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RESUMO



Elevados niveis de hiperglicemia durante a gestacdo pode ter consequéncias deletérias para
prole que inclui doencas cardiovasculares (DCV) e renais. As complicagdes cardiovasculares
do diabetes resultam de um conjunto de fatores que envolvem a hiperglicemia cronica, a
formagéo excessiva dos produtos finais de glicagdo avancada (AGESs) e de oxidacdo proteica
(AOPP) e a ativacdo do fator de transcri¢do nuclear kappaB (NF-kB), associada a liberagdo de
citocinas pro-inflamatdrias. Portanto, é de grande relevancia a elucidagdo de mecanismos
envolvidos na génese e/ou manutencdo do processo oxidativo que pode ser perpetuada na
prole exposta a hiperglicemia. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da exposi¢éo
intra-uterina a hiperglicemia (> 200 mg/dL) sobre AGEs, AOPP, bem como a expressdo
proteica do NF-kB, a expressdo génica da interleucina-1 beta (IL-1B) e Nox 4 (homdlogo da
subunidade da NADPH oxidase) na prole adulta. Para isto, o0 DG foi induzido no sétimo dia
de gestacdo com dose Unica de estreptozotocina (STZ, 42mg/kg, i.p.) dissolvida em tampéo
citrato (veiculo). Fémeas controles receberam apenas veiculo. A prole foi dividida em dois
grupos de acordo com o tratamento da mdae: controle ndo diabético (ND) e diabetes
gestacional (DG). Na idade adulta, foram realizadas as dosagens de glicose, triglicerideos,
colesterol total e HDL. A concentracdo plasmatica de AGEs foi determinada por fluorescéncia
e a de AOPP por espectrofotometria, os niveis de peroxidacdo lipidica pelas substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). A expressao proteica do NF-kB foi analisada em
aortas através de Western Blot. Foi utilizada reacdo em cadeia de polimerase quantitativa
em tempo real (RTg-PCR) para avaliar a expressdo génica da IL-1R e Nox 4. Os niveis de
glicose, triglicerideos, colesterol total foram significativamente (p < 0,05) maiores na prole
DG quando comparadas a prole ND. A prole DG apresentaram niveis elevados de AGEs (p <
0,01), AOPP (p < 0,05) e TBARS (p < 0,05). Em aorta, a expressdo proteica do NF-xB foi
mais elevada (p < 0,05) no grupo DG do que no ND. Adicionalmente, foi observado um
aumento da expressao génica da IL-1R e da Nox4. O nimero de néfrons desses animais foi
significativamente reduzido (p < 0,001). A associacao de niveis elevados de estresse oxidativo
e interleucina-1 beta podem ser responsaveis pela estimulacdo da expressdo proteica do NF-
kB. Juntas, essas alteragdes em um ambiente hiperglicémico, com indicios de
comprometimento renal, poderiam desencadear alteragdes vasculares.

Palavras-chave: Diabetes. Estreptozotocina. NADPH oxidase.

ABSTRACT



Experimental evidences support the hypothesis that diseases can be programmed during the
period intrauterine. This concept of programming fetal has been used as basis for knowledge
of some chronic diseases, such the cardiovascular. Cardiovascular disease has been associated
with hyperglycemia, increased level of advanced glycation end products (AGE) and
of advanced oxidation products (AOPP) activate the transcription factor nuclear factor-
kappaB (NF-«xB) associated with inflammatory cytokine liberation. Therefore, the present
study was designed to examine the alterations produced by maternal diabetes over the AGEs,
AOPP, NF-xB protein expression, and mMRNA expressions of IL-18 and Nox4 in adult
offspring rats. Maternal diabetes was induced in female Wistar rats with a single dose of
streptozotocin (STZ; 42 mg/kg, i.p.) on the 7th day of pregnancy. Control animals only
received STZ vehicle. The offspring were divided into two groups: control non-diabetic (ND)
and gestational diabetes (DG). Plasma levels of glucose, total cholesterol, HDL cholesterol
and triglycerides were analyzed through biochemical measurements. Plasma
levels of AGEs and AOPPs were detected using spectrofluorimetry and spectrophotometry,
respectively. Lipid peroxidation was assessed in liver tissue by measuring thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS). The NF-«kB protein expression was evaluated by Western blot.
The mRNA levels of IL-13 and Nox4 were detected quantitatively by real time polymerase
chain reaction (real-time PCR). In the DG offspring, it was observed that plasma levels of
glucose, total cholesterol, HDL cholesterol and triglycerides were higher when compared to
the control group. AGEs, AOPP and TBARS concentration were significantly higher in
animals exposed to the DG compared with ND. The NF-kB protein expression was higher (p
< 0,05) in aorta from DG than in ND. In addition, the expression of IL-13 and Nox4
MRNA was elevated. The number of nephron in DG was significantly reduced (p < 0,001).
These results also support the involvement of oxidative stress species in IL-1p induced NF-xB
expression. Together, these data suggest that hyperglycemiais a risk factor for vascular
alterations.

Keywords: Diabetes. Streptozotocin. NADPH-oxidase.
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O Diabetes gestacional (DG) tem uma incidéncia de 1 a 28% (NIELSEN et al., 2014)
dependendo da populacdo estudada e dos testes diagnosticos utilizados, contribuindo
consideravelmente para as malformacdes congénitas. Criancas de mdaes diabéticas
representam um grupo de pacientes com risco aumentado de mortalidade e morbidade que
inclui cardiomiopatia, macrossomia e problemas respiratérios (NOLD; GEORGIEFF, 2004).
No Brasil, a prevaléncia do DG em mulheres com mais de 20 anos, atendidas no Sistema
Unico de Satde, é de 7,6% (ANNA et al., 2008).

A exposi¢do a hiperglicemia durante o periodo gestacional pode ter um impacto em
longo prazo sobre a fisiologia do feto, contribuindo para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares na vida adulta (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011). Estudos
epidemioldgicos tém encontrado uma forte relacdo entre distarbios no meio intrauterino e
susceptibilidade ao desenvolvimento de diabetes tipo 2 (DM2) e doencgas cardiovasculares
(DCV) na vida adulta (BUNT; TATARANNI; SALBE, 2005; PINNEY; SIMMONS, 2012;
INTAPAD et al., 2013). Esta relacdo sustenta a hipdtese da programacéo fetal (BARKER et
al., 1989), a qual sugere que o feto apresenta periodos criticos do desenvolvimento e, eventos
durante esses periodos da vida intra-uterina, podem produzir alteracbes no metabolismo,
estrutura, funcéo de 6rgdos e tecidos na vida adulta (BARKER, 2007).

Evidéncias experimentais e clinicas ttm demonstrado que a exposi¢do prolongada a
hiperglicemia é o fator responsavel pela patogenia das complicacdes maternas e perinatais
(LAAKSO et al., 1999) como prematuridade, mortalidade perinatal e malformactes
congénitas do sistema nervoso, cardiovascular, esquelético e renal (CHUGH; WALLNER,;
KANWAR, 2003). A hiperglicemia é responsavel pela formagdo dos produtos finais de
glicacdo avancada (AGEs) estimulando as células endoteliais a expressar moléculas de adesdo
celular que sdo ativadas pelas citocinas circulantes, como a interleucina-1 beta (IL-1P)
(REDDY; NATARAJAN, 2011). A interacdo dos AGEs com o seu receptor (RAGE) ativa o
fator nuclear kappa B (NF-«kB) contribuindo para o processo inflamatorio-proliferativo (WEI
et al., 2009; GRADINARU et al., 2013) podendo modular os estagios iniciais da aterogénese.
Além disso, os componentes da parede vascular sdo capazes de produzir numerosas espécies
reativas de oxigénio (ROS), como os anions superoxido (O,e-), atraves do metabolismo
oxidativo ou da atividade de outras enzimas, como a Nicotinamida Adenina Dinucleotideo
(NADPH) oxidase (CAVE et al., 2006).

Diversos estudos experimentais e clinicos tém sido realizados com o objetivo de

avaliar a relacdo entre alteracbes do meio intra-uterino e DCV na vida adulta. Neste contexto,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Intapad%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23914279
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wei%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23497312
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nosso grupo tem mostrado que o DG induz alteragdes na prole adulta no que concerne a
resposta vasorrelaxante da aorta (PORTO et al., 2010) e que hd uma participacdo de derivados
prostandides da ciclooxigenase 2 (COX-2) na resposta contratil a noradrenalina em vasos de
resisténcia. Isto poderia conduzir a prole adulta a um quadro de hipertensdo arterial (RAMOS-
ALVES et al., 2012). Embora, muitos estudos demonstrem a influéncia da hiperglicemia
materna na programacdo de doencas a curto e longo prazo, pouco se sabe sobre os
mecanismos moleculares que relacionam a hiperglicemia crbénica materna as alteracdes
cardiovasculares que podem ocorrer na prole de animais diabéticos. Neste trabalho, nds
investigamos a influéncia do estresse oxidativo e da expressdo do NF-kB nas alteracdes
induzidas pelo DG na prole adulta.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Diabetes Mellitus: conceito e classificagdo

O Diabetes Mellitus (DM) é uma sindrome cronico-degenerativa de etiologia maltipla,
decorrente de desordens endocrino-metabolicas associadas a deficiéncia parcial ou total da
secrecdo de insulina, ou da incapacidade da insulina em exercer adequadamente seus efeitos
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011). Caracterizado por hiperglicemia crénica
com disturbios do metabolismo dos carboidratos, lipidios e proteinas, o DM ¢ considerado a
doenca do século XXI, sendo a 42 principal causa de mortes nos paises desenvolvidos,
acometendo 285 milhGes de pessoas em todo mundo. Estimativas incluindo todos os 216
paises membros das Na¢des Unidas indicam que este nimero chegara a 439 milhdes em 2030,
constituindo-se um grande problema de saude puablica mundial (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2009).

A classificacdo etiolégica do DM foi primeiramente normatizada pela National
Diabetes Data Group (NDDG) em 1979. Atualmente a mais utilizada, é a classificacdo
proposta pela Associacdo Americana de Diabetes (ADA, 2011) e preconizada pela Sociedade
Brasileira de Diabetes (SBD, 2009) que compreende quatro categorias clinicas: Diabetes
Mellitus tipo 1 (DM1), Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), outros tipos especificos de DM e DM
gestacional (DG).

O DML1, anteriormente conhecido como diabetes juvenil ou diabetes insulino-
dependente, acomete 5% a 10% dos pacientes com diabetes e corresponde a destruicdo das
ceélulas B das ilhotas de Langerhans no pancreas, por processos auto-imunes em 80% dos
casos (tipo A) ou desconhecidos (forma idiopatica ou tipo B), ocasionando deficiéncia
absoluta da insulina. Estudos demonstraram que os linfocitos T sdo o0s responsaveis pela
destruicdo das células B, através da lise das celulas alvo, ou atraveés do reconhecimento direto
dos antigenos ligados ao complexo maior de histocompatibilidade, classes | e 1, ou através da
liberacdo de citocinas que recrutam macrofagos, resultando em reagdes de hipersensibilidade
retardada (TANNUS et al., 2007).

O DM2 corresponde a aproximadamente 90% a 95% dos casos de diabetes no mundo
e € caracterizado por uma diminui¢cdo na resposta dos receptores de glicose presentes no
tecido periférico e hepatico a insulina. Ocorre quando ha uma resisténcia a insulina com uma
relativa insulinopenia, ou uma reducdo na secrecdo de insulina associada ou ndao com
resisténcia a insulina (MCLELLAN et al. 2007).



15

A associacdo entre fatores genéticos e ambientais estdo envolvidos na patogénese do
DM2, permitindo que seja dividido em duas categorias: forma monogénica e forma
poligénica. Na forma monogénica, que corresponde entre 5 a 10% dos casos de DM2,
observa-se um efeito exclusivamente genético (presenca de “diabetogenes”) com pouca
interferéncia dos fatores ambientais (FROGUEL; VELHO, 1999). Uma mutacdo em um so
gene transmitido de forma autossdmica-dominante e suficiente para promover a hiperglicemia
(LOWE, 2001). O inicio da doenca € freqlientemente precoce e ocorre na presenca de
concentracdes normais ou baixas de insulina. Exemplos de formas monogénicas sdo o MODY
(Maturity Onset Diabetes of the Young), por mutacGes no gene do receptor da insulina
(VELHO; BELLANNE-CHANTELOT; TIMSIT, 2002) e o diabetes de origem mitocondrial
(VAN DEN OUWELAND et al., 1994).

Na forma poligénica, a hiperglicemia é secundéria a defeitos de varios genes. Cada um
dos poligenes gera individualmente um efeito muito limitado para o risco do desenvolvimento
da doenca. Porém, quando transmitidos simultaneamente a um mesmo individuo, estes
defeitos genéticos poderdo ser expressos se houver a presenca de fatores ambientais
desfavoraveis, como sedentarismo, dieta deshalanceada, o uso de substéncias ilicitas e outros
(RAMIREZ-GARCIA et al., 2013). Esses genes atuam em fenotipos intermediérios do
diabetes que irdo influenciar na homeostase glicidica, sensibilidade e/ou secrecdo a insulina
(REIS et al., 2000).

O DG ocorre quando hd uma intolerancia a glicose de graus variados de intensidade
que inicia ou s6 é diagnosticado durante a gravidez, podendo ou ndo persistir ap6s o parto
(OMS, 1999). Os fatores de risco associados ao DG séo semelhantes aos descritos para 0 DM.
Esse tipo de diabetes tem crescido progressivamente atingindo proporcgdes globais nas Gtimas
décadas, acompanhando o aumento do DM2 e da obesidade (LAAKSONEN et al., 2002). A
gravidez diabética caracteriza-se por numerosos distirbios na mde e no crescimento e
desenvolvimento fetal/neonatal.

O DG representa cerca de 90% de todos os casos de DM na gestacdo, com prevaléncia
de 1 % a 28% de todas as gestacdes (NIELSEN et al., 2014). Entretanto sua incidencia varia
de acordo com a populagéo estudada — diferencas associadas a idade materna e origem étnica—
bem como o método diagnostico utilizado (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION,
2009; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011).

Na gestacdo, ocorrem diversas adaptacfes fisiologicas e alteracBes enddcrinas e
metabolicas, a fim de proporcionar um ambiente ideal para o feto em desenvolvimento

(KING, 2000). A placenta, responsavel pela troca materno-fetal, fornece ao feto oxigénio,
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nutrientes e outras substancias (SHAFRIR; BARASH, 1987). Por conseguinte, a placenta
também produz horménio lactogénico placentario humano (hPL), progesterona, estrogénios e
horménio de crescimento placentario humano (hPGH) que tanto interferem na producéo de
insulina quanto modificam a utilizacdo da glicose que véo afetar a mée e o feto de forma
independente (HERRERA et al., 1985; JANSSON et al., 2006).

No inicio da gestacdo os niveis crescentes de estrdgeno e progesterona provocam
hiperplasia das células B pancreaticas com aumento na secrecdo e sensibilidade a insulina, e
consequentemente reducdo das concentracBes 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 agdo da insulina. A hiperglicemia
resultante, tem por objetivo assegurar a adequada disponibilidade da glicose para atender a
crescente demanda metabolica conceptual, visto que cerca de 70% do crescimento fetal ocorre
no final da gravidez (NANDI et al., 2010). No rato, o pico dessas adaptacdes ocorre em torno
do 14° dia de gestacdo (NIEUWENHUIZEN et al., 1997).

Paralelamente, impde-se a necessidade fisioldégica de uma maior producéo e liberacdo
de insulina pelo pancreas materno, numa tentativa de manter a concentracdo de glicose em
niveis normais e garantir o aporte energético necessario para o feto (DOBLADO et al., 2007).
A incapacidade do pancreas em responder o aumento da demanda fisiol6gica ou sobreposta a
insulina, favorece o quadro de hiperglicemia de intensidade variada, desenvolvendo-se o
diabetes gestacional (LANGER; CONWAY, 2000).

Os mecanismos relacionados com a hipofuncéo das células  pancreaticas resultam de
diversos fatores, como doenga autoimune, causas monogeénicas e resisténcia a insulina. Esta
resisténcia a insulina pode estar relacionada ao aumento da adiposidade materna, ingestdo
calérica e aumento dos niveis séricos dos acidos graxos, glicocorticdides, horménios
tireoideanos, cortisol, estrogénio, prolactina e progesterona (LAPPAS et al., 2005), além dos
efeitos insulino-dessensibilizantes causados pelos hPL, hPGH e de 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).

No DG, o comprometimento fetal decorre primordialmente dos altos niveis de glicose
materna, que por difusdo facilitada alcanca o concepto via placenta (RUDGE et al., 2011). A
hiperglicemia fetal, por sua vez, promove hiperplasia das células do péancreas fetal
aumentando a producdo de insulina. Assim, esse excesso de glicose é captado pelas células
dos tecidos fetais e transformado em gordura resultando em macrossomia (RUDGE et al.,

2011). Outras complicacdes fetais/neonatas incluem maior Obito fetal intrauterino, morte
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perinatal, retardo no crescimento, ictericia, hipocalcemia, policitemia, hiperbilirrubinemia,
disturbios respiratorios e malformacdes congénitas e intra-uterinas (FLETCHER, 1981). As
malformacdes causadas pelo DG sdo multifatoriais e poligénicas, podendo comprometer todos
0s Orgdos, embora o sistema cardiovascular e o renal sejam os mais afetados (GILL-
RANDALL et. al, 2004; WEST et al., 2011). Estudos experimentais e clinicos demonstraram
que a exposic¢do intra-uterina a hiperglicemia materna predispde a prole ao desenvolvimento
de DM2 (ALCOLADO et al., 2002; JONES; OZANNE, 2007), dislipidemia (MERZOUK et
al., 2001), obesidade (PETTITT et al.,, 1983; DABELEA, 2007), alteracdo na reatividade
vascular (HOLEMANS et al., 1999; ROCHA et al., 2005), hipertensdo (NEHIRI et al., 2008;
KATKHUDA et al., 2012) e diminuicdo da sensibilidade/secrecao de insulina (SEGAR et al.,
2009; BLONDEAU, 2011).

2.2. Diabetes experimental

O diabetes tem sido descrito em varias espécies animais, incluindo camundongos,
ratos, suinos, ovelhas, coelhos, macacos e cdes (HAUSBERGER; RAMSAY, 1959;
CAVELLERO; MOSCA, 1953; ABELOVE; PASCHIKS, 1954, KERN;
LOGOTHETOPOULO, 1970; LIKE; CHICK, 1974). No entanto, os modelos experimentais
mais utilizados sdo os roedores, especialmente ratos da linhagem Wistar, devido a facilidade
de manutencdo, curto periodo de gravidez e multiparidade, possibilitando estudos sobre fetos
maltiplos e suas geragdes. A inducdo do diabetes experimental nesses animais tem sido
extensivamente utilizada. O diabetes pode ser induzido experimentalmente por:

i) lesdo no nucleo ventromedial do hipotalamo (“centro da saciedade™) causa hiperfagia e
induz obesidade, hiperglicemia, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina (KENNEDY
et al.,1963);

ii) utilizacdo de hormdnios anti-insulinicos como a epinefrina e o glucagon, que
estimulam a glicogendlise hepatica e inibem a glicogénio-sintetase, produzindo um
quadro de hiperglicemia (FRANKEL et al., 1984);

iii) exposicdo a alguns virus como o picornavirus e o virus da encefalomiocardite, que
podem induzir dano pancreatico e promover diabetes moderado e transitorio em

algumas espécies animais (REID, 1981);
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iv) administracdo de hidrocortisona que leva a hiperglicemia e hiperplasia das células  do
pancreas (FRANKEL et al., 1984);

v) alteracdes dietéticas como desnutricio (HEARD; TURNER, 1967) ou dietas
hipercaldricas (EL AOUFI et al., 2007);

vi) pancreatectomia parcial em ratos induz a uma hiperglicemia de leve a moderada
(FOGLIA et al.,, 1967). A base deste modelo é a remocdo de 95% do tecido
pancreatico Esse modelo ndo € frequentemente utilizado, pois tem limitacdes como a
competéncia necessaria para realizacdo desta cirurgia, a taxa de mortalidade pos-
operatdria elevada (cerca de 20%), a reducdo inespecifica da massa de células e o
longo tempo (2-3 meses), necessario entre o procedimento cirdrgico e os sintomas do
diabetes JAWERBAUM; WHITE, 2010).

Alguns modelos de diabetes séo espontaneos como o camundongo NOD (Non Obese
Diabetic) e o rato BB (Bio Breeding) que desenvolvem diabetes tipo 1 (ATKINSON;
LEITER, 1999; DELARCHE, 2001; LEITER; HERRATH, 2004). Nestes modelos, as ilhotas
pancreaticas sdo submetidas a um ataque do sistema imunolégico, com células T, células B e
macréfagos a semelhanca da doenca humana (KAY ET al., 2000). Os ratos NOD constituem
um modelo de diabetes leve, enquanto os ratos BB desenvolvem diabetes grave e cetoacidose
que pode ser fatal. Para que sobrevivam é necessario a administracdo de insulina exdgena
(NAKHOODA et al., 1977). Um outro modelo é o camundongo Akita que tem uma Unica
mutacdo autossémica dominante no gene da insulina Il interrompendo o processamento
normal da insulina e podendo provocar uma falha na secrecao de insulina e uma reducdo da
massa de células p (YOSHIOKA et al., 1997).

Os modelos de DM2 sdo mais complexos e heterogéneos (KTORZA et al., 1997), suas
diversas mutagdes genéticas sdo transmitidas de geracdo em geracdo (COHEN; FROGUEL,
1994; GILL-RANDALL et al., 2004). O rato diabético db/db, por exemplo, resulta de uma
mutacdo autossémica recessiva no gene receptor da leptina (LAMBIN et al., 2007). A maioria
dos modelos de DM2 usados para analisar as complicacfes diabéticas durante a gravidez tém
uma origem poligénica, tais como o rato diabético Cohen (ORNOQY et al., 2009), o rato Sand
(Psammomys obesus) (PATLAS et al., 2006), o rato Goto Kakizaki (GK) (CALDERARI et
al., 2007), além do rato Outsuka Long-Evans Tokushima fatty (OLETF) (MORAN; BI,
2006).

vii) agentes quimicos citotoxicos como o aloxano e a estreptozotocina (STZ). Estes

modelos de diabetes tém sido amplamente utilizados. As doses apropriadas dessas
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drogas agem destruindo seletivamente as células B do pancreas, levando a deficiéncia
de insulina e hiperglicemia em diferentes espécies animais (DICKINSON et al., 1991).
Uma vantagem da obtencao dos animais diabéticos através desta metodologia € por ser
relativamente facil, porém a desvantagem da inducdo quimica do diabetes é que os
componentes genéticos e imunologicos da doenga diabética ndo estdo presentes
(JAWERBAUM; WHITE, 2010). No entanto, a destruicdo quimica das células
pancreaticas induz uma série de reacdes pro-inflamatorias semelhantes ao que ocorre
na destruicdo auto-imune das células B em humanos bem como a infiltracdo de
macrofagos (KOLB, 1987). Embora, o aloxano represente o agente com o maior
impacto para o entendimento dos mecanismos de apoptose de célula beta, mediado por
ROS em DM1 e DM2 (LENZEN, 2008). Devido as suas propriedades quimicas, em
particular, a maior estabilidade e seletividade, a STZ constitui o agente de escolha para

a inducdo de um estado metabolico diabético em animais.

Descrita inicialmente por Rakieten et al. (1963) e Evans et al. (1965), a STZ foi
isolada e caracterizada como um antimicrobiano de largo espectro a partir da cepa
Streptomyces achromogenes (MURATA et al., 1999). Sua estrutura molecular corresponde a
presenca do grupo 2-deoxi-2(3-(metil-3-nitrosoureido)-D-glicopiranose, que destroi
seletivamente as células B-pancredticas, promovendo sua degranulacdo parcial (RERUP;
TARDING, 1969). Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a acdo diabetogénica
da STZ sobre as células B pancreaticas (CUNHA et al., 2009).

E importante ressaltar que em comparagdo a outros tipos celulares, as células B,
especialmente as de roedores, sdo particularmente mais sensiveis a acdo diabetogénica da
STZ, o que ¢ conferido pela baixa expressdo génica as enzimas antioxidantes e devido ao seu
baixo nivel de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) (KANETO et al., 2002). Entretanto
as células B pancreaticas humanas sdo extremamente resistentes aos efeitos deste antibiotico
(YANG; WRIGHT, 2002). O tempo de meia vida da STZ é de cerca de 19 minutos
(http://www.sigmaaldrich.com). Ela ocasiona alteracfes e disturbios hidroeletrolitico e da
homeostase semelhantes aos observadas em humanos, como perda de massa corporal,
hiperglicemia, hipoinsulinemia, glicosuria, poliuria e polifagia que refletem a anormalidade
no funcionamento das células B do pancreas (KEELY et al., 2008). A evidéncia histologica de
lesdo das células B é detectavel entre uma e sete horas apos a administracdo da STZ, nas 24
horas seguintes o conteldo de insulina dessas células é reduzido em 95%, estabelecendo
totalmente o quadro de hiperglicemia (DAMASCENO, 2002). Varias complicacdes cronicas
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micro e macrovasculares como a neuropatia, nefropatia e cardiopatia diabética, também estdo
presentes no diabetes experimental (JUNOD et al., 1967; HAKIM et al., 1997; SCHAAN et
al., 2001; DE ANGELIS et al., 2002).

Os ratos com diabetes induzido por STZ apresentam reducao na atividade fisica diaria,
temperatura corporal (HOWARTH et al., 2006), alteracdo de reflexos cardiovasculares e
variabilidade da frequéncia cardiaca em coragdes isolados (OLIVEIRA et al., 1997;
SCHAAN et al., 2004; DE ANGELIS et al., 2009).

Outros estudos também demonstram que ratas com diabetes induzido por STZ,
apresentam diferentes repercussdes placentarias em funcdo do nivel glicémico, além de
alterac6es no fluxo uterino-placentério e nas trocas materno-fetais (CALDERON et al., 1999;
DAMASCENO, 2002).

Com o objetivo de reproduzir efeitos metabdlicos maternos e fetais semelhantes ao
diabetes pre-gestacional e DG, a STZ pode ser administrada tanto por via endovenosa (e.v.)
quanto intraperitonealmente (i.p.) (DELFINO et al., 2002), variando as doses e a janela de
injecdo que pode ser realizada no periodo neonatal (KAYA-DAGISTANLI; OZTURK, 2013),
antes do acasalamento (LOPEZ-SOLDADO; HERRERA, 2003) ou durante a gravidez
(RAMOS-ALVES et al.,, 2012) levando a diabetes grave ou leve e posteriores opostos
fendtipos fetais.

Uma preocupacdo de estudos com STZ durante a prenhez é a possibilidade de que a
toxina possa atravessar a placenta e ser diretamente prejudicial para o pancreas fetal e outros
tecidos fetais, e, portanto, tornar a analise de efeitos, em longo prazo, da hiperglicemia
intrauterina dificil (RYAN et al., 1995). Nesse contexto, é importante salientar que o
desenvolvimento das células B em ratos ocorre principalmente durante a Gltima semana de
crescimento fetal (BLONDEAU; BREANT, 2005). Portanto, a indugdo do diabetes nas
primeiras semanas de gestacdo, ndo afetaria o0 pancreas fetal. Blondeau et al. (2011)
mostraram que o pancreas da prole de ratas Sprague Dawley, submetidas a 35 mg/kg de STZ
no dia O de gestacdo, apresentava-se histologicamente normal, sugerindo que o diabetes
materno ndo alterava a massa de células .

De acordo com a literatura, as comparagdes entre estudos sobre o diabetes induzido
pela STZ em ratos sdo complexas, devido a ampla variagdo entre as doses empregadas € 0s
niveis de hiperglicemia alcancados. Junod et al. (1969), estabeleceram a atividade
diabetogénica da STZ para ratos Wistar, demonstrando que o diabetes pode ser induzido nas
doses de 25 a 100 mg/kg e que a gravidade do distarbio metabdlico é proporcional a dose

utilizada. Alguns autores observaram que animais submetidos ao DG induzido por STZ, na


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ozturk%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23351716

21

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), possivelmente devido a variabilidade da
sensibilidade a droga. Ademais, a sensibilidade a STZ depende da espécie animal, sexo, idade
e estado nutricional.

Segundo Caluwaerts et al. (2003), o nivel normal de glicose encontra-se abaixo de 100
mg/dL, entre 120-300 mg/dL a hiperglicemia é classificada como moderada e acima de 300
mg/dL severa. Evidéncias sugerem que um ambiente levemente hiperglicémico esta associado
a fetos macrossémicos e hipoinsulinémicos (AERTS; ASSCHE, 1979) e que maes
severamente diabéticas podem gerar fetos com baixo peso corporal e malformados
(HOLEMANS et al., 1991).

2.3. Dislipidemia e diabetes

A elevacdo das taxas de lipideos e lipoproteinas na circulagdo sanguinea é
caracterizada como dislipidemia, a qual € classificada como primaria (origem genética),
causada pela desordem da sintese e degradacdo de lipidios, e dislipidemia secundaria, que é
causada por outras doencas ou uso de medicamentos. O DM2 e a obesidade séo classificados
como dislipidemia secundaria (SANTOS, 2001).

Além da hiperglicemia e suas complicacgdes, a hiperlipidemia que se desenvolve nos
pacientes diabéticos, consiste na principal causa de morbidade e mortalidade, devido ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (HAFFNER, 1999; GARBER, 2000;
STEINER, 2001; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2006). Segundo Santos (2008),

as dislipidemias podem ser classificadas em:

e Hipercolesterolemia isolada: aumento do colesterol total (CT) e/ou lipoproteina de
baixa densidade (LDL).

e Hipertrigliceridemia isolada: aumento dos triglicerideos (TG).

e Hiperlipidemia mista: aumento do CT e dos TG.

e Diminuicdo isolada da lipoproteina de alta densidade (HDL) ou associada ao aumento
dos TG ou LDL.
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Esta classificacdo é valida para individuos em dieta livre e sem medicacdo
hipolipemiante ha pelo menos trés semanas.

O quadro de dislipidemia se estabelece porque a insulina é necessaria para a ativacao e
inativacdo de enzimas envolvidas no metabolismo de lipoproteinas, na auséncia desse
hormonio, a lipase horménio-sensivel permanece ativada, liberando &cidos graxos do tecido
adiposo para a circulagio (BETTERIDGE, 2001). O figado responde aumentando a
velocidade de sintese de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) ricas em
triacilglicerdis. Essas lipoproteinas permanecem por mais tempo na circulacdo porque a acédo
da enzima lipase lipoprotéica, que seria ativada pela insulina, fica diminuida (LEWIS;
STEINER, 1996; BETTERIDGE, 2001) consequentemente, os individuos diabéticos
apresentam concentracdes aumentadas de triacilglicerdis e de todas as lipoproteinas que tém a
funcdo de distribuir os lipidios para os tecidos extra-hepaticos, como a VLDL e LDL
(HIRANO et al., 1991; STEWART, et al. 1994; STEINER, 2001). Por outro lado, ocorre uma
diminuicdo na concentracdo de HDL colesterol, lipoproteina responsavel pela retirada de
colesterol dos tecidos (BROWN, 1994; PARIS, et al. 1996; RASHID et al., 2003).

Merzouk et al. (2001), demonstraram que a prole de ratos Wistar expostos ao diabetes
gestacional induzido por STZ (40 mg/kg, i.p.), apresentou concentragdes séricas de colestrol e
de lipoproteinas semelhantes aos controles, entretanto aos trés meses, 0s animais
desenvolveram hipercolesterolemia com um aumento em todas as lipoproteinas. Outros
autores ndo encontraram modificagdes do metabolismo lipidico da prole exposta a STZ
(BLONDEAU etal. , 2011).

As controvérsias encontradas na literatura sobre os niveis de triglicerideos e colesterol
podem ser devido ao periodo em que foram realizados os experimentos (periodos fetal, pos-
natal ou em animais adultos), aos diferentes protocolos utilizados, as diferentes doses de STZ
ou a linhagem dos animais (WICHI et al., 2005; CAVANAL et al., 2007).

2.4. Estresse Oxidativo

Evidéncias cientificas sugerem a associacdo do estresse oxidativo com o
desenvolvimento de doencas cronicas, entre elas, doengas auto-imunes, respiratorias,
cardiopatias, neoplasias, DM, obesidade e disturbios neurolégicos (MACNEE, 2001;
ANTONIADES et al, 2003; STOCKER; KEANEY, 2004). O termo radical livre (RL) refere-

se a qualquer atomo ou molécula, que contém um ou mais elétrons desemparelhados, em sua
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ultima camada eletronica (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; NORDBERG; ARNER,
2001). Esta configuracdo quimica as torna altamente instaveis, com um tempo de meia-vida
curto e quimicamente muito reativas. Os RL podem ser divididos em: ROS, RNS (espécies
reativas ao nitrogénio) e RCS (espécies reativas ao cloro) (FERREIRA; MATSUBARA,
1997).

O elemento oxigénio, por definicdo, pode ser considerado um radical livre, uma vez
que possui dois elétrons desemparelhados, cada um localizado em um orbital, na ultima
camada (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Em condicdes fisiolégicas do metabolismo
celular aerdbico, cerca de 2% do oxigénio consumido sofre reducdo tetravalente, resultando
na formacdo de H,O. Durante esse processo, sdo formados intermediarios reativos e toxicos,
as ROS, entre elas 0 O2--, o radical hidroxila (OH¢), a hidroperoxila (HO,) e o ndo-radical
peréxido de hidrogénio (H,0;) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). As ROS podem ser
formadas por atividade enzimatica intra e extracelular seja no citoplasma, no reticulo
endoplasmatico, nos lisossomos, nos peroxissomos, na membrana plasmatica ou nuclear. A
Xantina oxidase, o citocromo P450 e a NADPH oxidase sdo as principais enzimas envolvidas
neste processo (MATSUO; KANEKO, 2001).

Adicionalmente, as ROS também podem ser geradas em outros eventos bioquimicos
na célula, como, por exemplo, em processos inflamatorios, no catabolismo de &cidos graxos,
na degradacdo da xantina a &cido Urico, reducdo de flavinas e tidis, resultado da atividade de
oxidases, cicloxigenases, lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases; presenca de metais de
transicdo no interior da célula e auto-oxidacdo de catecolaminas. Entretanto o principal sitio
de formacdo enddgena de ROS parece estar localizado na cadeia respiratéria mitocondrial
onde de 2% a 5% dos elétrons sdo desviados para a producdo de RL, como o superoxido
(BARJA, 2007).

Em niveis fisiologicos, as ROS podem estar envolvidas em fungbes celulares
importantes, como no controle da pressdo sanguinea e da ventilagdo respiratoria, na
sinalizacdo celular, na contragdo muscular, na apoptose, na diferenciacéo e desenvolvimento
celular, na aderéncia de leucdcitos a células endoteliais, ou mesmo na ativacdo da resposta
imunoldgica especifica contra agentes patogénicos (DROGE, 2002). Contudo, quando a
producdo e liberagdo das ROS séo alteradas por fatores ambientais ou patologicos, as suas
concentracdes excedem a capacidade de eliminacdo pelos antioxidantes e verifica-se o estado
de estresse oxidativo, que resulta de um desequilibrio entre os mecanismos oxidativos e as
defesas antioxidantes das células (VALKO et al., 2007). A geragdo de um desequilibrio redox

ativa as cascatas celulares que tem como consequéncia a formacdo de produtos, que causam
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danos a lipidios e proteinas, responséveis pelas complicacGes diabéticas em longo prazo
(MOHAMED et al., 1999).

Trabalhos realizados por Lenzen et al (1996), demonstraram que 0s niveis de
expressao das enzimas antioxidantes apresentaram-se reduzidos nas células B do péancreas,
comparado com outros tecidos, confirmando que estas células sdo afetadas por um ambiente
oxidativo nocivo, atribuido a presenca de radicais livres. Raza e John (2004), observaram um
aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e producdo de peroxidos no
figado, rim, cérebro e pele de ratos recém-nascidos oriundos de mées com diabetes
gestacional induzida por 60 mg/kg de STZ. Outros estudos também demonstraram que 0
estresse oxidativo aumenta a resisténcia a insulina e a adiposidade promovendo processos
inflamatdrios em estagios iniciais do desenvolvimento da doencga coronariana associada com o
DM2 (INOGUCHI et al, 2003).

2.5. NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) oxidase

Embora multiplas vias possam resultar na geracdo de ROS, estudos recentes indicam
gue o complexo enzimatico da NADPH oxidase é a principal fonte dessas espécies reativas na
vasculatura. Esta oxidase estd envolvida na patologia vascular provocada por
hipercolesterolemia, hipertensdo e DM (LAMBETH, 2007). Originalmente encontrada em
neutréfilos, NADPH oxidase compreende um complexo proteico que apresenta componentes
na membrana celular e no citoplasma. O componente associado a membrana, 0 citocromo
b558-oxidase, € formado por uma subunidade maior, a gp91phox, e uma menor, a p22phox.
Além dessas, a enzima compreende trés subunidades citoplasmaticas a p47phox, a p67phox e
a p40phox, além de uma proteina G regulatdria (Rac2). A ativacdo da NADPH oxidase tem
inicio com a fosforilagdo em serina da subunidade citoplasmatica p47phox, promovendo sua
migracdo para a membrana, onde, juntamente com a Rac, associa-se ao citocromo b558,

iniciando a atividade catalitica da enzima (GRAY et al., 2013).

Subunidades homélogas a gp91lphox, constituem a familia Nox. Atualmente esta
familia € composta por sete membros: Nox1, Nox2 (conhecida como gp91phox), Nox3,
Nox4, Nox5, Duox1 e Duox2 [Dual oxidase]) (PARAVICINI, 2002). Nesta familia, a Nox4,
uma proteina de 578 amino 4acidos, € quase idéntica (39%) em tamanho e estrutura a
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gp91phox. A Nox4 é expressa no rim, sendo também encontrada no sistema vascular e células
musculares lisas (PARAVICINI, 2002).

MONA-SEDEEK et al. (2012) demonstrou que a Nox4 esta aumentada durante a fase
de formacdo do ateroma, cujo aparecimento se da de forma reduzida em lesdes mais
avancadas. Guo et al. (2007) observou que a expressao miocardial de p22 (phox) e de Nox4,
apresentavam-se elevadas em ratos diabéticos, acompanhados por um aumento da producgéo
de superoxidos. No entanto, os estudos que referenciam a expressdo da Nox4 na prole de
animais diabéticos sao parcos.

Pelo exposto, a NADPH-oxidase, pode ser um alvo potencial no conhecimento e
tratamento das complicagdes cardiovasculares do diabetes.

2.6. O fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) e o diabetes

O fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-«B; do inglés, nuclear factor kappa B) foi
descoberto primeiramente em linfécitos B como um regulador da transcri¢do da cadeia leve
da k-imunoglobulina. Mas, apesar do NF-«kB ter sido caracterizado pela primeira vez em
células do sistema hematopoiético, investigacdes posteriores revelaram que a ativacdo do NF-
kB pode ocorrer na maioria dos tipos de células (NABEL; BALTIMORE, 1987). Consiste em
uma familia de proteinas, que em mamiferos é composta por cinco subunidades: a RelA
(p65), a RelB, a c-Rel, o0 NF- kBl (p50 ¢ seu precursor p105) e o NF- kB2 (p52 ¢ seu
precursor p100) (MEFFERT; BALTIMORE, 2005). Todos 0os membros dessa familia de
fatores de transcricdo sdo caracterizados pela presenca de uma regido N-terminal conservada
com cerca de 300 aminoacidos denominada dominio de homologia Rel (RHD), que ¢é
responsavel pela ligacdo ao &cido desoxirribonucléico (DNA), pela interacdo com proteinas
inibitorias kappa Bs (IkBs) e dimerizagdo (IWAI; TOKUNAGA, 2009). A regido C-terminal
contém um dominio de transativagdo, necessario para iniciar a atividade transcricional.
Proximo a esta regido encontra-se o sinal de localiza¢do nuclear (NLS). Ao contrario da p65,
c-Rel e RelB, a p50 e p52 ndo contém dominios de transativacdo. No entanto, estes dois
membros desempenham um papel importante na modulacdo e na especificidade do NF-«xB
(FUJITA etal., 1993; LI; VERMA, 2002).

As subunidades p50 e p52 sdo sintetizadas através do processamento proteolitico apds

fosforilacdo dos seus precursores p105 e p100, respectivamente. O processamento da p 105
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ocorre de forma constitutiva enquanto que o processamento da p100 depende da sinalizagéo
quimica (MEFFERT; BALTIMORE, 2005).

As proteinas da familia do NF-xB se dimerizam em diferentes tipos de combinagdes,
podendo formar heterodimeros ativadores (p50-p65) ou homodimeros inibitorios da
transcricdo génica (p50-p50 e p52-p52). Embora, os homodimeros p50 e p52 sejam
repressores da transcricdo do NF-xb, eles podem participar através da formacdo de
heterodimeros da transativacdo com RELA, RelB ou c-Rel . Além disso, eles também se
ligam a proteina nuclear Bcl-3, formando potentes ativadores de transcricdo (PATEL;
SANTANI, 2009). O heterodimero p65/p50 é o mais abundante na maioria das células e o
mais comumente associado aos efeitos do NF-kB (KUMAR et al., 2004; JANSSENS;
TSCHOPP, 2006).

Quando ndo estimulado, o NF-kB localiza-se no citoplasma associado a uma classe de
proteinas, as IkBs. Até o momento, sete IkBs foram identificadas: IkBa, IkBp, IkBe, IkBy,
Bcl-3 e os precursores anteriormente mencionados, p100 e p105 (BAKER et al., 2011).
Caracterizam-se por uma cadeia C-terminal contendo repeticbes de 30 a 33 aminoacidos
denominados repeticBes ankirina que sdo importantes para a interacdo com os dimeros do NF-
kB. As repeticdes de ankirina interagem com uma regido no RHD das proteinas NF-«B,
impedindo a exposicdo das sequéncias do NLS localizadas no NF-xB, bloqueando a sua
translocacédo nuclear (HAYDEN; GHOSH, 2008).

Quando ocorre um estimulo celular que ativa a via de sinalizacdo do NF-kB, ha
fosforilagdo da proteina IxkB o que induz a sua ubiquitinacdo e seguinte degradacdo pelo
proteossoma, o que faz com que as NLS do NF-kB fiquem expostas e o fator de transcri¢ao
migre para o nucleo, onde induz a expressao de genes especificos (GHOSH; BALTIMORE,
1990).

A fosforilagdo do IkB ¢ feita por kinases especificas: as IKKs (quinase-kappa B). As
IKKs sdo um complexo proteico composto por 3 subunidades: IKK-a, IKK-R e IKK-y (ou
NEMO) (KARIN; BEN-NERIAH, 2000). A IKK-a ¢ IKK-B apresentam atividade catalitica,
entretanto a IKK-y ¢ a subunidade regulatéria e ndo apresenta atividade catalitica,
desempenhando um papel essencial para a ativacdo do complexo IKK (RUDOLPH et al.,
2000; YAMAOKA et al., 1998). Existem duas vias descritas para a ativacdo do NF-xB: a
classica e a alternativa. A primeira é a mais comum e esta associada a expressao de genes
relacionados a inflamac&o, a imunidade inata, & antiapoptose e a sobrevivéncia celular (XIAO,
2004). Esta via é tipicamente ativada por citocinas pré-inflamatdrias ou patdégenos e envolve a

ativacdo do complexo IKK através da fosforilagdo das subunidades cataliticas quinases IKKa
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e da IKKP e a regulacdo de proteinas ndo enzimaticas (NEMO). O complexo IKK ativado
leva a fosforilagdo da IxBa nas serinas 32 e 36 ou da IkBp nas serinas 19 e 23. Estas
fosforilagdes levam a ubiquitinagdo da IkB e, sua posterior protedlise pelo proteossoma 26S.
Ap6s degradagao do IkB os dimeros do NF-xB (por ex., p50-p65) sdo liberados e translocados
para o nlcleo através da interacdo com carioferinas (transportadores citoplasmaticos-nucleos)
onde se ligardo a0 DNA e atuardo na regulacdo da transcricdo de genes especificos
(KALTSCHMIDT et al., 2005; LI et al., 2008a).

A via alternativa por sua vez, esta associada com alternancia na imunidade adaptativa,
incluindo o desenvolvimento de érgdos linfides secunddoos e maturacdo de células beta
(TAK; FIRESTEIN, 2001; SMALE, 2011). Esta via se sinalizacdo € mediada pela quinase
indutora de NF-xB (NIK) que ativa homodimeros IKK-o a fosforilar a p100/RelB utilizando
uma via independente de NEMO (IKK-y). Posteriormente, a p100/RelB ¢é ubiquitinada ¢
degradada pela proteassoma originando a p52. O complexo IKK torna-se ativo e promove a
translocacdo do dimero formado, p52-RelB, para o nlcleo onde ativa a transcri¢cdo de genes
especificos (XIAO et al., 2001; SRIVASTAVA; RAMANA, 2009).

E importante salientar que o NF-kB pode ser ativado por exposi¢do das células a
lipopolissacarideos (LPS) ou citocinas inflamatdrias, tais como TNF-a ou IL-1, fatores de
crescimento, radicais livres, particulas inalaveis, infeccbes virais ou a expressdo de
determinados produtos de genes virais ou bacterianas, irradiacdo ultra-violeta, ativacdo de
células B ou T, e por outros estimulos fisiologicos e ndo fisioldégicos. Porém os mais potentes
ativadores do NF-«xB sdo as citocinas pro-inflamatorias IL-1 e TNF-a, os quais causam a
fosforilagdo rapida de IkBs em dois locais dentro do seu dominio N-terminal de
regulamentacéo (LI et al., 2008b)

O NF-«B ativado controla a expressao de cerca de 200 genes alvo. Muitos deles estdo
envolvidos no inicio e progressao de aterosclerose, incluindo citocinas TNF-a, IL-1p e IL-6
(COLLART et al., 1990; HOFFMANN; BALTIMORE , 2006). Além disso, 0 NF-kB foi
identificado in situ em placas ateroscleroticas humanas, na camada intima e média, nas areas
de lesdo em células musculares lisas, macréfagos e células endoteliais. O NF-kB ativado
também foi detectado em células da intima encontrada em artérias coronarias de porcos
submetidos a uma dieta hipercolesterolémica (WILSON et al., 2000). Entretanto, esta quase
ou totalmente ausente em vasos desprovidos de aterosclerose (BRAND et al., 1996).

Varios estudos tém destacado a ativacdo do NF-«B pela hiperglicemia. Lander et al.
(1997) demonstrou que os AGEs ativam diretamente 0 NF-kB nas células do musculo liso

vascular (VSMCs). Estas células cultivadas em condicfes elevadas de glicose apresentaram
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maior atividade do NF-kB no estado basal e em resposta a citocinas do que aquelas cultivadas
em condi¢cBes normoglicémicas. Ainda, foi observado que na cardiomiopatia diabética,
concentracdes elevadas de glicose circulante e lipoproteinas LDL / VLDL estimulam o
miocardio a ativacdo do NF-kB (MAZIERE; MAZIERE 2009; MIN et al., 2009) e a liberacédo
de peptideos vasoativos e de fatores crescimento pelas células circulantes e locais (BRASIER
et al., 2000; FANG et al., 2004; PLANAVILA et al., 2005; SCHORLEMMER et al., 2008).
Também, foi indicado um papel pro-apoptético do NF-kB em ilhotas humanas em resposta a
citocinas (GIANNOUKAKIS et al., 2000).

E importante salientar que a geragio de espécies reativas de oxigénio pode ser um
passo comum em todas as vias de sinalizagdo que conduzem para a degradacdo de IkB e
acumulacdo nuclear de NF-xB. O suporte para este conceito vem de uma variedade de estudos
gue mostram que os diversos agentes que podem ativar NF-kB elevam os niveis de espécies
reativas de oxigénio e diminuem o0s antioxidantes. A super expressdo de enzimas
antioxidantes podem inibir a ativacdo do NF-«xB (COLLINS; MYRON, 2001). Nishio et al.
(1998) e Kumar et al. (2013) por exemplo, demonstraram que o estresse oxidativo esta
envolvido na ativacdo do NF-«kB nos tecidos cardiacos de animais diabéticos. Desse modo, a
via do NF-kB une as respostas inflamatdrias ¢ metabolicas, constituindo um ponto importante
para uma melhor compreensdo das doencas e o desenvolvimento de novas estratégias de
tratamento (BAKER et al., 2011).

2.7. Produtos finais de glicacdo avancada (AGES) e o diabetes

Anteriormente, acreditava-se que ndo havia relacdo causal entre a hiperglicemia e as
complicagdes do diabetes. Entretanto, nas ultimas décadas, estudos experimentais e clinicos
comprovaram a existéncia dessa relagdo (BROWNLEE; CERAMI, 1981; TANGI et al., 2000;
GROORP et al., 2005). Embora o grau de hiperglicemia esteja diretamente correlacionado com
a extensdo das complicagdes do diabetes, a compreensdo desses mecanismos ainda é
parcialmente desconhecida. Varios autores ja demonstraram que os produtos finais de
glicacdo avancada (AGESs) possuem um importante papel na patogénese das complica¢fes do
diabetes (BAYNES, 2002; JAKUS; RIETBROCK, 2004; MONNIER et al., 2005). Os AGEs
constituem uma grande variedade de substancias formadas a partir de interagdes amino-
carbonila, de natureza ndo enzimatica, entre acUcares redutores ou lipideos oxidados e

proteinas, aminofosfolipideos ou acidos nucléicos (MONNIER, 2003). Embora parte dos
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mecanismos que levam a formacgdo dos AGEs permanecam ainda desconhecidos, 0 processo
que leva a formacdo dos AGEs, inicia-se com a via classica da reacdo de Maillard, também
denominada glicacdo — esta tem de ser distinguida da glicosilacdo, a qual é uma reagédo
enzimatica (BIERHAUS et al., 1998).

Nesta reacdo, ocorre a formacdo de base de Schiff instavel, gerada pela condensacéo
do grupo carbonila de aclcar redutor, como a glicose, com um grupamento amina de
aminoéacidos (como residuos lisina ou arginina), proteinas, lipideos ou acidos nucleicos. Por
sua vez, a base de Schiff sofre rearranjos adicionais, tornando-se mais estavel estruturalmente,
formando o produto de Amadori, ou produtos iniciais da reacdo de Maillard. As bases de
Schiff e os produtos de Amadori sdo produtos de reacdes reversiveis. No entanto, os produtos
de Amadori gerados possuem grupos carbonilas altamente reativos, que podem reagir com
grupos aminas primarios acessiveis, dando origem aos produtos avancados da reacdo de
Maillard — AGEs (BIERHAUS et al., 1998). Uma vez formados os AGEs s&o irreversiveis: e
mantém-se ligados as proteinas por toda a sua meia-vida e, mesmo que a hiperglicemia
retorne a normalidade, os niveis de AGEs nos tecidos afetados sdo mantidos. Além da
formacdo enddgena, esse produtos podem ser introduzidos no organismo por fontes exdgenas,
como a dieta e o fumo (LESLIE et al., 2003; PEPPA et al., 2003).

A concentracdo de AGEs resulta do equilibrio de dois processos opostos: a taxa de
formagéo/ingestdo de AGEs e a taxa de degradacdo/eliminacdo destes produtos por sistemas
enzimaticos (JAKUS; RIETBROCK, 2004) como a oxaldeido redutase e a aldose redutase
(THORNALLEY, 2003). Os AGEs formados nos tecidos, podem ser degradados a partir da
protedlise extracelular ou por células “scavengers”, como 0s macréfagos, que endocitam
AGEs via receptores e os liberam como pequenos peptideos de AGEs para serem excretados
pelos rins (VLASSARA; PALACE, 2002). No entanto, a taxa de formacdo de AGEs pode
exceder a capacidade do organismo em degradé-los e a geracdo/ acumulacdo de AGEs
aumenta em uma proporgdo que esses sistemas podem ser superados (JAY et al., 2006). Desse
modo na presenca de até mesmo uma moderada hiperglicemia, as reacGes de glicacdo
ocorrem mais rapida e intensivamente, modificando as propriedades quimicas e funcionais
das mais diversas estruturas biologicas (LAPOLLA et al., 2005). No interior da parede dos
vasos, 0s AGEs causam enrijecimento da vasculatura abolindo a atividade do NO e da
prostaciclina, além de interagir com receptores para modular grande numero de propriedades
celulares. Eles ndo apenas diminuem os niveis desses dois importantes fatores relaxantes
derivados do endotélio, mas também induzem a producdo de endotelina-1 (potente

vasoconstritor) produzido pelas células endoteliais através da ativagdo do NF-xB
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(BIERHAUS et al., 1998; BASTA et al., 2004; GOLDIN et al., 2006). Adicionalmente, a
membrana basal glicosilada dos capilares causa a fixacdo de proteinas plasmaticas tipo
albumina, sendo, em parte, responsaveis pela sua maior espessura, caracteristica da
microangiopatia diabética (NOBRE; SERRANO, 2005). Entre uma variedade de proteinas
ligantes de AGEs o receptor RAGE (receptor de produtos finais de glicacdo avancada) é
provavelmente a molécula mais bem caracterizada. O RAGE pertence a superfamilia das
imunoglobulinas de superficie celular. As regides para 0 NF-xkB e para a IL-6 estdo
localizadas no gene promotor do RAGE, controlando a expressdo desse receptor e associando
0 RAGE as respostas inflamatorias (MENDEZ, 2003).

O RAGE é minimamente expresso nos tecidos e na vasculatura sob condi¢des
fisioldgicas. No entanto, sua expressao estd aumentada em diferentes tipos celulares,
principalmente macréfagos, mondcitos, linfdcitos, fibroblastos, células endoteliais, células
musculares lisas, e astrécitos sob condi¢des de excesso de AGEs (GOLDIN et al., 2006).

A interacdo dos AGEs com RAGE nas superficies celulares amplificam suas respostas
inflamatdrias em decorréncia de doencas cronicas, como o diabetes. 1sso ocorre porgue as
células, como macrofagos, fibroblastos e endoteliais, quando ativadas pelos AGEs, produzem
maior quantidade de citocinas como IL-1, IL-6 e TNF-a. Além disso, ao se ligar ao seu
receptor na célula, os AGEs alteram o metabolismo celular, causando liberacdo de radicais de
oxigénio, induzindo o estresse oxidativo, responsavel, em parte, por injdrias vasculares e
também pelo aumento da expressdao da molécula de adesdo vascular (VCAM-1), capaz de
agregar monocitos na parede endotelial (SCHMIDT et al., 1996; MENDEZ, 2003). Tamarat
et al. (2003), demonstraram que 0s niveis plasmaticos de AGEs apresentavam-se elevados em
camundongos diabéticos e que o tratamento por 8 semanas com aminoguanidina era capaz de
reduzir esses niveis. Outros autores mostraram que os niveis de AGEs e RAGE estdo
aumentados em camundongos diabéticos tratados com STZ e que o blogueio de RAGE ¢é
capaz de reduzir a area da lesdo aterosclerotica, apoiando a idéia de que RAGE € uma parte
crucial do desenvolvimento e aceleracdo da aterosclerose (SCHMIDT et al.,, 2001;
BUCCIARELLI et al., 2002). Desta forma, os AGEs modulam os estagios iniciais da
aterogénese, desencadeando um processo inflamatério-proliferativo e contribuindo para a
propagacdo da inflamacdo e para a perturbacdo vascular na doenca ja estabelecida
(BIERHAUS et al., 1998; BASTA et al., 2004; GOLDIN et al., 2006).
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2.8. Produtos avancgados de oxidacao proteica (AOPP) e o diabetes

Descritas pela primeira vez por Witko-Sarsat; Friedlander; Capeiller-blandin (1996),
0s produtos avancados de oxidacdo protéica (AOPP) séo proteinas, predominantemente
albumina e seus agregados, formados durante o estresse oxidativo através da acdo de
oxidantes clorados, principalmente do é&cido hipocloroso e cloraminas, resultantes da
atividade da mieloperoxidase (KALOUSOVA et al., 2005).

A concentracdo plasmatica de AOPP esta estreitamente correlacionada aos niveis de
ditirosinas que permitem reticulacdo - uma caracteristica da proteina oxidada - e pentosidina,
um marcador de glicoxidacdo proteica firmemente correlacionado ao estresse oxidativo
(ZHOU et al., 2010).

AOPP sdo estruturalmente semelhantes aos AGEs e exercem atividades bioldgicas
similares como a inducdo de citocinas pro-inflamatérias e moléculas adesivas, incluindo a
interacdo com receptores RAGE. Ademais, possuem um mecanismo de formagdo em comum
que € o estresse oxidativo (KALOUSOVA; SKRHA; ZIMA, 2002; SONKA et al., 2008).
Assim, AOPP sdo considerados como marcadores de dano oxidativo a proteinas. Alguns
autores mostraram que coexiste acumulacdo AOPP com diminuicdo do nivel de
glutationa peroxidase (GSH-Px), enquanto que a concentracdo plasmatica de malondialdeido
permanece estavel, suportando a hipétese de que AOPP sdo marcadores mais precisos do
estresse oxidativo do que produtos de peroxidacdo lipidica (WITKO-SARSAT,;
FRIEDLANDER; CAPEILLER-BLANDIN, 1996). Altos niveis de AOPP foram encontrados
em pacientes diabéticos com ou sem complicacdes microvasculares (MARTIN-GALLAN,
2003; ATABEK et al., 2006; KRZYSTEK-KORPACKA et al., 2008) e independente do seu
tipo, embora esses niveis foram mais elevados nos portadores de DM2 (1,7-2 vezes e 1,2
vezes no DM tipo 1) (KALOUSOVA,; SKRHA; ZIMA, 2002). Isso pode indicar a presenga
de estresse oxidativo em ambos os tipos de diabetes mellitus com o seu aumento no tipo 2.

Kaneda et al. (2002) mostraram que pacientes com doenca isquémica do coracéo,
provavelmente, apresentam valores elevados de AOPP que se assemelham aos pacientes
dialisados, diferindo significativamente de individuos saudaveis (KALOUSOVA; SKRHA;
ZIMA, 2002; 2003). Niveis plasmaticos de AOPP estdo intimamente correlacionadas a
espessura da camada intima da carétida (DRUEKE et al., 2002) e eventos ateroscleroticos
cardiovasculares (DESCAMPS-LATSCHA et al., 2005). Em modelos de hiperlipidemia, em
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coelhos, foi mostrado que a administragdo cronica de AOPP acelerou o desenvolvimento da
aterosclerose (LIU et al., 2006).

Os estudos envolvendo AOPP podem fornecer informacdes valiosas sobre a origem e
a progressao da aterosclerose bem como em relacdoentre o estresse oxidativo e a origem da
sindrome coronaria aguda, parecendo ser uma alternativa viavel e um marcador adequado do
estresse oxidativo. AOPP podem ser utilizados como fator progndstico para formas graves da
doenca cardiovascular (PIWOWAR, 2010).

Por outro lado, esta familia de compostos de proteinas oxidadas, também emergiu
como uma nova classe de mediadores patogénicos renais. Witko-Sarsat; Friedlander;
Capeiller-blandin (1996) demonstraram que os AOPP apresentam-se elevados em pacientes
com insuficiéncia renal. O aumento comeca em um estagio inicial de insuficiéncia renal
crbnica e aumenta gradualmente com a progressao da insuficiéncia renal, como salientado
pela relacdo inversa significativa entre as concentracfes plasmaticas de AOPP e da taxa de
filtracdo glomerular. Em segundo lugar, e mais importante, a acumulagdo de AOPP durante o
curso da crénica insuficiéncia renal ndo sé esta relacionada com a diminuicdo da excregdo
renal, mas também estd intimamente associado com varios marcadores imunoinflamatorios.
AOPP ndo é apenas um marcador de estresse oxidativo, mas também atua como um mediador
da doenca inflamatéria (SELJELFLOT; AASE; EID, 2002; WITKO-SARSAT; GAUSSON;
DESCAMPS-LATSCHA, 2003).

Estudos recentes sugerem que o acumulo cronico de AOPP promove a inflamacéo no
rim de pacientes diabéticos (LI et al., 2007; SHI et al., 2008). Estes dados sugerem que as
proteinas oxidadas, por si proprias, podem contribuir para o estresse oxidativo persistente
como uma classe de mediadores pro-inflamatérios em tecidos, uma vez que, a acumulacao de
AOPP ocorre a partir de um estagio inicial do diabetes, quando microangiopatia ndo esta
presente (MARTIN-GALLAN et al, 2003).

Outros trabalhos mostraram que a exposicdo dos adipocitos aos AOPP conduziram a
superexpressdo de TNF-alfa e IL-6 através da ativacdo do NF-xB (LI et al., 2007). AOPP
também induziram resisténcia a insulina, em adipdcitos, que foi parcialmente mediada pela
resposta inflamatéria (LIU et al., 2006). Outros trabalhos sugerem que o efeitos proé-
inflamatdrios de AOPP sobre o rim diabético pode ser principalmente por meio da ativacdo da
NADPH oxidase (LIANG et al., 2012). Estes dados fornecem uma nova visao sobre a
patogénese da inflamacéo renal no diabetes e sugerem que a acumulacdo de AOPP pode ser
um alvo terapéutico, pelo menos para prevencdo ou retardamento da progressdo da

complicacao renal no diabetes (SHI et al., 2008).
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2.9. Diabetes e alteragdes renais

O numero total de néfrons é uma varidvel bioldgica que é definida em seres humanos
antes do nascimento. Estima-se que 60% dos néfrons podem se desenvolver durante o terceiro
trimestre e finalizado em 36 semanas de gestacdo. Em ratos a nefrogénese se completa em até
oito dias apds 0 nascimento, sem novos néfrons formados apos esse periodo (MANNALICH
etal., 2001).

O numero final de néfrons €, sem duvida, determinado geneticamente, entretanto um
conjunto crescente de evidéncias indica que, além disso, o niumero glomerular ¢ influenciado
por fatores ndo-genéticos que afetam o ambiente intra-uterino, como desnutricdo materna,
hiperglicemia, mau funcionamento da placenta, uso de glicocorticoides, deficiéncia de
vitamina A e ingestdo de sal (KELLER et al., 2003; PESCE et al., 1994). Os eventos
ambientais que influenciam a formacdo dos néfrons ocorrem ao mesmo tempo em que as
alteracdes importantes ocorrem no DNA, particularmente metilagdo e acetilacdo de histonas
que modificam a expressdo dos genes na vida adulta. Estas alteracfes podem interagir com
mutacdes de varios genes conhecidos por estarem envolvidos na nefrogénese (FRANCO et
al., 2003).

Durante uma nefrogénese normal, os eventos apopt6ticos ocorrem normalmente
durante toda a organogénese renal até que a formacdo do rim esteja completa (LIM et al.,
2010). No entanto, em certas circunstancias, como por exemplo, o DG, o meio intrauterino
com elevadas concentracdes de glicose contribui para a apoptose em células que normalmente
ndo sofrem apoptose, entdo a formacdo do néfrons é alterada e resulta em colapso do néfron
(LUYCKX; BRENNER, 2010).

Em modelos animais, a hiperglicemia moderada durante o desenvolvimento fetal afeta
0 peso ao nascimento e reduz o namero de néfrons na prole (AMRI et al., 2001), o que €
consistente com os resultados encontrados em humanos (TRAN et al., 2008). Estudos
mostram que filhos de ratas diabéticas induzidas por STZ apresentam nefrogénese
prejudicada, com reducdo de 30% no nuamero de néfrons. (DUONG VAN HUYEN et al.,
2003; HOKKE et al., 2013).Tem sido postulado que a redu¢do no numero de nefrons age
como um insulto renal primério visto que os mecanismos de compensacao sdo iniciados para
manter a funcdo renal normal (MORITZ et al., 2009). No entanto, com o estilo de vida e
subsequentes insultos (insultos secundarios), o rim atinge os seus limites de compensacéo,

como resultado ha um declinio na fung&o renal e ocorre o inicio da patologia renal (BAKER,;
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HOY; THOMAS, 2005). Os mecanismos subjacentes pelos quais o nimero de néfrons pode
ser afetado e/ou a funcéo do néfrons seja alterada, ainda ndo estdo completamente elucidados
(MERCURIO; MANNING, 1999). Entretanto, alguns estudos sugerem que uma deficiéncia,
mutacdo, ou expressdo anormal de genes do sistema renina-angiotensina (SRA) durante a
organogénese em modelos animais experimentais, leva a rins anormais, com um decréscimo
do namero de nefréns finais (CHEN et al., 1997; MATSUSAKA et al., 2000).

Ainda, estudos experimentais tém indicado uma diminui¢do no nimero de néfrons na
hipertensdo, (PATTINSON, 1990) o que esta de acordo com a hipotese de Brenner (1985) que
afirma que o déficit de néfrons ao nascimento predispde a reducdo da excrecdo renal de sédio,
levando a uma susceptibilidade a hipertensdo o que tornaria o rim vulnerével a danos renais
levando a uma perda progressiva da funcéo renal (citado por BRENNER et al., 1988).

Embora em muitos modelos experimentais um baixo numero de néfrons esteja
associado com reducdo do peso ao nascimento e hipertensdo na vida adulta, ha outros
modelos que associam diminui¢do no numero de néfrons e hipertenséo, apesar do peso normal
ao nascimento (NEHIRI et al., 2008).

Outros autores consideram que as alteracdes renais ocorrem independentemente de
mudangas na presséo arterial. Rocha et al. (2005) e Magaton et al. (2007), demonstraram que
ratos filhos de maes diabéticas poderiam desenvolver hipertensdo ndo associada ao déficit no
namero de néfrons. Isto sugere que as adaptacdes fisioldgicas renais poderiam compensar
adequadamente o déficit congénito no nimero de néfrons para normalizar a funcdo renal na
auséncia de um aumento da pressdo arterial. Entretanto Franco et al. (2003) sugeriu que 0
namero de néfrons por si s, ndo leva a hipertensdo, mas também provavelmente durante
quanto tempo e qual o ambiente em que o déficit de néfrons ocorreu, ou seja, durante um
periodo critico do desenvolvimento.

Por outro lado, um meio hiperglicémico e a ativacdo do NF-kB estdo relacionados com
0 desenvolvimento da nefropatia diabética (MORCOS et al., 2002). Suas duas vias funcionais
foram estudadas nos rins diabéticos (FLYVBJERG et al., 2004; STARKEY et al., 2006). Os
cinco membros da familia do NF-xB foram identificados, entretanto parece que a relagcdo p65
e p50, em particular, podem contribuir para a apoptose mediada por TNF-a, e ROS (XUE et
al., 2005; DUTTA et al., 2006; NAKANO et al., 2006; PERKINS; GILMORE, 2006).

Em um modelo de diabetes experimental em ratos, Lee et al. (2004) relataram a
interacdo entre 0 NF-kB (subunidade p65) e o receptor da angiotensina Il. O que levantou a
hipotese de que em altas concentracdes de glicose intrauterina a ativacdo do sistema renina
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angiotensina e a sinalizagdo do NF-«xB sdo dois elementos-chave envolvidos no processo de
apoptose de néfrons e dismorfogénese, reduzindo o tamanho dos rins.

Em relacdo a prole de mées diabéticas, o impacto funcional das vias de apoptose do
NF-kB ¢é desconhecido. Porém, foi observado que a via do NF-xB foi regulada nos rins da
prole de animais diabéticos (TRAN et al., 2008). Além disso, subunidades de NF-«xB, p50 ¢
p65, foram reguladas e translocadas do citosol para o nicleo em células tubulares proximais
da prole diabética. Em conjunto, os dados da literatura sugerem que a ativacdo do NF-xB
pode evocar varios genes pro e anti-apoptoticos, que (JANSSEN et al., 2004; DUTTA et al.,
2006; PERKINS; GILMORE, 2006) pode levar a apoptose de células tubulares proximais,
consequentemente resultando em colapso néfron e, finalmente, na deficiéncia de néfrons.

Vérios autores tém mostrado que a hiperglicemia esta associada a uma acumulacao
renal de AGEs em pacientes portadores de nefropatia diabética (COOPER; GILBERT;
EPSTEIN, 1998; ZHENG et al., 2001). Estudos clinicos sugerem que a disfuncdo renal seja
derivada dos elevados niveis de glicose materna e subsequente formag&o dos AGEs (FORBES
et al., 2002; KARACHALIAS et al., 2003). A exposi¢do a uma hiperglicemia prolongada,
dislipidemia, e estresse oxidativo no diabetes aumenta a producdo e acumulacdo destes
compostos (VLASSARA; PALACE, 2002) no rim, na retina e em outros locais de dano
microvascular (MAKITA et al., 1991). A sua importancia como mediadores de leséo renal
tem sido amplamente demonstrada por estudos que usam inibidores de formacdo de AGEs
(FORBES et al., 2004; 2005) ou restricdo dietética de AGEs (URIBARRI et al., 2003) para
retardar a nefropatia sem influenciar o controle glicémico. Também foi demonstrado que em
ratos com diabetes induzida por STZ, os niveis de AGEs apresentam-se elevados (LU et al.,
2011). Estudos in vivo, mostram que a exposicdo de animais adultos saudaveis a AGEs, na
auséncia de hiperglicemia, é capaz de gerar lesdes glomerulares semelhantes as observadas no
diabetes (DOI et al., 1992; VLASSARA et al., 1994). Além de induzir véarias anormalidades
bioquimicas e hemodindmicas que também podem ser responsaveis por alteracdes renais
(LARGER et al., 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a influéncia do diabetes gestacional sobre a expressao proteica do NF-xB e de
marcadores do estresse oxidativo, envolvidos na aterosclerose prematura decorrente do

diabetes, bem como investigar o aparecimento de possiveis alteracdes renais na prole.

3.2. Especificos

1. Determinar as taxas plasmaticas de glicose, triglicerideos, colesterol total, HDL,
AGEs e de AOPP;

2. Determinar a expressao protéica do NF-kB;

3. Determinar a expressdo génica da IL-1p e Nox4;

4. Quantificacdo do numero de néfrons na prole diabética.
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Resumo

Obijetivos: Analisar as alteraces produzidas pelo diabetes gestacional sobre os produtos finais de glicacdo
avancada (AGEs), os produtos avancados de oxidacdo proteica (AOPP), a expressdo proteica do fator de
transcri¢do nuclear kappa B (NF-kB) e expressdo génica da interleucina-1beta (IL-1p) e da NADPH oxidase 4
(Nox4) em aortas da prole adulta.

Métodos: Ratas Wistar (230-250g), receberam uma dose Unica de estreptozotocina (42 mg/kg, intraperitoneal)
no 7° dia de gestacdo. Controles receberam apenas o veiculo. A prole foi dividida em dois grupos: controle, ndo
diabético (ND) e diabetes gestacional (DG). AGEs e AOPP, foram mensurados no plasma por fluorescéncia e
espectrofotometria, respectivamente. A peroxidacao lipidica foi avaliada pela dosagem das substancias reativas
ao &cido tiobarbitirico (TBARS) em figado. A expressdo proteica de NF-«kB foi analisada por Western blot € a
expressdo génica de IL-1pB e de Nox4 por qRT-PCR, em aortas. Nos rins, foi contabilizado o nimero de néfrons.
Resultados: AGEs, AOPP e TBARS foram mais elevados no grupo DG do que no ND. A expressao proteica de
NF-«B foi 1,4 vezes maior no grupo exposto ao DG. A expressdo génica de IL-1B e Nox4 foram mais elevadas
no grupo DG.

Conclusao: O estresse oxidativo plasmatico e tecidual associado ao aumento da expressdo proteica do NF-kB e
de IL-1P na prole adulta, sdo marcadores importantes da inflamagdo que podem estar associados a disfuncéo
endotelial e macroangiopatia diabética, podendo contribuir para o desencadeamento do processo aterosclerotico.
Esses achados corroboram a hip6tese de programagcao fetal.

Palavras-chave: diabetes gestacional; estreptozotocina; produtos finais de glicacdo avancada; ratos Wistar

Introducéo

Estudos clinicos, epidemiologicos e histopatoldgicos sustentam a hipotese da “programagéo fetal", que
sugere que distirbios ocorridos durante o desenvolvimento fetal podem determinar alteraces permanentes na
fisiologia e/ou morfologia de drgdos e tecidos na idade adulta. O conceito de “programacao fetal” é utilizado
como base para o conhecimento da origem de algumas doencas cardiovasculares (1), como a aterosclerose
diabética (2).

A hiperglicemia é o principal fator envolvido nas complicagdes vasculares do diabetes. Evidéncias
experimentais indicam que o coragdo do feto é um dos 6rgdos mais afetados e que 40 a 50% de defeitos
congénitos estdo localizados no sistema cardiovascular (3). Hiperglicemia persistente aumenta a formacéo dos
produtos finais de glicagdo avangada (AGEs). Seus efeitos deletérios em diferentes tecidos, séo atribuidos as
suas acdes quimicas, inflamatdrias e pré-oxidantes. As atividades biolégicas dos AGEs sdo exercidas por
mecanismos diferentes. O primeiro é independente do receptor e promove dano a estrutura das proteinas e da
matriz extracelular. O segundo, envolve a ligagdo a receptores especificos, como o receptor RAGE (receptor
para produtos finais de glicagdo avancada) (4). A interacdo AGEs - RAGE desencadeia a ativagdo de proteinas
quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs) e da fosfatidilinositol-3 quinase (P13-K), vias que conduzem a
ativacdo do fator de transcricdo NF-kB. Apds ser ativado, esse fator transloca-se para o nucleo e promove a

transcricdo de numerosos genes pro-inflamatdrios, incluindo citocinas, como a interleucina-6 (IL-6) e a
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interleucina-1 beta (IL-1p), fatores de crescimento, moléculas de adesdo celular e a dxido nitrico sintase. A
ativacdo do NF-kB aumenta a expressdo de RAGE, criando um feedback positivo para a producdo dos fatores
inflamatérios (5). Salienta-se, que durante algumas das reacdes que levam a formacdo de AGEs, as espécies
reativas de oxigénio (ROS) sdo geradas e concorrem paralelamente com o estresse oxidativo e com os danos
estruturais e funcionais as células.

Os produtos avancados de oxidacéo proteica (AOPP) sdo considerados como marcadores patogénicos
renais e do dano oxidativo mediado por proteinas (6). O acimulo de AOPP foi encontrado em pacientes
diabéticos com alteracbes macrovasculares (7). Todavia, o sistema NADPH (nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato) oxidase € a principal fonte da producdo de ROS em células vasculares (8). Os
principais componentes do complexo enzimatico da NADPH oxidase, Nox1le Nox4, sdo expressos nestas células
e estdo aumentados durante o processo de remodelamento vascular que acompanha a aterosclerose diabética. A
disfuncéo endotelial relaciona-se com o aumento da atividade da NADPH oxidase através da expressdo de suas
subunidades cataliticas. LesBes ateroscler6ticas em artérias corondrias humanas mostram um aumento da
expressdo de subunidades da NADPH oxidase na regido vulneravel da placa. Aumento da Nox4 foi observado
durante a fase de formac&o do ateroma, todavia sua expressado é reduzida em lesdes avangadas (9).

Neste estudo foi investigado a influéncia da exposicdo intra-uterina ao diabetes sobre a expressao

protéica do NF-kB, dos marcadores do estresse oxidativo e da IL-1p em aortas da prole adulta

Materiais e Métodos

Animais
Foram utilizados ratos 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 ragdo ad libitum. Os protocolos foram realizados obedecendo as
normas preconizadas “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, publicado pelo “US National Institute
of Health” (NIH publicagdes 85-23, revisado em 1996) e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal da Universidade Federal de Pernambuco (Processo 23076.037553/2010-10).

Ratas Wistar com 3 meses de idade (230 a 250g), nuliparas, receberam uma dose (42 mg/kg) Unica de
estreptozotocina no 7° dia de gestacdo (STZ, Sigma, St Louis, MO) via intra peritoneal (i.p.), dissolvida em

tampao citrato trissddico 0,01 M (pH 4,5). Fémeas controles receberam apenas o veiculo. Os niveis de glicose
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foram estimados através de glicosimetro (Optium mini®) no 3°, 5° e 14° dia ap6s a administracéo de STZ. Ap6s 0
desmame, as proles foram divididas em dois grupos: grupo controle (ND) e grupo diabetes gestacional (DG).
Aos quatro meses de vida, amostras de sangue de ambas as proles foram obtidas pelo plexo retro-orbital,
centrifugadas a 4.000 r.p.m. durantel5 min, a 4 °C, determinando-se os niveis de glicose, colesterol total (CT),

HDL-colesterol (HDL-c) e triglicerideos (TG) através de kits enzimaticos especificos (Labtest®).

Determinacéo dos produtos avangados de oxidagdo proteica (AOPP)

A concentracdo plasmatica de AOPP foi determinada por espectrofotometria (6) utilizando 50 pl de
plasma. Uma curva padrdo foi estabelecida através de uma mistura de cloramina T, iodo de potassio e acido

acetico, permitindo quantificar AOPP presentes em pmoles/L de equivalentes de cloramina T.

Determinacéo dos produtos finais de glicacdo avangada (AGEs)

A concentracdo de AGEs, foi determinada no plasma (1/50) por fluorescéncia (10). Os dados foram

expressos como unidades arbitrarias.

Analise de Western blot

A expressdo do NF-kB foi determinada através de Western Blot. Os animais foram eutanaziados por
decapitacdo em guilhotina. Apos toracotomia, a aorta toracica foi retirada e homogeneizada em tampéo de lise
RIPA e centrifugada a 12.000 r.p.m. durante 15 min a 4 °C. A concentragdo proteica foi medida no sobrenadante
pelo método de Bradford (1976). Apoés eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE), as proteinas
foram transferidas para uma membrana de fluoreto polivinidileno (PVDF) (Immobilon, Millipore, Molsheim,
Franca) em aparelho de transferéncia (Bio Rad) a 4°C. Em seguida, a membrana foi colocada em solucdo de
bloqueio (5% de leite em pé desnatado em TBS-Tween) durante 1,5 h a temperatura ambiente e incubada com
anticorpo primario especifico para NF-kB p65 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) na
diluicdo 1:1000, por 12h a 4 °C. Apds a lavagem (TBS), as membranas foram incubadas durante uma hora e
meia com o anticorpo secundario (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. Bar Harbor, ME, USA) na

diluicdo de 1:1500. Algumas membranas foram usadas para determinagdo da expressdo da a-actina (Sigma
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Chemical Ca, St. Louis, MO, USA). A detecgdo das proteinas foi realizada por quimioluminescéncia, utilizando
0 kit comercial ECL (ECL, Amersham Biosciences Europe GmbH, Orsay, Franca). As bandas foram
quantificadas por densitometria, utilizando o programa Scion Image 4.02 para Windows (Scion Corporation,

Frederick, USA). Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias.

Andlise da expressao génica

O RNA total das aortas da prole oriunda de maes diabéticas e controles foram isolados através da
homogeneizagcdo do tecido com o reagente Trizol (Invitrogen, CA, EUA), de acordo com as instru¢bes do
fabricante. O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado com MMLV RT (Life Technologies) a partir de 1
micrograma de RNA total em um volume total de 20 microlitros com um primer oligo (dT). A PCR em tempo
real (QRT-PCR) foi realizada em um termociclador (Corbett Research, Sydney, Austrélia), utilizando o SYBR
Green PCR Master Mix (Invitrogen), de acordo com as recomendagdes do fabricante. As amostras foram
corridas em duplicata e os dados de PCR em tempo real foram normalizados para B-actina. As seguintes
sequéncias dos primers foram utilizadas para a IL-1B: 5-AGG CAC TCT TCG AAG GCA C-3'e 5'-CAG AGG
TCC AGG TCCTGG AA -3, para Nox4: 5'- TAG CTG CCC ACT TGG ACG-3" e 5'-TGT AAC CAT GAG
GAA CAA TAC CAC C-3/, enquanto que para B-actina foram: 5-GTC AGG TCA TCA CTA TCG GCA AT-3'

e 5-TCA CAC GAC CTC ATC TGT CAC-3.

Avaliagéo da peroxidacao lipidica

A medida dos niveis de peroxidacao lipidica foi avaliada pela dosagem das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), como o malondialdeido (MDA) segundo Ohkawa modificado (11). Para cada 1g de
tecido hepético foi adicionado, 5 ml de KCI-EDTA 1,15% e homogeneizado por 30 segundos. A seguir, 50pL,
foram transferidos para um tubo contendo 950uL da solugdo de TBA 0,8%, SDS 8,1%, acido acético 20% e
agua, incubando-se em banho maria, a 95 °C, por 60 minutos. Posteriormente, os tubos foram imediatamente
resfriados em recipiente contendo gelo para bloquear a reagdo. Foram adicionados 0,25 ml de agua destilada e
1,25ml de n-butanol, homogeneizando-se no vdrtex por mais 30 segundos. Os tubos foram centrifugados por 10
minutos a 4.000 r.p.m. e a leitura da fase orgénica foi realizada em espectrofotdbmetro na absorbancia de

532nm. Os resultados foram expressos em nmol MDA/mg de proteina.
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Quantificagcdo do nimero de néfrons

A quantificacdo do nimero de néfrons foi realizada conforme o método de Bertram (12).

Andlise estatistica

Todos os resultados foram expressos em variagdes médias + erro padrdo da média (e.p.m). Foram

utilizados o teste t de Student ndo pareado. As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

Resultados

Parametros bioquimicos

Aos quatro meses de idade, a prole DG apresentou um aumento nos niveis de glicose (p < 0,001),
colesterol total e triglicerideos (p < 0,05), quando comparados a ND (Tabela 1).

Para evitar a possibilidade de rejeicdo, os animais oriundos de fémeas diabéticas foram pesados ao 2°dia
de nascimento, observando-se que seu peso corporal foi maior (p > 0,05) quando comparado a ND (7.3 + 0.24g

vs. 6.9 £ 0.094¢g, n=13, respectivamente).

Biomarcadores de estresse oxidativo

Os marcadores do estresse oxidativo sdo mostrados na Tabela 2. Na prole DG, niveis elevados de

AGEs, (p <0,01) AOPP e TBARS (p < 0,05) em comparacao a ND.

Expressao protéica do NF-kB

Os niveis plasmaticos elevados de AOPP e AGEs, observados na prole DG, conduziram a investigacéo

da expresséo protéica do NF-kB em aortas, verificando-se que este encontra-se 1,4 vezes aumentado no grupo

DG (Figura 1).

Expressao génica da IL-1p e da Nox4
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A expressdo génica da IL-1p e da Nox4 nas aortas do grupo DG e ND foram avaliadas por qRT-PCR.
Os niveis da IL-1f foram significativamente elevados (p < 0,05) no grupo DG (2,61 + 0,56 vs. 1,0 = 0,0 ND),

bem como os niveis da Nox4 (1,60 £ 0,0 vs. 1,00 £ 0,0 ND) (Figuras 2 e 3).

Quantificagcdo do nimero de néfrons

Neste modelo, nds podemos observar que a exposi¢ao ao diabetes na fase intra-uterina comprometeu o

namero de néfrons que foi reduzido em 30% na prole adulta (Figura 4).

Discussao

O estresse oxidativo, a disfungdo endotelial e a inflamacdo desempenham um papel central na
patogénese da aterosclerose diabética (13). Todavia, os mecanismos celulares e moleculares envolvidos neste
processo ainda ndo estdo completamente elucidados. No presente estudo foi demonstrado um aumento dos
fatores pré-inflamatorios na aorta, que foi associado ao estresse oxidativo plasmatico e tecidual, corroborando
estudos anteriores de nosso laboratdrio que mostram uma “up regulation” da COX-2 em artérias de resisténcia
oriundas de prole diabética que contribuem para disfuncao endotelial (14).

O aumento nos niveis de triglicerideos encontrado na prole diabética corrobora os achados de outros
autores (15, 16). Os lipidios sdo indicados como um dos principais marcadores patogénicos, em situacdes de
disfuncdo metabolica e de peroxidacgdo lipidica (17). AGEs, AOPP e TBARS modificam proteinas ou lipideos
sanguineos, 0s quais podem ligar-se a receptores especificos, causando a producdo de citocinas inflamatérias e
fatores de crescimento, contribuindo para as complicacdes do diabetes. Niveis elevados de AOPP foram
encontrados no pancreas (18). Foi também relatado a presenca de AGEs e AOPP em varias estruturas renais e
placas ateromatosas (19). Alguns estudos referenciam aumentos nos niveis séricos de AGEs e AOPP em
pacientes com DM-2 (20, 21) como fatores de risco para o desenvolvimentos das complicagdes vasculares. Os
niveis plasmaticos elevados de AGES e AOPP corroboram os resultados encontrados por estes autores (19, 20,
21).

No presente estudo, a reducdo de néfrons encontrada na prole diabética pode contribuir para a

hipertensdo encontrada em estudos anteriores (22) e maior suscetibilidade a doenca renal diabética. Esses
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resultados estdo de acordo com os obtidos por outros autores (23,24). Adicionalmente, Ramos-Alves e cols.
(14,22) demonstraram que a exposicdo intra-uterina a hiperglicemia a expressdo protéica da ciclo-oxigenase-2
(COX-2) em artérias mesentéricas da prole aos 3, 6, 12 meses de idade pode aumentar a resposta contratil em
vasos de resisténcia, contribuindo para a hipertensdo. Sabendo-se, que 0 NF-kB poderia regular a expressdo da
COX-2 através da participacdo de prostandides, fica claro a participacdo de um estimulo inflamatério, o qual
poderia estar associado com o desenvolvimento de lesdes vasculares, ilustrando a complexidade da via de
sinalizaco intracelular do NF-«xB. Isto deve-se, aos variados estimulos que o ativam, bem como aos inimeros
genes e fendmenos regulados pelo NF-kB, como o aumento da liberagdo das citocinas pré-inflamatérias
envolvidas na aterosclerose, como por exemplo, a IL-1p (25)

Ao nosso conhecimento é a primeira vez que esta sendo demonstrado que ratos expostos a niveis
elevados de glicose na fase intra-uterina apresentam aumento significativo da expressdo proteica de NF-kB em
aorta, quando adultos. E bem conhecido que o NF-xB tem um papel essencial no estabelecimento do diabetes e
suas complicages, especialmente no diabetes tipo | (26). Zhixin Guo e cols. (27) demonstraram que o NF-«xB
estava aumentado em aortas de ratos submetidos a dieta hiperlipidica, embora outros autores tenham observado
uma reducdo do inibidor do NF-«kB, o IkB-0, sem que ocorrido aumento desse marcador, em camundongos
obesos (28).

Os niveis elevados da expressdo proteica de NF-xB, geralmente estdo relacionados a interacdo AGEs-
RAGE, entretanto um aumento na sua expressdo constitutiva também poderia ocorrer (29). Mas, os resultados
obtidos no presente estudo, ndo nos permite afirmar se 0 aumento da expressdo protéica de NF-kB em aortas da
prole DG é constitutivo, todavia sugerem que este aumento é, pelo menos em parte, relacionado com a
capacidade de resposta das células do musculo liso vascular da aorta a estimulagdo por AGEs. Em ratos
espontaneamento hipertensos foi mostrado que a atividade do NF-kB, nas primeiras semanas de vida, associado
ao estresse oxidativo poderia levar ao desenvolvimento de hipertenséo.

E relatado em estudos in vivo e in vitro o papel da IL-1B como agonista primario da apoptose de células
beta em pacientes com DM-2, sugerindo que a IL-1B parece mediar o processo autoinflamatorio (30). Em
adicdo, a IL-1pB por sua vez, pode ativar o NF-kB, e estimular a producdo de ROS e de outras citocinas (31).
Doses elevada de STZ (125 mg/kg) injetas em porquinho chinés levou a um aumento de IL-1f , TNF-a e IL-6
(32). Esses resultados corroboram os achados em ratos da linhagem Wistar submetidos a trés doses diarias de 30
mg/kg de STZ (33) e aos achados do presente estudo. Ademais, aqui foi encontrado um aumento da expressao

génica da Nox4 através de gRT-PCR no grupo DG. Este achado tem grande relevancia, visto que ao contréario
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das outras subunidades da NADPH-oxidase, a Nox4 funciona independentemente da presenca de subunidades
citosolicas (34). A Nox4 medeia a resposta proliferativa em células endoteliais (35). Desta forma, o estresse
oxidativo plasmatico e tecidual presente na prole DG parece aumentar a expressdo proteica de NF-xB ¢ a
expressdo génica da IL-1p, sugerindo que o ambiente fetal poderia ser capaz de programar alteragdes vasculares

na prole oriunda de mées diabéticas.
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Tabela 1 - Comparacdo entre os pardmetros bioquimicos das proles adultas de animais expostos ao
diabetes, induzido por estreptozotocina (42 mg/kg i.p.) no periodo intra-uterino e controles néo
diabéticos (ND)
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Grupos
ND DG
Glicose (mg/dL) 88,0+1.9 120,0 £ 2.4***
Triglicerideos (mg/dL) 420+£15 54,0 £ 3.0*
Colesterol total (mg/dL) 71,0+6.3 94,5+ 2.2*
Colesterol HDL (mg/dL) 46.0+£2.0 46.0+£1.8

Valores representam médias + e.p.m., n = 5;
*** n < 0,001 (Teste t de Student ndo pareado)
*p < 0,05 (Teste t de Student ndo pareado)
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Tabela 2 - Comparacdo entre os pardmetros de estresse oxidativo das proles adultas de animais expostos
ao diabetes induzido por estreptozotocina (42 mg/kg i.p.) no periodo intra-uterino e controles ndo
diabéticos (ND).
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Grupos
ND DG
AGEs (u.a.) 6300,0 + 210,0 7800,0 + 340,0***
AOPP (umol) 10,3+0,5 20,5+ 2,2*
TBARS mmol MDA/mg de proteina 0,28 + 0,0 0,38 = 0,0*

Valores representam médias + e.p.m., n = 5;
*** n < 0,001 (Teste t de Student ndo pareado)
*p < 0,05 (Teste t de Student ndo pareado)



Figura 1: Anélise por Western Blot da expressdo proteica do NF-kB em aortas das proles adultas de
animais expostos ao diabetes induzido por estreptozotocina (42 mg/kg i.p.) no periodo intra-uterino e de
controles ndo diabéticos (ND, coluna branca). Os valores sdo expressos como média + e.p.m. de trés
experimentos independentes por grupo. * p < 0,05 (Teste t de Student ndo pareado).
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Figura 2: Expressao relativa de RNAm da IL-1[ aortas das proles adultas de animais expostos ao
diabetes induzido por estreptozotocina (42 mg/kg i.p.) no periodo intra-uterino e de controles néo
diabéticos (ND, coluna branca). Os resultados sdo expressos como média + e.p.m., n = 4; do
parametro 2*“Ct, representando a expressio relativa entre a IL-18 ¢ o gene de B-actina. (*p <
0,05; Teste t de Student ndo pareado).
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Figura 3: Expressdo relativa de RNAmM da Nox4 em aortas das proles adultas de animais expostos
ao diabetes induzido por estreptozotocina (42 mg/kg i.p.) no periodo intra-uterino e de controles
ndo diabéticos (ND, coluna branca). Os resultados foram expressos como média + e.p.m., n = 4;
do parametro 2°“Ct, representando a expressio relativa entre a Nox4 e o gene de p-actina. (*p <
0,05; Teste t de Student ndo pareado).
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Figura 4. Quantificacdo do nimero de néfrons das proles adultas de animais expostos ao diabetes induzido
por estreptozotocina (42 mg/kg i.p.) no periodo intra-uterino e de controles ndo diabéticos (ND, coluna
branca). Os valores foram normalizados tendo como referéncia os controles (100%). Os valores sdo
expressos como média = e.p.m; n=5; * p < 0,001 (Teste t de Student ndo pareado).
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a exposicdo intrauterina a
hiperglicemia materna induz um estresse plasmético e tecidual associado ao aumento da
expressao proteica do NF-kB e de IL-1beta, o que podera contribuir para o desenvolvimento
de doencas cardiovasculares na vida adulta.
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ANEXO A: Instrucfes para Autores

ARQUIVOS
o .= BRASILEIROS DE

ENDOCRINOLOGIA
B 5 METABOLOGIA

. BAAZILIAN ARCHIVES OF ENDOCRINOLOGY AND METABOLISM

Informaces Gerais

Ressaltamos a importancia de seguir estas instrucdes com atencdo. O ndo respeito as
normas acarretara atrasos ao processo de revisdo do manuscrito (MS).
MS deve ser apresentado exclusivamente para os ABE&M, nunca ter sido publicado ou estar
sob consideracdo para publicacdo, em forma substancial, em outro periddico, profissional ou
leigo. O MS deve ser redigido em Inglés ou Portugués, em conformidade com as
especificacbes descritas abaixo. Os autores que nao sdo fluentes na forma escrita do idioma
inglés recomenda-se que 0 seu MS seja revisado e editado por um expert nesse sentido antes
da apresentagéo. Esta iniciativa deve facilitar e acelerar todo o processo de revisédo e potencial
publicacdo do seu MS.

Trabalhos que ndo cumpram estes requisitos serdo devolvidos ao autor para adequacao
necessaria antes da revisao pelo corpo editorial.

Todas as submissGes sdo a principio cuidadosamente avaliadas pelos editores
cientificos. Os MS que ndo estejam em conformidade com os critérios gerais para publicacédo
serdo devolvidos aos autores dentro de trés a cinco dias. Os MS em conformidade séo

enviados habitualmente para dois revisores.

Categorias de Manuscritos

ContribuicGes originais de pesquisa podem ser submetidas aos ABE&M como artigo
original ou comunicacgdo resumida. Outras categorias especiais de MS sdo descritas abaixo.
Todos os MS devem seguir as limitacbes de numero de palavras para o texto principal,
conforme especificado abaixo. O nimero total de palavras ndo inclui o resumo, as referéncias
ou legendas de tabelas e figuras. O nimero de palavras deve ser anotado na pagina de rosto,
juntamente com o numero de figuras e tabelas. O formato é semelhante para todas as
categorias de MS e é descrito em detalhes na secéo "Prepara¢cdo do Manuscrito™.



82

Artigos Originais

O artigo original é um relatorio cientifico dos resultados de pesquisa original, clinica
ou laboratorial, que ndo tenha sido publicado, ou submetido para publicacdo, em outro
periddico, seja em papel ou eletronicamente. O artigo original ndo deve exceder 3600 palavras
no texto principal, ndo deve incluir mais de seis figuras e tabelas e ter até 35 referéncias.

Comunicacao Resumida

A comunicacdo resumida consiste de dados originais de importéncia suficiente para
justificar a publicacdo imediata. E uma descricdo sucinta dos resultados confirmatérios ou
negativos de um estudo focado, simples e objetivo. Objetividade e clareza aumentam a
possibilidade de um manuscrito ser aceito para publicagdo como comunicacdo rapida. O texto
principal deve ter no mé&ximo 1500 palavras, até 20 referéncias e ndo mais que duas

ilustracGes (tabelas ou figuras ou uma de cada).

Artigos de Revisdo

Os ABE&M publica artigos de revisdo que apresentam uma avaliacdo critica e
abrangente da literatura sobre questfes atuais no campo da endocrinologia e da metabologia
nas areas clinica ou basica. Todos os artigos de revisdo sdo submetidos preferencialmente
apos convite dos ABE&M e estdo sujeitos a revisdo pelos pares. Artigos nesta categoria sdo
encomendados pelos editores a autores com experiéncia comprovada na area de
conhecimento, ou quando a proposta direcionada pelos autores em contato prévio, receber a
aprovacdo do conselho editorial. Estes MS n&o devem ter mais de 4000 palavras no texto
principal, ndo podem incluir mais de quatro figuras ou tabelas e até 60 referéncias. Os autores
devem mencionar a fonte e/ou solicitar autorizacdo para o uso de figuras ou tabelas

publicadas previamente.
Diretrizes ou Consensos
Consensos ou diretrizes propostos por sociedades de profissionais, forgas-tarefa e

outras associagdes relacionadas com a Endocrinologia e Metabologia podem ser publicadas

pela ABE&M. Todos os MS serdo submetidos a revisdo por pares, devem ser modificaveis
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em resposta as criticas e serdo publicados apenas se cumprirem as normas editoriais da
revista. Estes MS habitualmente ndo devem ultrapassar 3600 palavras no texto principal, ndo

devem incluir mais de seis figuras e tabelas e ter até 60 referéncias.

Relato de caso

Comunicacédo breve utilizada para apresentar relatos de casos, ou de caso isolado, de
importancia clinica ou cientifica. Estes relatérios devem ser concisos e objetivos. Devem
conter dados de pacientes isolados ou de familias que adicionem substancialmente
conhecimento a etiologia, patogénese e historia natural da condi¢do descrita. O relato de caso
deve conter até 2000 palavras, ndo incluir mais de quatro figuras e tabelas e ter até 30

referéncias.

Carta ao Editor

Cartas ao Editor podem ser apresentadas em resposta a artigos publicados no ABE&M
nas ultimas 3 edicfes. As cartas devem ser breves comentarios relacionados a pontos
especificos, de acordo ou desacordo, com o trabalho publicado. Dados originais publicados
relacionados ao artigo publicado sdo estimulados. As cartas podem ter no maximo 500

palavras e cinco referéncias completas. Figuras e tabelas ndo podem ser incluidas.

Preparac¢édo do manuscrito

FORMATO GERAL

Os ABE&M exige que todos os manuscritos (MS) sejam apresentados em formato de

coluna Unica, seguindo as seguintes orientacdes:

* O manuscrito deve ser apresentado em formato Word.

* Todo o texto deve ser em espago duplo, com margens de 2 cm de ambos os lados, usando
fonte Times New Roman ou Arial, tamanho 11.

* Todas as linhas devem ser numeradas, no manuscrito inteiro, e todo o documento deve ser
paginado.

* Todas as tabelas e figuras devem ser colocadas apos o texto e devem ser legendadas. Os MS
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submetidos devem ser completos, incluindo a péagina de titulo, resumo, figuras e tabelas.
Documentos apresentados sem todos esses componentes serdo colocados em espera até que o
manuscrito esteja completo.

Todas as submissdes devem incluir:

» Uma carta informando a importancia e relevancia do artigo e solicitando que o mesmo seja
para publicacdo nos ABE &M. No formulério de inscrigdo os autores podem sugerir até trés
revisores especificos e / ou solicitar a exclusdo de até outros trés.

O manuscrito deve ser apresentado na seguinte ordem:

1.Pégina de titulo.

2. Resumo (ou Sumario para os casos clinicos).

3. Texto principal.

4.Tabelas e Figuras. Devem ser citadas no texto principal em ordem numérica.

5. Agradecimentos.

6. Declaracédo de financiamento, conflitos de interesse e quaisquer subsidios ou bolsas de
apoio recebidos para a realizacdo do trabalho

7.Referéncias .

Pagina de Titulo
A pagina de rosto deve conter as seguintes informacdes:
1. Titulo do artigo.
. Nomes completos dos autores e coautores, departamentos, instituicdes, cidade e pais.

. Nome completo, endereco postal, e-mail, telefone e fax do autor para correspondéncia

2
3
4. Titulo abreviado de no maximo 40 caracteres para titulos de pagina
5. 5. Palavras-chave (recomenda-se usar MeSH terms e até 5).

6. 6. Numero de palavras - excluindo a pagina de rosto, resumo, referéncias, figuras e tabelas.
7

. 7. Tipo do manuscrito

Resumos

Todos os artigos originais, comunicados rapidos e relatos de casos deverdo ser apresentados
com resumos de no maximo 250 palavras. O resumo deve conter informacgdes claras e
objetivas sobre o estudo de modo que possa ser compreendido, sem consulta ao texto. O
resumo deve incluir quatro secdes que refletem os titulos das se¢des do texto principal. Todas
as informagdes relatadas no resumo deve ter origem no MS. Por favor, use frases completas

para todas as se¢fes do resumo.
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Introducéo
O proposito da introducéo € estimular o interesse do leitor para o trabalho em questéo

com uma perspectiva historica e justificando os seus objetivos.

Materiais e Métodos

Devem ser descritos em detalhe como o estudo foi conduzido de forma que outros
investigadores possam avaliar e reproduzir o trabalho. A origem dos horménios, produtos
quimicos incomuns, reagentes e aparelhos devem ser indicados. Para os métodos modificados,

apenas as novas modificagdes devem ser descritas.

Resultados e Discusséo

A secdo Resultados deve apresentar brevemente os dados experimentais tanto no texto
quanto por tabelas e / ou figuras. Deve-se evitar a repeticdo no texto dos resultados
apresentados nas tabelas. Para mais detalhes sobre a preparacdo de tabelas e figuras, veja
abaixo. A Discussdo deve se centrar na interpretacdo e significado dos resultados, com
comentarios objetivos, concisos, que descrevem sua relacdo com outras pesquisas nessa area.
Na Discussdo devemos evitar a repeticdo dos dados apresentados em Resultados, pode conter

sugestdes para explica-los e deve terminar com as conclusdes.

Autoria
Os ABE&M adotam as diretrizes de autoria e de contribuicdo definidas pelo Comité
Internacional de Editores de Periddicos Médicos ( www.ICMJE.org ). Co - autoria irrestrita é

permitido. O crédito de autoria deve ser baseado apenas em contribui¢es substanciais para:

1. concepcéo e desenho, anélise ou interpretagéo de dados
2. redagdo do artigo ou revisao critica do conteudo intelectual

3. aprovacéo final da verséo a ser publicada.
Todas essas condi¢Ges devem ser respeitadas. O primeiro autor é responsavel por garantir a
incluséo de todos os que contribuiram para a realizacdo do MS e que todos concordaram com

seu conteldo e sua submissdo aos ABE&M.

Conflito de Interesses
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Uma declaragdo de conflito de interesse para todos os autores deve ser incluida no
documento principal, seguindo o texto, na secdo Agradecimentos. Mesmo que 0s autores ndo

tenham conflito de interesse relevante a divulgar, devem relatar na secdo Agradecimentos.

Agradecimentos

A secdo Agradecimentos deve incluir os nomes das pessoas que contribuiram para o
estudo, mas ndo atendem aos requisitos de autoria. Os autores sdo responsaveis por informar a
cada pessoa listada na secdo de agradecimentos a sua inclusao e qual sua contribuicdo. Cada
pessoa listada nos agradecimentos deve dar permissao - por escrito, se possivel - para o uso de
seu nome. E da responsabilidade dos autores coletar essas informagdes.

Referéncias

As referéncias da literatura devem estar em ordem numérica (entre parénteses), de
acordo com a citacdo no texto, e listadas na mesma ordem numérica no final do manuscrito,
em uma pagina separada. Os autores sdo responsaveis pela exatiddo das referéncias. O
numero de referéncias citadas deve ser limitado, como indicado acima, para cada categoria de

apresentacao.

Tabelas

As tabelas devem ser apresentadas no mesmo formato que o artigo (Word). Atencéo:
ndo serdo aceitas tabelas como arquivos de Excel. As tabelas devem ser auto- explicativas e
os dados ndo devem ser repetidos no texto ou em figuras e conter as analises estatisticas. As
tabelas devem ser construidas de forma simples e serem compreensiveis sem necessidade de
referéncia ao texto. Cada tabela deve ter um titulo conciso. Uma descri¢do das condigdes

experimentais pode aparecer em conjunto como nota de rodapé.

Graéficos e Figuras

Todos os graficos ou Figuras devem ser numerados. Os autores sdo responsaveis pela
formatacdo digital, fornecendo material adequadamente dimensionado. Todas as figuras
coloridas serdo reproduzidas igualmente em cores na edicdo online da revista, sem nenhum
custo para os autores. Os autores serdo convidados a pagar o custo da reproducéo de figuras
em cores na revista impressa. Apos a aceitagdo do manuscrito, a editora fornecera o valor dos

custos de impressao.
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Fotografias

Os ABE&M preferem publicar fotos de pacientes sem méascara. Encorajamos 0s
autores a obter junto aos pacientes ou seus familiares, antes da submissdo do MS, permissédo
para eventual publicacdo de imagens. Se 0 MS contiver imagens identificaveis do paciente ou
informacgdes de salde protegidas, os autores devem enviar autorizacdo documentada do
proprio paciente, ou pais, tutor ou representante legal, antes do material ser distribuido entre
0s editores, revisores e outros funcionarios dos ABE&M. Para identificar individuos, utilizar

uma designacdo numérica (por exemplo, Paciente 1); ndo utilizar as iniciais do nome.

Unidade de Medida
Os resultados devem ser expressos utilizando o Sistema Métrico. A temperatura deve

ser expressa em graus Celsius e tempo do dia usando o relégio de 24 horas (por exemplo,
0800 h, 1500 h).

Abreviaturas Padréo
Todas as abreviaturas no texto devem ser definidas imediatamente ap0s a primeira

utilizacdo da abreviatura.

Pacientes

Para que 0 MS seja aceito para submisséo, todos os procedimentos descritos no estudo
devem ter sido realizados em conformidade com as diretrizes da Declaracdo de Helsinque e
devem ter sido formalmente aprovados pelos comités de revisdo institucionais apropriados, ou
seu equivalente.

As caracteristicas das populagdes envolvidas no estudo devem ser detalhadamente
descritas. Os individuos participantes devem ser identificados apenas por numeros ou letras,
nunca por iniciais ou nomes. Fotografias de rostos de pacientes s6 devem ser incluidos se
forem cientificamente relevantes. Os autores devem obter o termo de consentimento por
escrito do paciente para 0 uso de tais fotografias. Para mais detalhes, consulte as Diretrizes
Eticas.

Os pesquisadores devem divulgar aos participantes do estudo potenciais conflitos de

interesse e devem indicar que houve esta comunicacdo no MS.

Animais de Experimentagdo
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Deve ser incluida uma declaracdo confirmando que toda a experimentacdo descrita no
MS foi realizada de acordo com padrbes aceitos de cuidado animal, como descrito nas

Diretrizes Eticas.

Descricdo Genética Molecular

Usar terminologia padréo para as variantes polimorficas, fornecendo os nimeros de rs
para todas as variantes relatadas. Detalhes do ensaio, como por exemplo as sequéncias de
iniciadores de PCR, devem ser descritos resumidamente junto aos numeros rs . Os
heredogramas devem ser elaborados de acordo com normas publicadas em Bennett et al .J
Genet Counsel (2008) 17:424-433 -. DOI 10.1007/s10897-008-9169-9.

Nomenclaturas

Para genes, use a notacdo genética e simbolos aprovados pelo Comité de
Nomenclatura HUGO Gene (HGNC) - ( http://www.genenames.org/~~V ).
Para mutacdes siga as diretrizes de nomenclatura sugeridos pela Sociedade Human Genome

Variation (http://www.hgvs.org/mutnomen/)

- Fornecer e discutir os dados do equlibrio Hardy-Weinberg dos polimorfismos analisado na
populacédo estudada. O célculo do equilibrio de Hardy-Weinberg pode ajudar na descoberta de
erros de genotipagem e do seu impacto nos métodos  analiticos.

- Fornecer as frequéncias originais dos genotipos,dos alelos e dos haplotipos
- Sempre que possivel, 0 nome genérico das drogas devem ser referidos. Quando um nome
comercial de propriedade ¢é wusado, ele deve comecar com letra mailscula.

- Siglas devem ser usados com moderagdo e totalmente explicadas quando usadas pela

primeira vez.

TRABALHOS APRESENTADOS EM INGLES

O MS deve ser escrito em Inglés claro e conciso. Evite jargbes e neologismos. A
revista ndo esta preparada para realizar grandes correcOes de linguagem, o que é de
responsabilidade do autor. Se o Inglés ndo € a primeira lingua dos autores, 0 MS deve ser
revisado por um especialista em lingua inglesa ou um nativo. Para os ndo-nativos da lingua

inglesa e autores internacionais que gostariam de assisténcia com a sua escrita antes da


http://www.hgvs.org/mutnomen/
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apresentacdo, sugerimos o servico de edicdo cientifica do American Journal Experts
(http://www.journalexperts.com/index.php ) ou o PaperCheck ( http://www.papercheck.com/).



