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RESUMO

O Diabetes gestacional pode induzir alteracbes no metabolismo dos carboidratos, lipidios e
proteinas, as quais podem resultar em malformacGes congénitas e no aparecimento de doencas
cardiovasculares na vida adulta. A formacdo excessiva dos produtos finais de glicagédo
avancada (AGEs), a ligacdo com seu receptor (RAGE), a ativacdo do fator de transcricdo
nuclear kappa B (NF-kB), bem como o aumento da formagao de espécies reativas de oxigénio
(ROS), derivadas principalmente das varias isoformas da NADPH-oxidases (Nox), sdo 0s
mecanismos que ligam a hiperglicemia cronica e as alteracdes cardiovasculares observadas
em animais e pacientes diabéticos. Ao longo dos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa
demonstrou uma elevacéo dos niveis plasmaticos de AGEs na prole de mées diabéticas aos 4
meses de idade e um aumento da expressdo proteica do RAGE e do estresse oxidativo
cardiaco aos 6 meses de idade. No presente estudo, foi avaliada a contribuigdo tempo
dependente do estresse oxidativo e do RAGE no desenvolvimento das complicacdes
cardiovasculares, em aortas aos 3, 6 e 12 meses e em coracdes aos 12 e 18 meses de idade de
animais expostos ao diabetes gestacional induzido por estreptozotocina (STZ). Para isto, 0
diabetes foi induzido no sétimo dia de gestacdo com dose Unica de STZ (50mg/kg, i. p.)
dissolvida em tampdo citrato. Fémeas controles receberam apenas veiculo. A prole foi
dividida em dois grupos de acordo com o tratamento materno: controle ndo diabético (ND) e
diabetes gestacional (DG). Os protocolos experimentais para avaliacdo dos niveis plasmaticos
de glicose, triglicerideos, colesterol total, colesterol-HDL e homeostase glicémica foram
realizados. A concentracdo de glicogénio hepatico e muscular foi determinada pelo método da
antrona. Os niveis de estresse oxidativo foram verificados através das atividades da catalase
(CAT) e da superoxido dismutase (SOD), bem como dos niveis de espécies reativas de
oxigénio (ROS), nitritos, glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG). A
expressao proteica do RAGE e da Nox4 foram analisadas através de Western Blot. A
quantificacdo do volume de colageno e densidade capilar foi avaliada pela técnica histoldgica.
A exposicdo a alteragbes do meio intrauterino, provocada pela hiperglicemia, induziu baixo
peso ao nascimento que se manteve até a idade adulta. A prole DG apresentou um aumento
significativo dos niveis de triglicerideos, intolerdncia & glicose bem como redugdo do
glicogénio hepéatico. Em aortas, ndo foram observadas diferencas entre os grupos DG e ND na
expressao proteica do RAGE e da Nox4. Contudo, no tecido cardiaco oriundo das proles DG,
aos 12 e 18 meses de idade, foi observado aumento da expressdo proteica de RAGE e da

Nox4, aumento de ROS, reducdo dos niveis de nitritos e da atividade das enzimas



antioxidantes CAT e SOD, bem como dos niveis de GSH e GSSG. Foi observado uma
reducdo da densidade dos capilares e aumento da densidade de colageno no coragdo oriundo
da prole DG aos 18 meses de idade. Em conclusdo, a exposi¢do intrauterina a hiperglicemia
cronica programa distarbios no metabolismo glicémico e lipidico, com possivel participacdo

do RAGE e do desequilibrio redox cardiaco, sem evidéncia a nivel de aorta.

Palavras-chave: Diabetes gestacional. Estresse oxidativo. Estreptozotocina. NADPH

oxidase.



ABSTRACT

Gestational Diabetes may induce changes in the metabolism of carbohydrates, lipids and
proteins, which may result in congenital malformations and the onset of cardiovascular
diseases in adult life. Excess formation of advanced glycation end products (AGEs), binding
to its receptor (RAGE), activation of nuclear transcription factor kappa B (NF-kB), as well as
increased formation of reactive oxygen species (ROS), derived primarily from the various
isoforms of NADPH-oxidases (Nox), are the mechanisms that link chronic hyperglycemia and
cardiovascular changes demonstrated in animals and diabetic patients. Over the last few years,
our research group has demonstrated an increase in plasma levels of AGEs in the offspring of
diabetic dams at 4 months of age and an increase in the protein expression of RAGE and
cardiac oxidative stress at 6 months of age. In the present study, was evaluated the time-
dependent contribution of oxidative stress and RAGE in the development of cardiovascular
complications in aortas at 3, 6 and 12 months and in hearts at 12 and 18 months of age of
animals exposed to streptozotocin-induced gestational diabetes (STZ). For this, diabetes was
induced on the seventh day of gestation with a single dose of STZ (50mg / kg, i.p.) dissolved
in citrate buffer (vehicle). Female controls received only vehicle. The offspring were divided
into two groups according to maternal treatment: non-diabetic control (ND) and gestational
diabetes (DG). Experimental protocols for assessing plasma levels of glucose, triglycerides,
total cholesterol, HDL-cholesterol (HDL) and glycemic homeostasis were performed. The
concentration of hepatic and muscular glycogen was determined by the anthrone method.
Oxidative stress levels were verified through the activities of catalase (CAT) and superoxide
dismutase (SOD), as well as levels of reactive oxygen species (ROS), nitrite, reduced
glutathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG). The protein expression of RAGE and
Nox4 were analyzed by Western blotting. The quantification of the volume of collagen and
capillary density was evaluated by the histological technique. Exposure to changes in the
intrauterine environment, caused by hyperglycemia, induced low birth weight that remained
until adulthood. DG offspring showed a significant increase in triglyceride levels, glucose
intolerance as well as hepatic glycogen reduction. In aortas, no differences were observed
between the DG and ND groups in the protein expression of RAGE and Nox4. However, in
cardiac tissue from DG at 12 and 18 months of age, increased RAGE and Nox4 protein
expression, increased ROS, reduced levels of nitrites and the activity of CAT and SOD
antioxidant enzymes were observed, as well levels of GSH and GSSG. A reduction in

capillary density and an increase in the collagen volume fraction in the heart of DG offspring



at 18 months of age were observed. In conclusion, intrauterine exposure to chronic
hyperglycemia program disorders in glycemic and lipid metabolism, with the possible

participation of RAGE and cardiac redox imbalance, with no evidence at the aorta level.

Keywords: Gestational diabetes. Oxidative stress. Streptozotocin. NADPH oxidase.
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1 INTRODUCAO

O diabetes gestacional (DG) é associado a complicacdes que afetam a mée e o feto
como por exemplo: maior incidéncia de parto cesariana, eclampsia, distocia, macrossomia,
hipoglicemia neonatal e morte perinatal. Possui incidéncia mundial de 10 a 25% (JIWANI et
al, 2012; WHO, 2016) e pode apresentar grandes variacGes devido a heterogeneidade étnica
entre diferentes populacdes estudadas, bem como pelos critérios diagnosticos utilizados. A
Federacéo Internacional de Diabetes (IDF) estima que um em cada seis nascidos (16,8%) sdo
oriundos de maes com algum tipo de hiperglicemia na gravidez (ADA, 2015; IDF Diabetes
Atlas, 2013). No Brasil, a prevaléncia do DG é estimada em 3% a 8% das gestantes
(REICHELT et al., 1998; VALLADARES; KONKA, 2008; SHMITT et al., 2009;
MASSUCATTI; PEREIRA; MAIOLI et al., 2012; SANTOS et al., 2012; JACOB et al.,
2014).

A Pesquisa Nacional de Saude em 2013 revelou que 4,2% ou seja, 6,1 milhdes de
brasileiros com 18 anos ou acima dessa idade possuiam alguma doenca cardiovascular (DCV)
(MS, 2014). Estudos epidemiologicos, pré-clinicos e clinicos, evidenciam a forte relacdo entre
a exposicao a hiperglicemia durante o periodo gestacional e uma maior susceptibilidade da
prole ao desenvolvimento de doencas cronicas na vida adulta (PRIEST et al., 2015;
BURLINA et al., 2016) como as DCV, consideradas a principal causa de morte no Brasil e no
mundo (WHO, 2016). Esta relacdo suporta a hipltese da “programacdo intrauterina das
doengas cronicas” ou “programacao fetal”, proposta por Barker e colaboradores (1989 a,b), as
quais sugerem que estimulos, como a hiperglicemia materna, ocorridos durante determinados
periodos criticos do desenvolvimento, podem trazer consequéncias a curto ou longo prazo na
estrutura ou funcéo dos Orgaos e tecidos da prole (BARKER, 1995; 2007; MARTINS et al.,
2014; PETROPOULOS et al., 2015).

Evidéncias experimentais demonstram a associagdo entre a hiperglicemia e o aumento
das espeécies reativas de oxigénio (ROS) na patogénese das complicacBes maternas e fetais
(DAMASCENO et al., 2002; ZANGEN et al., 2002; CERIELLO, 2003; MONNIER; SELL;
GENUTH, 2005; FOLLI et al., 2011; TOPCUOGLU et al., 2015; ORNOY et al., 2015).
Embora maltiplos sistemas enziméaticos produzam ROS no sistema cardiovascular, a NADPH
oxidase (Nox) é a principal fonte destas substancias, tanto em células endoteliais como nas
musculares lisas (LASSEGUE; GRIENDLING, 2009; ZHANG et al., 2013). Os homologos
da NADPH oxidase, Nox1, Nox2 e Nox4 sdo os principais envolvidos na patogénese das

complicagdes micro e macrovasculares presentes no diabetes (LASSEGUE; GRIEDLING,
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2010; YOKOYAMA; INOUE, 2004; PARAVICINI et al., 2002; USHIO-FUKAI, 2006;
RABELO et al., 2010). A hiperglicemia e a geracdo de um desequilibrio redox, causado por
aumento da atividade da NADPH oxidase, podem ativar cascatas celulares, comprometer a
funcdo e a estrutura de proteinas, causar alteracdes nos fosfolipidios de membranas
(peroxidacdo lipidica), bem como promover a oxidacdo das bases dos &cidos nucléicos
(SHEN, 2010).

Como resultado da hiperglicemia crénica, do estresse oxidativo e da dislipidemia
ocorre a formagédo de produtos de Amadori e seus produtos finais de glicacdo avancada
(AGEs) que, por meio da interagdo com o receptor RAGE, ativam a via do fator nuclear
kappa B (NF-kB) estimulando a producdo de citocinas inflamatorias como a interleucina-1
beta (IL-1pB), a interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (REDDY;
NATARAJAN, 2011). Neste contexto, o aumento do estresse oxidativo desempenha um papel
chave na doenca vascular associada ao diabetes, sendo observado, por exemplo, que a
apocinina, um inibidor da NADPH oxidase, reduz as alteracBes promovidas por AGES nas
células musculares lisas vasculares (CMLV) da aorta, através da reducdo do NF-xB, o que
pode ser um atrativo como estratégia terapéutica para o diabetes Melittus (DM) (SILVA et al.,
2015).

Os mecanismos que envolvem as complicacdes cardiovasculares do diabetes séo
complexos e ainda pouco esclarecidos, apesar dos varios grupos de pesquisa que atuam nessa
area. Na tentativa de contribuir nessas investigacdes, ao longo dos ultimos anos, nosso grupo
mostrou que o0 DG induz alteragdes funcionais na prole, como reducéo da atividade dos canais
para K* na aorta (PORTO et al.,, 2010) e participacdo de derivados prostandides da
ciclooxigenase 2 (COX-2), em artérias de resisténcia (mesentéricas), o que poderia contribuir
para o desenvolvimento da hipertensdo arterial na prole adulta (RAMOS-ALVES et al.,
2012a).

Mais recentemente, da Silva (2015), observou que a pressdo arterial média, o tonus
simpatico e o indice de hipertrofia ventricular estavam elevados na prole oriunda de maes
com DG, aos 12 e 18 meses de idade. Esse aumento de pressao arterial foi corroborado por De
Queiroz e colaboradores (2015), que demonstraram que a inervacao simpatica esta aumentada
na artéria mesentérica de animais expostos ao DG. Ademais, uma elevacdo da producdo de
ROS e da expressdo proteica de RAGE e Nox4, bem como reducéo da atividade enzimatica
antioxidante foi observado por Teixeira-Silva (2015) no tecido cardiaco oriundo da prole aos
6 meses de idade. Considerando a relacéo entre os niveis elevados de AGEs e a ativacdo do

seu receptor RAGE, os quais sdo resultantes da hiperglicemia e, que a Nox4 é a isoforma da
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NADPH oxidase mais abundante no coracdo e na vasculatura, a hipdtese deste trabalho é que
0 aumento tempo-dependente do RAGE e da Nox4 tem uma participacdo importante na
génese e/ou manutencdo do estresse oxidativo da prole diabética, o que contribui para o
desenvolvimento de complicagdes cardiovasculares e metabolicas, e desta forma revelando-se

importantes alvos terapéuticos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA DO DIABETES MELLITUS

Caracterizado por hiperglicemia cronica, o Diabetes Mellitus (DM) é uma sindrome
crénico-degenerativa de etiologia maultipla, decorrente de desordens enddcrino-metabolicas
associadas a disturbios no metabolismo dos carboidratos, lipidios e proteinas, bem como a
deficiéncia parcial ou total da secrecdo de insulina, ou da incapacidade da insulina em exercer
adequadamente seus efeitos (ADA, 2015; WHO, 2016).

O DM com prevaléncia global entre adultos com mais de 18 anos de idade, aumentou
de 108 milhdes (4,7%) em 1980 para 422 milhdes (8,5%) em 2014 (WHO, 2016) sendo
considerado uma das principais causas de Obito em paises desenvolvidos. Este aumento no
numero de diabéticos deve-se, a uma maior urbanizagdo e alteracdes no estilo de vida, em
particular no padrdo alimentar, sedentarismo, crescimento e envelhecimento populacional
(SBD, 2016). Devido a sua natureza crénica, a gravidade de suas complicacdes e 0s meios
necessarios para controla-las, o DM é considerado um grande problema de saude publica
mundial (WHO, 2016).

A prevaléncia de diabetes no Brasil é de 8,1% (16 milhGes de adultos) (WHO, 2016).
O Estudo Multicéntrico sobre a Prevaléncia do Diabetes no Brasil evidenciou a influéncia da
idade na prevaléncia de DM e observou um incremento de 2,7% na faixa etaria de 30 a 59
anos para 17,4% na faixa de 60 a 69 anos (aumento de 6,4 vezes) (MALERBI; FRANCO,
1992). Em 2013, a Pesquisa Nacional de Salude — PNS estimou que no Brasil 6,2% da
populacdo com 18 anos ou mais de idade apresentaram diagnostico médico de diabetes. A
WHO (2016) estima que em 2030 o diabetes ocupara o sétimo lugar entre as principais causas
de morte no mundo. No estado de Pernambuco foram registrados até julho de 2013, 135.454
casos 0 que corresponde a 1.867,29 casos por 100 mil habitantes, comparados a media
nacional de 2.276,51 casos por 100 mil habitantes (SIAB, 2013).

2.2 DIABETES MELLITUS: METODOS E CRITERIOS PARA DIAGNOSTICO

Os pacientes com diabetes sdo caracterizados por um quadro classico, conhecido como

“os 4 Ps”, apresentando as seguintes manifestagdes clinicas: poliuria, polidipsia, polifagia e
perda de peso (BRASIL, 2006).
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De acordo com a “American Diabetes Association” (ADA) (2016), aceitos pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), séo
trés os critérios aceitos para o diagnostico do DM com utilizacdo da glicemia:

1. Sintomas de polidria, polidipsia e perda ponderal acrescidos de glicemia plasmatica
casual > 200 mg/dL (glicemia casual € aquela realizada a qualquer hora do dia,
independentemente do horério das refeicdes);

2. Glicemia de jejum > 126 mg/dL (7 mmol/L). Em caso de pequenas elevagfes da
glicemia, o diagnostico deve ser confirmado pela repeticdo do teste em outro dia (O
jejum é definido como a falta de ingestdo calorica por no minimo 8 h);

3. Glicemia de 2 h pds-sobrecarga de 75 g de glicose por via oral > 200 mg/dL apds 120

minutos da ingestao.

Pacientes com glicemia > 126 mg/dL durante o jejum ou > 200 mg/dL no teste de
tolerancia oral a glicose (TOTG) ou em qualquer hora do dia, podem ser considerados
diabéticos desde que os valores encontrados sejam confirmados em outro dia.

Desde 2010, os novos padrdes da ADA, incluem a utilizacdo de hemoglobina glicada
(HbAlc) como método diagnostico para o DM, sendo considerado diabético o paciente com
nivel de HbAlc igual ou superior a 6,5%. Valores entre 5,7% e 6,4% s&o indicativos de alto
risco para o desenvolvimento de diabetes. Os critérios de diagnostico para DM estdo

resumidos na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores de glicose plasmatica (em mg/dL) para diagnostico de diabetes mellitus e seus
estagios pré-clinicos.

Categoria Jejum 2h apo6s a ingestao de Glicose casual
glicose
Glicemia normal <100 <140
Tolerancia a >100a<126  >140a<200
glicose diminuida
Diabetes mellitus > 126 >200 > 200 acompanhada

de sintomas classicos

Fonte: SBD, 2016.

2.3 CLASSIFICACAO ETIOLOGICA DO DIABETES MELLITUS

A classificacdo etiologica do DM foi normatizada pela National Diabetes Data Group
(NDDG) em 1979, porém atualmente a mais utilizada, ¢ a classificacdo proposta pela

Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pela Associacdo Americana de Diabetes (ADA,
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2016), preconizada pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2016), segundo a qual ha
quatro categorias clinicas: Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1), Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2),
outros tipos especificos de diabetes e diabetes gestacional (DG). Ha ainda duas categorias,
referidas como pré-diabetes, que sdo a glicemia de jejum alterada e a tolerancia a glicose
diminuida. Essas categorias constituem fatores de risco para o desenvolvimento de DM e
doencas cardiovasculares (DCV).

O DM1, anteriormente conhecido como diabetes infanto-juvenil ou diabetes
insulinodependente, é caracterizado pela destruicdo das células B das ilhotas de Langerhans
no pancreas. Pode ser causado por processos autoimunes que correspondem entre 5% e 10%
dos casos (tipo 1A) ou desconhecidos (forma idiopética ou tipo 1B). Os individuos com esse
tipo de DM podem apresentar sintomas como polifagia, polidria, polidipsia, perda de peso,
visdo turva e fadiga (SBD, 2016; WHO, 2016).

O DM2 corresponde entre 90% a 95% dos casos de diabetes no mundo sendo
caracterizado por uma alteracdo na regulacdo dos transportadores de glicose, presentes no
tecido periférico e hepatico, a insulina. Defeitos na acdo ou secre¢do de insulina
(insulinopenia) associada ou ndo a resisténcia a insulina (RI) podem estar presentes
(MCLELLAN et al. 2007), bem como reducdo na massa de células  pancredticas (BUTLER
et al., 2003). Os sintomas se assemelham ao DM1, mas muitas vezes estdo ausentes ou
relativamente menos aparentes, o que faz com que a doenca se torne silenciosa por varios
anos, até que as complicacbes se desenvolvam. E importante ressaltar que, o DM2 ¢é
principalmente diagnosticado em adultos acima de 40 anos, mas pode ocorrer em qualquer
idade, até mesmo em criancas, decorrente da obesidade (WHO, 2016). Em um estudo recente
foi observado que a obesidade infantil quadruplica o risco de diabetes tipo 2 (ABBASI et al.,
2017).

Estdo incluidos na categoria clinica “outros tipos especificos de diabetes”, 0s defeitos
genéticos na funcdo das células B pancreéticas, os defeitos genéticos na acdo da insulina, bem
como as doencas do pancreas exocrino (SBD, 2016).

As formas de diabetes associadas a defeitos genéticos na funcéo das células p incluem
MODY, diabetes neonatal e diabetes mitocondrial (formas monogénicas). O MODY
(Maturity Onset Diabetes of the Young), representa 1 a 2% de todos os casos de DM e
caracteriza-se pela mutacdo em um Unico gene, que é transmitido de forma autossémica-
dominante e suficiente para promover a hiperglicemia (LOWE, 2001). Ha varios tipos de
MODY, cada um associado a um gene diferente, por exemplo: MODY 1 — muta¢do no gene
HNF4A, MODY 2 — mutacgéo no gene GCK, MODY 3 — mutacdo no gene HNF1A, MODY 4
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— mutacdo no gene IPF1. O inicio da doenca é frequentemente precoce, em geral antes dos 25
anos de idade, e ocorre na presenca de concentraces normais ou reduzidas de insulina (SBD,
2016).

O diabetes neonatal pode ser diagnosticado nos seis primeiros meses de vida sendo
considerado uma forma monogénica que pode ser transitoria ou permanente. Quando
transitdria, a remissdo ocorre em semanas ou meses e a recidiva pode acontecer na puberdade.
Os pacientes afetados apresentam baixo peso ao nascimento e a hiperglicemia desenvolve-se
nas primeiras semanas de vida. Este tipo de diabetes pode estar acompanhado de alteracGes
neurolégicas, como retardo do desenvolvimento, epilepsia e fraqueza muscular, conhecida
como sindrome DEND (acrénimo em inglés de developmental delay, epilepsy and neonatal
diabetes) (POLAK; CAVE, 2007).

O diabetes mitocondrial € um tipo raro de diabetes, com prevaléncia de
aproximadamente 0,5 a 3%, dependendo do grupo populacional estudado (SALLES et al.,
2007; MAASSEN et al., 2004). E associado, geralmente, a uma mutacio do gene A3243G na
mitocondria. A mutacdo ocorre com a substituicdo de adenina por guanina na posi¢do 3243 do
gene do RNA transportador (Leu, UUR), codificado pelo DNA mitocondrial. O diabetes
mitocondrial é caracterizado pela reducdo na producdo de insulina e ndo pela resisténcia da
mesma. O mecanismo molecular que interfere na producéo de insulina envolve atenuagéo dos
niveis de ADP/ATP citossolicos. A deterioracdo das fungdes pancreaticas é dependente da
idade, tendo como uma possivel explicacdo a hiperglicemia induzida por radicais livres e 0s
danos oxidativos as células p (MAASSEN et al., 2004; SIVITZ, et al., 2010).

Em relagcdo aos defeitos genéticos na acdo da insulina, estes podem ser ocasionados
por mutacdes no gene do receptor deste horménio. E caracterizado por RI, retardo no
crescimento intrauterino e pds-natal além de diminuicio do tecido adiposo subcutaneo. E
importante ressaltar que a pancreatite, trauma, pancreatectomia e carcinoma pancreatico,
também podem levar ao diabetes (SBD, 2016).

Pouco se sabe sobre a relacdo entre as doengas do pancreas exocrino e 0
desenvolvimento de diabetes. Para Hardt e Ewald (2011) o diabetes pode ser causado por
doencgas exdcrinas pancreéaticas e a propria insuficiéncia pancreatica exdcrina também pode
ser causada pelo diabetes, visto que ambas sdo condicdes inflamatdrias. O pancreas exocrino é
responsavel pela produgdo de enzimas que auxiliam na digestdo. Quando ocorre alguma
alteracdo pancreatica de forma que a producdo dessas enzimas digestivas e principais ductos
sdo bloqueados, como na pancreatite e na insuficiéncia pancreatica cronica, a ma digestdo

poderia comprometer a producdo de incretinas, resultando na reducao da liberacdo de insulina
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(CUMMINGS, 2014; PICIUCCHI et al., 2015). Além disso, complicac6es diabéticas como a
neuropatia diabética, também poderia interferir na sinalizacdo de células pancreéaticas e
neurdnios que desempenham funcdes exocrinas (HARDT; EWALD, 2011).

O DG ocorre quando h& uma intolerancia a glicose de graus variados de intensidade
tem inicio ou sé é diagnosticada durante a gravidez, podendo ou ndo persistir apds o parto
(WHO, 1999). Esse tipo de diabetes cresceu e atingiu proporcdes globais nas Gtimas décadas,
acompanhando o aumento do DM2 e da obesidade (LAAKSONEN et al., 2002). O DG
representa cerca de 90% de todos os casos de DM na gestacdo (NIELSEN et al., 2014).
Entretanto, sua incidéncia varia de acordo com a populacgdo estudada — diferencgas associadas
a idade materna e origem étnica — bem como o método diagndstico utilizado (IDF, 2009;
ADA, 2015). A gravidez diabética, caracteriza-se por numerosos distirbios na mée, bem
como no crescimento e desenvolvimento fetal/neonatal. Os fatores de risco associados ao DG
incluem idade, sobrepeso ou obesidade, ganho de peso excessivo durante a gravidez,
antecedente familiar de diabetes, DG em gravidez anterior, histéria de morte fetal ou anomalia

congeénita e glicosdria durante a gravidez (ANNA et al., 2008).

2.4 RELACAO ENTRE AS DOENCAS CARDIOVASCULARES E O DIABETES

As DCV séo a principal causa de morte em todo o mundo (WHO, 2016). Estima-se
que, em 2012, 17,5 milhGes de pessoas morreram de DCV e que em 2030 esse numero sera de
aproximadamente 23,6 milhdes de pessoas (WHO, 2011, 2016). Segundo o cardidmetro da
Sociedade Brasileira de Cardiologia, um indicador do nimero estimado de mortes por DCV
no Brasil, no ano de 2016 ocorreram 349.938 ¢bitos por DCV. No periodo de janeiro a junho
de 2017, as DCV foram responsaveis por aproximadamente 179.510, o que corresponde a
aproximadamente 716 mortes por dia (www.cardiometro.com.br).

As DCV séo classificadas em: doenca coronariana; doenca arterial periférica; doenca
cerebrovascular; cardiopatia congénita; trombose venosa profunda e embolia pulmonar e
doenca cardiaca reumética. H4 também outras DCV, como os tumores cardiacos, doengas
valvulares e a cardiomiopatia (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2014). Os fatores de risco envolvidos na fisiopatologia das DCV, podem
ser divididos em duas categorias: os fatores de risco modificaveis e os ndo modificaveis.
Dentre os fatores de risco ndo modificaveis encontram-se o sexo, a idade e os fatores

genéticos. Dentre os modificaveis encontram-se: a dislipidemia, tabagismo, alcoolismo, tipo
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de dieta, obesidade, hipertensdo, sedentarismo e diabetes. Outros fatores que também
contribuem para o desenvolvimento das DCV séo a desigualdade socioecondmica e o nivel de
escolaridade (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2014).

As DCV representam a principal causa de morte (50 a 80%) em individuos diabéticos
(STAMLER et al., 1993; SARWAR et al., 2010). Pacientes com DM2 tém risco 2 a 4 vezes
maior de mortalidade por DCV comparados a individuos ndo diabéticos (SBD, 2014). Além
disso, estima-se que, pacientes diabéticos tenham uma reducdo na expectativa de vida de 4 a 8
anos, em comparacdo a individuos ndo diabéticos (HUO et al., 2016), eles também
apresentam pior prognéstico, menor sobrevida a curto prazo, maior risco de recorréncia da
doenca, menor resposta a tratamentos cirdrgicos e maior risco de desenvolver insuficiéncia
cardiaca congestiva e aumento da incidéncia de complicacbes crbnicas associadas a esta
epidemia (BLOOMGARDEN, 1997; RAWSHANI et al., 2017a).

O estudo de coorte de Framingham reconheceu o diabetes como um importante fator
de risco para o desenvolvimento das DCV (KANNEL; MCGEE, 1979). Contudo, o impacto
da hiperglicemia na morbidade e mortalidade cardiovascular foi comprovado pelo estudo
finlandés de Haffner e colaboradores em 1998, no qual atribuiram ao DM2 o termo “risco
coronariano equivalente”. Neste estudo, pacientes diabéticos sem historia de doenga coronaria
prévia apresentaram mortalidade coronaria semelhante aos pacientes ndo diabéticos que
tinham sofrido evento coronariano prévio. Desse modo, nos dias atuais, reconhece-se que 0
diabetes n&o apenas aumenta a incidéncia das DCV, como também acelera o seu curso clinico
(ROSAMOND et al., 1998; BECKMAN; CREAGER; LIBBY, 2002; MARTIN-TIMON et
al., 2014).

Alguns estudos, com pacientes e animais diabéticos, demonstraram a relacdo direta
entre a hiperglicemia cronica e as complicacdes micro e macrovasculares (CHAWLA;
CHAWLA; JAGGI, 2016; MAHFOZ et al., 2016; MATSUURA et al., 2017; RAWSHANI et
al., 2017b; PIEME et al., 2017; WANG et al., 2017). As complicagGes microvasculares séo
resultantes de alteragdes nos pequenos vasos sanguineos dos olhos, rins e nervos, resultando
em retinopatia, nefropatia e neuropatia diabéticas (NGUYEN; SHAW; GRANT, 2012). A
retinopatia diabética possui uma prevaléncia mundial de 17,6 a 33,2% entre pacientes
diabéticos (YAU et al, 2012) e constitui a principal causa da cegueira irreversivel entre esses
pacientes com idade de 20 a 75 anos. Sua incidéncia esta relacionada a duragdo e ao controle
da hiperglicemia (CIULLA; AMADOR; ZINMAN, 2003; FONG et al., 2004). A retinopatia
diabética pode ser classificada em proliferativa e ndo proliferativa. A primeira € caracterizada

pelo aparecimento de neovasos devido a isquemia retiniana, enquanto que a retinopatia néo



32

proliferativa é identificada pela presenca de microaneurismas, micro-hemorragias e exsudatos.
A progressdao da doenca pode levar a reducdo da perfusdo capilar, hemorragias e
anormalidades intrarretinianas, bem como alteragdes no calibre venoso (CHEUNG;
MITCHELL; WONG, 2011).

A nefropatia diabética afeta 20% a 30% das pessoas com DM1 ou DM2,
correspondendo de 30 a 47% dos casos de insuficiéncia renal (ANDERSEN et al., 1983;
MOLITCH et al., 2004; NGUYEN; SHAW; GRANT, 2012). O estégio inicial da nefropatia
diabética é caracterizado por microalbuminuria (excrecao de albumina 30-300 mg / 24 horas).
A progressdo da doenga é marcada por macroalbumindria ou proteindria (> 500 mg/ 24
horas), reducéo da taxa de filtracdo glomerular, alteracdes estruturais como espessamento das
membranas glomerulares, acimulo de matriz extracelular e leséo tubulointersticial, que juntos
culminam na insuficiéncia renal (MAUER et al., 1984; BRITO et al., 1998; KATZ et al.,
2002; MAUER; DRUMMOND, 2002).

A neuropatia diabética afeta 40 a 50% dos individuos diabéticos (BOULTON et al.,
2005; BANSAL; KALITA; MISRA, 2006). Ela é identificada pelas alteracdes estruturais e
funcionais das fibras nervosas sensitivas, motoras e autondmicas (DAVIES et al., 2006;
VINIK, 2016). O pé diabético é uma consequéncia das alteragdes vasculares em membros
inferiores devido a doenga vascular periférica e/ou complicagfes neuropéticas. A neuropatia
diabética e responsavel por 40% a 60% de todas as amputa¢fes nao traumaticas de membros
inferiores realizadas em pacientes diabéticos (IWGDF, 2015; FOWLER, 2008).

A nivel macrovascular, destacam-se as complicacdes que afetam os grandes vasos do
coracdo, cérebro e membros inferiores, levando a doenca coronariana, a doenca
cerebrovascular e a doenca vascular periférica (DIRETRIZES DA SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2009). A aterosclerose constitui a principal responsavel pela
génese desses eventos macrovasculares que afeta a camada intima de artérias de grande e
médio calibre, como a aorta, as carétidas, as artérias periféricas dos membros e as artérias
coronarianas (MONTECUCCO; MACH, 2009; LIBBY; RIDKER; MASERI, 2002;
CHRISTERSSON; THULIN; SIEGBAHN, 2017; DE ROSA et al., 2017; WANG; ZHANG,
2017). No processo aterosclerdtico, a disfuncdo endotelial constitui o principal evento
desencadeante das alteragcbes vasculares, contribuindo com a liberagdo de citocinas
inflamatdrias, fatores quimiotaticos e de crescimento (LIBBY; RIDKER; MASERI, 2002;
DAVIGNON; GANZ, 2004).
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2.5 PROGRAMACAO FETAL

A “origem fetal das doengas no adulto” também conhecida como “teoria de Barker”,
surgiu no final da década de 80, a partir de estudos realizados pelo cientista David Barker
(BARKER; OSMOND, 1986; BARKER et al., 1989; BARKER et al., 1993). Na Inglaterra,
no inicio do século XX, entre 1968 e 1978, Barker e seus colaboradores observaram que as
maiores taxas de mortalidade infantil estavam associadas ao baixo peso ao nascimento e aos
maiores indices de mortalidade por doencgas coronarianas nos 50 anos subsequentes
(BARKER; OSMOND, 1986). A teoria de Barker sustenta o conceito de “plasticidade do
desenvolvimento”, o qual seria a capacidade de um fenotipo originar diversos estados
morfoldgicos ou fisiologicos em resposta a diferentes efeitos epigenéticos durante o
desenvolvimento (BARKER, 2007). Essas adaptacfes em 6rgdos e tecidos aconteceriam
durante periodos criticos do desenvolvimento fetal, os quais coincidem com a vida intra-
uterina, uma fase de rapida divisdo celular (WIDDOWSON; MCCANCE, 1975).

Dentre as hipdteses que tentam explicar a origem intra-uterina das doencas do adulto,
a mais aceita ¢ a da “programacao fetal”, segundo a qual estimulos ou condi¢des gestacionais
adversas, ocorridas durante periodos criticos do desenvolvimento intrauterino, poderiam
resultar em alteragdes metabdlicas e anatomofisiologicas, as quais aumentariam o risco de
desenvolvimento de doencas crénicas na vida adulta (BARKER et al., 1989).

Estudos epidemioldgicos e experimentais evidenciaram a forte relagdo entre a
exposicao a esses estimulos e as consequéncias a curto e longo prazo na prole, contribuindo
para 0 surgimento de algumas doencas, como a obesidade (KENSARA; WOOTTON,;
PHILLIPS, 2005; TSADOK et al., 2011), a sindrome metabolica (MARCINIAK et al., 2017),
a hipertensdo (RAMOS-ALVES et al., 2012a; DE SA et al., 2017) e o diabetes (DABELEA et
al., 2000; FRANKS et al., 2006; CLAUSEN et al., 2008).

Inicialmente, a maioria dos estudos, sobre as condi¢Oes gestacionais potencialmente
causadoras de alteracOes fetais, enfatizava principalmente o efeito da desnutricdo materna
(LAW et al., 2002; CAMPISANO et al., 2017). Contudo, atualmente existem inimeros
trabalhos que demonstram a relagdo entre a exposicdo ao diabetes gestacional e o
aparecimento de distdrbios metabdlicos, neurais e principalmente cardiovasculares no periodo
pos-natal (BRINCIOTTI et al., 2011; HAY, 2012; BURLINA et al., 2016; MOEN et al.,
2017).
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2.6 FISIOPATOLOGIA DO DG

Durante a gestacdo, ocorrem diversas adaptacdes fisioldgicas e alteracdes enddcrino-
metabolicas, a fim de proporcionar um ambiente ideal para o feto em desenvolvimento
(KING, 2000). O fluxo sanguineo placentario, responsavel pela troca materno-fetal, fornece
ao feto oxigénio e nutrientes (SHAFRIR; BARASH, 1987). Por conseguinte, a placenta
também produz hormonio lactogénico placentario humano (hPL), progesterona, estrogénios e
hormonio de crescimento placentario humano (hPGH) que podem interferir na producéo de
insulina e modificar a utilizacdo da glicose, podendo afetar a mae e o feto de forma
independente (HERRERA et al., 1985; JANSSON et al., 2006; SCHRAENEN et al., 2010).

Na primeira metade da gestacdo humana ocorre a inibicdo da alanina, um precursor do
glicogénio, os niveis crescentes de estrogeno e progesterona provocam hiperplasia das células
B pancreaticas com aumento na secrecao e sensibilidade a insulina, e consequentemente
reducdo das concentracdes circulantes de glicose (CODNER, 2008). Entretanto, na segunda
metade do ciclo gestacional, conhecida como fase catabdlica, ocorre queda da sensibilidade
periférica do organismo materno a acdo da insulina. A hiperglicemia resultante, tem por
objetivo assegurar a adequada disponibilidade da glicose para atender a crescente demanda
metabolica do concepto, visto que cerca de 70% do crescimento fetal ocorre no final da
gravidez (NANDI et al., 2010). Em ratos da linhagem Wistar, o pico dessas adaptagdes ocorre
em torno do 14° dia de gestacdo (NIEUWENHUIZEN et al., 1997). Paralelamente, impde-se a
necessidade fisiologica de uma maior producao e liberagdo de insulina pelo pancreas materno,
como tentativa de manter a concentracdo de glicose em niveis normais e garantir o aporte
energético necessario para o feto (DOBLADO et al., 2007). Ocasionando, portanto,
diminuigdo da tolerdncia a glicose, hiperinsulinismo e consequentemente RI, o que estd
relacionado ao horménio lactogénico placentario - antagonista insulinico cuja concentracao se
eleva de forma proporcional ao crescimento da placenta. A incapacidade do péancreas em
responder ao aumento da demanda fisioldgica a insulina, favorece o quadro de hiperglicemia
de intensidade variada e desenvolvimento do DG (LANGER; CONWAY, 2000). E
importante ressaltar que em humanos, o pancreas fetal se forma na 10* semana da gestacao, e
em ratos da linhagem Sprague-Dowley, o desenvolvimento de células p pancreaticas ocorre
principalmente durante a ultima semana de crescimento fetal (BLONDEAU; BREANT,
2005).
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Os mecanismos relacionados com a hipofungéo das células B pancreaticas resultam de
diversos fatores, como doenca autoimune, causas monogénicas e RI. Esta Ultima pode estar
relacionada ao aumento da adiposidade materna, ingestdo caldrica e aumento dos niveis
séricos dos acidos graxos, glicocorticoides, horménios tireoideanos, cortisol, estrogénio,
prolactina e progesterona (LAPPAS et al., 2005), além dos efeitos insulino-dessensibilizantes
causados pelos hPL, hPGH e por adipocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
leptina, adiponectina e resistina, produzidas pela placenta e pelo tecido adiposo materno
(SFERRRUZZI-PERRI et al., 2011).

2.6.1 Repercussoes fetais e neonatais

No DG, o comprometimento fetal decorre primordialmente pelos altos niveis de
glicose materna, que alcanga o concepto via placenta por difuséo facilitada (RUDGE et al.,
2011). A hiperglicemia materna, promove hiperplasia e hiperatividade das células do pancreas
fetal, resultando em hiperinsulinemia, sendo o excesso de glicose captado pelas células dos
tecidos fetais e transformado em gordura, resultando em macrossomia (RUDGE et al., 2011).
Todavia, a super-estimulacdo, pode levar a exaustdo das células B fetais e resultar em
hipoinsulinemia fetal e neonatal. A reducdo no nimero de receptores de insulina nas células-
alvo levam a uma diminuicdo da captacao de glicose para o feto. Desta forma, o crescimento
do feto e a sintese de proteinas sdo suprimidos, conduzindo a microssomia fetal. O
desenvolvimento pos-natal é retardado nesses animais que podem permanecer pequenos até a
idade adulta, além de desenvolverem Rl (AERTS; HOLEMANS; VAN ASSCHE, 1990;
HOLEMANS; AERTS; VAN ASSCHE, 1991; VAN ASSCHE; HOLEMANS; AERTS,
2001, SEGAR et al., 2009; RAMOS-ALVES et al., 2012a).

As malformacdes causadas pelo DG sdo multifatoriais e poligénicas, podendo
comprometer todos os sistemas, sendo o cardiovascular e o renal os mais afetados (GILL-
RANDALL et al., 2004; WEST et al., 2011). Contudo, dependendo do tempo de exposi¢ao
(embrionario e fetal) a hiperglicemia, pode-se acarretar diferentes efeitos. No inicio do
primeiro trimestre, pode ocorrer restricdo do crescimento intrauterino e teratogénese. Durante
0 segundo trimestre, estdo presentes as alteragdes cerebrais, comportamentais, intelectuais ou
psicolégicas. E no terceiro trimestre, a proliferacdo anormal de adipocitos e células

musculares fetais, em conjunto com hiperplasia pancredtica das células B, bem como das



36

células neuroenddcrinas podem ser as responsaveis pelo desenvolvimento da obesidade,
hipertensdo e DM2 na vida adulta (HOD et al., 2015).

Estudos experimentais e clinicos demonstraram que a exposi¢do intrauterina a
hiperglicemia materna predispde a prole ao desenvolvimento de DM2 (ALCOLADO et al.,
2002; JONES; OZANNE, 2007), dislipidemia (MERZOUK et al.,, 2000), obesidade
(PETTITT etal., 1983; DABELEA, 2007), alteracdo na reatividade vascular (HOLEMANS et
al., 1999; ROCHA et al., 2005; RAMOS-ALVES et al., 2012a), hipertensdo (NEHIRI et al.,
2008; KATKHUDA et al., 2012) e diminuicdo da sensibilidade/secregéo de insulina (SEGAR
etal., 2009; BLONDEAU, 2011).

2.7 MODELOS EXPERIMENTAIS DE DIABETES

Os modelos animais confirmam os dados epidemiol6gicos humanos e elucidam os
mecanismos da programac&o intrauterina, como as alteragdes no desenvolvimento de érgdos e
tecidos, nas respostas de sinalizacdo celular, bem como modificacdes epigenéticas. O diabetes
foi descrito em varias espécies animais como camundongos, ratos, suinos, ovelhas, coelhos,
macacos e cdes (CAVELLERO; MOSCA, 1953; ABELOVE; PASCHIKS, 1954; KERN;
LOGOTHETOPOULO, 1970; LIKE; CHICK, 1974; PASEK; GANNON, 2013). No entanto,
0s modelos experimentais mais utilizados sé@o os de roedores, especialmente os ratos das
linhagens Wistar e Sprague-Dawley devido a facilidade de criacdo e manutencdo, curto
periodo de prenhez e multiparidade, o que possibilita o estudo sobre multiplos fetos e suas
geracoes.

Todavia, os ratos apresentam diferencas fisiologicas em compara¢do aos humanos em
relacdo ao didmetro dos vasos, ao ritmo cardiaco, as for¢as hemodindmicas (BRUCE; TALL,
1995; VANDERLAAN et al., 2004) e ao metabolismo das lipoproteinas (BRESLOW, 1996).
Os roedores ndo possuem a proteina de transferéncia de éster de colesterol (CETP), produzida
principalmente no figado e no tecido adiposo, a qual desempenha um importante papel na
transferéncia do éster de colesterol das lipoproteinas de alta densidade (HDLs) para outras
lipoproteinas (VLDL, IDL e LDL) em troca de triacilglicerol (BRUCE; TALL, 1995). Nos
seres humanos, uma deficiéncia genética da CETP leva ao aumento do colesterol HDL e a um
estado antiaterogénico (BRUCE; TALL, 1995). Quando alimentados com dieta padrdo, 0s
roedores apresentam baixos niveis de colesterol plasméaticos (<2,5mmol/l) contidos

principalmente na fracdo antiaterogénica da HDL e, portanto, ndo desenvolvem placas
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aterosclerdticas, mesmo sendo alimentados com dietas hiperlipidicas por um longo periodo de

tempo.

Embora os roedores apresentem resisténcia ao desenvolvimento de complicagdes

macrovasculares, como a aterosclerose, eles sdo muito utilizados no estudo das complicacgdes

microvasculares (HEINONEN et al., 2015). Desse modo, o diabetes e suas complicacOes

cardiovasculares também podem ser avaliados em modelos induzidos experimentalmente ou

em modelos que apresentem modificagdes genéticas.

2.7.1 Modelos genéticos de diabetes

Camundongo diabético ndo obeso (NOD — Non Obese Diabetic) e o rato BioBreeding
(BB): nestes modelos, ha a destruicdo autoimune das ilhotas pancreéticas pelas células
T, células B e macrofagos, semelhante ao que ocorre no DM 1 em humanos (KAY et
al., 2000). O NOD desenvolve diabetes leve com 100 a 200 dias de vida, perda de
peso, polidria, polidipsia e hiperglicemia). Sem tratamento com insulina exdgena,
sobrevivem de 3 a 4 semanas apds a primeira deteccdo de glicosuria (KAY et al.,
2000). Os ratos BB desenvolvem diabetes grave (inicio: 40-200 dias) com
hipoinsulinemia, hiperglicemia, glicosuria, perda de peso, polidipsia, politria e
cetoacidose (NAKHOODA et al., 1977; ONUTA et al., 2008; HEINONEN et al.,
2015).

Rato Goto-Kakizaki (GK): trata-se de um modelo de diabetes ndo obeso,
normolipidico e resistente a insulina (CALDERARI et al., 2007).

Camundongo amarelo (Agouti Yellow): possui uma mutacdo de carater autossdomico
dominante da proteina agouti, promovendo hiperfagia, reducdo na termogénese,
hiperinsulinemia, obesidade, diabetes e pelagem amarela a esses animais (DOLINQOY,
2008).

Ratos Zucker Diabetic Fatty (ZDF): apresentam alteragdes nos receptores da leptina.
Desenvolvem obesidade e sintomas de DM2 como: hiperglicemia entre a 72 e 122
semana de idade, RI, intolerancia a glicose, aumento dos triglicerideos plasmaticos,
bem como dos niveis presséricos (ZUCKER; ZUCKER, 1961; PETERSON et al.,
1990; SCHMIDT et al., 2003).

Camundongo KK: desenvolvem diabetes moderado, obesidade, hiperinsulinemia e

hiperplasia de células g pancreaticas (SONE et al., 2001).
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Ratos Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLEFT): oriundos do cruzamento de
fémea Wistar com macho cinzento selvagem. Apresentam hiperfagia e obesidade,
hiperglicemia (depois das 18 semanas de idade em machos e 70 semanas de idade em
fémeas), intolerancia a glicose e hiperplasia pancreatica (MORAN; BI, 2006).

Wistar Fatty Rat: primeiro modelo de DM2 e obesidade através do cruzamento entre o
rato Zucker e o Wistar Kyoto. Somente machos desenvolvem DM 2, caracterizado
por: hiperglicemia, hiperinsulinemia e Rl (GREENE et al., 1994).

Camundongo db/db: constituem um modelo de DM2 que apresenta mutagao
autossdmica recessiva em um Unico gene do cromossomo 4. Heterozigotos sdo obesos
e diabéticos nos primeiros dois a trés meses de vida (KAKU; PROVINCE;
PERMUTT, 1989).

Rato Sand (Psammomys obesus): sdo ratos que se alimentam naturalmente de plantas
de baixo valor caldrico contendo alta concentracdo de sal. Tornam-se obesos e
diabéticos quando alimentados com uma dieta padrdo de laboratério (PATLAS et al.,
2006).

Camundongo Akita: € um modelo monogénico de DM1. Esses animais possuem uma
mutacdo esponténea no gene 2 da insulina, produzindo toxicidade. Apresentam uma
reducdo na massa das células B pancreaticas e diminui¢cdo da secrecdo de insulina
(CHANG; GURLEY, 2012).

2.7.2 Outros modelos de diabetes

O diabetes também pode ser induzido experimentalmente por:

a)

b)

c)

Lesdo no ndcleo ventromedial do hipotadlamo: causa hiperfagia, obesidade,
hiperglicemia, hiperinsulinemia e Rl (KENNEDY et al.,1963).

Utilizacdo de hormonios anti-insulinicos (ex: epinefrina e glucagon): estimulam a
glicogendlise hepatica e inibem a glicogénio-sintetase, promovendo hiperglicemia
(FRANKEL et al., 1984).

Exposicao a virus (ex: picornavirus e virus da encefalomiocardite): causam alteragdes

pancredticas e diabetes moderado e transitorio (REID, 1981).

d) Administracdo de hidrocortisona: causa hiperglicemia e hiperplasia das células 3

pancreaticas (FRANKEL et al., 1984).
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e) Alteracdes nutricionais e dietéticas através da utilizacdo de dietas industriais ou
artesanais com diferentes concentracdes de proteinas, lipideos, carboidratos, vitaminas
e minerais, como: as dietas hipercal6ricas, hiperlipidicas e hiperssédicas (HEARD;
TURNER, 1967; EL AOUFI et al., 2007). Tem-se como exemplo o Rato Cohen:
modelo de DM 2 ndo obeso induzido por dieta (ORNQY et al., 2009).

f) Pancreatectomia parcial: remoc¢do cirdrgica de 95% do tecido pancreatico, com
consequente reducdo das células B pancredticas. Este modelo apresenta algumas
limitagcbes como: complicados procedimentos técnicos e pds-operatorios, exigindo
portanto competéncia necessaria para a cirurgia; altas taxas de mortalidade pos-
operatoria (aproximadamente 20%); redugdo inespecifica da massa de células B e o
ocasionando alteracdes digestdrias no animal e longo periodo de tempo (2 a 3 meses)
apos a cirurgia para aparecimento dos sintomas do diabetes (FOGLIA et al., 1967;
JAWERBAUM; WHITE, 2010).

g) Agentes quimicos citotdxicos (ex: aloxano e estreptozotocina): destroem seletivamente
as células B do pancreas, levando a deficiéncia de insulina e hiperglicemia
(DICKINSON et al., 1991; SZKUDELSKI, 2001). Induzem um processo inflamatorio
semelhante ao que ocorre na destruicdo auto-imune das células B pancreéticas em
humanos (KOLB, 1987). Contudo, 0s componentes genéticos e imunoldgicos da
doenca diabética ndo estdo presentes nesse modelo (JAWERBAUM; WHITE, 2010).
Embora, o aloxano também seja utilizado para o entendimento dos mecanismos de
apoptose de célula beta, mediado por ROS em DM1 e DM2, este agente apresenta alta
mortalidade apds inducdo e cetose (LENZEN, 2008). Por outro lado, a
estreptozotocina possui maior estabilidade e seletividade, sendo o principal agente de

escolha para a inducao de um estado metabdlico diabético em animais.

2.7.3 Estreptozotocina e a inducéo do diabetes experimental

2.7.3.1 Estrutura quimica e mecanismos de acao

A estreptozotocina (STZ) foi descoberta em 1959, isolada a partir de bactérias do solo
gram-positivas (Streptomyces achromogenes) (LEWIS; BARBIERS, 1959). E anéloga da
glicose (Glu) e N-acetil-glicosamina (GIcNAc) com formula molecular de CgHisN3O7 e peso
molecular de 265 g/mol (DOLAN, 1997). Sua estrutura é composta por uma porgao
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nitrosuréia com grupo metil ligado a uma extremidade e uma molécula de glicose na outra
extremidade [2-deoxi-2-(3-(metil-3-nitrosureia)-1-D-glicopiranose] (DOLAN, 1997). Apos
sua descoberta, foi utilizada como um antibacteriano de largo espectro e antineoplasico no
tratamento de metéstase pancredtica (LEWIS; BARBIERS, 1959). Em 1963, Rakieten e
colaboradores, reportaram sua atividade diabetogénica e a partir desse momento passou a ser
utilizada para inducdo de diabetes experimental (RERUP, 1970) por promover toxicidade
seletiva das células B pancreaticas, devido a presenca da molécula de glicose na sua estrutura
quimica, o que permite que ela seja absorvida através do transportador de glicose GLUT 2
(ELSNER et al., 2007). Assim, as células B pancreaticas sdo mais sensiveis a STZ, enquanto
que as células que ndo expressam o GLUT2 sdo resistentes (ELSNER et al., 2007). O
parénquima extra pancreatico permanece intacto apds a administragdo de STZ, confirmando
sua seletividade pelas células B pancreaticas (LENZEN, 2008).

Evidenciou-se que, em comparagdo a outros tipos celulares, as células B pancreaticas,
especialmente as de roedores, sdo particularmente mais sensiveis a acdo diabetogénica da
STZ, o que é conferido pela baixa expressao génica das enzimas antioxidantes e devido ao seu
baixo nivel de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) (KANETO et al., 2002).
Entretanto, a STZ ndo afeta as células B do pancreas de seres humanos. Esta resisténcia €
atribuida ao baixo nivel de expressdo do transportador GLUT 2 na célula p humana
(FERRER; BENITO; YANG; WRIGHT, 2002; KOEHN et al., 2008). E importante destacar,
que outras células que expressam o tal como o0s hepatocitos e as células tubulares renais sdo
também suscetiveis aos danos causados pela STZ. Isso explica porque os modelos
experimentais, induzidos com STZ, desenvolvem modificacBes renais e hepaticas (RERUP,
1970; ELEAZU; IROAGANACHI, ELEAZU, 2013a). Nos enterdcitos intestinais, onde o
transporte de glicose é semelhante ao rim, o diabetes induzido por STZ aumenta os niveis de
GLUT1 (BOYER et al., 1996), GLUT2 e GLUT5 (CORPE et al., 1996).

Varios mecanismos sdo propostos para explicar a acdo diabetogénica da STZ sobre as
células B pancreaticas (Figura 1) (ELEAZU; IROAGANACHI, ELEAZU, 2013a), dentre

eles:

1. A metilacdo do DNA: O grupo N-metil-N-nitrosouréia na posicdo O6 da guanina
levaria a danos no DNA com necrose das células B pancreéticas, através da deplecdo
de reservas de energia. Em resposta, ocorre a ativacdo de uma enzima reparadora do
DNA, a poli-ADP-ribose-polimerase (PARP), que utiliza como substrato a forma

oxidada da nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD +). A elevacdo da atividade
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T

respiracdo celular, da producdo de ATP, da sintese proteica e consequentemente da
biossintese e secre¢do da insulina (EVELSON et al., 2005; SILVA et al., 2011). A
administragdo de inibidores da poli ADP ribose polimerase, como a nicotinamida
antes da inducdo de STZ em modelos experimentais, protege as células B pancreaticas
das acgdes toxicas de STZ, bem como impede o desenvolvimento do diabetes
(STAUFFACHER et al., 1970).

Producéo de 6xido nitrico: As células 3 pancreaticas sdo particularmente sensiveis aos
danos por oOxido nitrico e radicais livres devido aos seus baixos niveis de enzimas
antioxidantes (SPINAS, 1999). A STZ tem capacidade para agir como doadora de
Oxido nitrico em células pancreéticas o que leva a alquilacdo e danos ao DNA. Ela
também pode aumentar a atividade de guanilato-ciclase e a formacdo de GMPc
(FRIEDERICH; HANSELL; PALM, 2009).

Geragcdo de radicais livres: a administracio da STZ causa aumento do
malondialdeido, superdxido e radicais hidroxila. O processo da destrui¢do da célula
é acelerado pelo fato deste tipo de célula ndo possuir enzimas antioxidantes como a
catalase e glutationa peroxidase (VERGANI et al., 2004).

Glicosilacéo de proteinas: a STZ poderia aumentar a glicosilacdo proteica nas ilhotas
pancredticas pela inibicdo seletiva da O-B-D-N-acetilglicosaminidase (O-
GLcNAcase), enzima que hidrolisa ligacGes glicosidicas. Isto causaria O-glicosilacéo
irreversivel das proteinas intracelulares levando a apoptose das células 3 pancreéticas
(KONRAD et al., 2001; KRENTZ, 2003).
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Figura 1 — Representacdo esquematica dos mecanismos de acdo da estreptozotocina (STZ).
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1) A STZ ¢ absorvida pela célula B pelo transportador de glicose (GLUT2). 2) Metilagdo do
DNA pela STZ, com ativacdo da poli-ADP-ribose polimerase (PARP), levando ao esgotamento
de NAD+ e das reservas de ATP que causam a apoptose das células 3 pancreaticas. 3) Liberagéo
esponténea de 6xido nitrico (NO«) pela STZ, comprometimento das mitocéndrias, com inibicao
da sintese de ATP, levando a morte das células B. 4) Geragdo de radicais livres (RL) causando
danos as células B. 5) Inibi¢do da O-B-D-N-acetilglicosaminidase (O-GIcNAcase) pela STZ,
com formagdo de proteinas glicosiladas irreversiveis que danificam células § pancreaticas.
Fonte: A autora (2017).

2.7.3.2 Administracédo da estreptozotocina

O tempo de meia vida da STZ € de 5 a 15 minutos (SCHEIN; LOFTUS, 1968;
ELEAZU et al., 2013b) e a dose necessaria para a indugdo de diabetes depende da espécie
animal, idade, via de administracdo, peso e estado nutricional (ETUK; MOHAMMED, 2010).
Com o objetivo de reproduzir efeitos metabdlicos maternos e fetais semelhantes ao diabetes
pré-gestacional e ao DG, utiliza-se a administracdo pela via endovenosa (e.v.) e
intraperitoneal (i.p.) (DELFINO et al., 2002), variando-se as doses e 0 tempo de
administragdo. Esta pode ser realizada no periodo neonatal (KAYA-DAGISTANLI;
OZTURK, 2013), antes do acasalamento (LOPEZ-SOLDADO; HERRERA, 2003) ou durante
a prenhez (PORTO et al., 2010; RAMOS-ALVES et al., 2012,b). Embora, a STZ seja mais
comumente administrada via e.v. e i.p., outras vias, como a subcutanea, intracardiaca e

intramuscular também sdo utilizadas em roedores (McNEILL, 1999). Todavia, a via i.p. é
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considerada um método rapido e de facil administracdo, especialmente para estudos que
envolvem multiplas doses (DEEDS et al., 2011). A puncéo acidental do intestino, bexiga ou
vasos ou administragcdo subcutanea pode resultar em uma diminuicéo do efeito diabetogénico.
Alguns autores sugerem que a administracdo e.v. da STZ produz um modelo mais estavel e
reprodutivel de diabetes do que a administracdo i.p., entretanto as maiores dificuldades da
inducdo por esta via estdo relacionadas com o nimero e tamanho limitado de veias periféricas
e 0 adequado manejo da dor e estresse do animal, os quais adicionam novas variaveis ao
experimento (DONOVAN; BROWN, 2005). Outro fator que pode alterar a indugdo do
diabetes em animais é o horario em que a STZ é administrada, segundo Candela, Hernandez e
Gagliardino (1979) a maior incidéncia de diabetes ocorre quando a STZ é administrada as 16
horas e a menor em animais injetados as 8 horas.

Em relacdo ao seu preparo e para melhores resultados em animais, é sugerido que a
STZ seja administrada em jejum e recém-preparada (dentro de 10 minutos), dissolvida em
tampdo citrato (pH 4,4-4,5) (ELEAZU; IROAGANACHI, ELEAZU, 2013a). Contudo, Axler
(1982) demonstrou que para a reconstituicdo da STZ o pH 7,2 é comparavel ao pH 4,5.

H& uma resposta trifasica da glicose plasmatica apos administracdo de STZ.
Primeiramente ocorre hiperglicemia transitoria devido a subita quebra do glicogénio hepatico,
seguida de hipoglicemia, que se inicia em cerca de 6 horas, podendo levar a morte.
Posteriormente, ocorre hiperglicemia permanente, que se inicia entre 10 a 12 horas ap6s a
administracdo STZ. Alteragdes estruturais em células B pancreaticas (desgranulacdo total)
ocorrem dentro de 48 h apds a administracdo de STZ e podem durar até quatro meses
(JUNOD et al., 1967; LEE et al., 2010). A sensibilidade a STZ, depende do género dos
roedores, camundongos e ratos machos tendem a ser mais suscetiveis ao diabetes induzido por
esse agente e apresentam uma hiperglicemia mais severa (NAKAMURA et al., 1984,
LEITER, 1982; CORTRIGHT et al., 1996; SZKUDELSKI, 2001), mesmo em doses idénticas,
em comparacdo as fémeas. Essa diferenca € atribuida a capacidade do estradiol em proteger as
células B pancreéticas da apoptose induzida por STZ (LE MAY et al., 2006).

Uma preocupacao de estudos que utilizam STZ durante a prenhez é a possibilidade de
gue a toxina atravesse a placenta e atue no pancreas e outros tecidos fetais, o que dificultaria a
anélise de efeitos da hiperglicemia intrauterina, em longo prazo (RYAN et al., 1995). Nesse
contexto, é importante salientar que o desenvolvimento das células B pancreaticas em ratos
ocorre principalmente durante a Ultima semana de crescimento fetal (BLONDEAU;
BREANT, 2005). Portanto, a inducdo do diabetes nas primeiras semanas de gestacdo, ndo

afetaria 0 pancreas fetal. Blondeau e colaboradores (2011), mostraram que 0 pancreas da
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prole de ratas da linhagem Sprague Dawley, submetidas a 35 mg/kg de STZ no dia 0 de
gestacdo, apresentava-se histologicamente normal, sugerindo que a STZ ndo altera a massa de
células B pancreaticas. E importante destacar que, a administracdo de STZ antes da prenhez
afeta a fertilidade e prejudica o desenvolvimento do embrido durante o periodo de pré-
implantacdo (VERCHEVAL et al., 1990). No entanto, quando essa administracdo é realizada
a partir do 5° dia de gestacdo (YESSOUFOU et al., 2006) ndo tem efeito sobre o
desenvolvimento do embrido (LOPEZ-SOLDADO; HERRERA, 2003).

2.7.3.3 Doses diabetogénicas da estreptozotocina

Junod e colaboradores (1969), estabeleceram a atividade diabetogénica da STZ para a
linhagem de ratos Wistar, demonstrando que o diabetes pode ser induzido nas doses de 25 a
100 mg/kg e que a gravidade do distirbio metabdlico é proporcional a dose utilizada.
Todavia, Wu e Huan (2008) demonstraram que a STZ pode ser administrada em uma Unica
dose variando de 100 a 200mg/kg por via i.p., e que a taxa de mortalidade pode ser superior a
20% na primeira semana apoés a inducdo. Dependendo da espécie animal, sexo, idade, estado
nutricional, dose, via de administracdo do farmaco, e o periodo de vida em que é administrada
em animais, a STZ pode induzir, em ratos, diabetes severa (glicose superior a 200/300 mg/dL)
(ERIKSSON; CEDERBERG; WENTZEL, 2003; DAMASCENO et al., 2004; RUDGE et al.,
2007; VOLPATO et al., 2008; De SOUZA et al., 2010) ou diabetes leve a moderada (glicemia
entre 120 e 200/300 mg /dL) (PORTHA et al., 1974; TSUJI et al., 1988; MERZOUK et al.,
2000; DAMASCENQO et al., 2011). O tipo de diabetes induzida por STZ é controverso, visto
que os efeitos causados pela STZ podem ser semelhantes a qualquer um dos tipos de DM 1 ou
2 (ARIAS-DIAZ; BALIBREA, 2007; BOROUJENI et al., 2011). Alguns autores consideram
que o diabetes induzido por STZ pertencente a categoria de “outros tipos especificos” ou
“diabetes induzido quimicamente”. NoO entanto, outros investigadores concluiram que a STZ
produz DM 1 (BOROUJENI et al., 2011). As comparacGes entre estudos sobre o diabetes
induzido pela STZ em ratos sdo complexas, devido & ampla variagdo entre as doses
empregadas e os niveis de hiperglicemia alcancados.

Caluwaerts e colaboradores (2003) observaram que, os valores de glicemia normais
encontram-se abaixo de 100 mg/dL. Para esses autores, a hiperglicemia moderada varia de
120 a 300 mg/dL e a hiperglicemia severa acima de 300 mg/dL. Estudos realizados por

Sinzato e colaboradores (2009) demonstraram que, modelos experimentais que apresentem
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glicemia em jejum maiores do que 200 ou 360 mg /dL, reproduzem diabetes grave do tipo 1,
enguanto que animais com diabetes experimental leve (glicemia em jejum entre 120 e 360 mg
/ dL) caracteriza estado clinico do DM2. Alguns autores observaram que animais submetidos
ao DG induzido por STZ, na dose de 35 mg/kg, apresentaram niveis de glicose inferiores a
200 mg/dL ou superiores a 400 mg/dL (LOPEZ-SOLDADO et al., 2003). Evidéncias sugerem
gue um ambiente levemente hiperglicémico estd associado a fetos macrossémicos e
hipoinsulinémicos (AERTS; ASSCHE, 1979; MERZOUK et al., 2000), enquanto que mées
severamente diabéticas podem gerar fetos com baixo peso corporal e malformados
(HOLEMANS et al., 1991). Outros estudos também demonstraram vias e doses ideais para
inducdo do diabetes em varias espécies: como ratos (50 a 75 mg /kg, ip (PUSHPARAJ; TAN;
TAN et al., 2000; ELEAZU; IROAGANACHI, ELEAZU, 2013a) camundongos (175 a 200
mg /kg i.p ou iv (SHARMA et al., 2010) e cées (15 mg /kg durante 3 dias) (SHARMA et al.,
2010). Em doses mais baixas, o diabetes induzido por STZ ndo € estavel, uma vez que pode
ocorrer a recuperacdo espontanea ao estado normoglicémico (ELEAZU; IROAGANACHI,
ELEAZU, 2013a).

A STZ ocasiona alteracdes e disturbios hidroeletrolitico e da homeostase, semelhantes
aos observados em humanos, como perda de massa corporal, hiperglicemia, hipoinsulinemia,
glicosuria, poliuria e polifagia que refletem a anormalidade no funcionamento das células
pancredticas (KEELY et al., 2008). Varias complicacbes crénicas micro e macrovasculares
como a neuropatia, nefropatia e cardiopatia diabética, também estdo presentes no diabetes
experimental (JUNOD et al., 1967; HAKIM; PATEL; GOYAL, 1997; SCHAAN et al., 2001,
De ANGELIS et al., 2002). Além de reducdo na atividade fisica didria e da temperatura
corporal (HOWARTH et al., 2006), alteracao de reflexos cardiovasculares e variabilidade da
frequéncia cardiaca (SCHAAN et al., 2004; De ANGELIS et al., 2009). Outros estudos
também demonstraram que ratas com diabetes induzido por STZ, apresentaram diferentes
repercussdes placentéarias em fungdo do nivel glicémico, além de altera¢des no fluxo uterino-
placentario e nas trocas materno-fetais (CALDERON et al., 1999; DAMASCENO, 2002;
VAMBERGUE; FAJARDY, 2011).
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2.8 MECANISMOS MOLECULARES ENVOLVIDOS NA FISIOPATOLOGIA DO

DIABETES E SUAS COMPLICACOES

A exposicdo prolongada a hiperglicemia resulta na interacdo entre varias vias
moleculares responsaveis pela fisiopatologia das complicacdes cardiovasculares diabéticas.
Desse modo, a hiperglicemia cronica promove o aumento da formacgdo dos produtos finais da
glicagcéo avancada (AGESs) e sua ligagdo com o receptor RAGE. A interacdo AGEs-RAGE
ativa a NADPH oxidase, que induz o aumento da formacdo de ROS, levando ao estresse
oxidativo, com consequente ativacdo do NF-kB, um fator de transcrigdo relacionado com a
regulacdo de varios genes pro-inflamatorios, fatores de crescimento, moléculas de adeséo,
além do préprio RAGE, em um feedback positivo (Figura 2) (BAEUERLE, 1991,
MOHAMED et al.,, 1999; BROWNLEE, 2005; HAMDEN et al.,, 2009; GIACCO;
BROWNLEE, 2010 INZUCCHI; SHERWIN, 2010).
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Figura 2 — Relacdo entre a hiperglicemia cronica e o desenvolvimento das complicacdes diabéticas.
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A hiperglicemia leva ao aumento da formacgéo dos produtos finais de glicacdo avangada (AGES) que
se ligam ao seu receptor (RAGE). Uma das consequéncias da interacdo AGEs-RAGE é a geracao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) que levam ao estresse oxidativo, através da ativacdo da NADPH
oxidase com consequente ativacao de fatores de transcrigdo, como o fator de transcricdo nuclear kappa
B (NF-xB). A ativagdo do NF-kB, culmina em um feedback positivo sobre a sintese de ROS e do
proprio RAGE, potencializando a disfungdo vascular e alterando a expressdo génica.

Fonte: A autora (2017).

2.8.1 O estresse oxidativo

A oxidacdo consiste de um processo metabdlico para a producdo de energia necesséria
as atividades celulares. Nos sistemas biolégicos ocorre pela acdo dos radicais livres
(MITTLER, 2002). Estes sao definidos como qualquer atomo ou molécula, que possui um ou
mais elétrons desemparelhados, em sua ultima camada eletronica (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999; NORDBERG; ARNER, 2001; LIEN et al., 2008). Esta configuracéo
qguimica as torna altamente instaveis, com um tempo de meia-vida curto e guimicamente

muito reativas. Os radicais livres derivados do metabolismo do oxigénio sdo denominados de
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espécies reativas de oxigénio (ROS) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; LOBO et al., 2010;
LUSHCHAK, 2015).

As ROS podem estar envolvidas em funcées celulares importantes, como no controle
da pressao sanguinea e da respiracao celular, na sinalizacéo celular, na contragdo muscular, na
apoptose, na diferenciacdo e desenvolvimento celular, na aderéncia de leucdcitos a células
endoteliais, ou mesmo na ativacdo da resposta imunoldgica especifica contra agentes
patogénicos (DROGE, 2002; DAVALLI et al., 2016). Contudo, quando a producdo e
liberacdo das ROS sdo alteradas por fatores ambientais ou patoldgicos e suas concentracdes
excedem a capacidade de eliminagdo pelos antioxidantes, verifica-se o estado de estresse
oxidativo (VALKO et al., 2007; ESPINOSA-DIEZ et al., 2015; SIES, 2015; KURUTAS,
2016).

Em condices fisioldgicas, as ROS sdo rapidamente eliminadas pelos antioxidantes
como as vitaminas A, C e E, a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e as enzimas do
ciclo da glutationa (BAJAJ;, KHAN, 2012; MATOUGH et al., 2012; KUMAWAT et al.,
2013). Contudo, uma diminuicdo das enzimas antioxidantes é observada em pacientes
diabéticos (SUNDARAM et al., 1996; ODUM; EJILEMELE; WAKWE, 2012; KUMAWAT
etal., 2013).

E bem conhecido que, 0 estresse oxidativo estd associado ao desenvolvimento de
doengas cronicas, como as doencas autoimunes, respiratdrias, cardiopatias, neoplasias,
diabetes, obesidade e disturbios neuroldgicos (MACNEE, 2001; ANTONIADES et al, 2003;
STOCKER; KEANEY, 2004; PHANIENDRA,; JESTADI; PERIYASAMY, 2015). Muitas
das alteragdes metabdlicas presentes no diabetes sdo causadas pelo estresse oxidativo através
do aumento de ROS, geradas principalmente durante a auto oxidacé@o da glicose e por outras
reacOes oxidativas com consequente glicacdo de proteinas, lipidios e acidos nucléicos
(YOUNG, 1995; BAYNES, 1999; YAN, 2014). Além disso, a hiperglicemia leva a reducéo
dos sistemas de defesa antioxidante em consequéncia da diminui¢do da disponibilidade da
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH), do sistema da glutationa, bem
como pelo dano oxidativo das enzimas envolvidas (MCLENNAN et al., 1991; LAMBETH,;
NEISH, 2014; PRIETO-BERMEJO; HERNANDEZ-HERNANDEZ, 2017).
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2.8.1.1 Espécies reativas de oxigénio e 0s mecanismos antioxidantes

Dentre as principais espécies reativas destacam-se: o radical superoxido (O2™), o 6xido
nitrico (NOe), radical hidroxila (OH¢) e o per6xido de hidrogénio (H202). O O," é a primeira
espécie gerada, através da reducdo da molécula de oxigénio por adicdo de um elétron
(DROGE, 2002; TRACHOOTHAM et al., 2008). E produzido durante o processo
inflamatorio, por fagocitos, linfocitos e fibroblastos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).
Diversas vias metabdlicas podem originar o O2", como a cadeia respiratéria mitocondrial
quando hé& o escape de elétrons entre o complexo | e Il (INDO et al., 2015); pela via da
xantina oxidase através da conversdo de hipoxantina em xantina no catabolismo das purinas
para formacdo do acido drico (MURRAY et al., 1996) e pela enzima NADPH oxidase (SIES,
2015; LAMBETH; NEISH, 2014). O O2" pode reagir com 0 OHe, ou com 0 H20, ou com 0
02" produzindo oxigénio singlete (*0,) e com 0 NO- produzindo peroxinitrito (ONOO-). O
O™ participa da producdo do OH- atraves da reacdo de Haber-Weiss (Tabela 2). Sua atuacao
como oxidante direto € minima, sendo a cistéina é o Unico aminoacido que sofre oxidacdo por
este radical. O Oy" é eliminado pela enzima superdxido dismutase (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1990; EL-REMESSY et al., 2013).

O NO- apresenta tempo de meia vida de 1 a 10 segundos. Pode ser produzido no
organismo pela agdo da enzima oxido nitrico sintase e pela estimulagdo de fagocitos humanos.
Sua reacdo com o O2", produz ONOO- (Tabela 2) e outros produtos capazes de causar a
nitracdo de biomoléculas como aminoacidos com anéis aromaticos (ex: tirosina gerando
nitrotirosina) e bases do DNA (ex: guanina gerando 8-nitroguanina) (GIASSON et al., 2002;
HIRST; ROBSON, 2011).

O OH- possui um tempo de meia vida de 10° segundos. E considerado o mais reativo
em sistemas biologicos. Pode desencadear a lipoperoxidacdo das membranas celulares,
inativacdo de proteinas que possuem grupos sulfidrilas (-SH) e muta¢des no DNA. E formado
através da reacdo do H>O. com ions metélicos, pela Reacdo de Fenton. A reacdo de Haber-
Weiss representa outra via de producdo do OHe. Nesta via 0 H>O> reage com 0 Oae-, na
presenca de metais de transicdo, levando a formacdo do OHe (Tabela 2) (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1986; LIPINSKI, 2011).

O H20, é formado pela reducdo do oxigénio molecular por adi¢do de dois elétrons,
entretanto por ndo possuir elétrons desemparelhados em sua Ultima camada, ndo é

considerado um radical livre. Pode ser gerado pela superéxido dismutase, através da
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dismutacdo do O, ou pela p-oxidagdo de &cidos graxos. O H.O> possui maior estabilidade e
tempo de meia vida comparado ao OHe, sendo capaz de permear as camadas lipidicas e oxidar
proteinas ligadas ao Fe?*, residuos de metionina ou grupos tiol. A decomposicio do H.0;
catalisada por metais de transicdo, como Cu?* e Fe?*, produzem o OHe, pela reagdo de Fenton
(Tabela 2) (HANCOK; DESIKAM; NEIL, 2001; STONE; YANG, 2006; POWERS et al.,
2011). O H20- é reduzido pela catalase e pela glutationa peroxidase (GPx) (BIRDEN et al.,
2012).

Tabela 2 - Principais espécies reativas.
Espécies Reativas Formulas Equacoes

Radical superoxido 02~ O2+e — 0y~
Hipoxantina + 20, — Xantina + 20,
Xantina + 20, — Acido urico + 20,~
NADPH + 20, — NADP* + 20"+ H*

H20,+ Oy — 02+ OH + OH- (reacdo de Haber-Weiss)
Peroxido de hidrogénio H20, O+ e + 2H*— O2 + H,0,
Hipoxantina + H,0 + O, — Xantina + H,0-

Xantina + H,0 + O, — Acido urico + H,0-

Radical Hidroxila OH- Fe?* + H,0, — Fe** + OH" + OH: (reacdo de Fenton)

0,+ OH-— 10, + OH-

Oxigénio singlete 10, H,0,+ 0, — OH +OH: +10;

0,7+ Oy + 2H*— H>0, + 105

Peroxinitrito ONOO- NO- + O,"— ONOO-

Fonte: adaptado de BIRBEN et al., 2012.
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As principais enzimas antioxidantes responsaveis por manter a concentracdo de ROS
em niveis fisiologicos sdo: a SOD, a CAT e o sistema da glutationa (Tabela 3 e Figura 3)
(GINTER; SIMKO; PANAKOVA, 2014).

Tabela 3 - Principais antioxidantes.

Antioxidantes Sigla Equagdes
Catalase CAT 2 H:O, — Oz +2 H,O
Superéxido Dismutase SOD Metal ™D + Oy — Metal "+ O

Metal " + O, + 2 H* — Metal ™D + H,0,
Glutationa Peroxidase GPx 2GSH + H,0,— GSSG +2 H,0

Glutationa Redutase =~ GR  GSSG + NADPH + H* — 2 H,O + NADP*

Fonte: BIRBEN et al., 2012.

A SOD € uma glicoproteina tetramérica, descoberta em 1969 (McCORD;
FRIDOVICH, 1969) que catalisa a dismutagdo do O>" em H2O e Oz, na presencga do préton
H*, e também protege o DNA de lesGes provocadas pela sobrecarga de Fe™  (Tabela 3)
(TRACHOOTHAM et al., 2008; POWERS et al., 2010). Em humanos, sdo descritas trés
isoformas da SOD a SOD 1, SOD 2 e SOD 3. A Cu, Zn-SOD ou SOD 1, é encontrada nos
peroxissomos do citosol e no espago intermembrana mitocondrial, ela contém Cu?*-Zn?
como centros redox, cuja atividade ndo esta relacionada com o estresse oxidativo. A Mn-SOD
ou SOD 2, contém o manganés como centro ativo, sendo localizada na matriz mitocondrial e
sua atividade aumenta com o estresse oxidativo. A EC-SOD ou SOD 3, também contém Cu?*-
Zn* como centro ativo, sendo encontrada na matriz extracelular, especialmente em areas com
alta quantidade de fibras de colageno do tipo | e ao redor de vasos pulmonares e sistémicos
(ACHANTA; HILEMAN; HUANG, 2001; ZELKO; MARIANI; FOLZ, 2002; KINNULA;
CRAPO, 2003; BIRDEN et al., 2012).

A CAT é um tetrdmero composto por quatro monémeros idénticos, cada um contendo
um grupo heme como centro ativo. E localizada nos peroxissomos do citosol e catalisa a
reducdo do H.O> em H,O e O (Tabela 3). Sua atividade é dependente da concentragdo de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH). A NADPH intracelular mantém a
catalase na forma ativa e é gerada pela reducdo da NADPL1 através da glicose-6-fosfato
desidrogenase, a partir da via metabdlica das pentoses-fosfato, durante a conversédo de glucose
6-fosfato em 6-fosfogluconolactona (BIRDEN et al., 2012).
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A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptideo citoplasmatico constituido por glicina,
acido glutamico e cisteina, sendo o grupo sulfidrila (-SH) - grupo tiol da cisteina - responsavel
pelas suas propriedades bioquimicas de protecdo contra ROS (ESPINOSA-DIEZ et al., 2015).
E considerada o antioxidante/ tiol mais abundante do meio intracelular, protege a célula de
lesbes resultantes da exposicdo a agentes como ions ferro, radiacdo e luz ultravioleta.
Também pode atuar no transporte, bem como reservatorio da cisteina, na detoxificacdo de
agentes quimicos e na eliminacdo de produtos da lipoperoxidacdo, ou ainda, ser requerida
para a sintese de DNA, de proteinas e prostaglandinas. Converte a vitamina C e E para suas
formas ativas e protege as células contra a apoptose, interagindo com vias de sinalizagdo pro-
apoptotica e anti-apoptotica. Também regula e ativa varios fatores de transcri¢do, tais como
AP-1 (ativador de proteina 1), NF-xB e Sp-1 (proteina de especificidade 1) (MASELLA et al.,
2005; POMPELLA; CORTI, 2015). A relagdo GSH / GSSG é um importante determinante do
estresse oxidativo, enquanto a NADPH e a glicose-6-fosfato desidrogenase é um critico
determinante desta relacdo. Portanto, sendo consideradas elementos essenciais na regulacao
das enzimas do ciclo metabdlico da glutationa (TRACHOOTHAM et al., 2008; POWERS et
al., 2011).

O ciclo redox deste peptideo é conhecido como “ciclo da GSH”, que é composto pela
atividade de trés enzimas: glutationa oxidase, GPx e glutationa redutase (GR). Juntas elas
atuam na protegéo antioxidante contra o H20., produto da reagéo catalisada pela SOD (Tabela
3) (BIRDEN et al., 2012). A GPx descrita inicialmente por Mills em 1957 e identificada em
1978 como uma selenocisteina, reduz H202 ou perdxidos organicos (ROOH) para H20O ou
alcool (ROH), respectivamente. A GSH doa H" e é oxidada a glutationa dissulfeto (GSSG)
pela GPx (TRACHOOTHAM et al.,, 2008; POWERS et al.,, 2011). A GR é uma
flavoproteina, responsavel pela regeneracdo da glutationa, a partir da reducdo da GSSG a sua
forma reduzida (GSH), utilizando FAD (flavina adenina dinucleotideo) e NADPH como
doador de elétrons (Figura 3). Desse modo, condi¢bes que levem a diminuicdo do
fornecimento de NADPH, como por exemplo, durante o jejum e na deficiéncia da glicose-6-
fosfato podem levar a um prejuizo da funcdo da GR. Habitualmente a reserva intracelular de
GR é alta, somente uma grave deficiéncia desta enzima resultara em sinais clinicos. A CAT e
a SOD agem principalmente em regifes hidrofilicas, enquanto o sistema GPx protege regifes
hidrofdbicas, como os peroxidos lipidicos (MICHIELS et al., 1994).
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Figura 3 — Representacdo esquematica das espécies reativas e dos antioxidantes.
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As espécies reativas de oxigénio (ROS) estdo destacadas em laranja. O oxigénio é convertido em
radical superoxido (Oe-) pela ativacdo de vias enziméticas e ndo-enzimaticas. Por meio de um
processo denominado dismutacéo, o Oe-, ao receber ions hidrogénio, gera peréxido de hidrogénio
(H20,). Tal reacdo é catalisada pela superdxido dismutase (SOD). O H,O, pode ser convertido em
H-O pela catalase (CAT) ou glutationa peroxidase (GPx) ou em radical hidroxila (OH¢) através da
reacdo com Cu?* ou Fe?*. A glutationa redutase (GR) regenera a glutationa reduzida (GSH) a partir
da reducdo da glutationa oxidada (GSSG), utilizando NADPH como doador de elétrons. O Oge-
também pode reagir com o 6xido nitrico (NO*) formando o peroxinitrito (ONOO-).

Fonte: A autora (2017).

2.8.2 A NADPH oxidase: estrutura e isoformas

A NADPH oxidase ¢ uma das principais enzimas geradoras de ROS. Esta enzima
catalisa a producéo de O™ pela redugédo de um elétron utilizando o NADH ou NADPH como
doador de elétrons. A NADPH oxidase fagocitica é predominantemente expressa em fagocitos
(neutréfilos e macrdfagos) e outras células (eosindfilos e linfocitos B) e sua atividade esta
relacionada com a defesa contra microrganismos (CACHAT et al., 2015). E composta por
cinco subunidades presentes na membrana celular e no citoplasma além de uma proteina G
regulatéria (Rac 2). O componente associado a membrana, o citocromo b558-oxidase, é

formado por uma subunidade maior, a gp91phox/ Nox2, e uma menor conhecida como
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p22phox. Ainda, existem outras trés subunidades citoplasmaticas: a p47phox, p67phox e a
p40phox (Figura 4). A ativacdo da NADPH oxidase é iniciada com a fosforilacdo em serina
da subunidade p47phox, promovendo sua migracdo para a membrana, onde juntamente com a
Rac, associa-se ao citocromo b558, iniciando a atividade catalitica da enzima (RABELO et
al., 2010; GRAY; JANDELEIT-DAHM, 2014).

Figura 4 — Representacdo das subunidades da NADPH oxidase.

citosol

Fonte: A autora (2017).

Por muito tempo, acreditava-se que a geracdo de Oze- ocorria apenas em fagocitos.
Contudo, foram identificadas varias enzimas em diferentes tecidos, responsaveis pela
producdo de ROS. Nos ultimos anos outras NADPH oxidases surgiram como uma das
principais fontes de ROS na vasculatura. Subtipos da NADPH oxidase foram analisados
estruturalmente e funcionalmente, bem como a relagdo da NADPH oxidase nas vias de
sinalizacdo, funcdo celular e doenca vascular (LASSEGUE; GRIENDLING, 2010). Estas
enzimas sdo semelhantes a NADPH fagocitica e sdo conhecidas como a familia Nox
("Nonphagocytic NADPH Oxidase™). Esta familia € composta por sete membros: Nox1,
Nox2, Nox3, Nox4, Nox5, Duox1 e Duox2 (PARAVICINI, 2002). Mas 4 (Nox1, Nox2, Nox4
e Nox5) sdo expressas no sistema cardiovascular (Figura 5) (LASSEGUE; GRIENDLING,
2010).
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Figura 5 — Representac&o da localizagdo das enzimas Nox.
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Fonte: A autora (2017).

O gene da Nox5 esté ausente em modelos de roedores experimentais (SEDEEK et al.,
2012). A Nox1 é expressa no endotélio, musculo liso, adventicia (LASSEGUE; CLEMPUS,
2003; CSANYI; TAYLOR; PAGANO, 2009), na membrana plasméatica (ZHANG et al.,
2010) e endossomos (MILLER et al., 2007). A Nox1 ativa € encontrada em vasos de animais
diabéticos (WENDT et al., 2005; SAN MARTIN et al, 2007). Ela possui 56% de homologia
com a gp9lphox e, associada com a p22phox, é o provavel componente funcional do
citrocromo b558 nas células musculares lisas (LASSEGUE et al., 2001). A expressdo de
Noxl € menor no endotélio comparada a Nox2 e Nox4 que sdo as isoformas
predominantemente expressas em cardiomiocitos e nas células endoteliais, contribuindo de
maneira semelhante na producédo de espécies reativas (PETRY et al., 2006).

A Nox2, formalmente conhecida como gp91phox, foi a primeira a ser identificada, é
encontrada nas células endoteliais, na adventicia, em cardiomidcitos e fibroblastos, exceto nas
células musculares lisas das artérias de grande calibre (CHAMSEDDINE; MILLER, 2003;
LASSEGUE; CLEMPUS, 2003; PETRY et al., 2006). Ela também pode alterar a funcio
vascular e a pressio arterial (LASSEGUE; GRIENDLING, 2010). Estudos mostram que a
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expressao de Nox2, esta inversamente correlacionada com o relaxamento dependente do
endotélio em aortas isoladas (ZEMSE; HILGERS; WEBB, 2006; TAKENOUCHI et al.,
2009).

A Nox4 é altamente expressa no rim (STREETER et al., 2013) e esti presente em
células endotelias, células do musculo liso e em cardiomidcitos (LASSEGUE; CLEMPUS,
2003; AGO et al., 2004; MILLER et al., 2005; CLEMPUS et al., 2007; HAURANI et al.,
2008). E a isoforma mais expressa na vasculatura (CHEN et al., 2012) e no coracdo, ela é
quase idéntica em tamanho e estrutura a gp91lphox/ Nox2 (39%) (GORIN et al., 2005).
Inicialmente foi denominada oxidase renal (Renox). A Nox4 libera H,O2 em contraste com
Nox1, Nox3 e Nox5, que liberam O, (SCHRODER et al., 2012). Nisimoto e colaboradores
(2014) descobriram que, aproximadamente, 90% do fluxo de elétrons através da Nox 4 produz
H>0:> e apenas 10% O>".

E importante ressaltar que o aumento da expressio da Nox4 na presenca do NOe n&o
conduz a formacgdo do ONOO- (REY et al., 2001; TAKAC et al., 2011). Assim, o conceito de
desacoplamento da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), importante mecanismo subjacente
a disfuncédo vascular, o qual tem sido bem estabelecido para a fontes de O."™ como a Nox1 e
Nox2, ndo se aplica a Nox4 (LANDMESSER et al., 2003). Além disso, baixas concentraces
de H202 podem ter efeitos positivos no sistema vascular. O H202 ndo sé € um vasodilatador
por ativar a proteina cinase G-lo3 mas também pode ativar e induzir eNOS por varios
mecanismos (CAl, 2005).

E relatado na literatura que o papel vascular da Nox4 ainda ndo esta claro
(LASSEGUE; GRIENDLING, 2010; GUO; CHEN, 2015) é possivel que esteja envolvida
tanto na lesdo vascular quanto na sua protegédo, assim como na reducéo e elevagdo da presséo
arterial (KURODA et al., 2010; TONG et al., 2009; ZHANG et al., 2010; SCHRODER et al.,
2012). Algumas evidéncias indicam o seu possivel envolvimento nas complicacdes associadas
ao DM, incluindo nefropatia, lesdo cardiaca, acidente vascular cerebral e aterosclerose, bem
como na Rl (SEDEEK et al., 2010; PIWKOWSKA et al., 2011; MAALOUF et al., 2012;
WU; WILLIAMS, 2012). Embora os mecanismos moleculares através dos quais a Nox4
exerca efeitos diferentes em diferentes tipos de células ndo sejam bem conhecidos, é possivel
que as ROS geradas por Nox4 afetem alvos distintos em cada tipo de célula. Por exemplo, a
Nox4 estimula a apoptose em células endoteliais (BASUROQY et al., 2009) e cardiomidcitos
(AGO et al., 2010), enquanto induz a proliferacdo celular em células do musculo liso
(STURROCK et al., 2006) e senescéncia celular em fibroblastos cardiacos (GEISZT et al.,
2000; SHIOSE et al., 2001). O aumento da expressdo cardiaca de Nox4 em camundongos
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exacerba fenoétipos cardiacos associados ao envelhecimento, como disfuncdo ventricular
esquerda, apoptose e fibrose, acompanhados por estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial
(AGO et al., 2010).

Vale destacar que, embora todas as Nox tenham a mesma fungdo em gerar ROS, os
mecanismos de ativagéo e a distribuicéo intracelular variam entre as isoformas. Nox1 e Nox2
sdo constitutivamente associadas a p22phox, entretanto a ativacdo completa de Nox 1/
p22phox e Nox 2/ p22phox requer a interagdo com outras subunidades citosolicas, incluindo
p47phox, p67phox e Rac (LETO et al., 2009; DUTTA; RITTINGER, 2010; STREETER et
al., 2012). A Nox 4 é associada com a p22phox, mas constitutivamente ativa, ndo exigindo
outras subunidades para a sua ativacdo (DUTTA; RITTINGER, 2010; STREETER et al.,
2012). Fatores de crescimento, AGEs / hiperglicemia, Angiotensina I, agentes vasoativos e
fisicos como atrito e estiramento vascular regulam a atividade da NADPH oxidase vascular
(LASSEGUE; CLEMPUS, 2003; SAN MARTIN et al., 2007). Ademais, a geracio de ROS
via NADPH-oxidase, ativa varias vias de sinalizacdo, incluindo o NF-«xB e o receptor para os
produtos finais de glicacdo avancada (RAGE) (SEDEEK et al., 2012; KOULIS et al., 2015).

2.8.3 O receptor RAGE

O RAGE foi descrito pela primeira vez em 1992 por Neeper e colaboradores. E um
membro da superfamilia de receptores de imunoglobulina, composto de trés dominios
localizados no espago extracelular, um dnico dominio transmembranar e um dominio
citoplasmatico curto, essencial para a transducdo do sinal. O dominio citoplasmatico de
RAGE ¢ ativamente necessario para a sinalizagdo como visto em alguns estudos nos quais
este receptor foi blogueado (DATTILO et al.,, 2007; XIE et al., 2008). Os dominios
extracelulares da imunoglobulina consistem em um dominio variavel “V” e dois dominios
constantes do tipo C (C1 e C2) (NEEPER et al., 1992). O dominio C2 € estruturalmente
independente dos dominios V e C1, que juntos formam uma unidade estrutural integrada
(VC1) importante para reconhecimento do ligante (DATTILO et al., 2007; XIE et al., 2008;
BONGARZONE et al., 2017).

O RAGE é altamente expresso em células embrionarias (DEMLING et al., 2006).
Durante o desenvolvimento, o receptor esta presente em niveis elevados no sistema nervoso
central (BRETT et al., 1993; HORI et al., 1995). Em animais adultos, a expressdo de RAGE

esta reduzida em uma variedade de células, incluindo endotélio, células musculares lisas,
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fagocitos mononucleares, neutrofilos, mondcitos, macrdfagos, linfocitos T e B, pericitos,
neurdnios, cardiomiocitos, hepatdcitos, células de Muller e ganglio bipolar, células da retina e
do rim (SCHMIDT et al., 1992; BRETT et al., 1993; D’AGATI; SCHMIDT, 2010). Uma
excecdo é o pulmdo, em que niveis relativamente elevados da expressdo de RAGE foram
identificados em comparacdo a outros tecidos (NEEPER et al., 1992).

Nos tecidos, o aumento da expressdo de RAGE esta associado ao acumulo de seus
ligantes (SIMARD et al., 2015), como AGEs, a proteina de alta mobilidade do grupo Bl
(HMGB1) (YAN; RAMASAMY; SCHMIDT et al., 2010), produtos da oxidacdo proteica
(AOPP) (HORI et al., 1995; GUO et al., 2008;), soro amiléide A (SAA) (YAN et al., 2000;
CAl et al., 2007), peptideo B amildide (YAN et al., 1996), complemento 3a (C3a), proteina de
choque térmico 70 (HSP70), varias membros da familia da proteina S100/ calgranulina
(LECLERC et al., 2009), integrina Mac-1 (CD11b) (ORLOVA et al., 2007; FROMMHOLD
et al., 2010) e fosfatidilserina (FRIGGERI et al, 2011).

A via de transducdo de sinal do RAGE esta associada a ativacdo de mdltiplas vias de
sinalizacdo, como a proteina G, RhoA, Cdc42, Rac e Ras, 0s membros da proteina quinase
ativada por mitogeno (MAPK), quinases reguladas por sinal extracelular 1/2 (ERK1 / 2), c-
Jun N-terminal -quinase (JNK) e P38 ou Janus quinase transdutor / sinal e o ativador da
transcricdo (JAK/ STAT) e fosfatidilinositol-4,5-bifosfato-3 cinase / proteina quinase B (P13K
/ AKT) cinases (KALEA; SCHMIDT; HUDSON et al., 2009), que atuam em conjunto com
ativacdo de fatores de transcricdo como 0 NF-kB que participa na regulagdo de mais de 150
genes relacionados com a inflamacéo, proliferacdo celular, a modulacéo do sistema imunitario
ou a apoptose (TAGUCHI et al., 2000; HAYDEN; GHOSH, 2012; BONGARZONE et al.,
2017).

2.8.3.1 A interacdo AGEs-RAGE

O RAGE é expresso em baixos niveis durante a homeostase, em muitos tecidos como
figado, coracéo, rim, cérebro e musculo esquelético, entretanto o aumento da sua expresséo é
observado, em condicBes patolégicas como diabetes, doengas neurodegenerativas,
cardiovasculares e autoimunes como a doenca de Alzheimer, condi¢des inflamatdrias como
artrite, sindrome respiratoria aguda, asma e sepse (NEEPER et al., 1992; BRETT et al., 1993;
DING; KELLER, 2005; RAMASAMY; YAN; SCHMIDT, 2009; CHUAH et al., 2013;
SORCl et al., 2013).
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No diabetes, a hiperglicemia leva a formacdo de AGEs, derivados do processo de
glicacdo, que envolve a ligacdo covalente ndo enzimatica de grupos amina, presentes nas
proteinas, lipideos ou DNA com um carboidrato, como a glicose (SINGH et al., 2001,
CHILELLI et al., 2013). Individuos diabéticos possuem niveis aumentados de AGEs que se
acumulam lentamente no plasma e tecidos durante o envelhecimento (BROWNLEE, 1988;
WILSON, 2011; FALCONE et al., 2013; PARK et al., 2014) e podem ser utilizados como
biomarcadores clinicos das complicac@es hiperglicémicas (RAMASAMY’; YAN; SCHMIDT,
2009; EL-MESALLAMY et al., 2011; KERKENI et al., 2013).

Os AGEs contribuem para a alteragcdo da funcdo endotelial e para as mudangas nas
propriedades mecanicas e funcionais da parede dos vasos, através da promocdo de
espessamento da membrana basal, aumento da permeabilidade vascular e do estado pro-
trombdtico (SIMARD et al., 2015), o que resulta em danos para retina, néfrons, sistema
nervoso periférico, sistema nervoso central (SNC) e aterosclerose (GRUNDY et al., 1999;
YAMAGISHI, 2011). No contexto de complicacdes diabéticas, a ativacdo de RAGE por seus
ligantes é fortemente associada a patologia inflamatoria no rim, nervos periféricos e vasos
(YAN; RAMASAMY; SHMIDT, 2012). Desse modo, nos ultimos 15 anos, 0 RAGE tem se
destacado como um receptor capaz de se ligar a diversas moléculas associadas a resposta
celular e a lesdo de tecidos, infeccdo e inflamacdo (GOLDIN et al., 2006; YAN;
RAMASAMY; SCHMIDT, 2010; YAMAMOTO; YAMAMOTO, 2012; BONGARZONE et
al., 2017).

Evidéncias experimentais demonstraram a interagdo de AGES-RAGE nas
complicacgdes cardiovasculares. O primeiro estudo mostrando o efeito de RAGE sobre o
aumento da permeabilidade vascular foi realizado em modelos de diabetes induzidos por STZ
(VIBERT, 1983). Para melhor caracterizar a implicacao desta interacdo em lesdes vasculares,
estudos foram realizados em camundongos diabéticos deficientes em apolipoproteina E
(PARK, 1998) os quais apresentaram aterosclerose e aumento da expressdo de RAGE e seus
ligantes inflamatdrios na aorta. O tratamento desses animais com a forma soltvel do RAGE
(SRAGE), o qual compete pelo sitio de ligacdo do RAGE, induzindo a transducéo de sinal
intracelular, suprimiu completamente a aterosclerose diabética, no entanto ndo foram
observadas alteracdes na glicose e nos lipideos plasmaticos (PARK, 1998).

O bloqueio da interacdo AGEs-RAGE e consequentemente a supresséo da ativagédo e
sinalizacdo do RAGE pelo tratamento com sSRAGE também foram avaliados por outros
autores em animais e pacientes diabéticos (GOOVA et al., 2001; BUCCIARELLI et al., 2002;
KATAKAMI et al., 2007). Acredita-se que niveis elevados de SRAGE estejam associados a
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um menor risco para o desenvolvimento de doenca arterial coronariana, doenca renal,
hipertensdo, sindrome metabdlica, artrite e Alzheimer. Desse modo o SRAGE pode ser
considerado, um novo alvo terapéutico promissor na prevencdo de dano vascular e
neurodegenerativo (KIM et al., 2012; SELVIN et al.,, 2013; GEROLDI; FALCONE;
EMANUELE, 2006; HEIER et al., 2015).

Estudos em cultura de células mostram que a interacio AGEsS-RAGE medeia a
ativagdo celular em vasos diabéticos e altera a homeostase vascular (BIRHAUS et al., 1997,
GAO et al., 2008; KAY et al., 2016). Por exemplo, AGEsS-RAGE aumenta a expressdo de
VCAM-1 e de IL-6 no endotélio vascular (WAUTIER et al., 1996; RAMASAMY; YAN;
SCHMIDIT, 2011).

Alguns autores acreditam que a curto prazo a ativacdo de RAGE pode contribuir para
a homeostase e reparacdo dos tecidos, promovendo a proliferacdo e diferenciacdo celular,
enguanto que, a longo prazo (semanas ou meses) a ativacdo de RAGE desencadeada por altas
concentracfes de seus ligantes pode ser deletéria, amplificando e prolongando a resposta
inflamatoria, causando a proliferacdo, migracao celular excessiva e 0 acimulo de ROS. Desse
modo, a capacidade e a quantidade de ligantes de RAGE, as ceélulas e tecidos onde estdo
presentes, parecem desempenhar um papel fundamental no comportamento desse receptor,

condicionando o resultado da sua sinalizagdo (SORCI et al., 2013).

2.8.3.2 A via do poliol e a via da PKC

Outras vias bioguimicas estdo vinculadas aos efeitos adversos da hiperglicemia e as
complicagdes cardiovasculares, como é o caso da via do poliol e da via DAG-PKC. (KEOGH,;
DUNLOP; LARKINS, 1997). E importante ressaltar que niveis elevados de glicose podem
alterar as vias de transducéo de sinal, afetando a expressao génica e a funcédo proteica levando
a disfuncao e danos celulares (GERALDES; KING, 2010).

A via do poliol € considerada a principal contribuinte do estresse oxidativo induzido
pela hiperglicemia (GABBAY, 1975). A aldose redutase é a primeira enzima da via do poliol
responsavel por reduzir os aldeidos toxicos celulares para alcoois inativos. Em pacientes
hiperglicémicos a aldose redutase também reduz a glicose em sorbitol, utilizando o NADPH
como cofator (SHAH et al., 1997). O NADPH € um cofator essencial para a regeneracdo de
antioxidantes intracelulares, como a glutationa reduzida pela enzima glutationa redutase.

Desse modo, a utilizacdo de NADPH pela aldose redutase pode contribuir com o aumento do
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estresse oxidativo e com o desenvolvimento das complicac@es diabéticas, devido ao aumento
do estresse osmatico, ao aumento citosolico do NADH/NAD, a diminuicdo do NADPH, bem
como pela reducdo da atividade da Na/K/ATPase (BARNET et al., 1986; CHUNG; CHUNG,
2005).

A segunda enzima da via do poliol, a sorbitol desidrogenase, converte o sorbitol em
frutose, utilizando como cofator o NAD +. A frutose produzida pode ser fosforilada a frutose-
3 fosfato que, por sua vez, pode ser dividida em 3-desoxiglucose e 3-desoxiglucosona. Estes
dois compostos sdo agentes de glicacdo que podem resultar na producdo de AGEs
(MATHEBULA, 2015).

E bem conhecido que, a glicose pode ser metabolizada diretamente a diacilglicerol
(DAG), por um processo envolvendo a conversdo do fosfato de dihidroxiacetona,
intermediario da triose fosfato, produzido quando a glicose-6-fosfato é utilizada na glicolise
ou na via das pentoses fosfato (XIA et al., 1994; STEINBERG, 2008; GERALDES; KING,
2010). Este intermediario é reduzido ao glicerol-3-fosfato, 0 que aumenta a sintese de novo de
DAG. O diacilglicerol € um cofator das isoformas classicas da PKC, -B, -6 ¢ —a. (WOLF et al.,
1991). A ativacdo da PKC resulta em varios efeitos na expressdo génica, como reducdo do
Oxido nitrico e aumento da endotelina-1, do fator de crescimento transformante-p, do inibidor-
1 do ativador do plasminogénio, do NF-kB ¢ da NADPH-oxidase. A ativacdo da PKC
também eleva a atividade da fosfolipase A2, com aumento de dois inibidores da
Na/K/ATPase: o0 acido araquiddnico e a prostaglandina E2 (XIA et al., 1994). No diabetes, 0s
niveis de DAG estdo elevados na retina (SHIBA et al., 1993), aorta, coracdo (INOGUCHI et
al., 1992), glomérulos renais (ISHII et al., 1996), figado e musculos esqueléticos (VAN
HERPEN; SCHRAUWEN-HINDERLING, 2008).

O excesso de glicose também pode ser desviado para a via da hexoxamina, onde é
convertido em frutose-6-fosfato, substrato para a glicosilacdo de proteinas. A frutose-6-
fosfato é transformada em N-acetilglicosamina 6-fosfato e posteriormente, convertida a
uridina difosfato-N-acetil glucosamina. Esta pode modular a expressdo de fatores de
transcricdo e alterar a expressdo de varias proteinas, como o PAI-I e o fator de crescimento

TGF-b, envolvidos nas complicagdes diabéticas (DU et al., 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar a repercussdo tempo dependente do estresse oxidativo e do metabolismo
glicémico e lipidico no desenvolvimento das complicagdes cardiovasculares na prole causadas

pelo diabetes gestacional.

3.2. ESPECIFICOS

» Induzir o diabetes gestacional em ratas Wistar pela administracdo de STZ e analisar na
prole os seguintes parametros:

o atolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina;

o as taxas plasmaticas de glicose, triglicerideos, colesterol total e HDL;

o aconcentracdo de glicogénio hepatico e muscular;

o 0s niveis de ROS e nitritos na aorta e no coracao;

o a atividade das enzimas antioxidantes da superoxido dismutase e da catalase, bem
como os niveis de glutationa reduzida e glutationa oxidada na aorta e no coracao;

o aexpressao proteica da isoforma 4 da NADPH oxidase (Nox4) e do RAGE na aorta e
Nno coragao;

o aconcentracdo de colageno e a densidade capilar no coragéo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados machos e fémeas da linhagem Wistar, provenientes do biotério
setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do
Pernambuco, mantidos a temperatura constante de 22 + 2°C, ciclo claro/ escuro padrdo (12
horas claro/12 horas escuro), agua e racdo (Labina®, Presence) ad libitum. Os protocolos
foram realizados obedecendo as normas preconizadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal (CONCEA) e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal da Universidade Federal de Pernambuco (Processo n° 23076.011857/2014-81)
(Anexo A).

4.2 FARMACOS E REAGENTES

Os farmacos utilizados neste estudo foram: a epinefrina (Sigma Chem. Co., St Louis,
EUA), a insulina humana regular (Humulin® R, LillyFrance S.A.S., Fegersheim, Franga), o
pentobarbital sédico (CEVA Santé Animale, Rutherford, NJ, EUA) e a STZ (Sigma Chem.
Co., St Louis, EUA).

Os anticorpos primarios: anti-Nox4, anti a-actinina e GAPDH foram adquiridos da
Santa Cruz Biotechnology (Califérnia, EUA), enquanto que o anti-RAGE da Cell
Signaling (Beverly, MA). Os anticorpos secundarios: anti-rabbit, anti-goat e anti-mouse
também foram obtidos da Santa Cruz Biotechnology (California, EUA).

Os reagentes listados foram utilizados para os experimentos descritos nas secoes
subsequentes: 2'7'diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) (Sigma Chem. Co., St Louis,
EUA), aprotinina (Sigma Chem. Co., St Louis, EUA), acido benzoico (Sigma Chem. Co., St
Louis, EUA), acido etilenodiamino tetra-acético - EDTA (Vetec Quimica Fina LTDA, Rio de
Janeiro, RJ), alcool absoluto (Sigma Chem. Co., St Louis, EUA), alcool etilico (Isofar, Duque
de Caxias, RJ), carbonato de sddio (Vetec Quimica Fina LTDA, Rio de Janeiro, RJ), citrato
de sddio (Isofar, Duque de Caxias, RJ), cloreto de sodio (Isofar, Duque de Caxias, RJ),
cloreto de magnésio (Vetec Quimica Fina LTDA, Rio de Janeiro, RJ), diclorofluoresceina
(Sigma Chem. Co., St Louis, EUA), dodecil sulfato de sédio - SDS (Amresco, Solon, EUA),
eletoquimioluminescéncia - ECL (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino
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Unido), formol (Sigma Chem. Co., St Louis, EUA), fosfato de sddio (Vetec Quimica Fina
LTDA, Rio de Janeiro, RJ), glicerol (Amresco, Solon, EUA), glicose (Isofar, Duque de
Caxias, RJ), glutationa reduzida (Sigma Chem. Co., St Louis, EUA), glutationa oxidada
(Sigma Chem. Co., St Louis, EUA), hidréxido de potassio - KOH (Vetec Quimica Fina
LTDA, Rio de Janeiro, RJ), hidroxido de sédio — NaOH (Vetec Quimica Fina LTDA, Rio de
Janeiro, RJ), kit ELISA para dosagem de insulina (Millipore®, Abacus AIS, Brisbane,
Queensland. Australia), kits para andlise da glicose, triglicerideos, colesterol total e colesterol
HDL (Labtest Diagnéstica — Lagoa Santa-MG, Brasil), leupeptina (Sigma Chem. Co., St
Louis, EUA), membrana de Fluoreto Polivinidileno - PVDF (GE Healthcare, Little Chalfont,
Buckinghamshire, Reino Unido), N-etillmaleimida (Sigma Chem. Co., St Louis, EUA), nitrito
de sddio (Sigma Chem. Co., St Louis, EUA), ortovanadato de sodio (Sigma Chem. Co., St
Louis, EUA), O-ftalaldeido - OPT (Sigma Chem. Co., St Louis, EUA), pepstatina (Sigma
Chem. Co., St Louis, EUA), N-etilmaleimida - NEM (Sigma Chem. Co., St Louis, EUA),
peroxido de hidrogénio - H2O. (Merck, Darmstad, Alemanha), fenil-metil sulfonil fluoreto -
PMSF (Sigma Chem. Co., St Louis, USA), reagente de bradford (Sigma Chem. Co., St Louis,
EUA), reagente de Griess (Sigma Chem. Co., St Louis, EUA), reativo de antrona (Sigma
Chem. Co., St Louis, EUA), sulfato de sodio - Na2SO4 (Vetec Quimica Fina LTDA — Rio de
Janeiro, RJ), TRIS-Base (Amresco, Solon, EUA), Tween-20 (Amresco, Solon, EUA), xilol
(Sigma Chem. Co., St Louis, EUA). A &gua utilizada nos experimentos foi a deionizada

(Benzoquimica®, Olinda, PE).

4.3 INDUCAO DO DIABETES EXPERIMENTAL

Fémeas nuliparas (230 a 250g, n = 20) aos trés meses de idade, foram acasaladas na
proporcao 1:1. Diariamente no periodo da manha, os machos foram separados e esfregacos
vaginais foram realizados. Nas fémeas, uma pipeta de Pasteur contendo solucéao salina (0,9%)
foi introduzida superficialmente no canal vaginal e o material coletado foi depositado sobre
laminas de vidro devidamente identificadas, para leitura imediata em microscopio Optico
(40x) (modelo Eclipse E100, Nikon, Toquio, Japdo). A presenca de espermatozoides, indicou
o0 primeiro dia de prenhez. No 7° dia de gestacao, apds um periodo de 8 horas de jejum diurno,
o0 diabetes foi induzido com uma dose Unica de estreptozotocina (STZ, 50 mg/kg) por via
intraperitoneal, dissolvida em tampdo citrato 0,01 M (pH 4,5). O mesmo procedimento foi
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realizado com fémeas controles ndo diabéticas que receberam apenas o veiculo (tampéo
citrato).

O nivel de glicose das fémeas foi avaliado através de um pequeno corte na
extremidade da cauda do animal para coleta sanguinea. Uma gota de sangue foi aplicada sobre
uma tira teste e dosada com o auxilio de um glicosimetro Optium mini® (Abbott, Chicago,
EUA) no 3°, 5° e 14° dia ap0s a administracdo de STZ. No 3° e 5° foi avaliada a glicemia pds-
prandial e no 14° dia a glicemia em jejum. Fémeas com glicemia de jejum acima de 200
mg/dL foram consideradas diabéticas. Animais com niveis glicémicos abaixo do valor
estipulado foram descartados.

Cada fémea prenhe foi transferida para uma gaiola separada. Ap6s o nascimento, a
prole foi reduzida a um nimero de 6 animais por mée e dividida em dois grupos de acordo
com o tratamento materno: controle (ND) e diabetes gestacional (DG). Os grupos foram
compostos por animais de ninhadas diferentes, reduzindo os possiveis efeitos quando se
utiliza animais de apenas uma ninhada por casal reprodutor. O desmame ocorreu depois de 21
dias do inicio da lactacdo. Apds esse periodo as proles foram avaliadas aos 3, 6, 12 e 18 meses
de idade. Apenas a prole composta por machos (n = 5 a 8 animais por grupo) foi utilizada nos
experimentos aqui delineados. A Figura 6 representa esquematicamente o protocolo

experimental desenvolvido.

4.4 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE INTRAPERITONEAL (TTGip)

Para confirmar as alteragdes no metabolismo glicidico, foi realizado o TTGip. Apo6s
jejum noturno de 12h, os animais de ambos os grupos ND e DG, foram anestesiados com
pentobarbital sodico (50 mg/kg, i.p). Apds 15 minutos da inducdo anestesica, foi administrada
uma solucéo de glicose a 50% (2 g/kg, i.p.). Foram coletadas amostras de sangue através de
uma pequena incisdo na extremidade da cauda dos animais para determinacdo da glicemia
basal (considerado tempo 0) e apds a sobrecarga de glicose nos periodos de 15, 30, 60, 90 e
120 minutos utilizando Optium mini® (Abbott, Chicago, EUA). A &rea sob a curva foi
determinada pelo método trapezoidal (MATTHEWS et al., 1990).
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Figura 6 — Desenho experimental.
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Fémeas Wistar nuliparas (230 a 250g, n = 20) aos trés meses de idade, foram acasaladas. Apds
confirmacdo da prenhez, o diabetes gestacional foi induzido no 7° dia de gestagdo com uma dose Unica
de STZ (50 mg/kg, i.p.) dissolvida em tampdo citrato 0,01 M (pH 4,5). Fémeas controles (CONT)
receberam apenas o veiculo (tampao citrato). Ao nascimento, a prole foi dividida de acordo com o
tratamento materno em: controle (ND) e diabetes gestacional (DG). O desmame ocorreu depois de 21
dias do inicio da lactacdo. Apos esse periodo as proles, compostas apenas por machos (n = 5 a 8
animais por grupo) foram avaliadas aos 3, 6, 12 e 18 meses de idade em relagdo aos TTGip, TTlip e
parametros bioguimicos. Os animais foram eutanasiados e ap0s toracotomia o coracdo e a aorta foram
armazenados no freezer a -80°C, para realizacdo do Western blot e estresse oxidativo. O figado e o
musculo tibial foram utilizados para determinacdo do glicogénio. A anélise histolégica da deposicao
de colégeno e densidade capilar foi realizada no ventriculo esquerdo.

Fonte: A autora (2017).

4.5 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA INTRAPERITONEAL (TTlip)

O TTlip foi realizado para avaliar a sensibilidade periférica a insulina. Ap6s jejum
noturno de 12h, os animais de ambos os grupos ND e DG, foram anestesiados com
pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.) e apds 15 minutos foi administrada 1,5U/kg de insulina
Regular por via i.p. Foram coletadas amostras de sangue através de uma pequena incisdo na
extremidade da cauda dos animais para determinacao da glicemia nos periodos de 0 (basal), 5,
10, 15, 20, 30 minutos em glicosimetro Optium mini® (Abbott, Chicago, EUA). A razdo da

constante de decaimento da glicose (KITT) foi calculada usando-se a formula 0,693/t1.. O
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decaimento da glicose foi analisado com base na queda do quadrado da concentracdo de
glicose plasmatica durante o decaimento da fase linear (BONORA et al., 1987). A area sob a
curva foi determinada pelo método trapezoidal (MATTHEWS et al., 1990).

4.6 PARAMETROS BIOQUIMICOS

ApoOs jejum noturno (12h), os animais de ambos os grupos ND e DG foram
anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.). Ap6s 15 minutos, amostras de sangue
foram obtidas pelo plexo retro-orbital, por meio de tubos capilares heparinizados. O sangue
foi acondicionado em tubos tipo Eppendorf. Na sequéncia, os tubos foram centrifugados a
4.500 r.p.m. (modelo NT 805, Nova Técnica, Brasil) durante 15 min, em temperatura
ambiente, para determinacdo da concentracdo plasmatica de glicose, triglicerideos, colesterol
total e colesterol HDL pelo método enzimético colorimétrico, utilizando “kits” comerciais
especificos, de acordo com as instru¢cbes do fabricante. A absorbancia foi realizada em
espectrofotdbmetro (modelo Varioskan™ Flash, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA) a 500nm para leitura do colesterol total e colesterol HDL e a 505nm para leitura da
glicose e triglicerideos. Os resultados foram expressos em mg/dL.

Os niveis de insulina plasméticos da prole com 18 meses de idade foram avaliados
pelo método de Elisa Sanduiche e foram expressos em ng/mL. Aos 18 meses de idade,
também foram determinados os indices HOMA-IR e HOMA-f, para estimar a resisténcia a
insulina e a capacidade funcional das células B, respectivamente (MATTHEWS et al., 1985).
Para obtengdo destes indices, foram utilizadas as seguintes formulas:

HOMA-IR: (Glicemia em jejum x 0,0555)* x Insulina em jejum (LUI/mL)/ 22,5.
HOMA-f: (20 x Insulina em jejum) / (Glicemia em jejum x 0,0555) - 3,5.

*Para transformar a glicemia em jejum de mg/dL em nmol/L multiplicar por 0,0555.

4.7 EUTANASIA DOS ANIMAIS E COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

Os animais foram eutanasiadas sob anestesia (pentobarbital sédico, 50mg/kg, i.p.).
Apo6s toracotomia o coragdo das proles aos 12 e 18 meses de idade e a aorta tordcica das

proles aos 3, 6 e 12 meses de idade foram removidos, pesados e lavados com solucdo
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fisiolégica (0,9%). Apds remocéo do tecido gorduroso e tecido conectivo, a aorta e o coracao
(ventriculos) foram colocados em tubos criogénicos, devidamente identificados e imersos em
nitrogénio liquido (-196°C). Em seguida, foram armazenados no freezer a -80°C (modelo
MDF-U33V-PE, Sanyo/ Panasonic, Canadd) para analise do estresse oxidativo e da expressdo
proteica. O figado e o musculo tibial anterior das proles ND e DG aos 3, 6 e 12 meses de
idade foram retirados para dosagem do glicogénio. Uma pequena amostra de tecido cardiaco
(ventriculo esquerdo) foi imersa em uma solucdo de formol tamponado a 10% para realizacéo

da analise histoldgica.

4.8 DETERMINACAO DO GLICOGENIO HEPATICO E MUSCULAR

A dosagem do glicogénio hepético e muscular foi realizada de acordo com o método
de Carrol e colaboradores (1955). O procedimento envolve a digestdo do tecido com KOH em
ebulicdo, a desproteinizacdo do residuo alcalino com &cido benzdico e a producdo de cor com
0 reagente antrona. Para isto, o masculo tibial anterior e 500mg de tecido hepatico, de ambas
as proles ND e DG aos 3, 6 e 12 meses de idade, foram digeridas em tubos de vidro contendo
2mL de KOH a 30% e levados ao banho-Maria a 100°C (modelo NI 1255, Nova Instruments,
Sao Paulo, Brasil) por 60 minutos. Apés esse periodo, foi pipetado em todos os tubos de
ensaio, 60uL de solucdo saturada de sulfato de sodio e 4,5mL de alcool absoluto (99%). Os
tubos foram agitados em vortex (modelo AP 56, Phoenix, Brasil) e retornaram ao banho-
Maria a 100°C por até 15 segundos. Na sequéncia, os tubos foram centrifugados (modelo
Sorvall Legend Mach 1.6, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) a 2.500 r.p.m. a
25°C por 10 minutos e o sobrenadante descartado por inversdo dos tubos. Ao precipitado
foram acrescentados 2mL de &gua destilada e levado ao banho-Maria a 100°C. Apés dissolver
0 precipitado, foram pipetados 4,5mL de alcool absoluto (99%) sob agitacdo no vortex. Os
tubos retornaram ao banho-maria a 100°C por até 15 segundos e centrifugados a 2.500 r.p.m.
a 25°C por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado por inversdo dos tubos. Foram
pipetados 2mL de &cido benzdico saturado e o precipitado foi dissolvido com o auxilio de um
bastdo de vidro. O volume foi transferido para uma proveta de 10mL.

No caso das amostras hepaticas, as provetas foram lavadas cinco vezes com 1,5mL de
acido benzoico saturado, sendo o volume final completado para 10mL. Para as amostras de
tecido muscular, as provetas foram lavadas trés vezes com 1mL de acido benzoico saturado,

sendo o volume final completado para 6mL. Para a primeira diluicdo das amostras hepaticas,
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foram pipetados 9ml de &cido benzoico e acrescentado 1mL da amostra presente na proveta.
Na segunda diluicdo, foram pipetados 0,75mL de agua destilada e acrescentado 0,25mL da
primeira diluicdo (valor total da diluicdo 200x).

Na primeira diluigdo das amostras musculares, foram pipetados 9ml de &cido benzoico
e acrescentado 1mL da amostra presente na proveta. Para a segunda dilui¢do, foram pipetados
0,5mL de agua destilada e acrescentado 0,5mL da primeira diluicdo (valor total da dilui¢do
60x). Na sequéncia, os tubos foram imersos em gelo e 2mL do reativo de antrona foi
adicionado vagarosamente a solugdo. Os tubos foram agitados no vortex e levados ao banho-
Maria a 100°C por 10 minutos. Apoés resfriamento, as amostras foram levadas ao
espectrofotdmetro para realizar a leitura em um comprimento de onda de 620nm. Uma curva
padrdo foi confeccionada a partir de uma solucdo de 0,1% de glicose dissolvida em &cido
benzoico saturado de forma a fornecer solugdes que contenham 20, 30 e 50ug por ImL. Os

resultados foram expressos em porcentagem (%) de glicogénio por tecido.

4.9 ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO

4.9.1 Preparacdo do homogenato e quantificacao de proteinas

No momento da anélise, as aortas e o0s coracdes foram descongelados e pesados. 50-
100 mg de tecido foram macerados e homogeneizados em um agitador vertical (RW20 digital,
IKA®, EUA) com tampao (Tris-Base + EDTA, ortovanadato de sodio e PMSF, em pH 7,4)
durante 1 minuto. Na sequéncia, foram centrifugados a 10000 x g por 10 minutos, a
temperatura de 0°C (modelo NT 805, Nova Técnica, Sdo Paulo, Brasil), para obtengdo do
sobrenadante. Este ltimo foi utilizado para a determinacdo da glutationa reduzida, glutationa
oxidada, espécies reativas ao oxigénio, nitritos e atividades enzimaticas de superdxido
dismutase e catalase no coracéo das proles aos 12 e 18 meses de idade e na aorta toracica das
proles aos 3, 6 e 12 meses de idade. A determinacgéo de proteina foi realizada de acordo com a

metodologia de Bradford e colaboradores (1976).

4.9.2 Avaliacéo dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

A dosagem da glutationa reduzida (GSH) foi realizada em aortas toracicas e no

coracdo de acordo com o método de Hissin e Hilf (1976). O principio desta técnica



70

corresponde a reacdo entre os grupos tiois (SH) da GSH e o composto fluorescente OPT. Para
isto, em um eppendorf foram adicionados 20 pL da amostra (sobrenadante do homogenato
proteico) e 180 uL de tampao fosfato de sédio 0,1 M + EDTA 5 mM (pH = 8). Em uma placa
preta de 96 pogos, foram adicionados 50 pL desta mistura, 140 pl de tampéo fosfato 0,1 M e
10 pl do composto fluorescente (OPT). O branco constituiu apenas de 190 ul de tampao
fosfato 0,1 M e 10 pl de OPT. Apo6s 15 minutos de reacdo em temperatura ambiente e
protegida da luz, a leitura foi realizada em fluorimetro em 350 nm de excitacdo e 420 nm de
emissdo (modelo Varioskan™ Flash, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). Os
resultados foram expressos em nanomol /mg de proteina com referéncia a uma curva padrdo
construida com concentrac@es conhecidas de GSH. O intervalo da curva padrdo variou de 0,2
a 4,8uM.

4.9.3 Avaliacéo dos niveis de glutationa oxidada (GSSG)

A dosagem da GSSG foi realizada em aortas toracicas e no cora¢do de acordo com 0
método de Hissin e Hilf (1976). Para determinagdo das quantidades iniciais de GSSG nas
amostras, torna-se necessario eliminar a GSH das mesmas, mas sem oxida-la a GSSG, o que
levaria a um falso positivo maior. Logo, 25 pl da amostra (sobrenadante do homogenato
proteico) foram incubados por 30 minutos, a temperatura ambiente, com 10 pL de NEM (0,04
M), um composto alquilante que se conjuga com a GSH mas sem oxida-la. Na sequéncia, 430
pl de NaOH (0,1 M) foram adicionados. Um volume de 50 pl desta mistura, 140 pl de NaOH
(0,2 M) e 10 pl de OPT foram pipetados em uma placa preta de 96 pogos e incubados por 15
minutos & temperatura ambiente, protegidos da luz. A leitura foi realizada em fluorimetro com
350 nm de excitagdo e 420 nm de emissdo (modelo Varioskan™ Flash, Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA). Os resultados foram expressos em nanomol/mg de proteina
com referéncia a uma curva padrdo construida com concentracdes conhecidas de GSSG. O
intervalo da curva padréo variou de 0,04 a 2,0uM.

O célculo da razdo GSH/GSSG foi utilizado para estimar o estado redox tecidual.

4.9.4 Avaliacéo indireta da producéo de 6xido nitrico (NO)

Como o NO possui um tempo de meia vida muito curto (1-10s) sua determinacao

torna-se dificil. Desse modo, a mensuragdo de seus metabdlitos, como o nitrito, é mais
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frequentemente utilizada para avaliar a producdo de NO. Os niveis de nitrito foram estimados
utilizando o reagente de Griess, como descrito por Green e colaboradores (2010). Um volume
de 50 puL da amostra (sobrenadante do homogenato proteico) e 50 puL do reagente de Griess
foram adicionados em uma placa de 96 pogos, incubados durante 10 min a temperatura
ambiente. O reagente de Griess é formado por acido sulfanilico e a-naftilamina que se
complexam com o nitrito, formando um composto de diazbnio detectavel por
espectrofotometria em um comprimento de onda de 540 nm (modelo Varioskan™ Flash,
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). Os resultados foram expressos como
nanomol/mg de proteina com referéncia a uma curva padrdo construida com concentra¢fes

conhecidas de nitrito de sédio. O intervalo da curva padrdo variou de 1 a 12uM.

4.9.5 Quantificacdo das Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

A producdo de ROS foi avaliada através do método de Ohkawa, Ohishi e Yagi,
(1979). Trata-se de um ensaio fluorimétrico utilizando o reagente de DCFH-DA, que é
convertido a diclorofluoresceina (DCF). Esse composto é fluorescente, na presenca de ROS.
Um volume de 100 pL da amostra (sobrenadante do homogenato proteico) e 100 pL de
DCFH-DA foram adicionados em uma placa preta de 96 pocos e incubados durante 45 min a
temperatura de 37°C. A fluorescéncia foi mensurada a 504 nm (excitacdo) e 529 nm
(emissdo) (modelo Varioskan™ Flash, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). Os

valores foram expressos em unidades de fluorescéncia por miligrama de proteina.

4.9.6 Atividade enzimatica da catalase (CAT)

A atividade enzimética da catalase foi avaliada de acordo com o método de Aebi
(1984). Um volume de 70 pL da amostra (sobrenadante do homogenato proteico) foi
adicionado a 895 L de tampao de fosfato de sodio pH 7,0. A reacdo iniciou através da adicédo
de 35 pL de H2O, a 300 mM em tampdo fosfato de sodio. A constante (k) da taxa de
decomposicdo de H.O, a temperatura ambiente e pH 7,0, foi determinada por medicdo das
alteracdes de absorbancia durante 2,0 min a um comprimento de onda de 240 nm (Genesys
10S UV-Vis, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). A atividade enzimaética foi

expressa em unidades por miligrama de proteina (U/mg de proteina).
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4.9.7 Atividade total da superoxido dismutase (SOD)

Avaliagdo da atividade enzimatica da SOD foi realizada de acordo com Mishra e
Fridovich, (1972), a temperatura de 25 °C. Um volume de 80 pL da amostra (sobrenadante do
homogenato proteico) foi adicionado a 900 pL de tampdo carbonato de sodio (pH 10,2 em
EDTA 0,1 mM). A reacdo foi desenvolvida através da adicdo de 20 uL de epinefrinaa 30 mM
(0,05% em é&cido acético). A absorbancia foi medida em comprimento de onda de 480 nm
durante 2 minutos (modelo Genesys 10S UV-Vis, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA). Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima que provoca 50% de
inibicdo da oxidacéo de epinefrina. A atividade enzimatica da SOD no tecido foi expressa em

unidades por miligrama de proteina (U/ mg de proteina).

4.10 ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA PELA TECNICA DE WESTERN BLOT

Ap0s descongelamento, as aortas de ambas as proles aos 3, 6 € 12 meses de idade e 0
coracao (ventriculos) das proles aos 12 e 18 meses de idade, foram homogeneizados em
800pL de tampéo de extracdo (3M KCI, 1M Hepes, 1M MgCl.", 0,5M EDTA, 10% glicerol,
1M DTT, 10% SDS, pH 7,4) contendo coquetel inibidor de proteases (1mg/mL de
ortovanadato de sodio, Img/mL de aprotinina, 1Img/mL de leupeptina, 1mg/mL de pepstatina
e Img/mL de PMSF). A concentracédo de proteina foi determinada pelo Método de Bradford.
Extratos proteicos (50ug) foram separados por eletroforese em gel 10% de SDS-
PAGE (Dodecil Sulfato de Sédio-Poliacrilamida) e entdo, transferidos para uma membrana
de PVDF utilizando o Mini Trans-Blot TurboTransfer System (Bio-Rad, Foster City,
California, USA). Em seguida, a membrana foi colocada em solucdo de bloqueio (0,5% de
leite em po6 desnatado em TBS-Tween) durante 1h a temperatura ambiente. Apos lavagem
com Tampé&o Tris Tween -20 (TBST) (0,05M Tris, 0,15M NaCl, pH 7,5 e 1% Tween-20), 3
vezes por 10 min, em temperatura ambiente, as membranas foram entdo incubadas, a 4° C
durante 12 horas, com anticorpo primario especifico para as proteinas de interesse: Nox-4
(1:500) e RAGE (1:500). O anticorpo anti-o actinina (1:10.000) foi utilizado como controle
da reacdo de Western Blot para as aortas e o anti-GAPDH (1:10.000) como controle para as
amostras de coracdo. Apds lavagem das membranas com TBST para remover o anticorpo
primario, os “blots” foram incubados por lh, em temperatura ambiente, com o anticorpo

secundario ligado a peroxidase: anti goat (para Nox4), anti rabbit (para RAGE ¢ a-actinina) e
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anti mouse (para GAPDH). Apés a ligacdo do anticorpo secundario, foi acrescentada uma
solucdo de ECL, que ao reagir com a peroxidase do anticorpo secundario, produziu uma
reacdo quimioluminescente que permitiu a identificagdo de bandas referentes a marcacéo de
proteinas especificas ao anticorpo primario. Estas foram capturadas pelo fotodocumentador
Chemi-Doc™MP System (Bio-Rad Laboratories, Nova lorque, EUA) e quantificadas pelo
“Software” ImageJ 1,44 (National [U1] Institutes of Health, EUA) e pelo Software Image
Lab 5.0 Software (Bio-Rad Laboratories, Nova lorque, EUA).

411 ANALISE HISTOLOGICA DA DEPOSICAO DE COLAGENO E DENSIDADE

CAPILAR

A avaliacdo histologica da deposicdo de coldgeno e a da densidade capilar foi
realizada por metodos anteriormente descritos e validados (KAHN, 2003; GIROIX et al.,
2011; HOWARD et al., 2011). Amostras de tecido cardiaco (ventriculo) de ambos os grupos
aos 18 meses de idade, foram mergulhadas em uma solucdo de formol neutra e tamponada a
10%, por 24 horas. Posteriormente, os fragmentos foram desidratados em alcool etilico em
concentracOes crescentes a 85%, 95%, Absoluto I, Absoluto 11, Absoluto I11, diafanizados
pelo xilol, impregnados e incluidos em parafina. Para cada fragmento foram confeccionados
cortes semisseriados com espessura de 5 pm, utilizando um micr6tomo manual (modelo
Rotary 820, Leyca®, Mannheim, Alemanha). Em seguida os cortes foram fixados em laminas
preparadas com albumina e mantidos em estufa (modelo 315 SE, Fanem, Sdo Paulo, Brasil) a
temperatura de 37 °C, por 24 horas para secagem. Os cortes foram submetidos a técnica de
coloracdo por hematoxilina-eosina (H.E.) para a descri¢do histomorfométrica e picrosirius red
para determinar a deposi¢do cardiaca de coldgeno (+ 15 se¢des de cada amostra). As imagens
histologicas das laminas foram capturadas por camera digital acoplada ao microscépio dptico
sob foco fixo e clareza de campo (modelo E200, Nikon, Toquio, Japdo), obtendo-se 30
campos por animal com aumento final de 400X. As fotomicrografias foram avaliadas
utilizando o software ImageJ versdo 1.44 (Research Services Branch, U.S. National Institutes
of Health, Bethesda, EUA).
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4.12 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados coletados foi realizada no programa GraphPadPrism 5
(GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). Os resultados foram expressos em médias + erro
padrdo da média (e.p.m). O teste t de Student ndo pareado foi utilizado. Para analise de bloco
foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) a duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 VALIDACAO DO MODELO EXPERIMENTAL

Os niveis de glicose em jejum observados nas fémeas foram cinco vezes maiores no
14° dia ap6s a administragdo de STZ (410,0 £ 27,0 mg/dL, n = 6) quando comparados ao
grupo controle (80,0 £ 1,5 mg/dL, n = 6). Verificou-se um quadro de polidipsia, polifagia,
politria (dados ndo mostrados), bem como, reducdo do peso corporal até o final da lactacdo
(CONT, 270,0 £ 3,79 vs. STZ, 200,0 £ 6,19, p < 0,001, n = 6). O peso corpdreo ndo foi
diferente entre os grupos no periodo pré-gestacional (CONT, 230,0 + 5,9g vs. STZ, 240,0 +
6,09, p > 0,05, n =6).

E importante ressaltar que, a taxa de natalidade nas fémeas do grupo controle seguiram
0 padrdo reprodutivo esperado para a linhagem de ratos Wistar, enquanto que as fémeas
diabéticas induzidas por STZ apresentaram ninhadas menores (CONT, 11,0+ 1,0 vs. STZ, 7,0
+0,73,p <0,01, n=6).

5.2 EFEITOS DO DIABETES GESTACIONAL SOBRE O PESO CORPORAL DA PROLE
AO NASCIMENTO, AQCS 3, 6, 12 E 18 MESES DE IDADE

Para evitar a possibilidade de rejeicdo, apenas alguns (n = 8) animais oriundos de ratas
diabéticas foram pesados ao nascimento. Foi observado que o peso corporal (PC) deste grupo
foi significativamente (p < 0,001) reduzido quando comparado ao grupo ND, (5,7 = 0,09 vs.
6,5 £ 0,08g, respectivamente). O PC do grupo DG manteve-se significativamente (p < 0,001)

abaixo do grupo ND nas proles adultas em todas as idades estudadas (Tabela 4).

5.3EFEITOS DO DIABETES GESTACIONAL SOBRE OS PARAMETROS
METABOLICOS DAS PROLES ADULTAS

Aos 3, 6, 12 e 18 meses de idade, os niveis de triglicerideos plasmaticos na prole DG
foram em torno de 70, 40, 69 e 53% respectivamente maiores em relacdo a prole ND. Os
niveis de glicose em jejum, colesterol total e colesterol HDL nas proles ND e DG foram
similares aos 3, 6 e 12 meses. Entretanto, aos 18 meses 0s animais DG apresentaram-se

hiperglicémicos quando comparados aos ND (Tabela 4).
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Tabela 4 - Peso corporal (g) e perfil metabdlico (mg/dL) da prole de ratos expostos ao diabetes
gestacional (DG), induzido por estreptozotocina (50 mg/kg i.p.), comparado aos controles (ND), aos 3,
6, 12 e 18 meses de idade.

Grupo ND Grupo DG
3 6 12 18 Meses 3 6 12 18 Meses
Peso corporal 340,053 410,053 500,0+9,0 590,059 270,0£9,2 ***  340,0+6,0***  420,0£8,0***  500,0£2,2***
Glicose em jejum 76,0+3,7 79,0+2,1 83,0+2,7 80,0+2,9 85,0+3,6 82,0+3,2 84,0+2,4 120,042,2***
Triglicerideos 33,0+3,3 37,0+4,8 49,0£3,2 51,0+2,3 56,0£2,2*** 52,0+£2,9* 83,0+6,8*** 78,0£3,5***
Colesterol total 51,0+2,4 68,0+1,2 72,0+2,7 63,0+2,1 52,0+2,0 64,0+3,3 76,0+3,7 62,0+2,1
Colesterol HDL 33,0+1,8 29,0+1,3 25,0+1,0 29,0+2,1 32,0+1,0 31,0+1,3 25,0+1,7 35,0+4,0

Os valores estdo expressos como média x e.p.m; n = 6; *p < 0,05; ***p < 0,001 vs. ND (ANOVA a
duas vias; pos-teste: Bonferroni).

5.4 EFEITO DO DIABETES GESTACIONAL SOBRE A TOLERANCIA A GLICOSE
INTRAPERITONEAL E A SENSIBILIDADE A INSULINA NAS PROLES ADULTAS

Aos 3 meses de idade, os animais do grupo DG ndo apresentaram intolerancia a
glicose. Contudo, aos 6 meses de idade, os niveis glicémicos apds a administracdo i.p. de
glicose foram significativamente maiores (p < 0,001) no grupo DG aos 15 minutos do teste,
bem como aos 12 meses de idade aos 15 (p < 0,01) e 30 (p < 0,05) minutos quando
comparados ao grupo ND. Aos 90 e 120 minutos a glicemia retornou ao valor basal em todos
0s grupos. Aos 18 meses de idade a glicemia permaneceu significativamente elevada aos 15,
30 e 60 minutos do teste. Estes resultados foram confirmados através do calculo da area sob a
curva (Figura 7). N&o foram observadas diferencas significativas nas concentracdes de glicose
na prole DG aos 3, 6, 12 e 18 meses de idade durante o TTlip, quando comparada a prole ND.
A razdo da constante de decaimento da glicose (KITT) ndo mostrou diferencas estatisticas
entre os grupos DG e ND aos 3, 6 e 12 e 18 meses de idade (Figura 8). Entretanto, o nivel
plasmatico de insulina foi aproximadamente 64% menor nos animais DG aos 18 meses de
idade quando comparados ao grupo ND (Figura 9), bem como os indices HOMA-IR (ND,
22,0 £ 19 vs. DG, 11,0 £ 0,86, p < 0,001, n = 6) e HOMA-B (ND, 1800,0 + 410,0 vs. DG,
240,0 £ 19,0, p < 0,01, n = 6).
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Figura 7 - Tolerancia a glicose intraperitoneal e area sob a curva das proles aos 3 (A), 6 (B), 12 (C) e
18 (D) meses de idade expostas ao diabetes gestacional (DG, triangulos pretos) induzido por
estreptozotocina (50 mg/kg i.p.) comparadas aos controles ndo diabéticos (ND, circulos abertos).
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Figura 8 - Tolerancia a insulina e constante de decaimento da glicose (KITT) das proles aos 3 (A), 6
(B), 12 (C) e 18 (D) meses de idade expostas ao diabetes gestacional (DG, triangulos pretos), induzido
por estreptozotocina (50 mg/kg i.p.), comparados aos controles ndo diabéticos (ND, circulos abertos).
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Figura 9 - Nivel plasméatico de insulina das proles aos 18 meses de idade expostas ao diabetes

gestacional (DG, coluna preta), induzido por estreptozotocina (50 mg/kg i.p.), comparadas aos
controles ndo diabéticos (ND, coluna branca).
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Os valores representam média + e.p.m; **p < 0,01; Teste t de Student ndo pareado; n = 5 animais por
grupo.

5.5 EFEITO DO DIABETES GESTACIONAL SOBRE OS NIVEIS DE GLICOGENIO
HEPATICO E MUSCULAR NA PROLE AOS 3, 6 E 12 MESES DE IDADE

Aos 6 e 12 meses de idade, a concentracdo de glicogénio hepatico (%), apresentou-se
reduzida, em torno de 38 e 55% respectivamente, na prole DG em relacdo a prole ND.
Todavia, ndo foram observadas diferengas significativas na concentracdo de glicogénio
muscular (%) (Tabela 5) entre os grupos DG e ND.

Tabela 5 - Niveis de glicogénio hepéatico e muscular (%) da prole de ratos expostos ao diabetes

gestacional (DG), induzido por estreptozotocina (50 mg/kg i.p.), comparada aos controles (ND), aos 3,
6, e 12 meses de idade.

Grupo ND Grupo DG
3 6 12 Meses 3 6 12 Meses
Glicogénio 5,7+0,05 6,1+0,26 3,1+0,35 5,8+0,43 3,8+0,37*** 1,4+0,10**
hepatico
Glicogénio 0,60+0,02 0,61+0,02 0,31+0,02  0,61+0,02 0,56+0,03 0,28+0,01
muscular

Os valores estdo expressos como média + e.p.m; n = 5; **p < 0,01; ***p < 0,001 vs. ND (ANOVA
a duas vias, pos-teste: Bonferroni).
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5.6 EFEITO DO DIABETES GESTACIONAL SOBRE A EXPRESSAO PROTEICA DA
NOX4 E DO RAGE EM AORTAS DAS PROLES AOQS 3, 6 E 12 MESES DE IDADE E
NO CORACAO DA PROLE AOS 12 E 18 MESES DE IDADE

A expressdo proteica do RAGE e da Nox 4 (Figura 10) ndo foram significativamente
alteradas em aortas oriundas dos grupos experimentais aos 3, 6 e 12 meses de idade. Porém,
no coragdo da prole DG aos 12 e 18 meses, foi observado um aumento na expressao proteica
da Nox4 e do RAGE (Figura 11) quando comparada a prole ND.
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Figura 10 - Expresséao proteica da Nox4 e do RAGE na aorta das proles aos 3 (Ae D), 6 (BeE) e 12
(C e F) meses de idade expostas ao diabetes gestacional (DG, colunas pretas), induzido por
estreptozotocina (50 mg/kg i.p.), comparadas aos controles ndo diabéticos (ND, colunas brancas).
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Figura 11 - Expressao proteica da Nox4 e do RAGE no coragéo das proles aos 12 (A e C) e 18 (B e D)
meses de idade expostas ao diabetes gestacional (DG, colunas pretas), induzido por estreptozotocina
(50 mg/kg i.p.), comparadas aos controles ndo diabéticos (ND, colunas brancas).
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Os valores estdo expressos como média * e.p.m. de trés experimentos independentes. *p < 0,05; **p <
0,01; Teste t de Student ndo pareado, n = 5 animais por grupo.

5.7 EFEITO DO DIABETES GESTACIONAL SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO EM
AORTAS DA PROLE AOS 3, 6 E 12 MESES DE IDADE E NO CORACAO DA
PROLE AOS 12 E 18 MESES DE IDADE

N&o foram observadas diferencas significativas na producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e nitritos, na aorta da prole DG aos 3, 6 e 12 meses de idade quando
comparados aos seus controles (Figura 12). Os niveis de glutationa (GSH) e da glutationa

oxidada (GSSG) (Figura 13), bem como a razdo GSH/GSSG (Figura 14) e a atividade da



83

superdxido dismutase e da catalase (Figura 15) também ndo foram estatisticamente diferentes
entre 0s grupos.

No coragéo da prole DG aos 12 e 18 meses de idade, foi observado uma redugéo nos
niveis de nitritos, aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Figura 16),
bem como uma reducdo nos niveis de glutationa (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) (Figura
17) e na razdo GSH/GSSG (Figura 18). A atividade da superdoxido dismutase e da catalase

(Figura 19) também se apresentaram reduzidas na prole DG quando comparada a prole ND.

Figura 12 - Concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitritos na aorta das proles aos 3
(AeD),6(BekE)e 12 (C e F) meses de idade expostas ao diabetes gestacional (DG, coluna preta),
induzido por estreptozotocina (50 mg/kg i.p.), comparadas aos controles ndo diabéticos (ND, coluna
branca).
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Os valores representam média + e.p.m; p > 0,05; Teste t de Student ndo pareado; n = 5 animais por

grupo.

Figura 13 - Concentracdo de glutationa (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) na aorta das proles aos 3
(AeD), 6 (BekE)e 12 (C e F) meses de idade expostas ao diabetes gestacional (DG, coluna preta),
induzido por estreptozotocina (50 mg/kg i.p.), comparadas aos controles ndo diabéticos (ND, coluna
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Figura 14 - Razdo da glutationa (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) na aorta das proles aos 3 (A), 6
(B) e 12 (C) meses de idade expostas ao diabetes gestacional (DG, coluna preta), induzido por
estreptozotocina (50 mg/kg i.p.), comparadas aos controles ndo diabéticos (ND, coluna branca).
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Figura 15 - Atividade da superdxido dismutase e da catalase na aorta das proles aos 3 (A e D), 6 (B e
E) e 12 (C e F) meses de idade expostas ao diabetes gestacional (DG, coluna preta), induzido por
estreptozotocina (50 mg/kg i.p.), comparadas aos controles ndo diabéticos (ND, coluna branca).
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Figura 16 - Concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitritos no coracdo das proles aos
12 (A e C) e 18 (B e D) meses de idade expostas ao diabetes gestacional (DG, coluna preta), induzido
por estreptozotocina (50 mg/kg i.p.), comparadas aos controles ndo diabéticos (ND, coluna branca).
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5 animais por grupo.
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Figura 17 - Concentracdo de glutationa (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) no coragdo das proles aos
12 (A e C) e 18 (B e D) meses de idade expostas ao diabetes gestacional (DG, coluna preta), induzido
por estreptozotocina (50 mg/kg i.p.), comparadas aos controles ndo diabéticos (ND, coluna branca).
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Os valores representam média + e.p.m; *p < 0,05; **p < 0,01; Teste t de Student ndo pareado; n =5
animais por grupo.

Figura 18 - Raz8o da glutationa (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) no coracao das proles aos 12 (A)
e 18 (B) meses de idade expostas ao diabetes gestacional (DG, coluna preta), induzido por
estreptozotocina (50 mg/kg i.p.), comparados aos controles ndo diabéticos (ND, coluna branca).

M
e
-

(B)

-
v
-
v

]

1

o
L
1

Razdo GSH/ GSSG
(nmol/ mg proteina)
=
©

Razdo GSH/ GSSG
(nmol/ mg proteina)

e
o

e
°

ND-12m ND-18m
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Figura 19 - Atividade da superoxido dismutase e da catalase no coracdo das proles aos 12 (A e C) e 18
(B e D) meses de idade expostas ao diabetes gestacional (DG, coluna preta), induzido por
estreptozotocina (50 mg/kg i.p.), comparados aos controles ndo diabéticos (ND, coluna branca).
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pareado; n = 5 animais por grupo.

5.8 DENSIDADE DOS CAPILARES E FRACAO DE VOLUME DE COLAGENO NO

CORACAO DA PROLE AOS 18 MESES DE IDADE

A fracdo de volume de colageno foi 2x maior (p < 0,01) na prole DG (220,0 £+ 32,0)

quando comparada a prole ND (100,0 £ 14,0). Contudo, a prole DG apresentou menor

namero (p < 0,05) de capilares (82,0 + 4,4) do que a prole ND (100,0 + 6,4) (Figura 20).
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Figura 20 - Fotomicrografias de sec¢fes de coracBes da prole aos 18 meses de idade expostas ao
diabetes induzido por estreptozotocina (50 mg/kg i.p.) no periodo intrauterino (DG, coluna preta e
imagem B) e de controles ndo diabéticos (ND, coluna branca e imagem A).

A)
A B e 7
300-
1
° & 200
w O
kiR
g2
&3 100- I
Qo
0 T
ND-18m DG-18m
(B)
F:
A B i
wm 150+
S
e
=
17
2 100- I
2 *
a.
©
Q
(4]
T 50
o
L
[V}
<
s |
€ 9

ND-18m DG-18m

As seccdes foram coradas pelo Picrosirius red, para avaliacdo da fracdo de volume de colageno
(Figura A), por hematoxilina e eosina (H.E.) para avaliacdo dos nimeros de capilares por fibra (Figura
B) e ampliadas 400 x com visualizacao a luz normal. Os valores estdo expressos como média + e.p.m.;
*p < 0,05; **p < 0,01; Teste t de Student ndo pareado; n = 5 animais por grupo, 150 campos
analisados. Nos cortes corados pela H.E., as setas representam os capilares. Nos cortes corados pelo
Picrosirius red, a coloracdo rosa escuro representa uma maior deposicdo dos feixes das fibras
colagenas no tecido cardiaco.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, nos investigamos os mecanismos moleculares envolvidos na
génese e/ou manutencdo do estresse oxidativo, tais como as vias AGES-RAGE e NADPH
oxidase, em aortas de animais aos 3, 6 e 12 meses e no coracao aos 12 e 18 meses de idade
expostos ao DG. A prole de ambos os grupos foi avaliada quanto aos parametros metabdlicos,
como tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina, niveis glicémicos, perfil lipidico,
glicogénio hepatico e muscular, bem como analise do estresse oxidativo e a expressao
proteica do RAGE e da Nox4 na aorta e no coracdo da prole nas idades mencionadas.

As proles, aqui estudadas foram expostas ao ambiente hiperglicémico, do sétimo dia
de gestacdo até o final da lactacdo. O 7° dia de gestacdo foi escolhido para a administracao de
STZ, visto que a injecdo antes da concepcdo ou no inicio da gestacédo (entre 0 1° e 0 5° dia)
reduz a probabilidade de prenhez e aumenta as taxas de reabsorcdo fetal pelo organismo
materno (SIVAN et al., 1997). Além disso, a STZ ¢ eliminada do organismo dentro de 24
horas, evitando-se assim o periodo de organogénese que ocorre do 8° ao 12° dia de gestacéo
em ratos (OLIN, 1990). Dessa forma, ao contrario de outros estudos (ERIKSSON;
DAHLSTROM; HELLERSTROM, 1983; ERIKSSON; JANSSON, 1984), n6s ndo
evidenciamos filhotes malformados oriundos das mdes diabéticas. Entretanto, 10% das
gestacGes com diabetes induzido por STZ ndo evoluiram até o parto.

E importante ressaltar que, as fémeas diabéticas também apresentaram sinais classicos
da DM, como hiperglicemia, poliuria, polifagia, polidipsia e perda de peso, que persistiram
até o final da lactacdo. Esta reducdo do peso corporal pode estar associada ao aumento da
degradacdo muscular de proteinas estruturais, no catabolismo de lipidios e de proteinas
(KUMAR et al., 2013).

As proles oriundas de maes diabéticas, nasceram com baixo peso e assim se
mantiveram até os 18 meses de idade. Em ratos, essa relacdo é vinculada aos niveis de
glicemia da mée que, quando severamente diabéticas, podem gerar fetos com baixo peso
corporal e/ou malformados (HOLEMANS et al., 1991; EJDESJO; WENTZEL; ERIKSSON
et al., 2012). Neste trabalho as ratas que originaram as proles DG, apresentaram uma glicemia
em jejum >350 mg/dL. Portanto, 0s achados de nosso estudo estdo de acordo com a literatura
e com resultados anteriores da nossa equipe (PORTO et al., 2010; RAMOS-ALVES et al.,
2012). E importante ressaltar que, variagdes no tamanho fetal podem estar relacionadas ao

nimero de fetos por gestacdo. Entretanto em nosso estudo, observamos que as mées
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diabéticas induzidas por STZ apresentaram ninhadas menores quando comparadas as maes
controles.

Canavan e Goldspink (1988) demonstraram que a reducdo do crescimento fetal esta
associada a uma diminuicdo da sintese de proteinas fetais. Além disso, alteracdes na estrutura
da placenta também parecem estar envolvidas na restricdo do peso ao nascimento, visto que a
hiperglicemia pode induzir uma reducéo da proliferacdo do trofoblasto e diminuicéo do fluxo
sanguineo uteroplacentério, prejudicando a transferéncia de metabolitos entre a circulagdo
materna e fetal (ERIKSSON; JANSSON, 1984; GEWOLB et al., 1986; WEISS et al., 2001,
JANSSON; POWELL, 2007).

Estudos prévios também observaram a relacdo entre baixo peso ao nascimento e o
desenvolvimento de resisténcia a insulina e doencas na vida adulta (FORSEN et al., 2000;
OZANNE; HALES, 2000). O retardo no crescimento observado na prole DG até os 18 meses
de idade, pode estar vinculado a disfungdo das células B pancreaticas e consequentemente a
deficiéncia na secrecdo de insulina, como pode ser comprovado pelos indices HOMA-IR e
HOMA-B, bem como pela menor concentracao de insulina plasmatica aos 18 meses de idade.
As alteragdes na expressdo de componentes chaves da cascata de sinalizagdo da insulina no
figado, musculo e tecido adiposo ocorrem antes do desenvolvimento do diabetes e
representam marcadores de restrigdo de crescimento e de risco as doengas cardiovasculares.

A hipertrigliceridemia € um excelente marcador da resisténcia a insulina e €
considerada a principal caracteristica da dislipidemia em pacientes diabéticos
(MOORADIAN, 2009; SCHOFIELD et al., 2016). Sabe-se que a enzima lipase lipoproteica
(LLP) é insulinodependente, dessa forma na auséncia de insulina ou devido a resisténcia a
insulina, a atividade da LLP é reduzida resultando em niveis mais altos de quilomicrons e
triglicerideos (AIRES, 2012). O aumento de triglicerideos indica ndo apenas uma disfuncédo
metabolica, mas também o aumento da peroxidacdo lipidica (MYLONAS; KOURETAS,
1999). A hipertrigliceridemia e a intolerancia a glicose verificada na prole exposta a
hiperglicemia materna, corrobora o conceito de programagcao fetal e sugere um quadro de pré-
diabetes.

Na literatura, ha divergéncias nos parametros metabdlicos de ratos expostos a
hiperglicemia e é possivel que essas diferencas sejam consequentes ao uso do anestésico
ketamina associado a xilazina utilizados na realizagdo da curva de toleréncia a glicose ou da
insulina (GUARINO et al., 2013; CARDOSO et al., 2005; RIBEIRO et al., 2010). Tal fato,

nos levou a escolher o pentobarbital sodico, no intuito de evitar estresse para o animal, uma
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vez que comprovadamente ndo altera os parametros supramencionados (CARDOSO et al.,
2005; GUARINO et al., 2013).

A prole DG nédo apresentou Rl em todas as idades avaliadas, o que indica que a
captacdo e utilizagdo periférica da glicose pelos tecidos-alvo esta dentro dos padrbes de
normalidade. Ademais, em nosso estudo foi observado que a prole DG aos 18 meses de idade
era hiperglicémica e apresentava niveis reduzidos de insulina plasmaticos. Juntos esses dados
descartam alteracdes na sensibilidade dos receptores de insulina e sugerem um
comprometimento na secrecao da insulina provavelmente por alteragdes estruturais a nivel das
células B pancreaticas. Contudo, ao utilizar proles Sprague Dawley expostas a hiperglicemia
materna que fora induzida com 35 mg/kg de STZ no dia zero da gestacdo, Blondeau e
colaboradores (2011) observaram que aos 6 meses de idade as proles eram intolerantes a
glicose, mas apresentavam sensibilidade normal a insulina. Entretanto, na fase adulta mais
tardia, aos 12 meses de idade, as proles desenvolveram RI. Estes autores ainda demonstraram
que a secrecdo de insulina e a analise histomorfométrica do tecido pancreéatico desses animais
ndo foram modificados, sugerindo que a diminuicdo da resposta a insulina ndo esta
relacionada a anormalidades estruturais do pancreas enddcrino e que o diabetes materno néo
alterou a massa de células . Vale salientar que o modelo experimental utilizado por Blondeau
e colaboradores (2011) foi diferente do nosso, no que diz respeito a linhagem animal, dose e
periodo de inducéo da DG.

E ainda possivel que o diabetes materno altere o desenvolvimento de varios 6rgaos,
como por exemplo figado, musculo estriado esquelético e tecido adiposo, que eventualmente
levardo a disfuncdo insulinica na fase adulta (PETROPOULOS et al., 2015). As células B-
pancredticas podem secretar inicialmente niveis normais de insulina, todavia niveis
glicémicos elevados induziria como resposta compensatoria 0 aumento da secrecdo de
insulina, levando a exaustao das células f € uma menor sensibilidade dos 6rgaos periféricos
em absorver a glicose adequadamente.

A reducdo da capacidade de armazenamento de glicogénio hepético, bem como a
intolerdncia a glicose, observada no presente trabalho nas proles adultas expostas a
hiperglicemia na fase gestacional, podem estar relacionadas com modificacbes na
concentracdo de enzimas hepaticas. Alguns autores demonstraram que, animais com diabetes
induzido por STZ apresentaram niveis elevados de glicose-6-fosfatase e frutose-1-6-bifosfato,
além de reducdo dos niveis de hexoquinase (LIU et al., 1994; PARI; SARAVANAN, 2004), o
que prejudica a capacidade hepatica de sintetizar o glicogénio, bem como a conversao e
utilizacdo da glicose pelo figado (ABO-SALEM et al., 2014).
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As alteracBes no metabolismo da glicose e dos lipideos também podem estar
relacionadas as modificacdes morfofuncionais e ao aumento do estresse oxidativo hepatico.
Em estudos prévios realizados por nossa equipe, utilizando o mesmo modelo experimental,
foi demonstrado que a prole exposta a hiperglicemia aos 6 meses de idade apresentou como
pardmetros hepéticos: redugdo do peso do figado, aumento do infiltrado de macréfagos,
hiperplasia de hepatdcitos e reducédo da densidade de vasos (TEIXEIRA-SILVA, 2015), bem
como aumento das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) e redugdo nos niveis
de GSH (LIRA et al., 2015). Estes resultados se coadunam com as observacdes de outros
autores, encontradas em ratos diabéticos (BARNEO et al., 1990; DAS et al., 1996;
THULESEN et al., 1997; DEGIRMENCHI et al., 2002; ZAFAR et al., 2009). H4 uma baixa
probabilidade dessas alteracdes hepaticas na prole serem causadas por efeito direito da STZ,
uma vez que o maior desenvolvimento dos hepatécitos em ratos da linhagem Wistar, ocorre
entre 0 13° e 20° dia de gestacdo (VASSY et al., 1988). E importante ressaltar que a inducio
do diabetes em nosso modelo ocorre no 7° dia gestacional e que a STZ apresenta um tempo
de meia-vida muito curto, de 5 a 15 minutos (SCHEIN; LOFTUS, 1968; ELEAZU et al.,
2013b).

A concentracdo de glicogénio muscular na prole adulta ndo foi alterada pela exposi¢ao
ao DG, e embora o musculo esquelético represente uma das maiores reservas de glicose no
organismo, o glicogénio muscular ndo é disponibilizado para os outros tecidos, pois nao
possui a enzima glicose 6-fosfatase responsavel pela conversdo de glicose 6-fosfato em
glicose (AIRES, 2012).

A interagdo AGEs-RAGE, o aumento da produgédo de ROS derivado da NADPH
oxidase e o0 sistema renina-angiotensina contribuem para a progressdo e o desenvolvimento
das complicacbes cardiovasculares no diabetes (BEDDARD; KRAUSE, 2007; GRAY;
JANDELEIT-DAHM, 2014). Nossa equipe verificou anteriormente, um aumento dos niveis
plasmaticos de AGEs na prole exposta a hiperglicemia materna aos 4 meses (SANTOS, 2011)
bem como, um aumento da expressao proteica do RAGE no tecido cardiaco da prole aos 6
meses de idade, quando comparada a prole controle (TEIXEIRA-SILVA, 2015). Em
continuidade a esses experimentos, resolvemos avaliar a expressdo proteica do RAGE no
coracdo da prole DG aos 12 e aos 18 meses de idade.

No presente estudo houve um aumento significativo da expressao proteica do RAGE
no coracao da prole DG aos 12 e 18 meses de idade. Este resultado é de grande importancia,
visto que a expressdo do RAGE evidencia a forte relacdo entre a exposicao a hiperglicemia no

periodo gestacional e o desenvolvimento do estresse oxidativo na vida adulta. E importante
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destacar que, ao nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que demonstra a expressao
proteica do RAGE no coracdo da prole adulta exposta ao DG. A maioria dos trabalhos
encontrados na literatura também relata 0 aumento da expressdo do RAGE em outros modelos
experimentais, como em animais geneticamente modificados (knockout) e estudos realizados
in vitro utilizando células do mdsculo liso e cultura de cardiomidcitos. Tem-se como
exemplo, camundongos diabéticos (induzidos por STZ) knockout para RAGE em 06rgaos que
expressam apolipoproteina E - apoE (SORO-PAAVONEN et al., 2008), camundongos
knockout global par apoE (BUCCIARELLI et al., 2002), ratos Wistar diabéticos induzidos por
STZ (30mg/ kg, i.p.) alimentados com dieta hiperlipidica, tratados com pioglitazona e
isoproterenol (KHODEER et al., 2016), ratos Long Evans diabéticos induzidos por STZ
(KANG et al., 2016), ratos Sprague-Dawley com diabetes induzido por STZ e alimentados
com dieta hiperlipidica (HOU et al., 2016). Ademais, Bucciarelli e colaboradores (2008)
mostraram que a isquemia-reperfusdo cardiaca levou ao aumento da expressdo proteica de
RAGE em ratos BioBred, um modelo de DM1. Em outro estudo, Tsoporis e colaboradores
(2010) induziram infarto do miocardio em ratos Sprague—Dawley, resultando no aumento da
expressdo de RAGE em cardiomiocitos e apoptose de miocitos.

Contudo, estudos que referenciam o aumento da expressdo do RAGE na prole séo
escassos. Chandna e colaboradores (2015) observaram que o aumento na expressao proteica
do RAGE alterou o desenvolvimento normal do hipocampo e o comportamento da prole de
ratas diabéticas induzidas por STZ. J& em pacientes diabéticos o aumento de RAGE esta
associado com a aterosclerose e o infarto do miocardio (CIPOLLONE et al., 2003;
FALCONE et al., 2013; YAMAGISHI; NAKAMURA; MATSUI, 2017). No entanto, nao
foram encontrados artigos que demonstrem a expressdo proteica de RAGE no sistema
cardiovascular em proles de mées diabéticas nas idades estudadas.

Existem evidéncias que as ROS produzidas pela NADPH oxidase (Nox) parecem ser
uma via comum para as alteracdes hemodinamicas e metabolicas observadas no diabetes
(SHEN, 2010). Em nosso estudo, a expressdao proteica da Nox4, encontra-se elevada no
coracao da prole DG aos 12 e 18 meses em comparacdo a prole ND. Contudo, o papel da
Nox4 no desenvolvimento das complicacdes cardiovasculares ainda é controverso. Estudos
com diversos modelos experimentais demonstraram que 0 aumento da expressédo proteica da
Nox4 no coragdo, pode estar associado ao aumento da produgdo de ROS, apoptose e
diferenciacdo de cardiomidcitos, disfuncdo mitocondrial, fibrose, hipertrofia cardiaca e
comprometimento da contratilidade (KURODA et al., 2010; ZHAO et al., 2015;
MATSUSHIMA et al., 2013; GUO et al., 2014). Em animais diabéticos induzidos por STZ, a
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Nox4 também esta aumentada no coracdo de hamsters (MAEDA et al., 2012); ratos Sprague-
Dawley (GUO et al., 2014) e camundongos transgénicos que superexpressam Myc-1, proteina
envolvida no ciclo celular (THANDAVARAYAN et al.,, 2011). Em outros modelos de
programacado fetal a expressdo proteica da Nox4 também se apresentou elevada, como por
exemplo na prole submetida a inflamag&o materna oriundas de ratas Sprague-Dawley tratadas
com lipolissacarideos (LPS) (ZHANG et al., 2016) e em artérias mesentéricas da prole de
ratas Sprague-Dawley submetidas a dieta pré-natal com alto teor de sacarose (FENG et al.,
2017).

Os efeitos da sinalizagdo dependente da Nox4 parecem estar associados ao tipo de
tecido/ célula ou estagio de desenvolvimento da lesdo. No presente estudo, a expressao
proteica e génica da Nox4 (dados ndo mostrados) na aorta ndo diferiu entre os grupos DG e
ND. Contudo, a expresséo e a funcdo da Nox4 no tecido vascular séo controversas (FULTON;
BARMAN, 2016), mas alguns autores sugerem a participacdo da Nox4 na patogénese
vascular e na aterosclerose diabética (GORIN; BLOCK, 2013). Wendt e colaboradores (2005)
demonstraram que a expressdo proteica de Nox4 ndo estd aumentada na aorta de animais
diabéticos tipo 1 induzidos por STZ, enquanto que Xi e colaboradores (2012) observaram um
aumento da Nox4 em células do masculo liso da aorta de camundongos diabéticos induzidos
por STZ. A expressdo proteica (HWANG et al., 2007; TIAN et al., 2011) e génica (SAN
MARTIN et al., 2007) da Nox4 também se encontram aumentadas em aortas de camundongos
diabéticos db/ db, bem como no musculo liso de ratos Zucker (TONG et al., 2010), estando
relacionada a um aumento do estresse oxidativo e a disfuncéo endotelial.

E possivel que a variagdo na expressdo e localizagdo da Nox4 possa ser influenciada
por fatores como, diferentes modelos experimentais, tipos de leitos vasculares estudados,
pressdo no interior do vaso, bem como a presenca de fatores de crescimento, vasoativos e
inflamatdrios (CHEN et al., 2012). Uma vez que a aorta ndo contribui para a resisténcia
periférica, é provavel que uma vasoprotecdo ndo ocorra em outros leitos vasculares, como nos
vasos de resisténcia (mesentéricas), onde substancias vasodilatadoras desempenham funcgdes
importantes e a propor¢do de endotélio em relacdo a células do musculo liso € maior
(SCHRODER et al., 2012). Alguns autores também acreditam na fungdo vasoprotetora da
Nox4, uma vez que ela preserva a expressdao da eNOS, promove a angiogénese, melhora a
funcdo endotelial e reduz a inflamagio (CRAIGE et al., 2011; SCHRODER et al.,
2012). Estes efeitos sdo consistentes com os estudos de Gray e colaboradores (2016) e Craige

e colaboradores (2015) que destacam o papel protetor da Nox4 na aterosclerose.
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No presente estudo demonstramos ainda o aumento da expressao proteica do RAGE e
da Nox4 no coracdo da prole DG aos 12 e 18 meses. E possivel que 0 aumento da expressao
proteica do RAGE e Nox4 no coracdo da prole DG esteja associado a ativagdo do NF-«xB, os
quais resultam de um aumento na producdo das ROS, contribuindo para uma possivel reducéo
nos niveis de 6xido nitrico, diminuindo a capacidade de defesa antioxidante (BASTA et al.,
2002; SEYMOUR et al., 2010). E importante destacar que, a geracdo das ROS via NADPH
oxidase ativa varias vias de sinalizacdo incluindo o proprio NF-kB, a proteina quinase C
(PKC), o fator de transformacdo do crescimento beta 1 (TGF-B1) e a fibronectina (SEDEEK
et al., 2012). Na prole de diversos modelos experimentais, a via do NF-xkB esta associada ao
desenvolvimento da hipertensdo, do diabetes, da aterosclerose adrtica, da esquizofrenia, da
fibrose do miocéardio, na odontogénese e na morfogénese renal (CANALE et al., 2011; SONG
et al., 2009; KOENERS et al., 2016; DENG et al., 2016; CHEN et al., 2017). Contudo, ndo
houve diferenca na expressdo génica e proteica (dados ndo mostrados) do NF-xB e do IkB,
seu inibidor especifico que o mantém inativo no citoplasma, na aorta da prole DG aos 3 e 6
meses, 0 que ndo deve ser excluido a existéncia de outros niveis de regulacédo neste tecido ou
de diferentes etapas pos-transcricionais.

Os niveis dos produtos avancados de oxidacdo proteica (AOPP) sdo considerados
marcadores confiaveis para estimar o grau de modificacfes oxidativas das proteinas (WEI et
al., 2009). Em resultados anteriores do nosso grupo, observamos que os niveis de AOPP estdo
significativamente aumentados na prole submetida ao DG aos 4 meses de idade, favorecendo
0 aumento do estresse oxidativo e o desenvolvimento de DCV (SANTOQOS, 2011). Utilizando o
mesmo modelo experimental, Teixeira-Silva (2015) demonstrou que a prole aos 6 meses de
idade, exposta ao diabetes materno apresentou niveis aumentados das ROS no tecido
cardiaco, bem como niveis reduzidos das enzimas antioxidantes. Em continuidade aos
experimentos de Teixeira-Silva (2015), avaliamos os marcadores do estresse oxidativo
cardiaco na prole aos 12 e 18 meses de idade e observamos uma reducgdo significativa da
atividade da SOD, CAT e dos niveis de GSH e GSSG, acompanhada pelo aumento dos niveis
das ROS e reducédo dos niveis nitritos, confirmando a existéncia de um estado pré-oxidativo
tecidual.

Evidéncias experimentais e clinicas demonstram que o acumulo das ROS esta
associado ao diabetes ou a obesidade (DONG et al., 2016; CHATTOPADHYAY et al., 2015).
Uma possivel explicacdo para a reducdo da atividade ou expressdo da SOD e CAT, seria a
inativacdo ou glicacdo dessas enzimas (YAN; HARDING, 1997) ou ainda o acumulo

excessivo do radical superdxido e do H202, que podem produzir OH, principal responsavel
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pela peroxidacao lipidica das membranas celulares (PERCARIO, 2010; BARBOSA et al.,
2010; MOHAMADIN et al., 2007). Ademais, o0 aumento na producdo de H>O2 pode inativar a
SOD, assim como uma maior geracdo de radicais superdxido também pode ser responsavel
pela diminuicdo nas atividades da CAT e da GPx (SHARPE et al., 1998; KESAVULU et al.,
2000; KONO; FRIDOVICH, 1982). Em relagdo a reducao dos niveis de glutationa, esta pode
estar relacionada com a diminuicdo da sintese ou da regeneracdo e/ou aumento da
peroxidacdo lipidica como observado por Raza e John (2004) no péancreas de ratos diabéticos
e no figado, rim, cérebro e pele de neonatos de mées diabéticas induzidas por STZ (60mg/kg).

Estudos prévios também relataram reducdo da atividade da SOD, CAT e GSH .,e
estabelecimento do estresse oxidativo no figado, rim e coracdo de ratos diabéticos induzidos
por STZ (KALEEM et al., 2006; YU et al., 2015; ABO-SALEM et al., 2015; AL-NUMAIR et
al., 2015). Na prole de animais diabéticos induzidos por STZ, Forsberg e colaboradores
(1996), Sivan e colaboradores (1997) e em culturas de células embrionarias expostas a
hiperglicemia, Ornoy e colaboradores (1999), demonstraram que a atividade da CAT e da
SOD estavam reduzidas e relacionadas com anomalias congénitas. Kinalski e colaboradores
(2000) observaram que os niveis de GSH e a atividade da SOD apresentaram-se reduzidos no
pulmdo e no figado de neonatos de fémeas diabéticas induzidas por STZ. Reducdo na
expressdo e atividade dessas enzimas também foram observadas em filhos de pacientes
diabéticos tipo 2 (LE BLANC et al., 2012), bem como na prole de outros modelos
experimentais, incluindo a desnutricdo materna (STONE et al., 2016), a exposi¢do pré-natal a
LPS maternos (AL-AMIN et al., 2016), a dieta de cafeteria (BOUANANE et al., 2009) e a
dieta hiperlipidica (ZHANG et al., 2011).

Alguns estudos sdo controversos em relacao a atividade das enzimas antioxidantes em
animais diabéticos induzidos por STZ e sua prole, podendo estar aumentada ou até mesmo
néo apresentar diferencas (SOSENKO; FRANK, 1986; NADERI et al., 2015; CAMARGO et
al., 2017). A variabilidade dos resultados, descritos na literatura, pode ser explicada pela
linhagem dos animais utilizados, valores da hiperglicemia, duragdo do experimento, protocolo
e tecido utilizados, bem como do tipo, localizacdo, concentracdo e natureza das espécies
reativas geradas.

O aumento do estresse oxidativo cardiaco pode conduzir a uma disfuncdo contrétil,
aumentando o risco de desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) (BELL,
2003; POLYAKOVA et al.,, 2004). As ROS modulam o remodelamento da matriz
extracelular e a funcéo de fibroblastos cardiacos, estimulando o colageno e também a ativacao

das metaloproteinases da matriz, bem como a formagdo de citocinas (SIWIK; PAGANO;
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COLUCCI, 2001). A primeira evidéncia da relacdo entre o desenvolvimento da
cardiomiopatia diabética e o estresse oxidativo foi fornecida por Li e colaboradores (1995).
Neste estudo os autores demonstraram que a delecdo génica da Mn-SOD, causou a
cardiomiopatia dilatada e a fibrose cardiaca em camundongos knockout. Reinking e
colaboradores (2009) demonstraram que animais oriundos de ratas diabéticas induzidas por
STZ, apresentaram cardiomiopatia hipertrofica, similar a encontrada em humanos, filhos de
maes diabéticas (FRUSTACI et al., 2000).

Em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa, observamos que a prole aos 4 meses
de idade, exposta a hiperglicemia materna apresentou um aumento de 15,7% na relagcdo peso
dos ventriculos secos / peso corporal e um aumento de 22,44% na fracdo de volume de
colageno, com reducdo na densidade de cardiomidcitos, comprovando a presenca de
hipertrofia e fibrose cardiaca, comum no processo de reparagdo tecidual (OLIVEIRA, 2014).
Aos 18 meses, Da Silva (2015) observou que a hipertrofia cardiaca na prole exposta a
hiperglicemia materna nao so persiste na vida pos-natal, mas também aumenta com a idade.

Estudos em animais diabéticos também demonstraram que a idade pode ser um fator
contribuinte e até mesmo determinante para as alteracbes cardiacas (CLAUSEN, 1963;
WEZAR, 1964; MEDUGORAC, 1982; DOLBER; SPACH, 1987; BURGESS, 2001;
DEBESSA et al., 2001. Nesse contexto, avaliamos a presenca de fibrose cardiaca e rarefagcdo
capilar na prole DG aos 18 meses de idade, visto que o envelhecimento esta relacionado com
0 aumento da rigidez e da fibrose, reducdo da contratilidade, aumento das ROS e disfuncéo
endotelial (KNOWLTON; LEE, 2012).

Os dados histoldgicos do presente estudo revelaram uma grande deposicdo de
colageno (2x maior) no coracdo da prole DG, quando comparada a ND. Sabe-se que em
resposta a hiperglicemia, a fibronectina e o colageno acumulam-se no tecido cardiaco. Este
aumento da matriz extracelular (ECM) parece ser mediado pelo fator de crescimento
transformante beta-1 (TGF B-1) (MAUER; STEFFES; BROWN, 1981). Além disso, € bem
conhecido que, alteracBes na proporc¢do, tipo e didmetro das fibras coldgenas acarretam em
efeitos nas propriedades mecanicas do coracdo (BROWER et al., 2006), aumentando o risco
de arritmias ventriculares, disfuncdo ventricular esquerda e morte stbita (GONZALEZ-
SANTAMARIA et al., 2015). De fato, nossa equipe demonstrou que aos 4 (OLIVEIRA,
2014), 12 e 18 (DA SILVA, 2015) meses de idade, as proles expostas a hiperglicemia materna
apresentaram um comprometimento da resposta [-adrenérgica em preparaces de coracao
isolado, acompanhado de um aumento da pressédo sistolica ventricular esquerda e frequéncia

cardiaca.
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Quanto a rarefacdo capilar encontrada na prole DG aos 18 meses de idade, esta pode
ser uma consequéncia do agravamento do quadro de hiperglicemia que prejudica a perfusao
cardiaca e agrava a disfuncdo do miocéardio. Uma vez que a funcdo mais importante dos
capilares é a troca de nutrientes e produtos metabolicos entre o sangue e o tecido intersticial
(HINKEL et al., 2017). Nesse contexto, as células endoteliais secretam mediadores, como o
oxido nitrico e endotelinas, que modulam as atividades do sistema cardiovascular. Logo, a
estrutura dos capilares permite atender rapidamente a demanda do miocardio as modificacdes
bioldgicas locais (CINES et al., 1998). Segundo alguns autores, a rarefacdo de capilares
seguida de disfuncdo endotelial representa um dos mecanismos envolvidos na insuficiéncia
cardiaca (OKRUHLICOVA et al., 2005; HAN et al., 2009).

Ha& também evidéncias na literatura que a rarefacdo capilar induzida pelo estresse
oxidativo constitui um importante fator de risco para a calcificagdo vascular através da
modulagdo do RAGE (TOWLER, 2011; WANG et al., 2016). Além disso, 0 aumento das
ROS e a reducdo na biodisponibilidade do NO sdo considerados os principais fatores
responsaveis pela rarefacdo capilar no diabetes, bem como na hipertensdo (FRISBEE, 2005b;
KOBAYASHI; DELANO; SCHMID, 2005). Dessa forma, é importante ressaltar que, a
rarefacdo capilar evidenciada na prole DG aos 18 meses de idade, foi acompanhada por
elevacdo dos niveis de glicose plasméticos, menores niveis de insulina bem como aumento do
estresse oxidativo cardiaco e da expressao proteica do RAGE.

No nosso trabalho obtivemos informacdes complementares, visto que como
previamente relatado por nossa equipe, as proles oriundas de maes com DG desenvolveram
hipertensdo arterial a partir dos 6 meses de idade (RAMOS-ALVES et al., 2012) e
continuaram hipertensas aos 12 e 18 meses (DA SILVA, 2015). Anormalidades vasculares
podem estar envolvidas na hipertensdo observada neste modelo, em publicages do nosso
grupo foi observado um aumento na producdo de prostandides derivados da COX-2 na prole
de maées diabéticas, especialmente de tromboxano A2 (TxA2), prostaglandina E2 (PGE2) e
prostaglandina F2o (PGF2a), o que reduziu o relaxamento dependente do endotélio e
aumentou a capacidade de resposta noradrenérgica em AMR (RAMOS-ALVES et al.,
2012a,b). Rocha e colaboradores (2005) e Nehiri e colaboradores (2008) também
demonstraram um aumento da pressdo arterial na prole de animais diabéticos induzidos por
estreptozotocina aos 12 e 6 meses de idade, respectivamente.

Juntos, nossos resultados mostram que a exposi¢do, durante a gestacdo a niveis
elevados de glicemia, programa o metabolismo glicémico e lipidico, com participacdo do

RAGE e do desequilibrio redox no tecido cardiaco da prole na idade adulta. A hiperglicemia
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aumenta a expressao proteica de RAGE, conduzindo a uma maior formacdo das ROS, que
atuam retroalimentando a ativacdo de RAGE, uma vez que o aumento das ROS, derivadas da
NADPH oxidase, também pode aumentar a expressao de RAGE. Nesse contexto, a inibigcdo
do estresse oxidativo pode ser um dos mecanismos moleculares pelo qual antioxidantes e
antagonistas de RAGE bem como, inibidores da NADPH oxidase, poderiam constituir um
potencial alvo terapéutico para a prevencao e tratamento das complicacBes metabdlicas e
cardiovasculares do diabetes, como a cardiomiopatia diabética (Figura 21). Contudo, os dados
do presente trabalho ainda séo limitados para explicar os efeitos do diabetes gestacional sobre
a prole. Dessa forma, estudos futuros envolvendo a participagdo das outras isoformas da
NADPH oxidase, do NF-kB, bem como do sistema renina-angiotensina, S0 necessarios na
tentativa de fundamentar os nossos resultados e melhorar o nosso conhecimento sobre os

mecanismos que relacionam a hiperglicemia materna e suas consequéncias sobre prole.

Figura 21 — Desenho esquematico destacando o papel da glicose no aumento de RAGE, bem como no
aumento do estresse oxidativo derivado da NADPH oxidase para o desenvolvimento das complicagtes
cardiovasculares na prole de animais diabéticos.
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ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the effects of intrauterine exposure to
hyperglycemia (> 350 mg/ dL) induced by streptozotocin (50 mg/kg), AGEs-RAGE pathways
and oxidative stress in aorta and heart from offspring at 3, 6, 12 and 18 months old. Exposure
to the hyperglycaemic intrauterine environment promoted a significant increase in triglyceride
levels, glucose intolerance as well as hepatic glycogen reduction. In thoracic aorta, no
significant differences was observed in the protein expression of RAGE and Nox4. In the
heart, at 12 and 18 months of age, increased protein expression of RAGE and Nox4, increased
oxidative stress and reduced antioxidant defenses were observed. In addition, reduction of
capillary density as well as increased collagen volume fraction was also observed in the
diabetic offspring at 18 months of age. Intrauterine exposure to hyperglycemia induced
disorders in glycemic and lipid metabolism and suggest that the participation of the RAGE-
Nox4-ROS pathway and the redox imbalance are variable between the aortic and cardiac
tissues. In addition, the age of the animal constitutes a factor key to the appearance of
cardiovascular changes.

Keywords: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase, offspring, oxidative stress.
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INTRODUCTION

Clinical, epidemiological and histopathologic evidences provide support for the “fetal
programming theory”, which suggests that stimulus, such as gestational diabetes, that occours
during a critical window of development can leading in permanent alterations on the structure
or function of organs and tissues on both cellular and molecular levels, predisposing the
offspring to chronic diseases later in life [1,2]. Previous studies have shown that
hyperglycemia, with consequent increase in advanced glycation end products (AGEs), is
considered the key factor in the pathogenesis of cardiovascular complications [3].

The formation of AGEs results from glycation and non-enzymatic oxidation of
proteins and lipids. One of the ways in which AGEs exert their pathological effects is the
interaction with the receptor for AGEs (RAGE). RAGE, a member of the immunoglobulin
superfamily, is expressed on the surface of endothelial cells, smooth muscle cells,
macrophages, monocytes, lymphocytes and fibroblasts under physiological conditions.
However, factors such as hyperglycemia, hyperlipidemia and inflammation increase the
expression of RAGE [4]. The AGEs-RAGE interaction activates several signaling cascades
that promote the increase of oxidative stress with the production of reactive oxygen species
(ROS) by the activation of NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) oxidase
and subsequent stimulation of nuclear transcription factor kB (NF-xB) involved in the
regulation of genes related to cell differentiation, apoptosis, as well as immune and
inflammatory responses [5,6].

The factor common to all these stimuli is oxidative stress, which promotes the increase
of ROS. Antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase and glutathione) represent the
body's first line of defense against increased ROS. The protective threshold is directly related
to the function and equilibrium of these enzymes [7]. The mitochondria of the cardiomyocytes
constitute the major source of superoxide radicals, especially in the complexes I and 111 of the
electron transport chain [8]. Superoxide dismutase catalyzes the dismutation of superoxide
radicals in hydrogen peroxide (H20). Catalase, a protein located in peroxisome, catalyzes the
reduction of H.O in oxygen and water [7]. As myocytes have few peroxisomes, the catalytic
activity of the catalase in the heart is only ~ 2% when compared to the liver of humans and
rodents [9,10], which makes the cells of the heart more susceptible to oxidative stress.
Glutathione also reduces H20- to water and acts as a cosubstrate for the activity of glutathione
peroxidase (GPx) [7].
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The enzymatic complex of NADPH oxidase (Nox), stands out as one of the largest
producers of ROS in patients and diabetic animals [11]. Among its main isoforms is the Nox4
[20]. Nox4 is constitutively active being predominantly expressed in the cardiovascular
system and associated with the pathogenesis and development of micro and macrovascular
complications of diabetes, such as retinopathy, nephropathy and diabetic cardiomyopathy
[12].

Studies in our laboratory has shown that resistance mesenteric arteries (MRA), from
offspring at 6 and 12 months-old exposed to gestational diabetes, have a hyperreactive
response to noradrenaline [13,14]. In addition, the activity of sympathetic and nitrergic
innervation is increased in MRA, which could contribute to arterial hypertension [15].
Furthermore, previous results suggest a reduction in cholinergic vasorelaxant activity in aortas
from these offspring [16]. In the present study, we investigated the time-dependent
contribution of oxidative stress and receptor to AGEs (RAGE) in the development of

cardiovascular complications in the offspring of diabetic rats induced by streptozotocin.

MATERIALS AND METHODS

Animal experimentation

Experiments were performed in Wistar rats (Rattus norvegicus) from the colony
maintained at the animal house facility of the Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal de Pernambuco. Animals were housed in transparent plastic cages
(36.5/21.5/18.5cm) on a 12/12-h light/ dark photoperiod. Food and water was available ad
libitum and the room was temperature controlled at 22 + 2 °C. All experiments were
conducted in accordance with the Guide to the Care and Use of Laboratory Animals,
published by the US National Institute of Health (NIH Publications 85-23, revised 1996) and
were approved by the Universidade Federal de Pernambuco Animal Research Ethics Board
(Process 23076.011857 / 2014-81).

Induction of streptozotocin diabetes in pregnant rats
Females aged three months and weighing between 230-250g (n = 20) were used in this

study. Gestational diabetes was induced on the 7th day of gestation by a single intraperitoneal

injection of a buffered (0.01 M citrate pH 4.5) soluction of streptozotocin (Sigma Chem. Co.,
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St Louis, USA) at a dose of 50mg/ kg body weight. The animals were considered diabetic if
their glycemia values were above 200mg/ dL on the 14th day of STZ injection. Control
pregnant rats were treated with buffer only. After delivery, offspring was divided into two
groups: offspring of control dams (OCR) and offspring of diabetic dams (ODR) and were
studied from birth to 3, 6, 12 and 18 months of age. Only the offspring of males were used in

the experiments.

Determination of glycemic homeostasis

To confirm the changes in glucose metabolism, the intraperitoneal glucose
tolerance test (ipGTT) was performed. After an overnight fast (12-hour), animals were
anesthetized with intraperitoneal injection of the sodium pentobarbital (50 mg/ kg) and a
single intraperitoneal injection of the glucose solution (2 g/kg) was delivered. Blood samples
were collected from the tail vein just before for determination of fasting glycaemia (time 0)
and 15, 30, 60, 90 and 120 minutes after glucose injection using test strips and reader (Optium
mini®, Abbott, Chicago, USA).

Insulin tolerance test (iplTT)

After an overnight fast, a glucose tolerance test (ipITT) was performed to
measure peripheral insulin resistance. Animals of both groups were anesthetized with
intraperitoneal injection of the sodium pentobarbital (50 mg/ kg of body weight) and a single
intraperitoneal injection (1.5 U/kg of body weight) of the Regular Insulin (Humulin® R,
LillyFrance S.A.S., Fegersheim, France), was delivered. Blood samples were collected from
the tail vein just before for determination of fasting glycaemia (time 0) and 5, 10, 15, 20, 30
minutes after glucose injection using test strips and reader (Optium mini®, Abbott, Chicago,
USA). For insulin sensitivity, the first-order rate constant for glucose disappearance (KITT)
was estimated from the slope of regression line of In plasma glucose compared with time,
according to the formula KITT = In2/t1/2 x100, at 0-30 minutes after delivery of the insulin

bolus.
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Biochemical parameters

After overnight fasting (12 h), the animals of both groups were anesthetized with
intraperitoneal injection of the sodium pentobarbital (50 mg/ kg). Blood samples were
collected from the retro-orbital sinus with a glass capillary, to determination of total
cholesterol and fractions, triglycerides and serum glucose levels using commercial enzymatic
Kits (Labtest®). Plasma insulin levels of 18-months-old offspring were evaluated by enzyme-
linked immunosorbent assay (Elisa; Millipore®, Abacus AIS, Brisbane, Queensland,

Australia).

Procedures for obtaining samples

All animals were euthanized under anesthesia (Sodium Pentobarbital, 50mg / kg of
body weight). After thoracotomy, the heart of the offspring at age 12 and 18 months and the
thoracic aorta from offspring at age 3, 6 and 12 months old were removed and washed, stored
in cryogenic tubes and immersed in liquid nitrogen (196°C). The liver and the anterior tibial
muscle from OCR and ODR at age 3, 6 and 12 months of life were removed for glycogen

determination.

Determination of glycogen in liver and muscle by use of anthrone reagent

Determination of glycogen in liver and muscle were assessed according to the
method of the Carrol et al [16]. Tissue sample of the tibial anterior muscle and liver (500mg)
at age 3, 6 and 12 months of life were assessed. The procedure involves digestion of tissue in
boiling NaOH, deproteinization of the alkaline digest with benzoic acid and color production
with anthrone reagent. The product of a reaction was determined using spectrophotometer at
620nm.

Oxidative Stress Markers Analysis

a) Preparation of tissue homogenate and protein quantitation

The heart of the offspring at age 12 and 18 months and the thoracic aorta of offspring
at age 3, 6 and 12 months of life were assessed. Samples were homogenized with buffer (Tris-
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Base + EDTA), pH 7.4 to obtain the supernatant and determination of the biomarkers of stress
oxidative. Protein concentration was determined by Bradford et al. [17]. All assays were

performed in duplicate.

b) Assessment of glutathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG) levels

GSH and GSSG were assessed according to the method of the Hissin and Hilf [18]
adapted, based on the reaction with o-phthalaldehyde. Fluorescence was measured in the
microplate reader at 350nm excitation and 420nm emission. GSH and GSSG concentration of

the samples was expressed as nanomoles per milligram (hanomol/ mg) of protein.

d) Evaluation of the production of nitric oxide

Nitrite levels were estimated using Griess's reagent, as described by Green et al. [19]
adapted. The absorbance was measured in the microplate reader at 540nm. The results were

expressed nanomoles per milligram (nmol/ mg) of protein.

e) Quantification of Reactive Oxygen Species (ROS)

The production of ROS was evaluated by the method of Nijimeh et al [20] apapted.
The fluorescence of the DCF (2',7'-dichlorofluorescein) was measured in the microplate
reader at 504nm excitation and 529nm emission. Values were expressed in units of

fluorescence per milligram of protein (U/mg protein).
f) Catalase enzymatic activity

Catalase enzymatic activity was evaluated according to Aebi [21] adapted. The
decomposition rate constant (k) was determined by measuring the absorbance changes at 10
seconds for 2,0 minutes at 240nm. The enzyme activity was expressed in units per milligram

of protein (U/mg protein).

g) Superoxide dismutase activity
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Evaluation of the superoxide dismutase enzymatic activity was performed according to
Mishra and Fridovich [22] adapted. The absorbance was measured at 480nm for 2 minutes. A
unit of SOD was defined as the amount of enzyme that causes 50% inhibition of epinephrine
oxidation. The superoxide dismutase enzymatic activity in tissue was expressed in units per

milligram of protein (U/mg protein).

Western blot analysis

Aortas samples in the offspring at age 3, 6, 12 months-old and the hearts samples from
from offspring at age 12 and 18 months of life were homogenized in 800 uL of lyses buffer
(3M KCI, 1M Hepes, 1M MgCl,") containing protease inhibitors (1mg/ml orthovanadate,
Img/ml aprotinin, Img/ml leupeptin, Img/ml pepstatin, and 5m EDTA, 10% glycerol, 1M
DTT, 10% SDS, pH 7.4) Protein concentration was determined by Bradford. Protein extracts
(50 pg) were separated by 10% SDS-PAGE gel electrophoresis (Sodium Dodecyl Sulphate-
Polyacrylamide) and then transferred onto a PVDF (GE Healthcare) membrane. After
blocking with 0,5% blotting grade milk, for 1h at room temperature. After washing with Tris
Tween-20 Buffer (TBST) (0.05M Tris, 0.15M NacCl, pH 7.5 and 1% Tween-20), 3 times for
10 min at room temperature, the membranes were then incubated, with the following dilutions
of primary antibody overnight at 4°C: anti-Nox-4 (1:500; Cell Signaling Technology) and
anti-RAGE (1:500; Cell Signaling Technology). The membrana was then washed three times
with TBST before being probed with either a horseradish peroxidase-conjugated anti-goat (for
Nox4) and anti-rabbit (for RAGE). Protein signals were visualized using enhanced
chemiluminescence reagentes and quantified by performing densitometry using ImageJ 1.44
Software (National [U1] Institutes of Health, USA and Chemi-Doc MP System-Bio-Rad
Software. Anti-alpha-actinin (1:10.000) was used as control of the reaction for aortas and anti-
GAPDH (1:10.000) as a control for the heart samples.

Quantitative Histomorphometry

Light microscopic quantification of collagen volume fraction (CVF) has previously
been described and validated [23,24]. The histomorphometric analysis of the biopsy samples
was performed on hematoxylin and eosin, and Picrosirius Red—stained 4-um-thick sections of
tissue (x15 sections of each sample). Images of these sections were acquired with a projection

microscope. Subsequent image analysis with Imagej software was performed to determine
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extent of reactive interstitial fibrosis, which was expressed as CVF (%). The cardiomyocytes
(cmy) and cardiac interstitium (focusing on the capillary) was analyzed by light microscopy
[25].

Statistical analysis

All results were expressed as means = SEM values. Statistical analysis was performed
using the unpaired Student’s t test and two-way Anova (analysis of variance) when

appropriate and the post-test of Bonferroni. Statistical significance was defined as p < 0.05.

RESULTS

Validation of the experimental model

Glucose levels were significantly elevated (p < 0.001) on day 14 after administration
of STZ (410.0 £ 27.0 mg/dL, n = 7) when compared to the control females group (80.0 + 1.5
mg/dL, n = 7). Polydipsia, polyphagia, polyuria, as well as, body weight reduction (data not
shown) were also observed, confirming the DM. The length of gestation was similar between

the experimental groups (data not show)

Effect of gestational diabetes on the body weight and the serum levels of biochemical

parameters in the offspring 3, 6, 12 and 18 months of age

To avoid the possibility of rejection, only a few (n = 8) animals from diabetic rats
(ODR) were weighed at birth. Body weight of pups were significantly (p < 0.001) lower in the
offspring of diabetic dams compared to controls (5.7 £ 0.092 g vs. 6.5 + 0.077g, respectively).

The weight gain of offspring ODR at 3 and 6 months remained lower (p < 0.001, p <
0.01, respectively) compared to offspring OCR, as well as at 12 and 18 months of age (p <
0.05; p < 0.05, respectively).

ODR presented plasma triglyceride levels significantly (p < 0.001, p < 0.05, p < 0.01,
p < 0.001, respectively) higher compared to OCR. The levels of glucose, total cholesterol and
HDL cholesterol did not differ between groups at 3, 6 and 12 months; however, at 18 months,

plasma glucose and triglyceride levels were elevated when compared to OCR. The body
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weight and the serum levels of biochemical parameters evaluated at 3, 6, 12 and 18 months of

age is shown in Table 1.

Effect of gestational diabetes on the glucose tolerance tests (ipGTT) and on the insulin

tolerance tests (ipITT) from offspring 3, 6, 12 and 18 months of age

At age 6 months, glycemic levels during ipGTT following i.p. of glucose was
significantly higher (p < 0.001) in the ODR at 15 minutes of the test, as well as at age 12
months at 15 (p < 0.01) and 30 (p < 0.05) minutes, when compared to OCR. At age 18
months, glycemia remained greater at 30 and 60 minutes of the test (data not shown). These
results were confirmed by calculation the area under the curve (data not shown). There were
no significant differences in glycemia in the experimental groups at age 3, 6, 12 and 18
months in the insulin tolerance tests (ipITT) (data not shown). The area under the curve of the
insulin tolerance tests (ipITT) and variation ininsulin-sensitivity index (KITT) scores did not
show statistically differences between the groups with 3, 6 and 12 months of age (data not
shown). However, plasma insulin levels were reduced (p < 0.01) in 18-month-old animals
compared to OCR (4.1 £0.41 OCR vs. 1.1 £ 0.16 ng/mL ODR, n =5),

Effect of gestational diabetes on levels of liver glycogen and muscle glycogen in the

offspring 3, 6 and 12 months of age

At age 6 and 12 months, levels hepatic glycogen (%) was significantly reduced (p
<0.001) in the ODR when compared to OCR (Table 2). However, no significant differences
were observed in levels muscle glycogen (%) between the experimental groups at age 3, 6 and

12 months (Table 2) when compared to controls.

Effect of gestational diabetes on oxidative stress markers in aortas from offspring 3, 6

and 12 months of age and in heart from offspring 12 and 18 months of age

No significant differences were observed in reactive oxygen species (ROS) and nitrites
production, from aorta ODR 3, 6 and 12 months of age when compared to their controls. The
levels of antioxidant enzymes: glutathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG),

superoxide dismutase (SOD) activity and catalase (CAT) activity were similar.
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In the heart from ODR 12 and 18 months of age, a decrease in nitrite levels was
observed, increased ROS production, as well as reduction in GSH and GSSG levels. The SOD
and CAT activity were also decreased in ODR when compared to OCR. The oxidative stress
markers evaluated at 3, 6, 12 and 18 months of age is shown in Table 3.

Effect of gestational diabetes on RAGE and Nox4 expression in aortas from offspring 3,
6 and 12 months of age and in heart from offspring 12 and 18 months of age

The expression of RAGE protein and Nox 4 (Figure 1) were not significantly altered
in aortas from the experimental groups at 3, 6 and 12 months of age.

In the heart of ODR at agel2 and 18 months, was observed an increase in protein
expression of Nox4 and RAGE (Figure 2) when compared to OCR.

Capillary density and collagen volume fraction in heart of the offspring 18 months of

age

In picrosirius red—stained sections, collagen volume fraction was higher (p < 0.01) in
ODR (220.0 £ 32.0) than O-CR (100.0 + 14.0). Additionally ODR (82.0 + 4.4) showed
capillary rarefaction (p < 0.05) when compared with OCR (100.0 + 6.4) (Figure 3).

DISCUSSION

In the present study, we have investigated the possible mechanisms involved in the
genesis and / or maintenance of oxidative stress by the activation of the RAGE and Nox4 in
aorta and heart from exposed rats to gestational diabetes. The offspring from both groups
were evaluated by metabolic parameters, such as glucose tolerance and insulin sensitivity,
glycemic levels, lipid profile, hepatic and muscular glycogen, as well as oxidative stress and
protein expression of RAGE and Nox4 in aorta and heart. The offspring studied here, exposed
to the hyperglycemic environment, from the seventh day of gestation to the end of lactation,
were born with low weight and thus maintained until adulthood. In rats, low birth weight is
linked to the mother's glycemia levels, which when severely diabetic can generate fetuses
with low body weight and / or malformed [26,27]. Thus, the findings of our study are in
agreement with the literature and previous results of our team [26,27,29], since the offspring
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came from mothers with glycemia >350 mg / dL. Canavan e Goldspink [28] believe that
reduced fetal growth is associated with a decrease in protein synthesis.

Hypertriglyceridemia and glucose intolerance in offspring exposed to maternal
hyperglycemia corroborates with the concept of fetal programming and suggests a pre-
diabetes condition. Hypertriglyceridemia indicates metabolic dysfunction and increase of lipid
peroxidation [29]. In the literature, there are differences in metabolic parameters of rats
exposed to hyperglycemia [30,31]. This difference, probably, is due to the use of the ketamine
anesthetic associated with xylazine that can alter glucose levels [32] and the insulin tolerance
test [33]. This fact led us to choose of sodium pentobarbital, since it does not induce changes
in plasma glucose and insulin levels [33].

The DG offspring did not present IR at all ages evaluated, indicating that peripheral
glucose uptake and utilization by target tissues is inside of normal range. Together, these data
suggest a compromise in insulin secretion, probably due to structural changes at pancreatic 3-
cell level.

It’s possible that reduction of hepatic glycogen storage capacity as well as the glucose
intolerance observed in our study from ODR at 6 and 12 months of age is thought to be
related to changes in liver enzyme concentration as glucose-6-phosphatase, fructose-1-6-
bisphosphate and hexokinase [34-36]. Additionally, histological damages and the increase in
oxidative stress found in the liver would also have a role in the decrease of hepatic glycogen
found from ODR [37,38]. It is important to note that the greater development of fetal liver
volume and hepatocytes in Wistar rats occurs between the 13th and 20th day of gestation, in
such a way it is ruled out a probability of the histological changes are caused by the
administration of STZ on the 7th day of gestation [39]. Worth to be mentioned that muscular
glycogen concentration from ODR was not affected by exposure to gestational diabetes, since
the muscle lacks the enzyme glucose 6-phosphatase [40].

Chronic hyperglycemia plays a key role in the pathogenesis of cardiovascular disease
in diabetes, since it promotes the increase of AGEs and the RAGE receptor [3,4]. Our team
previously verified an increase in plasma levels of AGEs in offspring exposed to maternal
hyperglycemia at 4 months [41] as well as an increase in RAGE expression in cardiac tissue
of offspring at 6 months of age, when compared to control offspring [37]. After this
experiment, we decided to evaluate the protein expression of RAGE in the heart of DG
offspring at 12 and 18 months of age.

In the present study there was a significant increase in RAGE expression in ODR heart

at 12 and 18 months of age when compared to OCR. This result is very important, since the
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expression of RAGE shows a strong relationship between expose to hyperglycemia in the
gestational period and the development of oxidative stress in adult life. To our knowledge, our
study is the first to show the RAGE expression in the heart of offspring exposed to gestational
diabetes in different ages. In the literature is possible find papers which also report increased
RAGE expression in genetically modified knockout animals and in vitro studies using smooth
muscle cells and culture of cardiomyocytes [42,43,44], but studies showing the RAGE
expression increase in offspring are poor. Chandna et al. [45] observed that increased RAGE
expression of RAGE altered normal hippocampal development and offspring behavior of
diabetic rats. However, no articles were found demonstrating the protein RAGE expression in
offspring’s cardiovascular system from diabetic mothers in the studied ages. In diabetic
patients, the increase of RAGE is associated with atherosclerosis and myocardial infarction
[46-48].

There is evidence that ROS produced by NADPH oxidase appears to be a pathway
commonly observed in hemodynamic and metabolic changes [49]. In our study the protein
Nox4 expression was increased in heart of DG offspring at 12 and 18 months of age, when
compared to ND offspring. However, the role of Nox4 in the development of cardiovascular
complications is still controversial [50-53]. In fetal programming models, the Nox4
expression was increased, in offspring subjected to maternal inflammation from
lipolysaccharide (LPS) treated rats [54] and in mesenteric arteries of offspring from rats
submitted to prenatal diet with high sucrose content [55].

The effects of Nox4-dependent signaling appear to be associated with the type of
tissue / cell or stage of lesion development. The proteic of Nox4 in the aorta did not differ
between the gestational diabetes and control groups. However, the expression and function of
Nox4 in vascular tissue are controversial [56,57], but some authors suggest the participation
of Nox4 in diabetic atherosclerosis [58] and vasoprotective function [59,60]

The variation in the expression and location of Nox4 can be influenced by factors as
experimental models, vascular beds studied, pressure inside the vessel, as well as the presence
of growth factors, vasoactive and inflammatory [12]. Since the aorta does not contribute to
peripheral resistance, vasoprotection is not likely to occur in other vascular beds, such as in
vessels of resistance (mesenteric), where vasodilatory substances play important roles, and the
proportion of endothelium to muscle cells is more extensive [61]. This may explain why in
our study there was no change in the protein Nox4 expression in aorta of adult offspring,
which corroborates with the previus results of our laboratory that did not find changes in

vascular reactivity conductance arteries at 3 and 6 months of life (thoracic aorta) [15].
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Using the same experimental model, Teixeira-Silva [37] demonstrated that offspring at
6 months of age exposed to maternal diabetes presented increased ROS levels in cardiac
tissue, as well as decreased antioxidant enzymes levels. Following the Teixeira-Silva
experiments, we evaluated the markers of cardiac oxidative stress in the offspring at 12 and
18 months of age, demonstrating a significant reduction in the activity of superoxide
dismutase, catalase and glutathione, accompanied by increased levels of ROS and nitrite
reduction in ODR heart at 12 and 18 months of age, compared to OCR. These data confirm
the existence of a pro-oxidative tissue state, contributing to the development of cardiovascular
complications. Experimental and clinical evidence demonstrates that ROS accumulation is
associated with diabetes or obesity [62,63]. A possible explanation for the reduction of the
activity or expression of superoxide dismutase and catalase would be inactivation or glycation
of these enzymes [64] or excessive accumulation of the superoxide radical and H20., which
may produce the hydroxyl radical (OH), the main responsible for the lipid peroxidation of cell
membranes [65]. In addition, increased H.O. production may inactivate superoxide
dismutase, as well as increased generation of superoxide radicals may also be responsible for
decrease in catalase and glutathione peroxidase activities [66,67]. In relation to reduction of
glutathione levels, this may be related as decreased synthesis or regeneration and / or
increased lipid peroxidation, as observed by Raza and John [68] in the pancreas of diabetic
rats and in the liver, kidney, brain of neonates from diabetic mothers induced by STZ (60mg /
kg).

Previous studies have also reported reduced activity of superoxide dismutase, catalase
and glutathione and establishment of oxidative stress in the liver, kidney and heart of diabetic
rats [69-71] and in the offspring of diabetic animals [72-75]. Reduction in the expression and
activity of these enzymes were also observed in children of type 2 diabetic patients [76], as
well as in the offspring of other experimental models [77-79].

Increased cardiac oxidative stress in the may lead to an increased contractile
dysfunction of heart and risk to develop congestive heart failure (CHF) [80]. The ROS
modulate the remodeling of the extracellular matrix and the function of cardiac fibroblasts,
stimulating the collagen and matrix metalloproteinases activation, as well as the formation of
cytokines [81].

In previous studies of our team, we observed that offspring at 4 months of age exposed
to maternal hyperglycemia presented an increase in cardiac ventricular dry weight/body
weight ratio of 15.7% and 22.44% of collagen fraction, with reduction in cardiomyocyte

density, confirming the presence of hypertrophy and cardiac fibrosis, common in the tissue
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repair process [82]. At 18 months, Da Silva [83] observed that cardiac hypertrophy in
offspring exposed to maternal hyperglycemia not only persists in postnatal life, but also
increases with age. In this context, we decided to evaluate the presence of cardiac fibrosis and
capillary rarefaction in offspring DG at 18 months of age, since aging is related to increased
rigidity and fibrosis, reduced contractility, increased ROS levels and endothelial dysfunction
[84].

Our histological data revealed a large collagen deposition (2x greater) in the DG
offspring heart, when compared to ND. It is well known that changes in the proportion, type
and diameter of collagen fibers lead to effects on the mechanical heart properties [84]. The
myocardial function affected by this process may increase the risk of ventricular arrhythmias,
as well as the myocardial remodeling process, which is closely related to left ventricular
dysfunction and sudden death [85]. In fact, our team demonstrated that at 4 [82], 12 and 18
[83] months of age, the offspring exposed to maternal hyperglycemia present a compromised
B-adrenergic response in isolated heart preparations (Langendorff), accompanied by an
increase in left ventricular systolic pressure and heart rate.

Regarding of capillary rarefaction found in DG offspring at 18 months of age, it may
also be involved in the pathogenesis of myocardial dysfunction and demonstrates that
intrauterine environment may exert influences on microcirculation remodeling. It is important
to remember that oxidative stress induces capillary rarefaction is also an important risk factor
for vascular calcification through the modulation of RAGE [86]. Increased ROS and reduced
bioavailability of nitric oxide are considered the main factors responsible for capillary
rarefaction in diabetes, as well as in hypertension [87,88]. As previously reported by our
team, offspring from mothers with DG is hypertensive at 6 months of age [14] and remained

hypertensive at 12 and 18 months [83].

CONCLUSION

In summary, this study demonstrated the activation of the RAGE and cardiac oxidative
stress in the DG offspring heart at 12 and 18 months of age. According to our results,
hyperglycemia increases the expression of RAGE leading to a higher formation of ROS,
which acts as a positive feedback potentiating the activation of RAGE, since the increase of
ROS derived from Nox4 can also increase the expression of RAGE. In this context, the
inhibition of oxidative stress, which probably results from the activation of this pathway, may

be one of the molecular mechanisms by which RAGE antioxidants and antagonists as well as
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Nox inhibitors may constitute a potential therapeutic target for the prevention and treatment of
diabetic metabolic and cardiovascular complications, such as cardiomyopathy. However, data
of present study are still limited to explain the effects of gestational diabetes on offspring.
Therefore, future studies involving the participation of other NADPH oxidase isoforms, NF-
kB, as well as the renin angiotensin system are necessary to substantiate our results and
improve our knowledge on the mechanisms that relate maternal hyperglycemia and its

consequences on offspring.
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Table 1: Body weight (g) and serum levels of biochemical parameters (mg/dL) in the
offspring of control mothers (OCR) and offspring rats from diabetic mothers (ODR) 3, 6, 12

and 18 months of age

Parameters
OCR ODR
3 6 12 18 Months 3 6 12 18 Months
Body weight ~ 340.045. 410.045.3 500.0£9.0 590.0+5.9 270.0£9.2***  340.046.0***  420.04#8.0***  500.0+2.2***
3
Glucose 76.0+3.7 79.0+2.1 83.0+2.7 80.0+2.9 85.0+3.6 82.0+3.2 84.0+2.4 120.0+2.2%**
Triglycerides  33.0+3.3 37.0+4.8 49.0+3.2 51.0+2.3 56.0+2.2*** 52.0+2.9* 83.0+6.8 *** 78.0£3.5%**
Total 51.0£2.4 68.0£1.2 72.0£2.7 63.0+2.1 52.0£2.0 64.0£3.3 76.0£3.7 62.0+2.1
cholesterol
HDL 33.0£1.8 28.0£1.2 25.0£1.0 29.0+2.1 31.0£1.0 31.0£1.3 25.0£1.7 35.0+4.0
cholesterol

Values are means £ SEM for seven animals for each experimental group. Comparisons were made using two-
way ANOVA. Asterisks denote significant statistical differences (*p < 0.05; ***p < 0.001).
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Table 2: Levels of liver and muscle glycogen (%) from offspring of control mothers (OCR)
and offspring rats from diabetic mothers (ODR) 3, 6 and 12 months of age

Levels of Glycogen

OCR ODR
3 6 12 Months 3 6 12 Months

Liver 57£0.05 6.1+0.26 3.1+0.35 5.8+0.43 3.8+0.37+ 1.4+0.10*
glycogen

Muscle 0.60+0.02 0.61+0.02 0.31+0.02 0.61+0.02 0.56+0.03 0.28+0.01
glycogen

Values are means + SEM for five animals for each experimental group. Comparisons were made using two-way
ANOVA. Asterisks denote significant statistical differences (**p < 0.01; ***p < 0.001).
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Table 3: Effect of gestational diabetes on oxidative stress markers in aortas from offspring 3,
6 and 12 months of age and in heart from offspring 12 and 18 months of age

Oxidative stress markers (nmol/ mg of protein)

Groups

Aorta
OCR-3m
ODR-3m

OCR-6m
ODR-6mM

OCR-12m
ODR-12m

Heart
OCR-12m
ODR-12m

OCR-18m
ODR-18m

ROS

110.0+3.40

110.0£3.50

220.0+14.0
190.0+88.0

110.0£3.5
110.0+3.6
290.0+19.0
380.0+23.0*

240.0£31.0
380.0+£21.0***

Nitrite

3.6+0.27

3.1+0.14

4.5+0.17
4.1+0.27

10.0+0.86

11.0+0.37

13.0+0.13
5.2+0.13**

13.0+0.19
6.1+0.05*

GSH

7.9+2.40

7.8+3.30

9.6+4.2
8.8+3.8

10.0+4.8
10.0+2.6

11.0+0.69
7.8+0.47**

15.0+0.77
12.0+0.64*

GSSG

4.4+0.23

4.5+0.32

5.7+0.22
5.5+0.34

8.8+0.62
7.6+0.78

12.0+0.87
9.6.0+0.64*

15.0+0.46
13.0+£0.86*

SOD

5.7+0.32

6.4+0.36

11.0+0.23
10.0+0.28

11.0+0.10
10.0+0.30

11.0+0.036
7.8+0.06***

15.0+0.17

7.4+0.07**

Catalase

1.3+0.15

1.2+0.13

2.0+0.23
2.1+0.11

1.5+0.22
1.7+0.15

1.3+0.80

0.99+0.03**

1.2+0.10

0.82+0.09*

Values are means + SEM for seven animals for each experimental group. Comparisons were made using unpaired Student’s
t-test. Asterisks denote significant statistical differences (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). ROS, reactive oxygen

species; GSH, glutathione; GSSG, oxidized glutathione; SOD, superoxide dismutase.
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Figure 1: Expression of RAGE and Nox4 protein in aortas of the offspring of control mothers
(OCR, white bar) and diabetic mothers (ODR, black bar) at age 3 (A and D), 6 (B and E) and
12 (C and F) months. Values are means + SEM for five animals for each experimental group.
Three independent experiment vyielded similar results. Nox4 protein expression was
normalized to a-actinin. Comparisons were made using unpaired Student’s t-test. Asterisks
denote significant statistical differences (p > 0.05).
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Figure 2: Expression of RAGE and Nox4 protein in heart of the offspring of control mothers
(OCR, white bar) and diabetic mothers (ODR, black bar) at age 12 (A and C) and 18 (B and
D) months. Values are means £ SEM for five animals for each experimental group. Two
independent experiment yielded similar results. Nox4 protein expression was normalized to
GAPDH. Comparisons were made using unpaired Student’s t-test. Asterisks denote
significant statistical differences (*p < 0.05; **p < 0.01).
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Figure 3. Collagen volume fraction (A) and identification of capillary rarefaction to fiber (B)
in heart muscle in the offspring of control mothers (OCR, white bar and image A) and
diabetic mothers (ODR, black bar and image B) at age 18 months. Values are means + SEM
for five animals for each experimental group. Comparisons were made using unpaired
Student’s t-test. Asterisks denote significant statistical differences (*p < 0.05; **p < 0.01).
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ANEXO A - PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA
UFPE



Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 B1l) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 10 de julho de 2014.
Oficio n® 28/14

Da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof.? Gloria Isolina Boente Pinto Duarte
Departamento de Fisiologia e Farmacologia
Universidade Federal de Pernambuco
Processo n® 23076.011857/2014-81

Os membros da Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Diabetes gestacional Induzido por
estreptozotocina: contribuigdo do estresse oxidativo e enzimas NADPH oxidase
no desenvolvimento de lesdes vasculares na prole.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais séo
adotadas como critérios de avaliagéo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: Biotério do Departamento de Fisiologia e Atenciosamente,
Farmacologia da UFPE; Animais: rato heterogénico; Linhagem;
Wistar; Sexo: machos com 3, 6 e 12 meses de idade e 200-
500g de peso; Fémeas com 3 meses de idade e com peso de
200-250g; Numero de animais previsto no protocolo: 64.
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