliwell e

Gutteridge, 2007). Portanto, 0 aumento na producao de anion superoxido pela
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hiperglicemia neonatal pode ter levado a producéo de outras espécies reativas,

que diretamente podem iniciar a peroxidagéo lipidica.

Finalmente, em conjunto 0s nossos resultados sugerem que a
hiperglicemia neonatal aumenta os niveis de &nion superoxido no cérebro,
aumenta as atividades de G6PD, 6PGD e NADPH oxidase, enquanto aumenta
a peroxidagcdo lipidica, apesar da elevacdo das atividades de enzimas
antioxidantes (SOD, CAT e GSHPXx). Estes efeitos podem apontar possiveis
alvos terapéuticos a serem estudado nesta condicdo patologica. Neste ponto
cabe ressaltar que o sistema nervoso central € altamente sensivel ao estresse
oxidativo devido ao seu alto consumo de oxigénio, ao seu alto teor de ferro e
de lipideos, especialmente &cidos graxos poliinsaturados, e a baixa atividade
das defesas antioxidantes (Halliwell, 2001). Considerando que 0 estresse
oxidativo € causado pelo desequilibrio entre a producdo de radicais livres e
defesas antioxidantes, e que a hiperglicemia neonatal provoca aumento de
espécies reativas (anion superoxido) e dano a lipidios, postula-se que o
estresse oxidativo possa contribuir, juntamente com outros mecanismos, para
0s possiveis danos neuroldgicos induzidos pela hiperglicemia em um periodo

crucial do desenvolvimento cerebral.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no trabalho podemos concluir que:

O modelo de diabetes neonatal induzido por uma Unica administracdo de
STZ (100 mg/Kg de peso corporal) proposto neste trabalho pode contribuir para
investigacdo dos mecanismos pelos quais a hiperglicemia promove danos em
varios 0rgdos, pois 0s niveis plasmaticos de glicose sdo semelhantes aos
encontrados em pacientes com a diabetes neonatal.

A hiperglicemia neonatal aumentou significativamente a atividade das
enzimas da via das pentoses fosfato, glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD)
e 6-fosfogluconato-desidrogenase (6PGD) em homogeneizados de cérebro
total de ratos neonatos.

O contetudo de anion superdxido e a atividade da NADPH oxidase foram
aumentados pela hiperglicemia neonatal em cérebro de ratos.

Além disso, a hiperglicemia neonatal foi capaz de induzir peroxidacao
lipidica através da medida de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBA-
RS) em cérebro total de ratos neonatos.

Por fim, as atividades das enzimas antioxidantes superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSHPx) foram aumentadas na
presenca de hiperglicemia neonatal em de cérebro total de ratos.

Sendo assim, concluimos que o estresse oxidativo pode ser um mecanismo
pelo qual a hiperglicemia neonatal induz dano ao sistema nervoso central por
aumentar a producao de espécies reativas (0O,"), induzir lipoperoxidagéo (TBA-
RS) e por alterar a atividade das principais enzimas antioxidantes (SOD, CAT e

GSHPX).
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