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RESUMO

Introducao: O diabetes mellitus (DM) é uma doenga que apresenta elevada incidéncia
e prevaléncia na populacdo em diversas partes do mundo, e, estudos experimentais e
clinicos, sugerem que o estresse oxidativo esteja envolvido na patogénese e na

progressdo da mesma.

Objetivo: Este estudo tem como objetivo investigar os efeitos do antioxidante
quercetina administrado intraperitonealmente sobre o estresse oxidativo, a ativacao do
fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-xB) e expressdo da 6xido nitrico sintase

induzivel (iNOS) hepatica no modelo experimental de DM tipo .

Material e métodos: Foram utilizados 32 ratos machos Wistar, divididos em quatro
grupos de oito animais: controle, controle que receberam a quercetina, diabéticos ndo
tratados e diabéticos tratados com quercetina. A dose utilizada da quercetina foi de 50
mg/Kg de peso corporal diariamente. O DM foi induzido por Unica injegao
intraperitoneal de estreptozotocina (70 mg/kg). Apds oito semanas (60 dias), foi
avaliado os marcadores do estresse oxidativo hepatico através das substancias que
reagem ao acido tiobarbiturico (TBARS), e a quimiluminescéncia (QL). A atividade
hepatica das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e
glutationa peroxidase (GPx), bem como a ativacdo do NF-xB pelo método

(Electrophoretic Mobility Shift Assay — EMSA) foram mensurados. Também foram



avaliados a expressao das quinases dos inibidores do NF-xB (IKK-a e IKK-B), bem

como os inibidores (IkB-o e IkB-f) e a INOS hepética pela técnica do Wersten blot.

Resultados: A concentracdo da glicose sangiiinea aumentou significativamente nos
animais diabéticos e nao diminuiu apdés a administracdo da quercetina. No tecido
hepatico dos animais diabéticos aumentou o TBARS, a QL, a atividade da SOD e da
CAT, e no grupo diabético que recebeu a quercetina os valores diminuiram. O DM
aumentou a ativacdo do NF-kB, os niveis do IKK-a e da iNOS, e diminuiu o IkB-a.
Todos os valores foram atenuados quando administrado a quercetina, somente a
atividade da GPx, do IKK-B e IkB-B nao apresentou diferenca entre os grupos

estudados.

Conclusao: A quercetina inibiu o estresse oxidativo hepatico, a ativacao do NF-xB e a
expressao da iNOS. O tratamento com o antioxidante quercetina parece inibir as vias
sinalizadoras de transducgao, podendo interferir na producdo dos mediadores néxios

envolvidos no modelo experimental de DM.

Palavras-chaves: Diabetes Mellitus, Quercetina, Estresse Oxidativo, Figado.
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SUMMARY

Introduction: Diabetes mellitus (DM) is an disease that presents high incidence and
prevalence in the population in diverse parts of the world, and, experimental studies and
clinical, suggest that oxidative stress is involved in pathogenesis and progression of the

same.

Objective: This study it has as objective to investigate the effect of quercetin treatment
on oxidative stress, the activation of the factor of nuclear transcription kappa B (NF-kB)
and hepatic expression of inducible nitric oxide sintase (iNOS) in the experimental

model of DM type |.

Material and methods: Male rats Wistar had been used, divided in four groups with
eight animals: control, control that had received quercetin, diabetic not treated and
diabetic treated with quercetin. The used dose of quercetin was of 50 mg/Kg of corporal
weight intraperitoneally (i.p.) daily. The DM was induced for i.p. injection of
estreptozotocin (70 mg/kg). After eight weeks (60 days), it was evaluated the markers of
oxidative stress hepatic through the thiobarbituric acid reactive substances (TBARS),
and the chemiluminiscence (QL). The hepatic activity of antioxidants enzymes catalase
(CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx), as well as the
activation of the NF-xB for the method (Electrophoretic Mobility Shift Assay - EMSA)

had been measured. Also they had been evaluated the expression of quinases of



inhibitors of the NF-xB (IKK-a. and IKK-B), as well as inhibitors (IkB-o. and 1kB-B) and

iINOS for the Western blot.

Results: Blood glucose concentration increased significantly in the diabetic animals and
did not decreased after administration of quercetin. In hepatic tissue of diabetic animals
increased the TBARS, the QL, the activity of the SOD and the CAT, and in the diabetic
group that received the quercetin the values had diminished. The DM increased the
activation of the NF-kB, the levels of the IKK-a and iINOS, and decreased the |kB-a. All
the values had been attenuated when used the quercetin, only the activity of the GPx,

the IKK-B and IkB-B did not present difference between the studied groups.

Conclusion: The quercetin inhibited the hepatic oxidative stress, the activation of NF-
kB and the expression of the iINOS. The treatment with the antioxidant quercetin seems
to inhibit the signal transduction pathway, may block the production of noxios mediators

involved in the experimental model of DM.

KEY WORDS: Diabetes Mellitus, Quercetin, Oxidative Stress, Liver.
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1 - INTRODUGCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca que apresenta elevada incidéncia e
prevaléncia na populagdo em diversas partes do mundo, principalmente nos Estados
Unidos e em paises da Europa onde a prevaléncia € de aproximadamente 8%. Estima-
se que existam mais de 100 milhdes de casos de DM em todo o mundo. E uma doenca
que acomete diversos sistemas corporais com complicacdes freqlientes, decorrentes
das alteracdes teciduais e vasculares, manifestando-se através da doenga vascular
periférica, doenca isquémica cardiaca e doencas cerebrovasculares (NATHAN et. al.,
1997).

No Brasil, segundo dados do Sistema de informacdo do DM e Hipertensao
Arterial Sistémica (HAS) - (Hiperdia) do Ministério da Saude, estima-se a existéncia de
6 milhées de diabéticos, metade dos quais faz acompanhamento nas unidades de
basicas do Sistema Unico de Saude (SUS). O Ministério da Salude, em parceria com o
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), Organizacao
Pan-americana de Saude (OPAS) e com as Secretarias Estaduais de Saude, realizou
um inquérito, entre os anos de 1987 e 1989, e demonstrou que 7,6% da populagdo com
idade de 30 a 69 anos e 17,4% de 60 a 69 anos apresentavam DM. Juntamente com a
HAS, o DM constitui-se em um dos principais fatores de risco para as doencas do
aparelho circulatério. No ano de 2000, as doengas do aparelho circulatério foram
responsaveis por 15,2% de internacdes realizadas no SUS em pacientes de 30 a 69
anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

De 1986 a 1988, foram avaliados em nove capitais brasileiras os conhecimentos
dos cidadaos sobre o DM, e 46% dos entrevistados ndo sabiam que eram diabéticos, e
a prevaléncia da doenga foi maior nas regidées mais industrializadas do pais, Sudeste e
Sul (MALERBI, et. al., 1992). Estudo realizado por Mathias e Jorge (2004) avaliou a
mortalidade e a morbidade hospitalares numa populacdo de idosos do municipio
paranaense de Maringa, com 288.653 habitantes. Entre os anos de 1979 e 1998, a
mortalidade proporcional por DM aumentou 16%, e o coeficiente de mortalidade passou
de 72 para 137,6 &bitos por 100.000 habitantes, aumentando 147,8% no sexo
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masculino e 61,9% no feminino, sendo mais importante em idosos com mais de 80
anos. Nas internacées causadas por doencas enddcrinas, nutricionais e metabdlicas,
aproximadamente 60% foram por DM, 30% para homens e 70% para mulheres
(MATHIAS, et. al., 2004).

Dados de 2002, apresentados pelo Ministério da Saude, demonstram que o
estado do Rio Grande do Sul apresenta uma elevada taxa de mortalidade especifica
em decorréncia do DM (24,81), ficando somente atras do estado do Rio de Janeiro
(36,83) e de Pernambuco (28,95). Os dados podem ser melhor visualizados na Tabela
1.

Tabela 1. Taxa de mortalidade especifica por Diabetes Mellitus no ano de 2002.

Unidade Federativa Taxa Unidade Federativa Taxa
Rondo6nia 15,23 Sergipe 24,62
Acre 14,08 Bahia 18,69
Amazonas 10,30 Minas Gerais 17,05
Roraima 18,18 Espirito Santo 19,79
Para 9,46 Rio de Janeiro 36,83
Amapa 11,05 Sao Paulo 21,03
Tocantins 11,08 Parana 24,04
Maranhao 10,98 Santa Catarina 19,18
Piaui 15,90 Rio Grande do Sul 24,81
Cearad 16,00 Mato Grosso do Sul 18,63
Rio Grande do Norte 20,59 Mato Grosso 18,74
Paraiba 20,41 Goias 15,44
Pernambuco 28,95 Distrito Federal 18,03
Alagoas 21,23 TOTAL 20,77

Fonte: Ministério da Saude/SVS - Sistema de Informagoes de Mortalidade (SIM) e Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).
Taxa de mortalidade especifica: ébitos por 100.000 habitantes.
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Na cidade de Porto Alegre, a taxa de mortalidade especifica para o ano de 2002
foi de 31,26. Estes dados evidenciam que o DM é uma doenca com elevada
mortalidade no Brasil, e que o estado do Rio Grande do Sul e a cidade de Porto Alegre
estao entre as localidades de maior incidéncia.

Estes dados demonstram a necessidade do Estado do Rio Grande do Sul de
desenvolver programas de promocao e protecdo a saude, visando orientar a populacéao
a adotar medidas profilaticas e terapéuticas que diminuam as taxas de mortalidade e

melhorem a qualidade de vida.

1.1- DIABETES MELLITUS (DM)

As células do organismo necessitam de energia para se manterem vivas, e para
realizar iniUmeras reagdes intra e extracelulares. O ciclo metabdlico inicia-se na ingesta
e na absorcdo dos nutrientes. A partir dai, a energia serd estocada nos grandes
“reservatorios” corporais, figado e tecido adiposo. O tecido hepatico estoca a glicose
absorvida sob a forma de glicogénio hepatico e, com gasto energético aumentado no
metabolismo corporal, o glicogénio hepatico é degradado na forma de moléculas de
glicose, que sao liberadas na circulacao e utilizadas pelas células que as necessitam.

O tecido adiposo contribui na formagdo de energia através da liberacdo dos
acidos graxos e glicerol, a partir da degradacao dos triglicerideos. Este processo é
denominado de lipblise e ocorre por intermédio da acao da enzima lipase (CINGOLANI
e HOUSSAY, 2004).

Todo o processo é iniciado pelo estimulo hormonal da insulina, que induz um
aumento intracelular do 2° mensageiro a Adenosina Monofosfato Ciclico (AMP ciclico),
que ativa a proteina quinase A (PKA), que por sua vez ativa a enzima lipase. A lipase
ativada hidrolisa os triglicerideos armazenados em glicerol e &cidos graxos que
liberados na circulagdo podem ser utilizados por diferentes tecidos corporais. O glicerol,
depois de fosforilado e oxidado, se isomeriza e ingressa na via glicolitica, seja para
formar glicose (gliconeogénese) ou para se transformar em piruvato, e participam das
reagdes do ciclo de Krebs. Os acidos graxos sao transportados, ligados a albumina, e
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podem ser oxidados em uma série de reacbes, até participarem da B-oxidacao
(CINGOLANI e HOUSSAY, 2004).

O perfeito funcionamento dessa maquinaria metabdlica, para a glicose entrar na
célula e participar no processo de formacao da energia celular, depende da insulina
sangilinea que se liga a um receptor de membrana celular especifico e aumenta o
transporte da glicose sangiinea para o interior celular. Ao existir alguma alteracdo na
ligagdo insulina-receptor, ndo havera uma adequada entrada de glicose no interior
celular, como nos diabéticos, que, conforme o tipo tem reducéo na secre¢ao da insulina
ou alteragédo na sinalizagao intracelular, posterior a ligagcao insulina-receptor (GALBO,
1988).

A definicdo do DM esta baseada em critérios descritos por Harris e Cahill (1978)
e se divide em duas classes: DM tipo | ou insulino-dependente, caracterizado pela
deficiéncia das células beta das ilhotas de Langerhans do péancreas em produzir a
insulina, e DM tipo Il ou n&o insulino-dependente, que se caracteriza por uma
resisténcia na captacao da glicose sangiinea (HARRIS e CAHILL, 1978).

O DM, conhecido por afetar seres humanos desde os tempos antigos, foi
descrito como a doencga que culminava em consequiéncias calamitosas. Arateus (81-
138 d.C.) escreveu sobre a “maravilhosa” natureza da doenga, que consistia em
“desfazer o corpo em urina”, e era acompanhada por uma terrivel sede que nao podia
ser saciada. A concentracdo abundante de glicose carregada pela urina deu a doenca
seu nome. Diabetes refere-se ao fluxo de fluido através do sifao, e mellitus vem da
palavra mel. Na idade média, o DM era conhecido como “a doenga da ma urina”
(SILVERTHORN, 2003).

Diversos fatores podem estar envolvidos nos mecanismos responsaveis pelas
alterac6es metabdlicas decorrentes do DM, e a hiperglicemia se destaca como a
principal alteracdo clinica, pois contribui para o aumento nas ligacbes da glicose
circulante com as proteinas sangilineas (principalmente a albumina), o qual é
denominada glicosilagdo ndo enzimatica (BAYNES, 2003), bem como com a auto-
oxidacao da glicose (WOLFF e DEAN, 1987; WOLFF, et. al., 1991). Figura 1.
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Auto-oxidacdo da glicose — «—— Hiperglicemia
EAO | Defesa Proteina
— — glicosilada
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FIGURA 1- Efeito da hiperglicemia na formacado da proteina glicosilada e da auto-oxidagdo da glicose,
bem como a formacdo das espécies ativas de oxigénio (EAO) e o aumento da via do sorbitol. GSH-
glutationa reduzida. (Adaptado de VAN DAM, 2002)

A imunidade celular esta alterada nos pacientes com DM, pois a doenca diminui
a funcdo dos leucécitos polimorfonucleares, a aderéncia leucocitaria, bem como a
quimiotaxia e a fagocitose. O principal fator responsavel parece ser a acidose
metabolica presente no DM (DELAMAIRE, et. al., 1997; GALLACHER, et. al., 1995).

Disfuncdes vasculares também podem estar presentes em pacientes com DM,
tipos | e Il, pois as células endoteliais sdo estimuladas diretamente pela hiperglicemia
ou pela glicosilacao avancada final, a expressarem em sua superficie de membrana
moléculas de adesdo celular (MAC), que por sua vez sdo ativadas pelas citocinas
circulantes, pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e pelo aumento nos niveis de
interleucina 1 (IL-1) (BAUMGARTNER-PARZER, et. al., 1995; SCHMIDT, et. al., 1995).

Tarik e colaboradores (1999) avaliaram marcadores de ativagcdo celular
endotelial, como a E-selectina e as moléculas de adesao intercelular, em criangas,
adolescentes e adultos jovens com DM tipo | sem historia prévia de doenga vascular.

Houve um aumento significativo nos niveis de E-selectina quantificado pelo método
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ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) e nas moléculas de adesdo celular
intercelular nos pacientes com DM ao serem comparados com o grupo controle
(TARIK, et. al., 1999)

Recentemente, Meigs e colaboradores (2004) publicaram estudo com
metodologia semelhante a de Tarik e colaboradores, diferindo somente no género e no
tipo de DM. O resultado mostrou diferenca estatisticamente significativa na comparacéao
dos diabéticos com o grupo controle, principalmente em relacdo ao aumento nos
marcadores endoteliais (MEIGS, et. al., 2004).

Essas investigacbes demonstram que em uma desordem metabdlica, como no
DM, ha maior formacdo de marcadores inflamatérios da disfuncdo endotelial, o que
contribui para o desenvolvimento de doenga cardiovascular aterosclerética,
independentemente do DM ser | ou Il. Um dos possiveis responsaveis por essa
alteracao tecidual € o estresse oxidativo, que sera avaliado no presente estudo.

1.2- DIABETES MELLITUS EXPERIMENTAL

Diversos modelos animais, utilizados no estudo do DM experimental,
contribuiram para melhorar o entendimento das causas, conseqiéncias e tratamento
da doenca. As alteragbes metabdlicas envolvendo um modelo animal foi realizado
quando o pancreas de um cé&o foi retirado, produzindo uma condicdo clinica
semelhante a apresentada por humanos. O mesmo modelo foi empregado por
Frederick Banting e Charles Best na Universidade de Toronto no ano de 1921, a partir
do qual descobriram a insulina e realizaram os primeiros estudos em busca de uma
terapéutica apropriada para tratar o DM (PICKUP & WILLIANS, 1997).

Como o DM é transmitido geneticamente e demora muito tempo para determinar
alteracOes fisiopatolégicas, os modelos experimentais podem ser utilizados para
aumentar a rapidez no desenvolvimento da doenca. Atualmente € aceito que o DM
insulino dependente (DMID) se caracteriza pela destruicdo auto-imune das células beta
pancredticas, que sdo as responsaveis pela produgcdo da insulina. A utilizacao de
animais com DM auto-imune e, mais recentemente, o aparecimento de modelos

experimentais transgénicos, que possuem a expressao imune para o desenvolvimento
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da doenca, tem ajudado a esclarecer as condicdes moleculares que podem ocorrer em
humanos (PICKUP & WILLIAMS, 1997).

Um dos principais desafios na geracdo do DM experimental em roedores foi
resolvido com a utilizacao da estreptozotocina, droga que atua diretamente na inducao
da morte das células beta pancreaticas. Entretanto, para o estudo da neuropatia
diabética, os animais devem sobreviver por um longo periodo de tempo, e a
mortalidade aumentada neste periodo dificulta a utilizacdo do modelo (HOUNSOM &
TOMLISON,1997).

A estreptozotocina (STZ), que atualmente € chamada de estreptozocina nos
Estados Unidos, € uma nitrosurea isolada, derivada do Streptomyces griseus, que, ao
ser administrada em animais sadios, causa grave deficiéncia na liberagdo da insulina
pancreatica. Pode ser aplicada numa dose Unica, variando de 50 a 100 mg/Kg de peso
corporal ou pode ser administrada em multiplas pequenas doses. Quando administrada
em altas doses, pode induzir profunda deficiéncia de insulina e contribuir para o quadro
de cetose espontdnea e, em alguns casos, com a morte do animal. A partir da
administracao e da necrose das células beta, o DM se desenvolve em um ou dois dias.

O mecanismo de acdo da estreptozotocina é semelhante ao de outra droga
também utilizada para desenvolver o DM, o aloxano. Apds a administracdo do aloxano
ou da STZ, ocorre destruicdo das membranas celulares e inducédo na quebra do DNA,
levando a ativacdo da enzima poli (ADP-ribose) sintase e a deplec¢ao da nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD) (YAMAMOTO, et. al., 1981). Esta enzima esta localizada
no nucleo das células beta do pancreas e necessita de NAD para realizar o reparo do
DNA nuclear. Um aumento na sua atividade pode levar a deplecdo do NAD
intracelular, sendo impossivel produzir insulina nas células beta do pancreas. Os
fendbmenos citados anteriormente podem ser prevenidos através da administracao de
nicotinamida e picolinamida, pois sdo substancias que inibem a acédo da poli (ADP-
ribose) sintase, ocorrendo assim uma homeostase nos niveis de NAD intracelular e na
producgao da insulina (UCHIGATA, et. al., 1983).

A formacao de radicais livres parece ter implicacdo na destruicdo das células
beta, pois enzimas que conseguem neutralizar a formagéo destes radicais, como a

enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD), ao serem administradas em animais
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que receberam a estreptozotocina diminuiam os efeitos diabetogénicos determinados
pela administracao da droga (ROBBINS, et.al., 1980). Figura 2.

Like e Rossini (1976) desenvolveram o DM em camundongos apés a aplicacao
de repetidas doses subdiabetogénicas de STZ (5 mg/Kg de peso corporal). As
alteragdes decorrentes foram semelhantes as observadas em humanos, com grande
quantidade de células inflamatérias nas ilhotas pancreaticas, sugerindo uma resposta
auto-imune, que influenciaria alguns fatores genéticos dos proprios animais. A partir
dessas constatagdes, iniciaram-se os estudos com as linhagem de animais

geneticamente modificados para desenvolver o DM (LIKE e ROSSINI, 1976).
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FIGURA 2. Atuacao da estreptozotocina nas células pancreaticas beta (produtoras de insulina).
(Adaptado de PICKUP & WILLIAMS, 1997).

Como o DM é considerado uma doenca auto-imune, estudos recentes sugerem
que as Espécies Ativas de Oxigénio (EAO) podem participar na sua patogénese
(HOTTA et. al., 2000). A tioredoxina (TRX) é uma proteina com peso de 12 quilodaltons
(kDa) que participa na manutengdo da homeostase celular e possui um efeito protetor
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contra o estresse oxidativo, pois € uma "varredora" das EAO. Atua também na
reparacado do DNA celular e bloqueia a apoptose (morte celular programada). Como as
EAO podem estar envolvidas na destruicdo das células beta, a TRX parece ter um
papel fundamental na protecao das células pancreaticas (BAKER, et. al., 1997)

Recentes estudos tém mostrado que o anion radical superdxido (O), o peréxido
de higrogénio (H-O.) e o radical hidroxil (OH®) sdo formados pelos macréfagos nas
células B-pancreaticas, a partir de citocinas liberadas pelas células de defesa. Nota-se
também que a expressdao da enzima Oxido nitrico sintase induzivel (INOS) esta
aumentada no figado de animais que receberam a STZ. Estas alteracées ocorrem em
resposta a administracao de uma droga que induz o DM (HOTTA, et. al., 2000). Figura
3.
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FIGURA 3. Mecanismo da destruicdo das células pancreaticas na inducdo do DM através da
administracdo de STZ e aloxano. (Adaptado de HOTTA et. al., 2000). (IL-1- interleucina 1; IFN-y-
interferon gama; TNF-a- fator de necrose tumoral alfa).

1.3 FORMACAO DAS ESPECIES ATIVAS DE OXIGENIO E NITROGENIO

O oxigénio existente na atmosfera € um dos responséaveis pelo fornecimento de

energia celular para as células de nosso organismo, pois mantém as funcgdes
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bioquimicas intra e intercelulares, entretanto através deste metabolismo aerdbico ha
maior chance de formar as EAO e consequiientemente o estresse oxidativo (HALLIWEL
e GUTTERIDGE, 1999).

A formacao das espécies ativas de oxigénio e nitrogénio (EAON) nos sistemas
biolégicos esta bem estabelecida, pois é observada a geracao destas espécies em
diversos locais, na mitocéndria, lisossomas, peroxissomas, membrana plasmatica e
nuclear, reticulo endoplasmatico, bem como no citosol.

A geracao das EAON ocasiona o estresse oxidativo e nitrosativo, que no sistema
biolégico esta associado ao aumento da velocidade na geracao de espécies oxidantes
e/ou a diminuicdo da atividade dos sistemas de defesa. Os radicais livres produzidos
podem ser formados pela perda ou ganho de um elétron de um nao-radical, ou pela
quebra de uma ligacdo covalente, ou seja, se cada um dos atomos ficar com um
elétron desemparelhado. Esse processo é denominado de fissdo homolitica
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

O 02" pode ser produzido por células inflamatdrias como os neutréfilos,
eosinofilos, mondcitos e macrofagos. A partir do O," sdo formadas outras EAO, que
sao utilizadas pelas células fagocitarias para destruir 0s microorganismos invasores
(MENEGHINI, 1987; SOUTHORN & POWIS, 1988).

Pacientes com granulomatose cronica possuem células fagocitarias incapazes
de produzir as EAO, embora sejam aptas para realizar a fagocitose. O fato desses
pacientes apresentarem processo inflamatério grave sugere que a producao de EAO é
importante no combate a agentes invasores (BABIOR, 1982).

Muitos sistemas enzimaticos catalisam a redugdo univalente do oxigénio
molecular a radical superoxido, como a xantina oxidase, a aldeido oxidase, a di-hidro-
orético desidrogenase, a flavina desidrogenase e as peroxidases (FRIDOVICH, 1976).

Outras enzimas, como aquelas que catalisam a formacédo das prostaglandinas
(cicloxigenase) e leucotrienos (lipoxigenase), também sao fontes de O," (MACHLIN &
BENDICH, 1987). A reducdo univalente do oxigénio ocorre nas catecolaminas, nas
flavinas e nas ferridoxinas reduzidas (DEL MAESTRO, 1980; SOUTHORN & POWIS,
1988).
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A auto-oxidagao das catecolaminas produz EAO e estas podem causar danos ao
tecido cardiaco, como a necrose ocorrida no infarto do miocardio, observada apés a
administracdo de altas doses de catecolaminas (BELLO KLEIN, 1993). Uma fonte
substancial de O," é o sistema de transporte de elétrons mitocondrial (DEL MAESTRO,
1980; SOUTHORN & POWIS, 1988).

O H20- pode ser produzido por duas fontes basicas: indiretamente, pela redugéo
univalente do oxigénio, seguida pela dismutagao do O, ou, diretamente, pela redugio
divalente do oxigénio molecular. O processo indireto é catalisado pelas enzimas
superdxido dismutase (SOD) cobre-zinco (CuZn-SOD) e encontra-se no citosol celular ,
e pela isoforma dependente de manganés (Mn-SOD) que se situa na mitocéndria. O
processo direto é realizado pelas oxidases como a D-aminoacido oxidase, a xantina
oxidase, a uricase, a alfa-hidroxiacido oxidase e a glicolato oxidase (DEL MAESTRO,
1980; SOUTHORN & POWIS, 1988).

A geracdo mitocondrial de H>,O, € um evento fisioldgico sob condi¢des aerdbias
e depende do estado metabdlico em que a célula se encontra. O aumento da pressao
parcial de oxigénio produz uma elevagdo proporcional na formacdo de H>O. na
mitocondria (BOVERIS & CHANCE, 1973).

Os peroxissomas contém muitas enzimas geradoras de H.O,, as quais estdo
envolvidas em importantes fungdes fisioldgicas, como na oxidacao dos acidos graxos,
na producao de hérmonios esterdides e lipidios em glandulas sebaceas, na fagocitose,
na termogénese e na esterificacdo da vitamina A pelas células da retina (CHANCE, et.
al., 1979).

As reacgdes que produzem o OH® sdo mais raras e necessitam da presenca de
metais de transicdo como o ferro e o cobre. A reacédo de H.O, com os ions ferroso ou
cuproso é chamada reacdo de Fenton, descoberta no ano de 1894, a qual gera um OH’

extremamente reativo (Reacao 1).

H.O; + Fe*? > Fe®+OH' + OH (1)
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O OH’ também pode ser formado a partir da reagdo do O, com o H.O. na
presenca de ions ferro ou cobre. Essa reacao foi descrita por Haber e Weiss no ano de
1934 (Reacao 2).

Fe+2/Cu+2

v

H202 + O2 OH® + OH + 0O, (2)

O ferro necessario para catalisar a reacao de Fenton pode ser proveniente da
ferritina, da hemoglobina ou da mioglobina (WERNS & LUCCHESI, 1990). Os radicais
livres, derivados da interacdo do H>O, com a metamioglobina, podem desencadear o
processo de lipoperoxidacdo, que pode danificar a célula (KANNER & HAREL, 1985).

Quando o metabolismo do nitrogénio esta envolvido na formagéo das EAN, o
oxido nitrico (NO) participa diretamente nas reagdes que culminam com a desregulacao
de sua sintese (GATE et. al., 1999). O NO é sintetizado a partir da L-arginina pela agéo
da enzima oxido nitrico sintase (NOS), que transforma a L-arginina em L-
hidroxiarginina, formando, assim, a citrulina e o NO.

Mesmo sendo uma molécula simples, sua sintese enzimatica é bastante
complexa. As NO sintases (NOS) pertencem a familia enzimatica que sintetiza o NO e
sdo enzimas que utilizam como substratos a forma reduzida do fosfato nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADPH) e moléculas de oxigénio. Sdo subdivididas, em funcao
de sua atividade, em constitutivas (cNOS) e induzidas (iNOS) (YUNES & CALIXTRO,
2001).

Atualmente, acredita-se que a forma constitutiva pode ser sintetizada em diversas
situagdes. Independente dessa subdivisdo, as NOS sado descritas como 3 isoformas,
baseadas em 3 genes diferentes, ja sequienciados. Sao elas: 6xido nitrico sintase
neuronal (NNOS); 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) (ambas constitutivas) e a
oxido nitrico sintase induzida (iNOS). (GROSS e WOLIN, 1995; SZABO et al., 2000).

Quanto a acao de cada uma das NOS, sabe-se que a eNOS, encontrada no
endotélio vascular, gera baixas concentracées de NO, favorece a diminuicido da
pressao sanguinea e auxilia na inibicdo da agregacao plaquetaria. Ja a isoforma nNOS
gera o NO, regula a transmissado neuronal e apresenta a funcao de neurotransmissor. A
iINOS produz o NO estimulada por certas citotoxinas, pelos hepatécitos independente
de Ca** e dependente de calmodulina, e pelos macréfagos. Este NO esta intimamente
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ligado aos processos de defesa do organismo e, em fungdo da producdo excessiva,
relaciona-se aos processos destrutivos teciduais presentes na inflamacdo aguda ou
crdnica e na apoptose celular (SZABO, et al., 2000; PASA e PEDROSA, 2001).

Apesar de apresentar diversas funcoes, acredita-se que os efeitos fisioldgicos e
fisiopatolégicos do NO estejam vinculados a sua concentracdo, podendo, assim,
interagir com metais de transicdo e formar outros radicais livres. Em concentragbes
elevadas forma o triéxido de dinitrogénio (N2O3) ou o peroxinitrito (ONOQO’), passando a
formar mais EAN (HUIE E PADMAJA, 1993).

1.4- DEFESAS ANTIOXIDANTES

Os sistemas antioxidantes de defesa do organismo sdo formados pelo sistema

enzimatico e nao enzimatico.

1.4.1- Antioxidantes enzimaticos
Os antioxidantes enzimaticos sao enzimas que removem as EAON e outras espécies
reativas, destacamos as enzimas superdéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx) (MARKS, et. al., 1996).

A SOD é uma enzima que catalisa a dismutacdo do O, para formar H.O. e O»
(Reacao 3). Essa reacao pode ocorrer espontaneamente em pH fisioldgico, porém, sua
velocidade é 10* vezes maior com a presenca da SOD (SHOUTORN & POWIS,1988).

205" + 2H* SOD H-O2 + O2 (3)

v

Essa enzima é ubiqua e apresenta uma variedade de isoformas. Uma delas
contém cobre e zinco (CuZn-SOD) em seu sitio de ativacdo e é encontrada no citosol
das células eucaridticas. Sua atividade enzimatica foi descoberta por McCord e
Fridovich (1969). Dentro da mitocondria, a SOD esta presente, ligada ao manganés
(Mn-SOD), estando localizada na matriz mitocondrial. Mais recentemente Bates e
colaboradores (1995) descreveram uma isoforma da NOS presente exclusivamente na
mitocéndria, que é a SOD mitocondrial (mtSOD) (BATES, et. al., 1995). A estimulacao
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determinada pelo aumento na producéo de O," e pela agdo da mtSOD pode resultar na
formagcédo de elevadas concentragbes de ONOO™ e aumentar o efeito deletério local
(mitocondria), ou contribuir para maior dano celular. (BRINGOLD, et. al., 2000). Além
disso, uma ferro-enzima (Fe-SOD) foi identificada em bactérias e plantas (CHANCE et.
al., 1979).

O H0,, formado pela dismutagdo do O,", pode ser transformado em H.O pela

reacao da CAT, (Reacao 4).

2 H,0» CAT » 2H,0 + O, (4)

A CAT que estda presente em todos os tecidos de mamiferos & uma
hemoproteina com atividade de peroxidase especifica para H.O,. Esse atua
simultaneamente como hidroperéxido e como doador de hidrogénio (Reacoes 5 e 6).

CAT-Fe* + H,0O» » CAT-Fe?* -H.0, (5)

4

CAT-Fe?*-H,0, + H,0> » CAT-Fe**+2H,0+0O, (6)

O mecanismo catalitico da CAT e a sua velocidade de reagcdo muito alta
dificultam a sua saturacdo pelo seu substrato, o H.O.. A CAT se encontra,
principalmente nos peroxissomas, de onde remove o H>,O, gerado pela B-oxidagao dos
acidos graxos ou pela oxidacao dos alcanos. Também esta presente nos eritrocitos e
em menor quantidade no plasma. A sua alta atividade catalitica é a responsavel pela
regulagéo dos niveis intracelulares de HxO..

A GPx pode reagir com grande variedade de peréxidos e hidroperéxidos, além
do H-O. e dos hidroperoxidos derivados dos acidos graxos, e necessita da glutationa
reduzida (GSH) como co-substrato (Reacao 7). A razdo celular entre a glutationa
reduzida e a oxidada (GSH/GSSG) é elevada, pois existe um mecanismo que reduz a
GSSG novamente a GSH, realizado pela enzima glutationa redutase (GRd). (Reacao
8)
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H.O, + 2 GSH GPx __ , GSSG +2H:0 (7)

GSSG + NADPH + H* GRd »2GSH + NADP* (8)

Um resumo das reagdes que ocorrem na reducdo do O." e do H,O, pode ser

melhor visualizado na Figura 4.

INFo~,

“t?f‘l‘( ??C - i .‘C --I‘--¢¢-¢CC‘CC

S e Rt
i ARRIRIR N

/

ARGININA NOS, oo No, + oNoO-

" 1 Cu,Zn SOD » H,0,

0," ‘\ Citocromo p450

Respiracdo "‘GSSG
& OMnSOD H,0, GR /
2 ; beX catalase
MINOS—NO+0,>ONOO' o l 4

o QN
+
T . : gl T\

. TGSH
Nucleo

R =t

FIGURA 4. Decomposicao do anion superoxido gerado na mitocondria e no citosol e atuagdo enzimatica.
(Adaptado de CURTIN et. al., 2002). TNF-a=fator de necrose tumoral alfa; mtNOS=6xido nitrico sintase
mitocondrial; RE=reticulo endoplasmatico.
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1.4.2- Antioxidantes nao-enzimaticos

O sistema de defesa nao-enzimatico é formado por antioxidantes hidrossollveis
e lipossoluveis. Os antioxidantes hidrossollUveis sdo compostos que tém alta afinidade
pela agua, como a glutationa (GSH), o acido urico e o acido ascérbico (vitamina C). Os
antioxidantes lipossoluveis sdo compostos que tém alta afinidade por lipidios,
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destacam-se os carotendides, o a-tocoferol (vitamina E) e a bilirrubina. (MURPHY &
SIES, 1991). Os polifendis, antioxidantes lipossolluveis, sdo0 compostos por um ou mais
anéis aromaticos que possuem grupos hidroxilas, sendo, portanto, capazes de quelar
metais e varrer radicais livres pela formacao de radicais fenoxil. Um outro grupo de
polifendis com atividade antioxidante importante sdo os flavonéides, que podem ser
subdivididos em seis subclasses: flavononas, flavonas, flavonéis, flavanéis, catequinas
e isoflavonas (ROSS e KASUM, 2002).

A atividade antioxidante dos flavondéides refere-se ao fato de serem quelantes de
metais, varredores de radicais livres, inclusive o OH’, e neutralizarem o oxigénio singlet
('O,). Atualmente, estuda-se a respeito da estrutura dos flavondides e a acdo
antioxidante. A quercetina (flavondéide) € um antioxidante muito efetivo, pois possui uma
ligagdo dupla entre os carbonos 2 e 3, substituintes hidroxilas nos carbonos 3,5e 7 e o
grupo catecol no anel B. A rutina também é um eficiente antioxidante, diferindo da
quercetina pela substituicdo de carbono 3, onde apresenta um rutinosideo (TRUEBA e
SANCHEZ, 2001).

1.5- ANTIOXIDANTES E DIABETES MELLITUS

O modelo experimental de DM é utilizado para avaliar os efeitos antioxidantes de
diversas substancias. Coppey e colaboradores (2001) verificaram o fluxo endoneural e
o relaxamento vascular dependente do endotélio, bem como a atividade da bomba
Na*/K* ATPase dependente no nervo ciatico de animais diabéticos, ap6és um
suplemento de 0,5% de acido a-lipdlico na dieta. Os animais diabéticos apresentaram
menor relaxamento vascular dependente do endotélio, bem como diminuicdo na
atividade da bomba Na*/K* ATPase, que reverteram apds a administracdo da dieta.
Através deste estudo, os autores propuseram o uso de antioxidantes na neuropatia
diabética (COPPEY, et. al., 2001).

A combinacao entre a vitamina E e C diminui o estresse oxidativo e contribui
para um numero menor de malformacdes fetais na prole de ratas diabéticas, pois sabe-
se que 5 a 10% das progenitoras diabéticas irdo apresentar alteragdes durante a
gravidez (CEDERBERG, et. al., 2001).
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O uso de vitamina E contribui para uma protecdo na peroxidacao lipidica e
diminui os niveis de glicose plasmatica em animais com DM induzidos por STZ, ja que
sua deficiéncia aumenta os niveis de peroxidacao lipidica, avaliados pelas substancias
que reagem ao acido tiobarbiturico (VANNUCHI, et. al., 1999).

Outra forma de induzir DM experimental € administrar aloxano aos animais. Essa
droga, quando presente na circulagao sistémica, destroi as células beta do pancreas e
contribui para o aumento da glicose sangiinea. Em animais diabéticos induzidos pela
administracao de aloxano, foi verificado que a peroxidacao lipidica estd aumentada, e
0s niveis das enzimas antioxidantes GPx e SOD diminui. Apds a administracao oral da
melatonina, na dose de 200 ug diariamente, houve diminuicdo na peroxidacao lipidica e
aumento na atividade das enzimas antioxidantes, bem como regulacdo da glicose
sangiinea nos animais diabéticos (SAILAJA DEVI, et. al., 2000.)

O estudo realizado por Vural e colaboradores (2001) mostrou que a
administracdo de melatonina intraperitonealmente, na dose de 10mg/Kg de peso
corporal pelo periodo de seis semanas, em animais diabéticos, restaura os niveis das
enzimas antioxidantes GPx e SOD, bem como o TBARS (VURAL, et. al., 2001).

A boldina, maior alcaléide encontrada na casca do boldo (Peumus boldus
Molina), quando administrada na dose de 100mg/Kg de peso corporal diariamente, na
agua de beber pelo periodo de 8 semanas, diminui o TBARS, as carbonilas, bem como
contribui para o retorno das enzimas antioxidantes GPx e SOD aos niveis basais. As
enzimas avaliadas estavam aumentadas nas mitocédndrias do tecido pancreatico, renal
e hepatico de animais diabéticos.(JANG, et. al., 2000).

Hinkar e colaboradores (2002) avaliaram o efeito da administracao oral de éleo
de figado de bacalhau na dose de 0,5 mL/Kg de peso corporal pelo periodo de 12
semanas e observaram diminuigdo da glicose sanguinea e da peroxidagao lipidica na
aorta, no coragao e no figado dos animais com DM (HUNKAR, et. al., 2002).

Uma dieta rica em flavondis foi administrada em 10 pacientes com DM tipo Il, e
foi avaliada a destruicdo do DNA de linfécitos em decorréncia do estresse oxidativo. Os
pacientes receberam por duas semanas uma dieta com baixas concentracbes de
flavondis e posteriormente, pelo mesmo periodo de tempo, uma dieta rica em flavonbis

(76 a 100 mg). A maior concentracdo do antioxidante era de quercetina. A
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concentracao de flavondis no plasma ap6s a dieta rica foi 12 vezes maior que a dieta
em dose baixa. O dano oxidativo ao DNA dos linfocitos foi estatisticamente menor apds
dieta rica em flavonéis (LEAN, et. al., 1999). Os flavondéis e as flavonas sao compostos
naturais usualmente encontrados nos alimentos, bem como o O-glicosideo com D-

glicose, pois sao residuos de agucares.

1.6- FLAVONOIDES

Os flavonoides sdao um grupo de componentes polifendlicos encontrados em
grande quantidade nas frutas e nos vegetais, cuja ingesta humana diaria, em paises
ocidentais, fica em torno de 23mg/dia (HERTOG, et. al., 1993). O interesse em estudar
estes componentes é que apresentam efeito farmacoldgico sobre determinadas
doencgas. Nesta situagdo haveria maior “varredura” dos radicais livres pelas estruturas
presentes nos compostos administrados e/ou ingeridos e uma maior efetividade das
enzimas antioxidantes (VAN ACHER, et. al., 1996).

Na familia dos flavonéides estédo os flavondlis, as flavonas, as isoflavonas e o
2,3-di-hidroderivado das flavonas, chamado de flavononas. As flavononas podem sofrer
transformacdes que afetam o anel heterociclico C, formando outra familia de
flavondides, que incluem as antocianinas e as catequinas. A estrutura dos flavondides
confere propriedade antioxidante e capacidade de atuar frente aos radicais livres,
porque possuem multiplas estruturas OH (hidroxilas) ligadas aos grupos aromaticos
(CAOQ, et. al., 1997).

Outro efeito apresentado pelos flavondides € o de participar da sinalizagédo
molecular intracelular, além da atividade antioxidante ja conhecida. Este efeito poderia
modular as agdes celulares, bem como a acao de vias sinalizadoras das proteinas, das
tirosinas e das lipidios-quinases. A¢des nas vias enzimaticas intracelulares, e efeito
benéfico no tratamento de doencas crénicas, como as que afetam o sistema nervoso
em relacao a plasticidade celular nervosa podem ocorrer (WILLIAMS, et. al., 2004).

Pela acdo dos radicais livres sobre a membrana plasmatica, Saija e
colaboradores (1995) questionaram qual seria o antioxidante que teria um efeito
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protetor sobre a membrana plasmatica celular. A quercetina parece ser eficaz, atuando
sobre os radicais livres, principalmente contra o OH® e 0 O," (SAIJA, et.al.,1995).

A quercetina, principal composto flavonol, € encontrada na alimentagéo e lhe é
atribuida uma excelente resposta antioxidante contra o estresse oxidativo (RICE-
EVANS e MILLER, 1996).

1.7 QUERCETINA

A quercetina faz parte do grupo dos flavondis e ha um crescente interesse em
estudar este antioxidante. Estudos in vitro mostraram o seu beneficio na inibicado da
agregacao plaquetaria (TZENG, et. al., 1991), na detoxicacdo de diversas enzimas
(UDA, et. al., 1997), bem como efeito na inibicdo do crescimento de certas células
tumorais humanas do célon (RANELLETTI, et. al., 1992) e do trato gastrointestinal
(YOSHIDA, et. al., 1990). A atividade biolégica dos flavonois é altamente dependente
da sua estrutura, particularmente porque possui varios grupos hidroxil (OH). Avaliando
uma estrutura presente nos flavonodis (aglicona) in vitro percebe-se que, na forma
glicosilada, ndo apresenta grande capacidade antioxidante (PLUMB, et. al., 1999).

Day e colaboradores (2000) estudaram a conjugacao de glicuronideos a
estrutura da quercetina ingerida e o potencial efeito antioxidante. Houve inibicao da
lipoxigenase (potente via inflamatéria) mesmo quando ha alteragdo na forma estrutural
da quercetina. Dependendo da conjugacado dos glicuronideos com a quercetina, ha
uma variacao na concentracao plasmatica e no efeito antioxidante (DAY, et. al., 2000).

O mesmo grupo avaliou o efeito da quercetina através da ingesta do consumo
de cebola (rica fonte de quercetina) e concluiu que, uma hora e meia apds a sua
ingestdo, a quercetina glicosilada nao estd mais na circulagdo, e sim em trés formas
similares a estrutura original. Isto sugere que os metabdlitos plasmaticos da quercetina
quando conjugados podem apresentar diferentes atividades biol6gicas (DAY, et. al.,
2001).

O efeito da quercetina foi comparado ao de outro antioxidante encontrado em
diversos nutrientes, a catequina, cujos metabdlitos foram analisados no plasma e no
figado através da técnica de HPLC. Os metabdlitos da quercetina foram mantidos

durante o periodo pés-absortivo, mas os derivados da catequina diminuiram
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drasticamente entre 12 e 24 horas apds a ingesta. Estes achados sugerem maior
efeito antioxidante da quercetina quando comparado ao da catequina (MANACH,
1999).

A quercetina ingerida na dieta nao é totalmente absorvida no tubo digestivo, e os
metabolitos formados contribuem para alterar o efeito antioxidante da quercetina. Knekt
e colaboradores (2000), avaliaram o efeito da quercetina e a incidéncia de doenca
cerebrovascular. Esse estudo foi realizado com grande numero grande de pacientes,
9.208 individuos, entre os anos de 1966 e 1972. Os resultados sugerem que a ingesta
de maca esta relacionada a diminuicdao no risco de doenca cérebrovascular de origem
trombética. Entretanto ndo foi encontrada uma associacdo quando a quercetina foi
analisada isoladamente (KNEKT, et. al., 2000).

Figura 5. Estrutura quimica da quercetina. Os grupos OH estdo presentes nos anéis A, B e C (posigdes

7,5,3,3,4’ e Grupo ceto na posicao 4

Estudos experimentais realizados em animais com DM sugerem que a
quercetina possui efeito antioxidante, e interfere na evolugcdo da doenca. A nefropatia
diabética € uma importante complicacdo vascular apresentada por pacientes com DM,
sendo a principal responsavel pelo desenvolvimento da doenca renal crbnica.

Anjaneyulu e Chopra (2004) administraram a quercetina na dose de 10mg/Kg de
peso corporal diariamente, por 4 semanas, em animais com DM induzidos por STZ.

Houve melhora na depuragdo da uréia e da creatinina e diminuicdo do estresse
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oxidativo nos animais diabéticos, além de aumentar os niveis de GSH e a atividade das
enzimas antioxidantes SOD e CAT. A quercetina também diminuiu a formacédo do
malondealdeido do tecido renal (ANJANEYULU e CHOPRA, 2004).

Existe um efeito da quercetina sobre os niveis séricos de colesterol total, LDL
colesterol (lipoproteina de baixa densidade), triglicerideos e HDL colesterol
(lipoproteina de alta densidade). E bem sabido que as doencas vasculares estéo
diretamente relacionada a oxidacdo do LDL e a diminuicdo do HDL. No estudo de
Fernandes e colaboradores (2004) os animais diabéticos que receberam a quercetina
na dose de 50mg/Kg de peso corporal por 30 dias elevaram a taxa do HDL, e
diminuiram os niveis de LDL, de colesterol total e de triglicerideos. Esses resultados
sugerem que a quercetina interfere no metabolismo lipidico e diminui o risco para o
aparecimento de doencas vasculares (FERNANDES, et. al., 2004).

Em estudo recente foi administrado quercetina em animais diabéticos em duas
doses distintas (50mg/Kg e 80mg/Kg) por 45 dias, e avaliado a atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT, bem como o TBARS plasmatico. Foi observado um melhor
efeito na dose de 50mg/Kg. Isto sugere que o estresse oxidativo pode ser revertido
com a administragao da quercetina em animais com DM (MAHESH e MENON, 2004).

1.8- DIABETES MELLITUS, ESTRESSE OXIDATIVO, OXIDO NIiTRICO E FATOR DE
TRANSCRICAO NUCLEAR

O estresse oxidativo € um dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento das
complicagdes causadas pelo DM, no qual diversos tecidos podem estar afetados a
partir da instalacdo da doenca. Dentre as complicacdes do DM estdo a neuropatia, a
nefropatia e a retinopatia diabética. O estresse oxidativo é o resultado do desequilibrio
entre as espécies ativas de oxigénio (EAQ), O,", OH’, ONOO e o H O, e os
componentes antioxidantes enzimaticos (SOD, CAT e GPx) e nao-enzimaticos (GSH,
vitamina C e E) (HALLIWEL E GUTTERIDGE, 1999).

A geracdo das EAO esta envolvida em diversas situagdes fisiologicas e o
envolvimento mais conhecido é a resposta inflamatéria. A formacéao dos radicais livres

ocorre quando as moléculas estdo com o seu orbital eletrbnico desemparelhado e
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necessitam de outras estruturas para se estabilizar. O radical mais abundante dentro
do sistema biol6gico é o oxigénio molecular (O»), e, a partir dele os radicais livres sdo
gerados. Dai o nome de espécies ativas de oxigénio. O O,” e o OH® sdo
particularmente as espécies que mais reagem nos processos de lesao tecidual. O H>O»
nao é um radical livre, mas contribui para aumentar a toxicidade celular quando reage
com outras moléculas (DNA celular, membrana celular e proteinas) (REILLY, et. al.,
1991).

O mecanismo pelo qual as espécies ativas de oxigénio participam da resposta
inflamatéria é iniciado pelo aumento na producao de diversos marcadores inflamatérios
oriundos das células de defesa. As EAO sao formadas na mitocéndria celular durante o
metabolismo aerdbico, como também no metabolismo da xantina oxidase. A partir de
sua formacao, estimulam a ativacao dos fatores de transcricao celular, como o fator de
transcricdo nuclear kappa B (NF-xB) e as MAPs quinases (MAPKs). Com o aumento na
producdo das citocinas inflamatérias (fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e das
diversas interleucinas (IL-1-, IL-6, IL-8) ocorre a resposta inflamatéria sistémica
(CLOSA e FOLCH-PUY, 2004).

As EAO estariam envolvidas e seriam as principais responsaveis pelas
alteraces fisiopatoldégicas do DM (CERIELO, et. al., 2001). Moléculas com elétrons
desemparelhados, gerados a partir do DM, podem reagir com o NO, que € um dos
maiores sinalizadores biol6gicos em nosso organismo, e formar as espécies ativas de
nitrogénio (EAN), como o peroxinitrito (ONOO’) (SQUADRITO e PRYOR, 1995).

O ONOO' pode reagir com o0s aminoacidos tirosina e cisteina e produzir a
nitrotirosina e a nitrocisteina, considerados os promotores das reagdes entre as EAO e
o NO. A mitocondria € o local em que o NO é formado em maior quantidade, e o tempo
de formacao fica em torno de 10 milisegundos. Quando formado em excesso pode
difundir-se através da membrana intracelular e inibir diversas reacdes biolégicas, como
a inibicao da atividade da SOD (RADI, et. al., 2002).

As reacdes com o ONOO ocorrem nas células hepéticas e contribuem para a
alteracao tecidual local. Bringold e colaboradores (2000) demonstraram que 0 aumento
na formagcdo do ONOO™ mitocondrial hepatico contribuiu para a oxidacdo dos
nucleotideos peridineos e ao administrar um dos inibidores da sintese do NO, L-NG-
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monometil-arginina- (L-NMMA) as alteragbes hepaticas diminuiram (BRINGOLD, et. al.,
2000).

A hiperglicemia estimula a expressdo da enzima o6xido nitrico sintase induzivel
(iNOS), que é acompanhada pelo aumento na geracao de NO (SPITALER e GRAIER,
2002). O NO reage com o O," e forma o potente oxidante, peroxinitrito, aumentando a
peroxidacdo dos lipidios, alterando o metabolismo das proteinas, a oxidacdo das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e afetando as vias sinalizadoras de transducao
celular. (GRIENDLING e FITZGERALD, 2003) Evidéncias experimentais suportam que
o NO, as EAO e o peroxinitrito interferem no desenvolvimento do DM agudo antes de
existirem as complicacdes da doenca (STADLER, et. al., 2004).

O aumento na formacao do NO pode ser detectado em fluidos biol6gicos através
da realizacdao do método de Griess, pois sdo mensurados os produtos finais das
reagdes metabolicas, os nitritos (NO?) e os nitratos (NO'3). Maejima e colaboradores
(2001) encontraram uma elevacao nos niveis de NO> e NO'; plasmaticos em pacientes
com DM tipo Il, juntamente com maior incidéncia de complica¢gdes microvasculares.
(MAEJIMA, et. al., 2001).

A ativacao do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) esta envolvido no
processo fisiopatolégico do DM (HATTORI, et. al., 2000). O NF-xB é composto por
membros da familia Rel, que possui uma regido acida composta por 300 aminoacidos,
conhecido como dominio homdlogo Rel, com funcdo de mediar a interagdo com os
inibidores do NF-xB. Especificamente, € composto por um complexo heterodimico
denominado p50 e p65 (KARIN, 1999). A ativacao do NF-kB é controlada pela familia
de inibidores (denominados IkBs), que estao ligadas no dimero do NF-xB, e inibem sua
funcdo e mantém o complexo inativo no citoplasma celular. Diversos estimulos ativam
o NF-xB, como a fosforilagdo e a ativacdo do complexo IkB quinase (IKK). Esse
complexo consiste de duas subunidades (dois heterodimeros denominados IKK-a e
IKK-B) que fazem parte da subunidade IKK-y e provavelmente de outros componentes

gue ainda ndo possuem uma fungdo bem descrita na literatura. (Figura 6).
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Figura 6- Representacdo esquematica da ativagdo do NF-xB e sua integragdo com os fatores
envolvidos no diabetes mellitus. (Ang ll=angiotensina Il, AT 1=receptor de angiotensina |, AGE=Advanced
glicosilation end products- produtos da glicosilagdo avangada final, RAGE= receptor das AGEs, LPS=
lipopolisacarideos/LPB= proteina de ligacdo do LPS, TLR=tool like receptor- complexo como receptor.
(Adaptado de COLLINS e CYBULSKY, 2001).
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A ativacdo do complexo IKK fosforila especificamente os |kBs, através da
degradacao de seus proteossomas. Apds a liberacdo da inibicaio do NF-xB, ha
translocacdao do mesmo do citoplasma celular em direcdo ao nucleo, estimulando a
transcricdo celular. A ativacdo do NF-xB pode ser iniciada por uma variedade de
alteragdes fisiopatolégicas, como aumento na quantidade de citocinas circulantes e
aumento na expressao das moléculas de adesao celular (MACs). O NF-xB também
ativa o gen do |kB-a., IkB-B, IkB-y que tem a funcao de inibir o préprio NF-«xB.

Um aumento na expressao do |kB-a e/ou IkB- provocard maior ativagdo da
inibicao do NF-xB, pois a expressao do inibidor depende da ativacao do préprio NF-«xB.
A auto-regulacdo deste complexo sistema determina ativagdo e retorno ao estado
fisioldgico. A ativacao do complexo NF-xB, na presenca de alguma doenca, contribui
com maior expressao génica das moléculas envolvidas no processo inflamatério, caso
do DM (COLLINS e CYBULSKY, 2001).

Diversos estudos clinicos foram realizados utilizando pacientes com DM e
avaliando a ativagdo do NF-kB. O trabalho realizado por Hofmann e colaboradores
(1998) avaliou pacientes com DM tipo | que possuiam controle glicémico insuficiente, e
houve maior ativacdo do NF-kB em células mononucleares sanglineas periféricas,
bem como uma correlacao positiva entre a ativacao e o estresse oxidativo (HOFMANN,
et. al., 1998).

Arnalich e colaboradores (2001) avaliaram pacientes com DM tipo Il e
encontraram maior ativacdo do NF-xB, sendo este o responsavel pela diminuicdo nos
niveis de glutationa intracelular (ARNALICH, et. al., 2001). Estes estudos sugerem que
independentemente da presenga do DM, o NF-«xB é ativado, e ha relagdo entre a sua
ativagcdo e o estresse oxidativo. O tratamento com antioxidantes atenuaria as
complicagdes do DM. A quercetina e outros flavondides, como a rutina, a mirecitina, o
kaempferol exercem atividades antioxidantes. Como a quercetina atua
terapeuticamente no céancer, na infeccdo viral, nos processos inflamatoérios, na
aterosclerose e na cirrose biliar secundaria (PERES, et. al., 2000), e sendo o DM uma
doenca multifatorial, a investigacdo de substancias que bloqueiem ou diminuam os
danos hepaticos determinados pela doenca é de extrema validade e relevancia.
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2 - OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da quercetina sobre o estresse oxidativo hepatico no modelo
experimental de diabetes mellitus tipo | induzido por estreptozotocina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar o peso corporal e a glicose sanglinea dos animais pertencentes aos
diferentes grupos estudados, no momento da inducéo do DM e no dia do sacrificio.

2) Avaliar os marcadores do estresse oxidativo no tecido hepatico através das
substancias que reagem ao acido tiobarbiturico (TBARS) e da quimiluminescéncia
(QL).

3) Quantificar a atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) no figado de animais controle, controle
que receberam a quercetina, diabéticos e diabéticos que receberam a quercetina,
bem como os niveis citoplasmaticos da glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada
(GSSG), e a relacao GSSG/GSH.

4) Determinar o fator de transcricao nuclear kappa B (NF-xB) através da técnica de
Western blot no figado de animais controle, diabético e diabético que receberam

quercetina.

5) Avaliar os niveis citoplasmaticos hepaticos do complexo IKK (IKK-a e IKK-B), que é
o responsavel pela fosforilagcao dos inibidores (IkBs), bem como os inibidores do NF-
kB (IkB-a e [kB-B).

6) Determinar a expressao da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) hepatica nos
diferentes grupos estudados.

7) Analisar o efeito da quercetina sobre o tecido hepatico através da determinagao
dos aspectos histolégicos.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados 32 ratos machos, da linhagem Wistar, provenientes
do biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). O peso médio dos animais no inicio do estudo variou de 200 a
300 gramas (g). Os animais foram colocados em caixas plasticas individuais medindo
30x18x13 centimetros cada uma, com assoalho coberto por serragem e foram mantidos
em ambiente com temperatura controlada de 22+4° C em ciclo de 12 horas claro/escuro
(luz das 7 as 19 horas). As caixas foram limpas todos os dias de acordo com a rotina do
biotério. Todos os animais receberam &gua ad libitum e a racao utilizada foi da marca
Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil), composta por: 15,4% de proteina,
2,9% de gordura, 60,5% de carboidratos, 3,9% de fibras, 5,3% de minerais e 12% de
agua.

Todos os procedimentos experimentais realizados estavam de acordo com as
normas estabelecidas pela Comissdo de Pesquisa e Etica em Salude do Grupo de
Pesquisa e Pdés-Graduagao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. (GOLDIM, 1997),
bem como o preconizado no Principles for Research Involving Animals (NAS).

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados quatro grupos de oito animais cada: controle (co),
controle+quercetina (co+q), diabéticos (db) e diabéticos+quercetina (db+q), e o nimero
total em cada grupo no final do estudo foi estabelecido pela sobrevida dos animais.

3.2.1 Formacao dos grupos
Os animais foram divididos em:
1) Grupo controle (co): receberam somente solucao fisiolégica (NaCl 0,9%).
2) Grupo controle+quercetina (co+q): receberam solucao fisiolégica adicionada a
Tween 80, na qual foi dissolvida a quercetina.
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3) Grupo diabético (db): receberam somente solucéo fisiolégica (NaCl 0,9%).
4) Grupo diabético+quercetina (db+q): receberam solucdo fisiolégica adicionada a

Tween 80, na qual foi dissolvida a quercetina.

Foram estudados os quatro grupos mencionados acima para as andlises dos
marcadores do estresse oxidativo [substancias que reagem ao &cido tiobarbiturico
(TBARS) e quimiluminescéncia (QL)], bem como para a atividade das enzimas
antioxidante SOD, CAT e GPx. A relacdo GSSG/GSH também foi realizada com os
quatros grupos de animais. A analise dos IKKs, IkBs, NF-xB e iINOS nao foram
realizadas no grupo controle+quercetina (co+q), pois, em trabalhos anteriormente
realizados em nosso laboratério e j4 publicados em revistas especificas, os animais
controle que receberam a quercetina na dose de 50 mg/Kg de peso corporal
apresentaram resultados semelhantes ao grupo controle (PERES, et. al.,, 2000;
PAVANATO, et. al., 2003 e MOREIRA, et. al., 2004).

3.3 MARCACAO E PESAGEM

No inicio do estudo, os animais foram marcados no I6bulo da orelha e pesados
individualmente. Os animais que receberam a injecao de STZ foram mantidos em gaiolas
individuais para verificar uma possivel alteracdo comportamental até a verificacdo da 12
glicemia. Foi registrado o peso corporal inicial (momento da inducdo) e durante todo o
periodo do estudo (semanalmente), bem como no momento do sacrificio. Foi utilizada

uma balanca da marca Sartorius®, com peso em gramas para a pesagem dos animais.

3.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.4.1 Inducao do DM

O DM foi induzido por uma Unica injecao intraperitoneal (i.p.) de estreptozotocina -
STZ (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA) na dose de 70 mg/Kg de peso
corporal (TAKEUCHI, et. al., 1994). A STZ foi dissolvida em tampao citrato de sodio (0,1
M, pH 4,5) e &cido citrico (0,1M, pH 4,5) e administrada na regido abdominal esquerda

do animal cerca de 10 minutos apds a diluicdo em solucédo tampéao. Os animais do grupo
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controle receberam somente NaCl 0,9% i.p. no mesmo volume do tampao utilizado para
dissolver a STZ. O periodo do estudo foi de 60 dias, a contar do dia em que 0s animais
diabéticos apresentaram uma glicemia sanguinea acima de 250 mg/dL. A quercetina foi
administrada somente apos a determinagdo da hiperglicemia. No 60° dia, os animais
foram sacrificados, e retirado o figado para posteriores analises.

3.4.2 Quercetina

A quercetina (CysH100Oy7) utilizada foi da marca Sigma Chemical Co. (St. Louis,
Missouri) na dose de 50 mg/Kg de peso corporal. A droga foi preparada em sala escura e
imediatamente administrada nos animais, pois é fotossensivel e, com a presenca da luz,
poderia haver alteracdo da estrutura quimica. Para ser administrada
intraperitonealmente, foi adicionada a quercetina 2 gotas de Tween 80 e agua Milli-Q.
Depois de mistura-las e alcancar o volume necessario para cada animal, foi injetada
diariamente na regidao abdominal esquerda dos animais. O grupo controle recebeu uma
injecao diaria de NaCl 0,9% desde o inicio até o final do estudo (60° dia) na mesma
regidao. Uma vez por semana todos os animais foram pesados e calculada a dose a ser

administrada semanalmente.

3.4.3 Obtencao do plasma e determinacao da glicemia

O sangue foi retirado do animal através do seio orbital e colocado em tubo de
ensaio com heparina (Liquemine®), para evitar a coagulagéo. Centrifugou-se o material
em 4.000 rpm pelo tempo de 10 minutos. O precipitado foi desprezado, e o plasma
retirado com pipeta (Labsystems 4500, 200-100 ulL) para ser congelado em freezer a
temperatura de —70° C para posterior determinacao da glicose sangliinea. Para isto, foi
utilizado o teste enzimatico colorimétrico (Kit ENZI-COLOR, Bio Diagnéstica), no qual um
reagente foi misturado a 20 uL de amostra do plasma e lido em espectofotdmetro (CARY
3E-UV- Visible Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de 500 nm. Foram
considerados diabéticos aqueles animais que apresentavam a concentracao de glicose
sanglinea acima de 250 mg/dL (PACKER & FUCHS, 2000). Esse procedimento foi
realizado a cada 15 dias a partir da determinagéo da hiperglicemia e, foi intercalado pela
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analise da glicose sanglinea pelo método de fitas (hemoglicoteste-HGT). Este também

foi realizado no intervalo de 15 dias.

3.5 SACRIFICIO DOS ANIMAIS E PREPARO DOS HOMOGENEIZADOS

3.5.1 Sacrificio dos animais

Apbs o 60° dia de administracdo da quercetina i.p., 0os animais foram pesados e
anestesiados com uma mistura de cetamina (ketamina® 100mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg
de peso corporal). Os anestésicos foram administrados intraperitonealmente na regiao
abdominal esquerda. Retirou-se sangue do seio orbital para determinagdo da glicose
sanglinea e realizou-se uma laparotomia na linha abdominal média, sendo o figado
colocado sobre uma gaze limpa e humedecida com solucao fisiolégica. Em seguida foi
retirado o 6rgao para as analises estabelecidas, e os animais anestesiados foram

sacrificados por exsanguinagao.

3.5.2. Preparo do Homogeneizado Fresco

O tampéo utilizado para o homogeneizado do tecido hepatico foi o tampéao fosfato
(KCI 140mM + fosfato 20mM, pH 7,4):

Solucao A:
NaH2P04.1 Hgo .................................................... 27,6 g
HoO destilada... ..oooveeiiieeiiiieee e, 1000 mL
Solucao B:
NagHPO4.7H20 .................................................... 35,5 g
HoO destilada.........ooviieeiiiiiieeeeee e, 1000 mL
Tampao:
SOIUGEOD A . 95mL
SOIUGEAO B ... 405 mL
KCI e 10,43 g

HoO destilada......ooeeneeeeeeeeeeeeeeee e 1000 mL
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Colocou-se 9 mL de tampéao fosfato (KClI 140 mM, fosfato 20 mM, pH 7,4) por
grama de tecido, que foi homogeneizado em Ultra-Turrax (IKA-WERK) pelo tempo de 40
segundos a temperatura de 0-4° C. Esse homogeneizado foi centrifugado
refrigeradamente (SORVALL RC-5B Refrigerated Susperspeed Centrifuge) por 10
minutos a 3000 rpm (1110 x g) (BUEGE e AUST, 1978). O precipitado foi desprezado, e
o0 sobrenadante retirado e congelado em freezer na temperatura de —70 °C para

posteriores dosagens.

3.5.3. Obtencao da fracao citosdlica

Foi homogeneizado um grama de figado em 4 mL de tampao fosfato sédico (0,2
M; pH 6,5) e centrifugado a 100.000 x g durante 60 minutos a 4°C. A fracao citosélica
coletada foi o sobrenadante.

Também foi preparado um homogeneizado especial, para determinar a atividade
da SOD citosodlica: homogeneizou-se 1g de tecido em 10mL de tampao manitol 0,25 M,
sacarose 70 mM, EDTA 2mM e pH 7,4. Centrifugou-se o homogeneizado a 754 x g
durante 10 minutos a 4°C. O precipitado foi ressuspenso no mesmo tampéo e repetida a
centrifugacédo. Centrifugou-se o sobrenadante retirado anteriormente a 12.000 x ¢
durante 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante obtido foi centrifugado a 100.000 x g
durante 1 hora a 4°C.

3.5.4. Obtencao da fracao mitocondrial

Ressuspendeu-se o precipitado obtido na centrifugacao anterior (12.000 x g
durante 10 minutos a 4° C), em 4 mL de tamp&o manitol 0,25 M, sacarose 70 mM e
Hepes 3 mM, pH 7,4, foi realizada uma nova centrifugacdo a 12.000 x g durante 10
minutos a 4°C. O precipitado mitocondrial foi ressuspenso em 1,5 mL de tampao
sacarose 0,25 M, EDTA2 mM e pH 7 4.

3.6 DETERMINACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

3.6.1 Quantificacao das proteinas
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A concentracdo das proteinas do homogeneizado hepatico foi determinada
através do método de Lowry e colaboradores (1951). Esse método utiliza como padrao
uma solucéo de 1 mg/mL de albumina bovina (Sigma®), utilizaram-se volumes de 50, 100
e 150 uL. Colocou-se uma aliquota do homogeneizado (20 uL) em 780 uL de agua
destilada e 2,0 mL de reativo C. Este ultimo foi preparado somente no momento que
seria utilizado e consistiu na mistura de 50mL de NaHCOg3, somado a 0,5 mL do reativo
B1 (CuS0O4.H-O 1%) e 0,5 mL do reativo B2 (tartarato de sédio e potassio 2%). Apéds a
adicédo do reativo C, foram aguardados 10 minutos e colocou-se 0,2 mL do reativo Folin-
Ciocalteau 2N (Laborclin), na concentragdo de 1:3 em agua destilada. Apds 30 minutos,
a solucao apresentou coloracao azulada que p6de ser medida num espectrofotdmetro
com comprimento de onda de 625 nm.

3.6.2 Avaliacao da lipoperoxidacao (LPO)

Neste estudo foram utilizados dois métodos para a avaliar a lipoperoxidagao. Um
deles quantifica os produtos da LPO que reagem com o acido tiobarbitirico (TBARS).
Este é considerado uma mensuracéo indireta da LPO, pois nem todo o malondialdeido e
outros aldeidos produzidos nas diversas reacdes corporais Sa0 necessariamente
oriundos da peroxidagao dos lipidios da membrana.

O outro método utilizado para quantificar a LPO foi a quimiluminescéncia (QL), que
avalia a capacidade de resposta da amostra frente a adicdo de um hidroperéxido
organico de origem sintética. A QL é considerada um método bastante sensivel para

avaliacao da LPO.

3.6.2.1 Determinacao dos produtos que reagem ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A técnica de TBARS consiste em medir espectrofotometricamente, sob condicbes
acidas, os niveis de peroxidacgéao lipidica mediante a quantificacao dos aldeidos formados
pela degradacdo dos hidroperdxidos, incluindo o malondialdeido (BUEGE e AUST,
1978). Colocou-se, na seguinte ordem de adicdo, num tubo de ensaio 1,5 mL de &cido

tricloroacético (TCA) a 10%, 0,5 mL do homogeneizado, 1,0 mL de acido tiobarbitirico
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(TBA) a 0,67% e 0,5 mL de agua destilada para atingir o volume adequado.
Posteriormente agitou-se cada tubo e fez-se a incubagdo em 100°C por 15 minutos.
Apés a fervura, observou-se a formagdo de um produto corado. Os tubos foram
resfriados em gelo, e acrescentaram-se 3,0 mL de butanol. Depois disso, foram
colocados em agitador (Biomatic) por 45 segundos cada tubo e centrifugados por 10
minutos a 3000 rpm (1110 x g). O sobrenadante foi colocado na cubeta do
espectrofotometro (CARY 3E-UV-Visible Spectrophotometer Varian) para a leitura num
comprimento de onda de 535 nm. A concentracdo do malondialdeido foi expressa em

nmoles por mg de proteina, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 1,55 M cm™.
3.6.2.2 Determinacao da Quimiluminescéncia (QL)

O método consiste em adicionar um hidroperéxido orgénico de origem sintética
(hidroperéxido de tert-butil) ao homogeneizado de tecido. Avalia-se a capacidade de
resposta mediante a determinacdo da quimiluminescéncia (QL) produzida pela reagéo.

Em tecidos expostos ao estresse oxidativo, o valor da QL iniciado por hidroperéxido
de tert-butila (t--BOOH) é maior que o valor correspondente ao tecido em condicoes
basais. A QL foi medida em um contador com o circuito de coincidéncia desconectado,
utilizando-se o canal de tritio (Liquid Scintillation Correnter, 1209 Rack beta, LKB
WALLAR). Os homogeneizados de tecido (0,5 mL) foram colocados em viais de vidro de
25 mm de diametro por 50 mm de altura. Para evitar a fosforescéncia dos viais, ativada
pela luz fluorescente, foram conservados na obscuridade até o momento do uso e as
mensuragdes foram realizadas em sala escura. As condi¢cdes da reagdo, consistem
numa solucao reguladora de KCI 120 mM; fosfato 40 mM, pH 7,4, cuja concentracéao de
proteinas do homogeneizado é, aproximadamente, Tmg/mL, na concentracao de t-BOOH
3mM (30uL). Os resultados foram expressos em contas por segundo (cps) por mg de
proteina (GONZALEZ-FLECHA, et al., 1991).

Para calculo da QL, foi considerada a emissdo maxima iniciada por t-BOOH (QL
Méaxima), descontada a emissdo basal que corresponde ao homogeneizado mais o

tampéao (QL Minima).
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3.6.3 DETERMINAGAO DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES
3.6.3.1 Atividade da superéxido dismutase (SOD)

A atividade dessa enzima é definida pela capacidade que possui em inibir um
sistema de deteccdo que reage com o O*> (MIRSA e FRIDOVICH, 1972).

A reacgéao catalisada é a seguinte:

20._2 + 2H+ ___________ > H2 02 + 02

A técnica de medida da SOD citosélica esta baseada na inibicdo dessa reacgéao.
Para isto, utilizou-se a adrenalina que, no meio alcalino, transformou-se em
adrenocromo, produzindo Oz que é o substrato da enzima.

Iniciou-se a medida do meio de reacéao (glicina-NaOH 50mM, pH 9,6), com 50 uL
de adrenalina (60 mM, pH 2,0), o que corresponde a 100% da reacéo. Considerando que
a adrenalina permanece estavel em solugcbes acidas e espontaneamente se oxida em
solucdes basicas, favorecendo a formacado de adenocromo, a SOD pbdde ser medida
espectrofotometricamente com o comprimento de onda de 480nm. Posteriormente, foram
adicionados diferentes volumes do homogeneizado e mediu-se a inibicdo da reagédo. A
atividade enzimatica foi expressa em unidades de SOD/g de tecido (quantidade de SOD
que é capaz de inibir em 50% a velocidade de reducao da adrenalina).

3.6.3.2 Avaliacao da atividade da Catalase (CAT)

A atividade da catalase foi determinada pelo método descrito por Chance em 1954
(AEBI,1984). A catalase € uma hemoproteina peroxissomal que realiza a catalise do
peroxido de hidrogénio, formando agua e oxigénio molecular (LLESUY, 2002).

CAT

»

> 2 H>0 + O

2 H202
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A velocidade de decomposicdo do peroxido de hidrogénio (H2O.) foi medida
espectrofotometricamente a 240 nm, e neste comprimento de onda, o H>O, tem a
maxima absorbancia.

Processo de Realizagdo: a mistura de incubagdo continha um volume final de
1000uL com os seguintes reagentes:

- tampéo fosfato 50mM, pH 7,4

- H>,O, 0,3M

Na cubeta de quartzo foram adicionados 955uL de tampao fosfato e 25uL de
amostra do tecido hepatico, os quais foram colocados no aparelho e descontado o
branco. Foram adicionados 20uL do peréxido de hidrogénio e realizaram-se leituras em

240nm. Os resultados foram expressos em pmoles/g de tecido.

3.6.3.3 Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A determinacao da glutationa peroxidase selénio dependente, mediante o0 método
de Guntzler e Flohé (1985), consiste em medir a velocidade de consumo do NADPH em
um sistema que contenha GSH, sendo que a oxidagdo se registra
espectrofotometricamente em comprimento de onda de 340 nm.

GPx
ROOH (H202) + GSH ------------ > ROH (H20) + GSSG + H20

A atividade da GPx pode ser estudada, medindo a velocidade de consumo de
NADPH num sistema que contenha GSH.

GSH + NADPH ---------- > GSSG + NADP* + 2H*

A técnica consiste em determinar a atividade da enzima espectrofotometricamente
medindo a velocidade de oxidagdo do NADPH em uma reacdo. Em uma cubeta de
quartzo foram colocados 2,7 mL de solucdo reguladora de fosfatos de Na* e K* (100 mM,
pH 7,0) com 50 uL de NADPH (10mM), 150 uL de BOOH (10mM) e 50 pL de glutationa
redutase (12 U/mL). A mistura foi lida durante 1 minuto, fez-se uma linha de base e em

seguida foram adicionados 50 uL de GSH (100mM) e 50 puL do homogeneizado. As
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amostras foram incubadas a 25°C durante 5 minutos, e lidas numa absorbancia de 340

nm. A atividade foi expressa em umol/min.g de tecido.

3.6.4 Determinacao do conteudo de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG)

Esse método descrito por Hissin e Hilf (1976) consiste na reacdo da GSSG e da
GSH com o optalaldeido [OPT]- (pH 12 e 8,0, respectivamente) formando um produto
altamente fluorescente, que se ativa a 350 nm com pico de emissdo de 420 nm. As
amostras hepaticas foram homogeneizadas em solugdo de tampéao fosfato sédico-EDTA
(acido etilenodiaminotetracético) na concentracao de 0,1 M e pH de 12 para GSSG e 8,0
para GSH. Posteriormente foram centrifugadas a 100.000 x g por 30 minutos a 4° C. Do
sobrenadante foram retiradas aliquotas de 0,5 mL que foram diluidas em 4,5 mL do
mesmo tampao. A mistura de incubacéao foi de 100 uL do homogeneizado diluido com
1800 uL de tampéo fosfato sédico-EDTA (pH 12 e 8,0) mais 100 uL de OPT (7,5 uM),
incubando-se pelo tempo de 15 minutos. As amostras foram lidas em fluorescéncia com
excitacdo a 350 nm e emissdao de onda de 420 nm. Para calcular a concentragao de
glutationa elaborou-se uma curva padrao construida com concentracdes crescentes de

GSH (0,81 a 16,27 mM), e os resultados foram expressos em umol/ g de tecido.
3.6.5 ATIVACAO DO NF-xB (ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAY - EMSA)

A ativacdo do fator de transcricdo nuclear kappa beta (NF-kB) foi realizada
segundo o método descrito por Essani e colaboradores (1996), que consiste na
separacao eletroforética do complexo formado pelo NF-xB e de uma sonda especifica de
DNA marcada radiativamente (ESSANI, et. al.,1996),

O método consistiu de varias etapas:

1. Marcacao de uma sonda especifica

Foi utilizado um oligonucleotideo com seqiéncia para o NF-xB (5-

32
AGTTGAGGGGACTTTCCCAGCC-3’ - Promega, Madison, USA) marcado com P(ATP),
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ao qual foi adicionado, em tubo de Eppendorfa 4 °C, a seguinte mistura reativa:

9,5 pL de H>O Milli-Q.

5,7 uL de oligonucleotideo para NF-«B.

2,5 uL de tampao 10x T4 PNK.

32
e-

5,3 uL (10 pmol) P(ATP).

2 uL da enzima T4 PNK.

Apbs agitar a mistura, ela foi incubada a 37 °C durante 30 minutos.
Posteriormente, a fim de deter a reacéo e purificar o oligonucleotideo, foram adicionados
na seguinte ordem: 2,5 uL de EDTA sédico (0,1 M), 12,5 uL de acetato de aménia (3 M)
e 80 uL de etanol absoluto. Incubou-se a —20 °C durante 30 minutos, depois centrifugou-
se a 12.000 x g durante 15 minutos a 4 °C. Foi descartado o sobrenadante, e o
precipitado foi ressuspenso em 500 pL de etanol a 70%. Incubou-se novamente durante
20 minutos a -20 °C. Transcorrido este tempo, voltou-se a centrifugar durante 15 minutos
a 12.000 x g a 4 °C. Eliminou-se o sobrenadante, ressuspendendo o precipitado em
tampao TE (10 mM Tris/HCl e 1 mM EDTA pH 8,0). O material foi armazenado a —20 °C
durante um periodo inferior a 15 dias.

2. Reacao da uniao com o DNA
Elaborou-se a seguinte mistura reativa:
e 5 puL de tampao de incubagéo (10 mM Tris/HCI pH 7,5, 40 mM NaCl, 1mM
EDTA e glicerol 4%).
e 1 uL de Poli (dI-dC).

e 13 pg proteina provenientes dos extratos nucleares de cada amostra.

e H,O Milli-Q até completar um volume final de 25 pL.

Apos a mistura ficar 15 minutos em gelo, adicionou-se 2 pL do oligonucleotideo
marcado (aproximadamente 30.000 c.p.m.) e incubou-se a temperatura ambiente durante
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20 minutos.

3. Separacao eletroforética

Para preparar o gel, foram encaixados vidros limpos de impurezas e realizada a

seguinte mistura:

4 mL de acrilamida/bisacrilamida (29:1).

15 mL de H»0.

200 pL de persulfato de amdnia.

10 pL de TEMED.

Uma vez preparada a mistura, introduziu-se cuidadosamente entre os vidros a
sonda para formar as amostras, deixando polimerizar por uma hora. Posteriormente
foram introduzidos os vidros na cubeta de eletroforese, carregando-a com TBE 0,25x.
Apos adicionar 2 puL de azul de bromofenol nas misturas radioativas provenientes de
cada amostra, foi carregado o gel. A eletroforese foi realizada com 150 (V) a 4 °C
durante duas horas. Finalizada a eletroforese o gel foi extraido cuidadosamente e
transferido para papel tipo Whatman®, colocando-o no interior de um filme de revelacao
de alta sensibilidade (Amersham Pharmacia, Piscataway, USA). Depois de revelado o
filme, realizou-se a quantificacdo por densitometria, utilizando o programa Scion Image,
com resultados expressos em relagdo a porcentagem do controle (100% ou 189735
pixels).

3.6.6 QUANTIFICACAO DA PROTEINA DO IKK-a, IKK-B, IkB-a, IkB-p E DA OXIDO
NITRICO SINTASE INDUZIVEL (iNOS)

Fundamento

A técnica utilizada foi a de Western blot utilizando o sistema descrito por Laemmli
(1970).

Método

Em primeiro lugar, realizou-se um homogeneizado com 1 g de figado em 5 mL
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de tampao de lise (NaCl 140 mM, EDTA 15 mM, glicerol 10%, Tris 20 mM; pH 8,0), ao
qual adicionou-se uma mistura de inibidores de proteases (PMSF, aprotinina e inibidor de
tripsina). O homogeneizado foi incubado durante 30 minutos a 4 °C, sendo centrifugado

durante 30 minutos a 13.000 xg e 4 °C, retirando-se o sobrenadante em aliquotas.

Posteriormente foi selecionada uma quantidade de amostra equivalente a 50 ug
de proteina, onde se adicionou a solugdo (H20O, tris/HCI 0,5 M, DTT 1% e azul de
bromofenol), sendo incubada durante 5 minutos a 100 °C. Apds realizou-se a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 9-12% em tampao de eletroforese (Tris 25 mM,
glicina 0,2 M, SDS 3,5 mM; pH 8,8).

Apés separadas, as proteinas foram transferidas para o gel de nitrocelulose a fim
de permitir a sua exposicao aos anticorpos. Uma vez extraido o gel, este foi equilibrado
num tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 0,2M e metanol 20%). O procedimento
foi realizado em 13 volts (V) durante 25 minutos. A fim de verificar o procedimento foi
introduzida na membrana de nitrocelulose uma solucdo de vermelho Ponceau para
visualizar as proteinas totais. A membrana foi lavada com agitacdo durante 5 minutos
com agua e durante outros 5 minutos com PBS (0,14 M NaCl, 1,4 mM KH>PO4, 8 mM
NasHPOy, 2,7 mM KCI). Depois foi colocada durante 30 minutos em solugéo de bloqueio

(4% de leite em p6 desnatado em PBS-Tween frio) a 37°C.

A membrana foi incubada durante uma noite com anticorpos especificos para as
proteinas, as dilui¢cdes utilizadas para cada anticorpo foram: IKK- a:: 1/200 em leite a 2%;
IKK-B: 1/200 em leite a 2%; IxB-a: 1/400 em leite a 2%; IxB-B: 1/400 em leite 2% e iINOS:
1/300 em leite a 4%. Apds este periodo, ela foi lavada cinco vezes com PBS-Tween.
Posteriormente foi incubada durante uma hora e meia com anticorpo anti-imunoglobulina
de coelho unido a HRP (DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca). Transcorrido este tempo, a
membrana foi lavada cinco vezes em PBS-Tween.

A deteccao das proteinas foi realizada por quimiluminescéncia, utilizando um kit
comercial ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Gra-Bretanha) expondo a
membrana durante um minuto a essa mistura comercial. Posteriormente introduziu-se
uma fita cassete junto com o filme de revelacdo (Amersham Hyperfilm ECL, UK) durante
aproximadamente, dois minutos.

Ap6s a secagem do filme, as bandas foram quantificadas por densitometria,
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utilizando o programa Scion Image 4.02 para Windows (Scion Corporation, Frederick,
USA), os resultados foram expressos em relagdo a percentagem do controle (100% ou
189735 pixels).

3.6.7 ESTUDO HISTOLOGICO

Os fragmentos do figado dos animais dos diferentes grupos estudados foram
retirados apds o sacrificio e colocados em Bouin. Oito horas apds, foram lavados com
agua destilada e imersos em alcool a 70%. ApGs seis horas, foram lavados e mantidos
em alcool a 50% até o processamento das laminas. A seguir, as amostras foram
colocadas no histotécnico para a primeira e segunda impregnagdo em parafina. Apds
duas horas, foram incluidos em blocos de parafina. Uma vez montados os blocos de
parafina, eles foram cortados por um micrétomo em seccdes seriadas com espessura de
3 micra. A seguir, realizou-se a coloragdo de Hematoxilina-Eosina. A leitura foi realizada
em microscopio Optico com aumento de 200x. As laminas foram observadas por um

patologista que nao tinha prévio conhecimento dos grupos a serem avaliados.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Apés a determinacao de todos os parametros experimentais, os resultados foram
expressos como média + desvio padrao da média (DP) para cada grupo experimental.

Para a analise estatistica foi utilizado o programa estatistico Statistical Package for
Sciences, versao 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Na avaliagdo paramétrica dos dados foi utilizado o método de Bartlett. A avaliacao
da normalidade (Distribuicdo Gaussiana) dos dados foi realizada com o emprego do teste
de normalidade Kolmogorov e Smirnov.

Para os dados pareados utilizou-se a andlise de variancia simples (ANOVA), a fim
de comparar as diferencas observadas em cada parametro estudado. Foi aplicado
também o teste complementar de Tukey-Kramer para comparac¢des multiplas.
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Ao se afirmar no texto que existe diferenca estatisticamente significativa entre as
variaveis estudadas, utilizou-se o nivel de significancia de cada uma delas de, pelo
menos, 5% (p<0,05).
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4 - RESULTADOS

Os resultados apresentados neste estudo sao referentes a todos os grupos
avaliados e terdo a seguinte ordem:
1- Peso corporal (inicial e final) e glicose sanguinea.
2- Marcadores do estresse oxidativo [(substancias que reagem ao acido
tiobarbitarico (TBARS) e quimiluminescéncia (QL)]).
3- Atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx).
4- Niveis citoplasmaticos de glutationa reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e a
relacdo GSSG/GSH.
5
6

Fator de transcrigdo nuclear kappa B (NF-xB).

Niveis citoplasmaticos hepaticos do complexo IKK (IKK-a e IKK-B), bem
como dos inibidores (lkBs) do NFk-B (IkB-a e 1kB-p).

7- Expressao da éxido nitrico sintase induzivel (iNOS) hepatica.

oo
1

Avaliacao histolégica do figado nos diversos grupos.

Cabe ressaltar que, para a analise dos IkBs, IKKs, NF-kB e iINOS nao foi
realizado um grupo com animais controles que receberam a quercetina
intraperitoneal (co+q), pois em trabalhos anteriormente realizados por nosso
laboratério e publicados em revistas especificas nao houve diferenca

estatisticamente significativa ao comparar estes animais com o grupo controle.

4.1 PESO CORPORAL E GLICOSE SANGUINEA

Apbs oito semanas de duracdo do estudo o peso corporal dos animais
diabéticos reduziu em relacdo ao grupo controle em torno de 28,1%, com nivel de
significancia de p<0,05. Ao analisar o grupo controle e controle que recebeu a
quercetina, o peso corporal aumentou 29,1 e 29,9%, respectivamente, quando
comparado o valor inicial com o encontrado no 60° dia. Ainda em relagdo ao peso
corporal, no final do estudo, ao comparar o grupo diabético com o diabético que
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recebeu a quercetina, ndo houve uma diferenca estatisticamente significativa entre
0s animais. Mas, ao comparar o ultimo grupo com o grupo controle, o peso
corporal diminuiu 31,9% ap06s as oito semanas (p<0,05).

A (glicose sanglinea apresentou elevacao estatisticamente significativa
(p<0,05) ao comparar o grupo controle com o diabético (338,9%) na oitava
semana de estudo. No mesmo periodo, os animais diabéticos que receberam a
quercetina também apresentaram uma elevacao de 251,1% em relagdo ao grupo
controle (p<0,05), mas a glicose sangtinea reduziu 25% em relacao ao grupo
diabético. Essa Ultima comparacdo nao apresentou diferenca estatisticamente
significativa. Todas as variaveis podem ser observadas na Tabela 2.

Tabela 2. Peso corporal e concentragcdo da glicose sangliinea nos diferentes grupos
estudados.

o Controle+ L Diabético +
Variaveis/ grupos Controle Quercetina Diabético Quercetina
Peso inicial (g) 214 + 11 223 + 22 184 + 22 219 + 28

Peso final (g) 302 + 22 318 + 26 217 + 217 229 + 48*
Glicose (mg/dL) 131 +20 122 + 18 575 + 150* 460 + 89*

Os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo da média (DP) de 8 animais em
cada grupo.
* diferencga significativa em relagéo ao grupo controle (p<0,05).

4.2 DETERMINACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Os dois marcadores do estresse oxidativo (TBARS e QL) avaliados neste
estudo apresentaram alteracdes significativas, principalmente entre o grupo
diabético e o controle, e daquele com o diabético que recebeu a quercetina. As
substancias que reagem ao acido tiobarbitirico aumentaram em torno de 56,2%
nos animais diabéticos em relacdo ao controle (p<0,05), mas ndo apresentaram
diferenga significativa entre os animais controle e controle que receberam a
quercetina. Apds a administracdo da quercetina nos animais diabéticos, houve
diminuicao de 60,5% na lipoperoxidacdo hepatica em relacdo ao grupo diabético
(p<0,05). (Figura 7).
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Figura 7. Medida das substancias que reagem ao &cido tiobarbitirico (TBARS). Os resultados estdo
expressos como média + desvio padrdo da média (DP), para oito animais em cada grupo. Os sinais
representam as seguintes significancias:

* - diferenga significativa entre o grupo controle e diabético (p<0,05).
# - diferenca significativa entre o grupo diabético e diabético que recebeu a quercetina (p<0,05).
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Ao avaliar a quimiluminescéncia do grupo diabético, houve aumento de 46,2%
em relacdo ao grupo controle (p<0,05), e, ap6s a administracdo da quercetina,
houve reducédo de 58,7% (p<0,05). Ressalta-se que nos animais controle que
receberam a quercetina, a QL aumentou 20,9% em relagdo ao grupo controle,
mas nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. (Figura 8).
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Figura 8. Medida da quimiluminescéncia (QL). Os resultados estdo expressos como média + desvio
padrdo da média (DP), para oito animais em cada grupo. Os sinais representam as seguintes
significancias:

* - diferenca significativa entre o grupo controle e diabético (p<0,05).
# - diferenca significativa entre o grupo diabético e diabético que recebeu a quercetina (p<0,05).
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4.3 EFEITOS DO DIABETES MELLITUS INDUZIDO POR ESTREPTOZOTOCINA
E DA QUERCETINA SOBRE A ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

4.3.1 ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

Na Figura 9, podemos observar a atividade citosélica da enzima
antioxidante SOD no homogeneizado de figado nos diversos grupos avaliados.
Houve aumento de 30,4% no grupo diabético quando comparado ao grupo
controle (p<0,05), no qual, apdés a administracdo da quercetina nos animais
diabéticos, a atividade diminuiu 118,8% quando comparado ao grupo diabético
(p<0,05). Ao serem comparados com 0 grupo controle, os animais diabéticos que
receberam a quercetina apresentaram diminuicdo de 40,4% na atividade da SOD
(p<0,05).
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Figura 9. Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD). Os resultados estdo expressos
como média + desvio padrdo da média (DP), para oito animais em cada grupo. Os sinais
representam as seguintes significAncias:

* - diferenca significativa entre o grupo controle e diabético (p<0,05).
# - diferenca significativa entre o grupo diabético e diabético que recebeu a quercetina, e deste
com o controle (p<0,05).
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4.3.2 ATIVIDADE DA CATALASE (CAT)

A atividade da enzima catalase aumentou 115,5% no grupo diabético em
relacdo ao grupo controle, e entre o grupo diabético e o diabético que recebeu a
quercetina, a atividade diminuiu 86,2%. Nas duas comparagdes houve diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05). Figura 10.
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Figura 10. Atividade da enzima catalase (CAT). Os resultados estdo expressos como média + desvio
padrdo da média (DP), para oito animais em cada grupo. Os sinais representam as seguintes
significancias:

* - diferenga significativa entre o grupo controle e diabético (p<0,05).
# - diferenga significativa entre o grupo diabético e diabético que recebeu a quercetina (p<0,05).
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4.3.3 ATIVIDADE DA GLUTATIONA PEROXIDASE (GPx)

A atividade da enzima glutationa peroxidase nao apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os quatro grupos avaliados neste estudo.
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Figura 11. Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) no tecido hepatico. Os resultados
estao expressos como média + desvio padrao da média (DP), para oito animais em cada grupo.
Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos avaliados.
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4.4 NIiVEIS CITOPLASMATICOS DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH),
OXIDADA (GSSG), E RELACAO GSSG/GSH

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os quatro grupos
avaliados em relagdo a glutationa reduzida, glutationa oxidada, bem como na
relacdo GSSG/GSH. Figuras 12, 13 e 14.
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Figura 12. Contetdo de glutationa reduzida (GSH) no tecido hepatico. Os resultados estdo
expressos como média + desvio padrdo da média (DP), para oito animais em cada grupo. Nao
houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos avaliados.
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Figura 13. Contetdo de glutationa oxidada (GSSG) no tecido hepatico. Os resultados estao
expressos como média + desvio padrdo da média (DP), para oito animais em cada grupo.
Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos avaliados.
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4.5 ATIVACAO DO FATOR DE TRANSCRICAO NUCLEAR KAPPA B (NF-xB)

A ativacao do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) foi avaliado pelo
método EMSA através da sequiiéncia de nucleotideos, e observa-se que o0s
animais diabéticos apresentaram aumento na ativacdo estatisticamente
significativo ao serem comparados com o grupo controle (71,4% maior), e, apds a
administragdo da quercetina nos animais diabéticos, houve diminuicdo de 65,8%
(p<0,05). Figura 15.

4.6 NIVEIS CITOPLASMATICOS HEPATICOS DO COMPLEXO IKK E DOS
INIBIDORES DO NF-xB

A Figura 16 mostra os efeitos do DM e da quercetina sobre o complexo IKK e
nos niveis de proteina intracelular dos IkBs. O nivel protéico do IKK-a no grupo
diabético aumentou 164,1% em relacédo ao controle, e diminuiu 62,8% no diabético
que recebeu a quercetina (p<0,05 nas duas comparacoes). Figura 16-1.

Em relacdo ao IxBa observa-se diminuicao de 46% no grupo diabético em
relacdo ao controle (p<0,05) e, apds a administragdo da quercetina nos animais
diabéticos, os valores aumentaram 37,9% em relagdo ao diabético, quase
alcangcando os valores do controle. Também com diferenga estatisticamente
significativa (p<0,05). Figura 16-3.

Os niveis do IKK-B e do IxB-B ndo apresentaram diferenga estatisticamente
significativa entre o grupo controle, diabético e diabético que recebeu a quercetina.
Figuras 16-2 e 16-4.

4.7 EXPRESSAO DA OXIDO NIiTRICO SINTASE INDUZIVEL (iNOS) HEPATICA

Na Figura 17 sdo observados os resultados da expressao da éxido nitrico
sintase induzivel (iINOS) nos homogeneizados de figado de animais controle,
diabético e diabético+quercetina. Analisando os resultados do Western blot,
observa-se aumento de 83,7% no grupo diabético ao compara-lo com o controle
(p<0,05), sendo que no diabético+quercetina houve diminuicdo de 243,3% em
relacdo ao diabético. Ao comparar o grupo diabético+quercetina com o controle a
expressdao diminuiu 46,5%. As duas comparacbes apresentam diferenca

estatisticamente significativa (p<0,05).
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Figura 15. Ativagdo do fator de transcricdo nuclear kappa B. (A) Representagdo da andlise
por EMSA. B) Valores expressos pela média + desvio padrdo da média (DP) de cinco
diferentes observacdes.

* - diferenca significativa entre o grupo controle e diabético (p<0,05).

# - diferenca significativa entre o grupo diabético e diabético que recebeu a quercetina
(p<0,05).
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Figura 16. Analise das proteinas do complexo IKK e do IxBs. (A) Representagéo do Western
blot. (B) Valores expressos pela média + desvio padrdo da média (DP) de cinco diferentes

observacgoes.

* - diferenga significativa entre o grupo controle e diabético (p<0,05).
# - diferenca significativa entre o grupo diabético e diabético que recebeu a quercetina

(p<0,05).
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Figura 17. Expresséo da iNOS no tecido hepatico. (A) Representagéo do Western blot.

(B) Valores expressos pela média + desvio padrdo da média (DP) de cinco diferentes
observacoes.

* - diferencga significativa entre o grupo controle e diabético (p<0,05).

# - diferenca significativa entre o grupo diabético e diabético que recebeu a quercetina, e deste
com o grupo controle (p<0,05).
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4.8 ESTUDO HISTOLOGICO

O estudo histolégico foi realizado através da técnica de hematoxilina-eosina
no figado dos animais pertencentes aos quatro grupos avaliados. O tecido foi
retirado no momento do sacrificio, € 0 aumento foi de 200x. Em todos os grupos o
tecido hepético ndo apresentou evidéncias de esteatose ou de necrose celular,
bem como presenga de fibrose (perisinusoidal, centrilobular ou septal) ou
processo inflamatoério (granulécitos ou células mononucleares no espago porta).
Os nucleos celulares apresentam-se normais, com grupos de hepatécitos bem
distribuidos. As diferengas entre as laminas sédo artefatos que ocorreram durante o
corte e a preparacao do material. Figuras 18,19, 20 e 21.

Figura 18 — Fotomicrografia do grupo Figura 19 — Fotomicrografia do grupo
controle. EP-espaco porta controle+quercetina.

4 v r/‘/

Figura 20 - Fotomicrografia do grupo F.igli"l'a 21 - Fotomicrografia do grupo
diabético. VCL- veia centro lobular. diabético+quercetina. EP- espago porta.



5 - DISCUSSAO



81

5 - DISCUSSAO

O figado possui um papel central na manutencdo da euglicemia. A glicemia
depende da ingesta de carboidratos, da gliconeogénese e da glicogendlise. Em
condicbes normais, € o principal 6rgdo responsavel pela gliconeogénese, na
eventualidade de ndo haver necessidade de aumentar a glicemia, o tecido hepatico e o
muscular esquelético captam a glicose e a armazenam como glicogénio e gordura
(JOHSON, 1991).

A prevaléncia de DM entre pacientes portadores de hepatopatias € muito diversa
e parece estar relacionada com a sua causa. Nos pacientes cirréticos, com virus C é de
29%, no virus B, é de 6% e na doenca colestéatica, é de 4%. (BIGAM, et. al., 2000). Ha
relatos de pacientes cirréticos terminais em que mais de 10% eram diabéticos, sendo
que a prevaléncia por virus C foi de 25%, 19% para o alcool e 1,3% nos colestaticos
(ZEIN, et. al., 2000).

Os pacientes com DM apresentam expectativa de vida reduzida, situacao que
esta relacionada aos efeitos metabdlicos da doengca e as complicacdes micro e
macrovasculares decorrentes do longo tempo de duracdo da doenca. As complicagdes
metabdlicas sdo as causas mais freqientes de morte isolada nos pacientes diabéticos
com idade inferior a 30 anos, e acima desta, as grandes responsaveis sdo as causas
cardiovasculares (LAING, et. al., 1999).

Recentes estudos epidemiolégicos tém referido o DM com uma das causas das
doencas relacionadas com a infeccao por virus C (MEHTA, et. al., 2000), e como é
uma doenca multissistémica que possui um defeito na secrecao de insulina (DM tipo 1),
e/ou apresenta alteragdo na resisténcia a agao da insulina (DM tipo Il), o fator que mais
pode contribuir para tais complicacbes € a hiperglicemia. Entretanto, o exato
mecanismo fisiopatolégico desses fatores ainda permanece incerto, mas sugere-se que
a via responsavel pela alteracéo é a insuficiéncia que existe nas células que produzem

a insulina (células beta pancreéticas).
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O modelo experimental do DM vem sendo largamente utilizado e tem contribuido
para melhorar o entendimento do quadro fisiopatolégico apresentado em humanos.
Diversos agentes quimicos séo utilizados para desenvolver o DM em animais, dentre
0s quais se destacam o aloxano e a estreptozotocina (STZ) (PICKUP & WILLIAMS,
1997). A inducdo do DM por simples injegao intravenosa ou intraperitoneal de
estreptozotocina é provavelmente o meio mais utilizado nos modelos experimentais.
Quando aplicada em doses de 50 a 60 mg/Kg, os niveis de insulina diminuem em 30%
do normal, levando a hiperglicemia, politria, polidipsia e perda de peso. Entretanto, a
severa cetose que ocorre em humanos parece ndo acontecer nos animais,
determinando, assim, uma sobrevivéncia por varias semanas sem a reposicao da
insulina (PICKUP & WILLIAMS, 1997).

Estudos histoquimicos sugerem que deva existir algum mecanismo de apoptose
celular, pois as células beta pancreaticas sao destruidas apds a administracdo da STZ.
Isso se deve a diminuigdo na concentracdo da proteina tioredoxina (TRX), responséavel
pela neutralizacao dos radicais livres, ocorrendo, assim, a superproducao das EAO que
podem determinar a morte das células pancreaticas (HOOTA, et. al., 2000).

A partir da indugdo do DM, uma quantidade de variaveis pode ser avaliadas no
modelo experimental. Dall’Ago e colaboradores (1997) observaram alteragdes na
freqUéncia cardiaca e na pressdo arterial, bem como na sensibilidade dos baro e
quimiorreceptores quando comparados animais diabéticos com animais-controle. Ainda
sobre 0 modelo de inducéo e estudo do DM induzido por estreptozotocina, Coskun, e
colaboradores (2005) mostraram que a quercetina previne e protege as células beta
pancreaticas contra o estresse oxidativo causado pela administracdo da droga. O
estudo teve como objetivo avaliar o possivel efeito protetor da quercetina administrada
intraperitonealmente na dose de 15 mg/Kg de peso corporal trés dias antes da inducao
do DM, permanecendo a administragdo até o final do estudo (4* semana). As células
pancreaticas também foram analisadas por imunohistoquimica, e os animais diabéticos
aumentaram o estresse oxidativo quando comparados com o0 grupo controle, e
naqueles que receberam a quercetina, houve diminuicdo do estresse oxidativo e a
preservacao das células pancreaticas.
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A dose de quercetina utilizada em nosso estudo foi de 50mg/Kg de peso corporal
e segundo Silva e colaboradores (2002) ndo existe efeito tdéxico da droga nesta dose,
pois em seu estudo foram utilizadas doses de 2.500, 1.250 e 625 mg/Kg de peso
corporal de quercetina e verificado o efeito através das técnicas de ensaio por
micronucleos e cometa. Nao houve mortalidade entre os animais avaliados, nem sinais
clinicos de toxicidade, tampouco alteracdo no ensaio cometa e na técnica dos
micronucleos (SILVA, et. al., 2002). Isto nos leva a crer que existe seguranca na dose
utilizada em nosso estudo, e que esta ndo causara danos aos animais diabéticos, nem
aos controles que receberam a quercetina.

A hiperglicemia é um fator de risco conhecido na patogénese do DM, podendo
levar a diversas complicagcdes, mas o exato mecanismo dos efeitos que o excesso de
glicose determina nos tecidos permanece desconhecido. Diversos estudos demonstram
que a hipbétese mais provavel é a de que o acumulo de glicose sangliinea pode levar ao
estresse oxidativo e isso seria o grande responsavel pelas complicacdes tardias do DM
(PACKER, et. al., 2000).

Em nosso estudo, aparentemente a administracdo da quercetina diminuiu 0s
niveis da glicose sanglinea, mas nao houve resultado significativo quando comparado
o grupo diabético com o diabético que recebeu a quercetina (Tabela 2). Isso coincide
com o0s resultados que reportam os beneficios do antioxidante &cido a-lipdico
(OBRASOVA, et. al., 1998; MARITIM, et. al., 2003), mas difere dos encontrados por
Mahesh e Menom (2004), nos quais houve efeito hipoglicémico em animais diabéticos
apos a administracdo da quercetina pelo periodo de duas semanas. Resultados
semelhantes foram reportados por Vessal e colaboradores (2003), para os quais 0 nivel
glicémico dos animais diabéticos retornou aos valores do grupo controle apés a
administracao de quercetina na dose de 15 mg/Kg de peso corporal.

O efeito antidiabético da quercetina tem sido muito estudado atualmente, pois é
cada vez maior o numero de trabalhos cientificos publicados relacionando a ingesta de
flavondides e os efeitos em diversas doencas. Shetty e colaboradores (2004)
verificaram que a ingesta de 1 g/Kg de peso corporal de quercetina pelo periodo de 6

semanas em animais diabéticos causa diminuicdo da massa corpoérea inferior a dos
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diabéticos que ndo receberam a droga, sendo que o status dos animais diabéticos que
receberam a quercetina melhorou em torno de 25%.

Em nosso estudo, o peso corporal diminuiu significativamente quando
comparado o grupo diabético com o controle no final da oitava semana, enquanto os
animais diabéticos que receberam a quercetina apresentaram pequena elevacao, mas
que nao chegou a retornar aos valores iniciais (Tabela 2). Isso pode ocorrer em
animais que permanecem por periodo muito prolongado em jejum, pois o glicogénio
hepatico esta diminuido, e o glicerol é convertido a glicose. Como esse mecanismo é
muito limitado, o substrato para a formacao da glicose sanglinea sao as proteinas,
justificando assim a diferenca encontrada em nosso trabalho.

Estudos suportam a idéia de que ha aumento na formacgédo da uréia, quando
instalado o DM, bem como diminui a incorporacao do aminoacido leucina no plasma e
no figado desses animais. O grau de incorporagao pode estar reduzido em torno de
50% quando comparado com animais sem a doenca (GITLIN, 1997). No estudo
realizado por McNurlan & Garlick (1981), confirmou-se a hipétese de que a sintese das
proteinas pode estar diminuida, em aproximadamente, 50% nos animais diabéticos,
além de constatar diminuicdo nos niveis da sintese protéica por unidade de RNA. A
provavel causa da diminuicdo na sintese proteica pode estar relacionada com o reticulo
endoplasmatico. Esses achados foram confirmados por diversos estudos, dentro os
quais um deles demonstra aumento na degradacao do reticulo endoplasmatico, o que
determinaria uma elevacao na autofagia da organela. Entretanto essa alteracdo nao se
faz presente nos animais com DM tratados com insulina (GITLIN, 1997).

A alteracao oxidativa é um importante fenémeno biol6gico que pode ocorrer pela
formacao de um nao-radical, como o per6xido de hidrogénio, o acido hipocloroso ou
pelo oxigénio singlet, mas também pelas espécies ativas de oxigénio (EAQO), como o
anion superoxido e o radical hidroxil (OH®). Essas moléculas alteram as estruturas da
membrana celular, mais precisamente os acidos graxos polinsaturados da membrana,
resultando na formacao dos peroxidos lipidicos. As membranas das células e das
organelas sao mais suscetiveis a lipoperoxidacdao (LPO), pois contém grande
quantidade de acidos graxos polinsaturados. A reacdo de oxidacdo pode ser iniciada
pelo radical hidroxil, pois &€ o mais reativo dos radicais (SOUTHORN & POWIS, 1988).
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Ao iniciar a lipoperoxidagao, o radical livre remove um atomo de hidrogénio de um
acido graxo polinsaturado, e como o atomo de hidrogénio possui somente um elétron,
resta um elétron desemparelhado no atomo de carbono.

Assim, o processo de lipoperoxidacao envolve a formacao e a propagacao de
radicais lipidicos, e determina um rearranjo das duplas ligacées nos lipidios
instaurados. A eventual destruicdo dos lipidios da membrana faz surgir uma variedade
de produtos da degradacéo, incluindo alcoois, cetonas, aldeidos e ésteres (BUEGE &
AUST, 1978), os quais podem ser medidos pelas substancias que reagem ao acido
tiobarbitdrico (TBARS).

No presente estudo, houve aumento nos niveis do TBARS hepatico (Figura 7), o
que, na verdade, é resultado da reacdo dos radicais livres com as estruturas da
membrana celular. Isto tem sido proposto em trabalhos que avaliaram o tecido hepatico
de animais diabéticos induzidos por estreptozotocina (YLMAZ, et. al., 2004; CHO, et.
al., 2002). As alteracbes encontradas nas substadncias que reagem ao acido
tiobarbiturico e na quimiluminescéncia (QL) confirmam estes achados e sugerem que o
estresse oxidativo esta presente no DM aos 60 dias de doenca. Os resultados
encontrados em nosso estudo sdo semelhantes a outros realizados em nosso
laboratério, pois, ao avaliarmos a alteracdao hepatica em animais com DM induzidos por
STZ, encontramos aumento na lipoperoxidagcao nos animais diabéticos nos tempos 7,
30, 60 e 90 dias de doenca, tanto para o TBARS, quanto para a QL (DIAS, et. al.,
2004).

Apo6s a administragdo da quercetina intraperitoneal, os animais diabéticos com
60 dias de doenca apresentaram diminuicdo nos valores do TBARS e da QL (Figuras 7
e 8), o que concorda com os resultados apresentados por Mahesh e Menom (2004),
pois também houve melhora no estresse oxidativo apds a administragéo da quercetina.

Como o estresse oxidativo € o resultado do desequilibrio entre a geracéo das
espécies que reagem ao oxigénio e/ou nitrogénio e a capacidade de defesa corporal,
tanto endégena quanto exdgena, e sendo o sistema de defesa antioxidante enzimatico
um dos componentes deste complexo, serdo discutidos a seguir os feitos da terapia
antioxidante no DM. A quantidade e a atividade das enzimas antioxidantes podem estar
alteradas na presenca de algum processo fisiopatoldégico, caso do DM. Estudos
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demonstram que a atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e glutationa peroxidse (GPx) esta diminuida em animais diabéticos. (WAHAIEB, et. al.,
1987 e SEKEROGLU, et. al., 2000; OZKAYA, et. al., 2002). Entretanto, autores
reportam aumento na atividade enzimatica em animais diabéticos induzidos pela
administracdo de estreptozotocina (YILMAZ, et. al., 2004; ALICIGUZEL, et. al., 2003 e
HUANG, et. al., 1999). Essas contradi¢cdes podem ocorrer devido a especificidade e a
atividade do tecido avaliado, bem como a variacdo da severidade e o tempo de
doenca.(UGOCHUWKU, et. al., 2004).

A SOD dismuta o O™, e forma o H,O,, através de processos de oxidacdo e
reducdo, e controla a concentracdo do estado estacionario do O™, (FRIDOVICH, 1976).
Podemos observar na figura 9 aumento significativo na atividade da enzima no grupo
diabético quando comparado ao grupo controle (aumento de 30,4%), e, apds a
administracdo da quercetina, ocorreu uma diminuicdo além dos valores basais (118,8%
em relagdo ao grupo diabético). Este aumento na atividade da SOD pode ser explicado
porque em algumas doengas, ao invés de ocorrer diminuicdo, 0 aumento é decorrente
da dismutacdo do O%,, que estd aumentado quando do estresse oxidativo
(MATKOVICS, 1977).

Como CAT é uma homoenzima que catalisa a dismutagdo do H>O, para formar
O e H20, e esta localizada fundamentalmente nos peroxissomos, ela remove o H>O»
gerado nas reagdes da B-oxidacao dos acidos graxos ou na oxidagdo dos alcanos, e
pode estar alterada em algumas situacées. Isto ocorreu em nosso trabalho, pois a
atividade da CAT aumentou 115,5% nos animais diabéticos em relagdo ao grupo
controle e praticamente voltou aos valores basais depois da administracdo da
quercetina (em torno de 86,2% em relacdo ao grupo diabético) Figura 10. O aumento
na atividade da CAT pode ser uma resposta compensatéria ao aumento na producao
do H>O. no figado dos animais diabéticos, porque a deficiéncia da insulina promove a
B-oxidacado dos acidos graxos e resulta em maior formagdo de H.O, (HORIE, et. al.,
1981).

O aumento da atividade da SOD e da CAT encontrado em nosso estudo pode
ser uma resposta adaptativa ao aumento do estresse oxidativo no figado dos animais
diabéticos, onde, apdés a administracdo da quercetina, houve uma reducdo da
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atividade. Nossos resultados concordam com aqueles previamente descritos por
Maritim e colaboradores (2003) e Yilmaz e colaboradores (2004), cujos trabalhos
avaliaram o efeito do acido a-lipdico e dos componentes do acido cafeico fenetil ester
[caffeic acid phenethyl ester (CAPE)], trazendo um beneficio para o figado dos animais
diabéticos. Entretanto, difere do estudo realizado por Mahesh e Menom (2004), pois a
atividade da SOD e da CAT estava reduzida nos eritrécitos de animais diabéticos e
normalizou apds 45 dias de administracdo da quercetina. O motivo que explicaria tal
diferenca é o tipo de tecido investigado, pois no primeiro foi estudo o tecido hepatico e
no segundo células sanglineas.

N&o encontramos diferenca estatisticamente significativa na atividade da enzima
glutationa peroxidase (GPx) nos quatro grupos avaliados (Figura 11). Parece néao
haver interferéncia na atividade da GPx na decomposi¢do do H.O,, que é produzido
em maior quantidade apos a instalagdo do DM (HALLIWEL & GUTTERIDGE, 1999). O
que talvez esteja ocorrendo é que outras enzimas antioxidantes, como a CAT, estejam
mais envolvidas na depuragao das espécies ativas de oxigénio.

A GSH é um importante antioxidante endégeno produzido no figado, cujos niveis
podem estar alterados em diversas situacdes, pois participa de inUmeros processos
enzimaticos intra e intercelulares, destacando a reducao do H>O, até agua e oxigénio.
Pode ser oxidada durante a reacdo de reducao do H.O, e formar a glutationa oxidada
(GSSG), através da acao da enzima GPx, podendo retornar a forma reduzida (GSH)
pela acdo de outra enzima, a glutationa redutase (GRd). A reducdo da GSH e o
aumento na relacdo GSSG/GSH sao indices que demonstram que as EAQO estao sendo
geradas em quantidades acima dos valores basais. Em nosso estudo ndo encontramos
diferenca estatisticamente significativa na GSH, na GSSG, bem como na relacédo
GSSG/GSH  (Figuras 12, 13 e 14). Através desses resultados parece haver
predominancia de outras vias envolvidas na depuracao das EAO, pois também nao
houve diferenca na atividade da GPx em nenhum grupo estudado.

Em diversos tecidos a hiperglicemia e a formagdo dos &cidos graxos livres
(situacbes existentes no DM) causam geracdo elevada nas espécies ativas de
oxigénio, o que contribui para o aumento no estresse oxidativo. Os mecanismos

moleculares decorrentes do estresse oxidativo podem contribuir para o
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desenvolvimento de complicacbes decorrentes do estado fisiopatoldégico. Na auséncia
de respostas compensatérias apropriadas do sistema antioxidante, como o equilibrio
existente no estado redox celular, ha ativacdo das vias de sinalizacdo sensiveis ao
estresse oxidativo, como o complexo composto pelo fator de transcricdo nuclear kappa
B (NF-kB), entre outros. Em células endoteliais bovinas tem sido demonstrado que a
hiperglicemia inicialmente aumenta a produgéo intracelular das EAO e ativa o NF-xB,
com subsequiiente aumento nos niveis do sorbitol (HOFMANN, et. al., 1999).

Elevados niveis de glicose sanglinea causam alteragdes vasculares e
contribuem para o desenvolvimento de diversas complica¢des decorrentes do DM. Foi
encontrado no estudo realizado por Hamuro e colaboradores (2002) que a
hiperglicemia induziu a ativacdo do NF-kB, e que este seria o responsavel também pela
regulacdo do Oxido Nitrico (NO) local. O mesmo autor sugere que a inibicdo da
atividade do NF-xB poderia ser um dos tratamentos para a aterosclerose presente no
DM avancado.

A reducéao univalente da molécula de oxigénio é a maneira caracteristica de gerar
as EAOQO. O risco de formar as EAO é que elas podem contribuir para a formagéao de
outros radicais livres. Assim, como existem as EAO, o metabolismo do NO gera as
espécies ativas de nitrogénio (EAN), através das formas NO,, N.Oz, NO., NOs e
ONOOH. A reacao do anion superéxido com o NO, produz o peroxinitrito (ONOQO"), que
€ uma das ligagdes entre as EAO e as EAN (BOVERIS et al., 1998).

Banerjee e colaboradores (2002) investigaram os efeitos dos flavonédides sobre a
atividade e a expressao da iNOS. Eles verificaram que células estimuladas por
citocinas aumentaram a producdo de NO, e, quando pré-tratadas com quercetina
reduziam os valores de NO em relacdo aos animais controle. Sobre a expressao da
iINOS, a quercetina teve potente acao inibitéria, porém nao apresentou a mesma acao
sobre a expressdao da mRNA da iNOS. O estudo realizado por Morigi e colaboradores
(1998) demonstrou que a hiperglicemia contribuiu para o aumento da adeséo
leucocitaria com o endotélio vascular nas veias umbilicais. O responsavel pela maior
producdo nas proteinas envolvidas na adesao celular € possivelmente dependente da
ativacdo do NF-xB. Também tem sido postulado que o acido a-lipéico bloqueia a

ativacao do NF-kB em pacientes com DM tipo || (HOFMANN, et. al., 1999), e que o o-
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fenil-tert-butilnitrona, agente que aprisiona elétrons livres que reagem com as espécies
ativas de oxigénio, reduz significativamente a severidade da hiperglicemia em animais
com DM induzido por STZ ou aloxano (HO, et. al., 2000).

Fato semelhante ocorreu no estudo realizado por Kowluru e colaboradores
(2003), no qual a ativagdo do NF-xB e a elevagdo do estresse oxidativo estava
reduzido em animais que receberam uma dieta contendo diversos antioxidantes pelo
periodo superior a 14 meses. Os resultados desses estudos indicam que a ativacdo do
NF-xB é o evento sinalizador inicial que contribui com a disfungdo e/ou destruicao
celular. (BROWNLEE, 2001).

Em nosso estudo, ao avaliarmos o tecido hepatico dos animais diabéticos
encontramos aumento significativo na ativacdo do NF-kB em relagdo ao grupo controle
(Figura 15). Como o estresse oxidativo também aumentou no grupo diabético (Figuras
7 e 8), juntamente com a glicose sanglinea (Tabela 2), acreditamos que deva existir
uma relagdo entre as varidveis avaliadas em nosso estudo e o estresse oxidativo, pois,
apos a administracdo da quercetina, o estresse oxidativo e a ativacdo do NF-xB
reduziram (Figuras 7, 8 e 15). Esses resultados suportam a hip6tese de que o estresse
oxidativo presente no DM ativa o NF-xB, e que apds a administracdo da quercetina em
animais diabéticos os valores retornam aos niveis dos animais sem a doenca.

Em recente trabalho publicado por Moreira e colaboradores (2004), realizado em
nosso laboratério, a administracdo da quercetina, intraperitonealmente, na dose de 50
mg/Kg de peso corporal (mesma dose utilizada em nosso estudo) preveniu o estresse
oxidativo e a ativacdo do NF-kB na mucosa gastrica de ratos com hipertensao portal.
Em relacdo a 6xido nitrico sintase induzivel (iINOS) houve aumento significativo nos
animais com hipertensdo portal, os quais, ao receberem a quercetina, os valores
diminuiram. Este estudo mostrou resultados semelhantes aos encontrados em nosso
trabalho, apesar do modelo experimental utilizado ser diferente.

Sob circunstancias fisiologicas, o NFk-B forma um complexo com seus inibidores,
os |kBs (a, B ou v), e sdo mantidos no citosol no estado inativo. O NF-xB pode
“escapar” do controle de seus inibidores devido a acao direta das proteinas kinases,
denominada de kinases do Ikappa B ou complexo IKK. Esse complexo consiste em

subunidades cataliticas IKK-a e IKK-B, e a subunidade reguladora IKK-y (ZANDI, et. al.,
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1997). A ativagdo do complexo IKK conduz a fosforilacdo dos IkBs, assim
determinando a poliubiquinacdo e a degradacao do proteossoma S26. A partir do
momento em que esta sem o seu inibidor, 0 NF-kB entra no ndcleo celular e estimula a
formacao de genes especificos que participam de inUmeras respostas em diferentes
doencas (STAAL, et. al., 1990; ROMICS, et. al., 2004). Alguns flavondides inibem o NF-
kB a partir da ativacdo do IKK (XIE & NATHAN, 1994), sendo que a quercetina inibe
especificamente in vitro o IKK-a. e IKK-B (PEET & LI, 1999).

Em nosso estudo, os animais diabéticos aumentaram os niveis citoplasmaticos de
IKK-a. e diminuiram o I|kB-a, e, ap6s a administracdo da quercetina, os valores
praticamente retornaram aos valores do grupo controle (Figuras 16-1 e 16-3). Em
relacao aos niveis de IKK- e IkB-B, ndo houve alteracédo estatisticamente significativa
entre os grupos, mesmo apds a administracao da quercetina (Figuras 16-2 e 16-4).

Os efeitos decorrentes da cascata do complexo IKK/IkBs a partir da administracéo
da quercetina, contribuem para a inibigdo da ativacdo do NF-xB. A principal
consequéncia da ativacdo das vias de sinalizagdo intracelular sdo os produtos
decorrentes do gene estimulado, tais como o NO, que podem causar diversos danos
celulares e sao os principais responsaveis pelas complicacoes apresentadas no DM.

A produgcdo do NO pode contribuir com a hiperfiltracdo renal e com a
microalbuminuria, sintomas apresentados na nefropatia diabética adiantada.
(PRABHAKAR, 2004). Tem sido relatado previamente que existe uma elevacado da
expressao da o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) no figado de ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina (MADAR, et. al., 2004). Nessa situagdo, o NO pode
reagir com as espécies ativas de oxigénio/nitrogénio, formando o peroxinitrito, que é
uma espécie oxidante altamente reativa, contribuindo com o estresse oxidativo ou
nitrosativo (LLORENS & NAVA, 2003).

No presente estudo, houve uma supressdo da ativagcdo do NF-xB apds a
administracdo da quercetina, fato que impediu a degradacdo do IkB-a, e que foi
acompanhada pela downregulation da expressado da iNOS (Figura 16-3 e 17). Esses
resultados confirmam os achados encontrados em outros modelos experimentais, tais
como cultivos de macréfagos estimulados por lipopolissacarideo (LPS) (CHO, et. al.,
2003; MU, et. al., 2001). Resultados semelhantes foram encontrados por Kowluru e
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colaboradores (2003) quando avaliaram os niveis do NO e da nitrotirosina na retina de
animais diabéticos, pois houve inibicdo da ativacdo do NF-xB apds a administragéo de
multiplos antioxidantes (KOWLURU, et. al., 2003).

Os resultados apresentados em nosso estudo demonstram que a administragéo
da quercetina intraperitoneal inibe o estresse oxidativo, a ativacdo do NF-xB e a
superexpressdo da iINOS em animais diabéticos induzidos pela administracdo de STZ.
O tratamento com a quercetina diminuiu as vias de transducao celulares do complexo
IKK/IkBs, pois inibe a produgdo dos mediadores envolvidos no desenvolvimento da
alteracao hepética encontrado no DM avangado. Embora ocorra inibicdo causada pela
quercetina e por outros antioxidantes enddgenos especificos (enzimas antioxidantes),
que sao ativados em decorréncia do estresse oxidativo, aparentemente a glicose
sanglinea nao é principal responsavel pela melhora no tecido hepatico, pois continua
com valores acima do fisiolégico.

As anormalidades hepaticas que acompanham as alteracdes existentes no DM
tém sido motivo de grande curiosidade e estudo nos ultimos anos. A obesidade e as
complicagdes metabdlicas parecem ser as principais responsaveis.

Em estudo clinico realizado com 13 pacientes que apresentavam DM foi possivel
demonstrar a deposicdo de colageno e fibrose pericelular presente nas células
hepaticas. Nesse estudo utilizou-se a microscopia eletrbnica como método de
avaliacao, e, quando a alteracdo mostrava-se presente, era denominada de "destruicéo
das células hepaticas" (HALL, 1995).

Diversas alteracdes hepaticas podem estar associadas ao DM tipo Il, como a
esteatose, a esteatohepatite ndo alcodlica e a cirrose. A microangiopatia sinusoidal
parece ser o principal mecanismo fisiopatoldégico existente. A alta prevaléncia de
esteatohepatite e cirrose em pacientes com DM sugere que seus portadores possuem
um risco aumentado para desenvolver doenca hepatica (HALL, 1995).

Nao encontramos diferenca na avaliagdo histolégica hepatica nos grupos
avaliados em nosso estudo (Figuras 18, 19, 20 e 21), fato que de certa forma discorda
dos achados presentes na literatura. Acreditamos que o tempo de 60 dias ainda néo foi
suficiente para causar algum grau de alteragdo hepadtica, e, apesar de nao haver

alteragdes celulares visiveis, encontramos diferenga entre os animais do grupo controle
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e diabéticos, bem como ap6s a administracao da quercetina nos fatores de transcricao
nuclear e na atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT.

A quercetina como um flavonol, (ou flavondide), € molécula pertencente ao
grupo de compostos fitoquimicos que apresenta potenciais beneficios para a saude
humana, sendo também constituinte da dieta de origem vegetal(frutas e verduras) e da
dieta humana, através dos alimentos e do vinho.

Tendo em vista nossos resultados, e considerando que a quercetina, quando
administrada intraperitonealmente em animais diabéticos, inibe a ativacdo dos genes
que estao sob o controle do NF-xB, diminui as substancias que reagem ao &acido
tiobarbiturico (TBARS) e a quimiluminescéncia (QL) hepatica, re-estabelece a atividade
das enzimas antioxidantes e inibe a formacdo da iNOS, seria de grande valia a
realizacao de estudos futuros para identificar novos antioxidantes, bem como o exato

mecanismo de acao molecular.
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6 — CONCLUSOES

1) O peso corporal dos animais diabéticos foi menor do que o controle apds 60 dias

de doenca, e a quercetina nao reverteu esta alteracao.

2) A glicemia ndo diminuiu nos animais diabéticos, mesmo apds a administragéo da

quercetina.

4) Houve melhora na atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT) no figado de animais diabéticos apds o uso da quercetina,
mas ndo ocorreu mudanga na atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx),
bem como nos niveis citoplasmaticos da glutationa reduzida (GSH), glutationa
oxidada (GSSG), e na relacdao GSSG/GSH.

5) O fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-xB) nos animais diabéticos

aumentou e foi atenuado naqueles que receberam a quercetina.

6) Os niveis citoplasmaticos hepaticos do IKK-a e do IkB-a melhoraram depois da

administracdo do antioxidante, mas o IKK-$ e o IkB-f3 ndo apresentou mudanca.

7) A quercetina diminuiu a expressdo da Oxido nitrico sintase induzivel (iINOS)
hepatica nos animais diabéticos.

8) Nao existe alteracao histolégica no figado de animais diabéticos apds 60 dias de
doenca, e, a quercetina ndo interfere qualitativamente no quadro histopatolégico.

Tendo em vista nossos resultados sugerimos que a quercetina protege o figado do
estresse oxidativo em ratos diabéticos.
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ABSTRACT Increasing evidence in both experimental and clinical studies suggests that oxidative stress is
involved in the pathogenesis and progression of diabetic tissue damage. This study investigated the protective
effects of quercetin treatment on oxidative stress, nuclear factor (NF)-kB activation and expression of inducible
nitric oxide synthase (iNOS) in streptozotocin-induced diabetic rats. Male Wistar rats were divided into 4 groups:
control rats, control rats treated daily with quercetin (150 wmol/kg, i.p.), untreated diabetic rats, and diabetic rats
treated with quercetin. Diabetes was induced by a single i.p. injection of streptozotocin (70 mg/kg). Eight weeks
later we measured TBARS and hydroperoxide-initiated chemiluminescence (QL) in liver as markers of oxidative
stress, and activities of the antioxidant enzymes catalase, superoxide dismutase (SOD), and glutathione peroxi-
dase, NF-«B activation by an electrophoretic mobility shift assay and expression of I«B kinases (IKKa and IKKB),
the inhibitor IkB (IkBa and IkBp), and iNOS by Western blot. The plasma glucose concentration was significantly
increased in diabetic rats and was not changed by quercetin. Streptozotocin administration induced significant
increases in hepatic TBARS concentration, QL, and SOD and catalase activities that were prevented by quercetin.
Activation of NF-«B, induction of IKKa and iINOS protein levels, and increased degradation of IkBa were also
observed in streptozotocin-treated rats. All of those effects were abolished by quercetin. These findings suggest
that quercetin treatment, by abolishing the IKK/NF-«B signal transduction pathway, may block the production of
noxious mediators involved in the development of early diabetes tissue injury and in the evolution of late

complications. J. Nutr. 135: 2299-2304, 2005.

KEY WORDS: e diabetes e quercetin ¢ oxidative stress e nuclear factor-kB e nitric oxide

Diabetes mellitus is one of the most common endocrine
metabolic disorders. In recent years, a large body of evidence
suggested oxidative stress as a mechanism underlying insulin
resistance, type I and type II diabetes, and diabetic complica-
tions (1). Hyperglycemia causes oxidative stress due to in-
creased mitochondrial production of the superoxide anion (2),
nonenzymatic glycation of proteins (3), and glucose autoxida-
tion (4,5). FFA, which are elevated in diabetes and insulin
resistance, may also contribute to the increased production of
reactive oxygen species (ROS)? due to increased mitochon-
drial uncoupling and B-oxidation (6,7). In addition, hypergly-
cemia and FFA-induced oxidative stress lead to the activation
of stress-sensitive signaling pathways, including nuclear factor
(NF)-«B (8).

Hyperglycemia also favors, through the activation of NF-
kB, an increased expression of inducible nitric oxide synthase
(iNOS), which is accompanied by increased generation of
nitric oxide (9). Nitric oxide can react with superoxide to

' To whom correspondence should be addressed. E-mail: dfiigg@unileon.es.

2 Abbreviations used: C, control; CQ, quercetin treatment; D, diabetes; DQ,
diabetes + quercetin treatment; EMSA, electrophoretic mobility shift assay; kB,
inhibitor of NFkB; IKK, IkB kinase; iNOS, inducible nitric oxide synthase; NF,
nuclear factor; QL, chemiluminescence; ROS, reactive oxygen species; SOD,
superoxide dismutase.

0022-3166/05 $8.00 © 2005 American Society for Nutrition.

produce the strong oxidant peroxynitrite, which in turn can
increase lipid peroxidation, protein nitration, and LDL oxida-
tion, affecting many signal transduction pathways (10). Re-
cent experimental evidence supports the idea of complex roles
for nitric oxide, ROS, and peroxynitrite in the development of
early diabetes tissue injury before the evolution of late com-
plications (11).

The role of oxidative stress in insulin resistance and diabe-
tes is clouded by the results of intervention studies with
antioxidants, which are elusive or unsuccessful (12). Although
studies of short duration appear to support an improved insulin
sensitivity in insulin-resistant and diabetic patients (8) and a
prevention of the progression of diabetic complications by
vitamin C and vitamin E (13,14), long-duration clinical trials
with classical antioxidants, in particular with vitamin E, did
not demonstrate any maintained beneficial effect (12,15).
However, although it may not be possible to completely re-
verse diabetic complications, antioxidants could be useful in
preventing or attenuating the adverse effects of chronic hy-
perglycemia (7).

Flavonoids are phenolic phytochemicals; they are impor-
tant constituents of the nonenergetic part of the human diet
and are thought to promote optimal health, partly via their
antioxidant effects in protecting cellular components against

Manuscript received 10 June 2005. Initial review completed 28 June 2005. Revision accepted 11 July 2005.
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ROS (16). Quercetin (3,5,7,3'4’-pentahydroxy flavon) is one
of the most widely distributed flavonoids, present in fruit,
vegetables, and many other dietary sources (17). This com-
pound was reported to scavenge superoxide in ischemia-reper-
fusion injury (18), to protect against oxidative stress induced
by UV light (19), spontaneous hypertension (20), secondary
biliary cirrhosis (21), and bacterial lipopolysaccharide (22),
and to inhibit angiogenesis (23), carcinogenesis, (24) and
portal hypertensive gastropathy (25). At doses of 50 and 80
mg/kg, quercitin significantly lowered plasma TBARS and
lipid hydroperoxides when given to rats with streptozotocin-
induced diabetes for 45 d (26,27). A very recent report indi-
cates that quercetin is also able to partially prevent serum
nitric oxide increases in streptozotocin-treated rats (28).

The liver is the main organ of oxidative and detoxifying
processes, as well as free radical reactions; in many diseases,
biomarkers of oxidative stress are elevated in the liver at an
early stage (29). Because liver is subjected to ROS-mediated
injury in diabetes (30), our experiments were performed to
investigate the potential protective effects of quercetin treat-
ment on liver oxidative stress, NF-«kB activation, and iNOS
expression in an experimental model of chronic hyperglyce-
mia. We used a dose of quercetin likely to be achieved in
humans (25,26) and previously reported to induce maximal
beneficial effects in different liver diseases (21,25).

MATERIALS AND METHODS

Animals and experimental procedure. Male Wistar rats (Pan-
lab) were caged at 24°C, with a 12-h light:dark cycle and free access
to food (standard diet for rats Panlab A04°) and water until the time
of experiments. The rats were randomly divided into 4 groups. In 2
groups, diabetes was induced by a single i.p. injection of streptozoto-
cin (70 mg/kg body weight; Sigma Chemical) in freshly prepared 10
mmol/L sodium citrate, pH 4.5. Five days after the streptozotocin
injection, plasma glucose concentration was measured using tail vein
blood samples obtained from rats after overnight food deprivation. A
plasma glucose level > 14 mmol/L was considered indicative of
diabetes. The experimental groups comprised the normal control
group (C: n = 8); normal rats treated daily with quercetin (CQ: 150
wmol/kg body weight suspended given immediately before i.p., ad-
ministration in 500 pl of a 0.2% Tween aqueous solution for 8 wk,
n = 8). The diabetic groups were untreated (D: n = 8) or treated with
quercetin (DQ: n = 8). Quercetin treatment was initiated 5 d after
the administration of streptozotocin. Rats in both the C and DC
groups were administered 500 wL/d of vehicle, i.p. for 8 wk.

The rats were killed by exsanguination 8 wk after administration
of streptozotocin. Blood samples were centrifuged at 1800 X g for 15
min to obtain plasma and the livers were excised, weighed, and
immediately frozen at —70°C. All experiments were performed in
accordance with the NIH guidelines (31) and consent was provided
by the Ethical Committee of the University of Leén.

Plasma glucose concentration. Blood plasma glucose was mea-
sured spectrophotometrically at a wavelength of 505 nm using a
standard assay kit (GOD-PAP, Sigma Chemical).

Hepatic markers of oxidative stress. The amount of aldehydic
products generated by lipid peroxidation was quantified by the TBA
reaction (32) using 3 mg of protein/sample. Spectrophotometric
absorbance was determined in the supernatant at 535 nm. Results
were referred to as TBARS. Hydroperoxide-initiated chemilumines-
cence (QL) (33) was measured by a liquid scintillation counter in the
out-of-coincidence mode.

Hepatic antioxidant engyme activities. Frozen liver from each
rat was homogenized in ice-cold phosphate buffer (KCI 140 mmol/L,
phosphate 20 mmol/L, pH 7.4) and centrifuged at 14,000 X g for 10

min. Catalase (EC 1.11.1.6) activity was determined by measuring

3 The composition of the standard diet was: 15.4% protein, 2.9% fat, 60.5%
carbohydrate, 3.9% fiber, 5.3% minerals, and 12% water.

the exponential disappearance of H,O, at 240 nm and was expressed
as Ufg protein (34). The assay of cytosolic glutathione peroxidase
(EC 1.11.1.19) was carried out according to Flohe and Guntzler (35).
Cumene hydroperoxide was used as the substrate, and 1 U of enzy-
matic activity was defined as the amount of protein that oxidizes 1
pmol of reduced NADPH/min. Cytosolic superoxide dismutase
(SOD; EC 1.15.1.1) was assayed according to Misra and Fridovich
(36) at 30°C. The rate of autooxidation of epinephrine, which is
progressively inhibited by increasing amounts of SOD in the homog-
enate, was monitored spectrophotometrically at 560 nm. The amount
of enzyme that inhibits epinephrine autooxidation at 50% of the
maximum inhibition was defined as 1 U of SOD activity.

Western blot. Protein extraction and Western blotting were
performed as described (25). Membranes were probed with polyclonal
anti-IkB kinase (IKK)a, anti-IKK«a/B, anti-IkBea, anti-IkBg, or anti-
iNOS antibodies (Santa Cruz Biotechnology). Bound primary anti-
body was detected with horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit
antibody (DAKQO) by chemiluminescence. The density of the specific
IKKa, IKKB, inhibitor of NF-«B (IkB)a, IkBB, and iNOS bands was
quantitated with an imaging densitometer.

Electrophoretic mobility shift assay. Nuclear extracts were pre-
pared from liver lysates as described previously (37). Activation of
transcription factor NF-kB was examined using consensus oligonu-
cleotides of NF-kB (5'-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG
C-3"). Probes were labeled by T4 polynucleotide kinase. Binding
reactions included 10 g of nuclear extracts in incubation buffer [50
mmol/L Tris-HCI pH 7.5, 200 mmol/L NaCl, 5 mmol/L EDTA, 5
mmol/L mercaptoethanol, 20% glycerol and 1 ug poly (dI-dC)]. After
15 min on ice, the labeled oligonucleotide (10,000 dpm) was added
and the mixture incubated for 20 min at room temperature. For
competition studies, 3.5 pmol of unlabeled NF-«B oligonucleotide
(competitor) or 3.5 pmol of labeled NF-«B oligonucleotide mutate
(noncompetitor) were mixed 15 min before the incubation with the
labeled oligonucleotide. The mixture was electrophoresed through a
6% polyacrylamide gel for 90 min at 220 V. The gel was then dried
and autoradiographed at —70°C overnight. Signals were analyzed
densitometrically.

Statistical analysis. Means and SEM were calculated. Data were
analyzed using a 2 (diabetic and nondiabetic rats) X 2 (quercetin-
treated and quercetin-untreated rats) ANOVA. Post hoc compari-
sons were carried out using the Newman Keuls test. Statistical sig-
nificance was set at P < 0.05. SPSS+ version 13.0 statistical software
was used.

RESULTS

Blood glucose. Glucose concentration in the blood plasma
of streptozotocin-treated rats was significantly higher (~2-
fold) than in the normal control group and was not affected by
quercetin treatment (Table 1).

Hepatic markers of oxidative stress. Neither markers of
oxidative stress nor activities of antioxidant enzymes were
modified by quercetin in normal rats (Table 1). The cytosolic
concentration of TBARS was 56% greater in diabetic rats than
in controls, whereas concentrations in the diabetic rats receiv-
ing quercetin did not differ from controls (Table 1). Strepto-
zotocin administration also induced a significant increase in
chemiluminescence (+46%) that was prevented by quercetin
(Table 1).

Hepatic antioxidant engymes. SOD activity was 34%
greater in liver of diabetic rats compared with controls, and
quercetin treatment of diabetic rats reduced SOD to a level
less than that of controls. Catalase activity was significantly
altered by diabetes (+130% vs. C), and this effect was pre-
vented by quercetin treatment. Glutathione peroxidase activ-
ity was not affected by either streptozotocin or quercetin
(Table 1).

Hepatic NF-kB activation. Quercetin did not affect
NF-kB binding activity in controls. Experimental diabetes
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TABLE 1

Effect of streptozotocin-induced diabetes and quercetin on plasma glucose concentration and hepatic markers of oxidative stress
and antioxidant enzyme activities in rats’

ANOVA
C cQ D DQ D Q DX Q
Plasma glucose, mmol/L 7.3+1.12 6.8 +1.0% 31.9 +8.3° 25.6 + 4.9° 0.001 NS2  0.034
TBARS, nmol/mg protein 0.30 = 0.09% 0.29 * 0.06% 0.49 + 0.10° 0.28 = 0.09? 0.010 0.032 0.034
QL, AU 4320 + 5602 5108 + 720 6870 + 1104° 4106 + 7902 NS 0.011  0.002
Catalase, pmol/(mg protein - min) 4.0 £0.8° 4.0 +1.6° 8.5+ 1.9° 43 +21° 0.001 0.001 0.002
SOD, U/mg protein 11.8 = 1.7° 11.4 +2.1° 159 =1.7° 7.8 +1.6% NS 0.001  0.001
Glutathione peroxidase, nmol/
(mg protein - min) 1206 *= 123 998 + 141 1120 = 210 1181 = 325 NS NS NS

" Values are means = SEM, n = 8. Means in a row with superscripts without a common letter differ, P < 0.05.

2NS, P = 0.05.
markedly induced NF-«kB (+71% vs. C), an effect that was A
abolished by quercetin treatment (Fig. 1). C- C+ C D DQ

Hepatic IKK and IkB protein levels. Protein levels of
IKKs and 1«Bs did not differ between untreated and quercetin-
treated controls (Fig. 2). The protein level of IKKa was
upregulated (+164% vs. C; Fig. 2B) and IkBa protein level
was decreased (—46% vs. C; Fig. 2B) in rats administered
streptozotocin. These effects were prevented by quercetin.

Hepatic iNOS expression. The iNOS protein level did not
differ between untreated and quercetin-treated control rats.
Diabetes significantly induced iNOS protein (+84% vs. nor-
mal controls), and quercetin abolished this effect (Fig. 3).

DISCUSSION

In the present study, it was apparent that quercetin did not
have a substantial effect on blood glucose levels. This obser-
vation coincides with previous reports on the effects of the
antioxidant a-lipoic acid (38,39), but differs from the results of
Mahesh and Menom (27) or Coskum et al. (28), who found a
hypoglycemic effect of quercetin when given to streptozoto-
cin-diabetic rats. These apparently conflicting results are ex-
plained by the fact that in our study, quercetin was given after
diabetes had been established, whereas in the previous studies,
quercetin treatment, which partially prevents degeneration of
B-cells (28), began before the induction of diabetes.

Increased levels of TBARS, an end product of lipoperoxi-
dation, were found previously in the liver of streptozotocin-
induced diabetic rats (40,41). Both changes in the concentra-
tion of TBARS and the hydroperoxide-initiated QL confirm
this finding, indicating increased overall oxidative stress in
diabetic rats. Results from the present study also suggest an
amelioration of oxidative stress by quercetin, coinciding with
the decreased plasma levels of hydroperoxides and TBARS
recently reported by other authors (27).

Oxidative stress is the result of a redox imbalance between
the generation of ROS and the compensatory response from
the endogenous antioxidant network. There is no consensus
concerning changes in the activities of antioxidant enzymes of
different organs in diabetic rats. Although some studies mea-
suring activities of SOD, catalase, and glutathione peroxidase
in diabetes mellitus showed reductions in the levels of these
enzymes (28,42—44), other authors reported increased activi-
ties in streptozotocin-induced diabetic rats (40,45—-47). These
apparently contradictory results could be due to tissue speci-
ficity, variation in severity and duration of the disease, or other
experimental conditions (37). In the present study, catalase
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FIGURE 1 Effect of streptozotocin-induced diabetes and querce-

tin on NF-«B activation in rat liver. Specific binding was verified by the
addition of unlabeled (cold) oligonucleotide (competitor, C—) or labeled
oligonucleotide mutate (noncompetitor, C+). (A) A representative
EMSA. (B) Values are mean = SEM, n = 8. ANOVA: Q, 0.025; Q X D,
0.001. Means without a common letter differ, P < 0.05.
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FIGURE 2 Effect of streptozotocin-induced diabetes and querce-
tin on Western blot analysis of IKK and IkB proteins in rat liver. Total
cellular protein was separated on 12% SDS-polyacrylamide gels and
blotted with anti-IKK or anti-IkB antibodies. (A) A representative West-
ern blot photograph. (B) Values are means = SEM, n = 8. ANOVA: Q,
0.025; Q X D, 0.001. Means without a common letter differ, P < 0.05.

and SOD activities increased in diabetic rats. The increase in
catalase activity may be a compensatory response for an in-
crease in endogenous H,O, production in diabetic liver be-
cause insulin deficiency promotes the B-oxidation of fatty
acids with resulting H,O, formation (48). The increase in
SOD activity could be due to its induction by increased
production of superoxide, and H,0O, was reported to act as an
inducer of tissue SOD (49). The increases in both SOD and
catalase activities may thus be an adaptive response for in-
creased oxidative stress in the liver tissue; quercetin, by scav-
enging ROS, prevents the elevation of those antioxidant en-
zyme activities in diabetic rat liver. Our data are consistent
with those previously described for the effect of a-lipoic acid
(39) or the flavonoid-like compound, caffeic acid phenethyl
ester (40), although they differ from the report (27) that both

catalase and SOD activities are reduced in erythrocytes of

diabetic animals and normalized after 45 d of quercetin ad-
ministration.

The molecular mechanisms whereby oxidative stress con-
tributes to organ damage and to the development of diabetic
complications are undefined. In a variety of tissues, hypergly-
cemia and elevated FFA result in the generation of ROS,
leading to increased oxidative stress. In the absence of an
appropriate compensatory response from the endogenous an-
tioxidant network, the system becomes overwhelmed (redox
imbalance), leading to the activation of stress-sensitive signal-
ing pathways, such as NF-kB, and others. In bovine endothe-
lial cells, it was shown that exposure to hyperglycemia initially
increased intracellular production of ROS and activated
NE-«kB (50). It was also found that a-lipoic acid blocks NF-«B
activation in patients with type 2 diabetes (51). In addition,
a-phenyl-tert-butylnitrone, a spin-trapping agent that reacts
with free radical species, significantly reduces the severity of
hyperglycemia in both alloxan- and streptozotocin-induced
diabetes, coinciding with inhibiting activation of NF-kB (52),
and both activation of NF-kB and elevation in oxidative stress
are reduced in rats fed a diet supplemented with multiple
antioxidants for up to 14 mo (53). These data indicate that
activation of NF-kB is an initial signaling event that leads to
cellular dysfunction and damage (2) and our finding, extended
to liver tissue, that quercetin is able to reduce both oxidative
stress and NF-kB activation, would support the suggestion that
oxidative stress is the initial change induced by high glucose,
followed by activation of other pathways.

Under normal physiologic conditions, NF-kB forms a com-
plex with its inhibitors, the IkBs (a or 8), and is maintained
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FIGURE 3 Effect of streptozotocin-induced diabetes and querce-
tin on Western blot analysis of iNOS protein in rat liver. Total cellular
protein was separated on 12% SDS-polyacrylamide gels and blotted
with anti-iINOS antibodies. (A) A representative Western blot photo-
graph. (B) Values are means + SEM, n = 8. ANOVA: IKKa: D, 0.010; Q,
0.011; Q XD, 0.042. IkBa: D, 0.010; Q, 0.032; Q X D, 0.034. Means
without a common letter differ, P < 0.05.
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in the cytosol in this inactive state. NF-kB can be freed from
its inhibitors through the direct action of protein kinases, the
IKKs that form a complex consisting of the catalytic subunits
IKKa and IKKB and the regulatory subunit IKKy (54). Acti-
vation of the IKK complex leads to the phosphorylation of the
1kBs, thus targeting them for polyubiquitination and degrada-
tion by the 26S proteosome complex. Freed from its inhibitor,
NF-kB enters the nucleus and transactivates NF-«B-respon-
sive genes (55,56). Interestingly, some flavonoids were re-
ported to inhibit NF-«kB through the activation of IKK (57),
and quercetin potently inhibits both IKKa and IKK in vitro
(58). Results from the present study indicate that in strepto-
zotocin diabetic rats, quercetin decreases [kBa degradation by
inhibiting upregulation of members of the IKK complex. Ef-
fects on the IKK/IkB cascade in turn contribute to inhibition
of NF-«kB activation.

One major consequence of the activation of stress-sensitive
signaling pathways is the generation of gene products such as
nitric oxide that cause cellular damage and are ultimately
responsible for the late complications of diabetes Enhanced
nitric oxide production may contribute to the hyperfiltration
and microalbuminuria that characterize early diabetic ne-
phropathy (59). Diabetes was previously reported to lead to
increased activity and expression of liver iNOS in streptozo-
tocin-induced diabetic rats (60) and nitric oxide levels are
significantly elevated in diabetic liver at a very early stage
(29). In this situation, nitric oxide may react with ROS such
as the superoxide radical to yield the highly reactive oxidant
species peroxynitrite, leading to more aggressive oxidative and
nitrosative stress (61). In the present investigation, quercetin-
induced suppression of the release of NF-kB by preventing the
degradation of IkBa was accompanied by downregulation of
the expression of iNOS, confirming results in other experi-
mental models such as lipopolysaccharide-activated macro-
phage cells (62,63) and supporting the previous report that
elevations of nitric oxide and nitrostyrosine levels in the retina
of diabetic rats are reduced by administration of multiple
antioxidants in parallel with an inhibition of NF-«kB activa-
tion (53).

In summary, the results presented here show that adminis-
tration of quercetin inhibits oxidative stress, NF-«B activa-
tion, and iNOS overexpression in liver of streptozotocin-
diabetic rats. Quercetin treatment, by abolishing the IKK/
NF-kB signal transduction pathway, might block the
production of noxious mediators involved in the development
of early injury and in the evolution of late complications in
different tissues affected by chronic hyperglycemia. Although
inhibition by quercetin and other antioxidants of specific
pathways that are activated as a consequence of increased
oxidative stress and glucose flux may not be sufficient to
completely reverse diabetic complications once they have
been established, further investigation is warranted to deter-
mine whether it may be possible to slow down the progression,
or prevent the onset of complications by preemptive therapy
before the development of tissue damage. Because the in vivo
activity of quercetin depends on its bioavailability, which
varies among foods (64), the effectiveness of this flavonoid
when it is consumed as a part of the human diet and the
required level of dietary intake also warrant further studies.
Considering that quercetin inhibits the activation of genes
under NF-kB control, another important goal of futures studies
will be determination of which antioxidants are more effective
at preventing NF-kB activation, along with the identification
of the molecular sites of action.
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