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Resumo

A hiperglicemia ndo tratada em pacientes diabéticos intensifica um
quadro de estresse oxidativo. O ferro é metal de transicdo e, quando em
excesso, participa de vias metabdlicas que favorecem danos oxidativos atraves
da formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS). Este estudo avalia o0s
efeitos da interacdo do diabetes com uma formulacéo de ferro injetavel (Ferro
Dextran) sobre balanco oxidante/antioxidante e alteracdes histoldégicas em
tecidos cardiaco e pancreatico. Ratos Fischer (n = 96), pesando
aproximadamente 200g, foram divididos em quatro grupos: Controle (C)
Controle ferro (CF), que recebeu injecbes de ferro dextran por via
intraperitoneal, Diabetes (D), que recebeu uma dose de streptozotocina (STZ) e
Diabetes Ferro (DF) que recebeu uma dose de STZ e inje¢cbes de Ferro
Dextran. Induziu-se o diabetes com 35mg/Kg de STZ no primeiro dia de
experimento e obteve-se a suplementacdo de ferro com a administracdo
intraperitoneal de quatro doses de 0,1ml de Ferro Dextran (100g Fe®'/l) em
intervalos de cinco dias para cada dose. Resultados mostraram alteragdes nos
niveis glicémicos e nos de ferro tecidual no coracao e no pancreas dos grupos
tratados com STZ e ferro, respectivamente. Houve um aumento na geracao de
EROS, por neutrofilos para os grupos CF, D e DF em relacdo ao grupo C
(191,3 + 41,19 RLU/30min) com valores de 363,30 + 130,20; 552,80 + 103,30;
1566,00 + 386,90 RLU/30min, respectivamente. No coracdo, 0s niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) ndo apresentaram
diferencas; os de Proteina Carbonilada foram aumentados nos ratos do grupo
DF em comparacdo com o C. No pancreas, os niveis de TBARS aumentaram
para os ratos diabéticos e os de Proteina Carbonilada aumentaram para os
grupos CF, D e DF em relagéo ao grupo C (16,62 £ 1,76 U/mL/ mg proteina )
com valores de 27,61 + 10,53; 30,96 + 8,29; 52,38 + 12,34 U/mL/ mg proteina.
N&o se observaram alteragcbes nos niveis de Glutationa Total, Superoxido
Dismutase e Catalase em nenhum dos dois 6rgdos. Além disso, no diabetes
ocorre um maior deposito de ferro sugerindo uma alteragdo no processo de

captacdo desse metal.
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Abstract

The non’-treated hyperglycaemia on Diabetic patients has intensified scenery of
oxidative stress. Iron is transition metal and, if in excess, takes place in
metabolic ways, which helps the oxidative damages through the formation of
reactive species of oxygen ( RSO). This research has evaluated the effects of
|Diabetes with one iron injectable formula (Iron Dextran) on the
oxidant/antioxidant balance in cardiac and pancreatic tissues. Fischer Mice (n
= 96), weighting about 200g, were divided into four groups: Control (C), Iron
Control (IC), that received injections of iron dextran through intraperitoneal way,
Diabetes (D), that received one dose of streptzotocine (STZ), and Diabetes Iron
(DI), that received one dose of streptzotocine and injections of Iron Dextran.
The condition was induced with 35mg/Kg of STZ at the first day of the
experience and the iron supplementation was gotten with the intraperitoneal
administration of four with 0,1ml of Iron Dextran (100g Fe®*/l), among intervals
at the five days to each dose. Results show alterations in the glucemial levels
and in those ones of residual iron in the heart and in the pancreas from the
treated groups with STZ and iron, respectively. There was some increasing on
RSO generation, by neutrophils to the groups IC, D e DI in relation to the group
C (191,3 + 41,19 RLU/30min) with values of 363,30 + 130,20; 552,80 + 103,30;
1566,00 £+ 386,90 RLU/30min, respectively. In the heart, the levels of reactive
substances to the thyobarbituric acid (TBARS) haven't shown differences;
those ones of Carboniled Protein were increases in mices from the group DI if
compared with the group C. In the pancreas, the TBARS levels were increased
to the groups CI, D e DI in relation to the group C (16,62 + 1,76 U/mL/ mg
protein ) with values of 27,61 + 10,53; 30,96 £ 8,29; 52,38 + 12,34 U/mL/ mg
protein. Alterations in the levels of Total Glutathione, Superoxide Dismutase,
and Catalase were not observed in no of the two organs. Furthermore,
diabetes results in a higher iron storage suggesting a change in the process of

uptake of the metal.
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1- INTRODUCAO

O Diabetes mellitus € reconhecido como um grupo heterogéneo de doencas
com elementos comuns de hiperglicemia e intolerancia a glicose, devido a
deficiéncia de insulina, eficacia prejudicada desse horménio, ou ambos, de
acordo com os parametros da IDF - International Diabetes Federation- (2009).
No diabetes ocorre aumento da formacdo de espécies reativas do oxigénio
(ERO), potencializando assim as complicacdes diabéticas causadas pela
hiperglicemia (Brownlee, 2001; Robertson, 2004; Correa-Giannella e Vieira,
2007).

Sabe-se que a sobrecarga de ferro também potencializa a formacao da
ERO, danificando estruturas celulares e agravando complicacdes de doencas
cronicas. Niveis moderadamente aumentados de ferro no corpo, muito
inferiores aos observados na hemocromatose, estdo associados ao risco
aumentado de diabetes tipo 2 (Rajpathak et al., 2009). JEHN et al. (2004), ao
avaliarem a relacdo entre os estoques de ferro, a sindrome metabdlica e a
resisténcia a insulina, em uma populacdo de adultos dos EUA, observaram
associacao positiva entre os altos niveis de estoques de ferro e a prevaléncia
da sindrome metabdlica. SUN et al (2008, p.4695), avaliando a relacéo entre a
concentracdo de ferritina com o risco para sindrome metabdlica e diabetes tipo
2, em uma populacdo de chineses, observaram que essa associacdo €
positiva, reafirmando que pacientes que apresentaram sobrecarga de ferro
tinham mais chances de desenvolveren doencas metabdlicas. Em modelos
experimentais, os estoques de ferro também estdo correlacionados com os
componentes isolados da sindrome metabdlica, particularmente os niveis
séricos de triacilglicerois (TAG), de glicose plasmatica, bem como marcadores
de resisténcia a insulina (Silva et al., 2008; Bonomo, 2010).

Estudos clinicos demonstram que a prevaléncia do diabetes nas
hemocromatoses, que sao disturbios genéticos que causam uma sobrecarga

de ferro, é de 7 a 40%. O papel do ferro na patogénese do diabetes é sugerido
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pelo aumento da incidéncia de diabetes tipo 2 em diversas causas de
sobrecarga de ferro (Moirand et al. 1997, Jiang et al. 2004).

Outro foco de estudo tem sido a relacédo entre diabetes e inflamacéo, pois
todas as complicacbes reconhecidas nessa doenca possuem componentes
inflamatoérios. Os mecanismos de defesa sdo comprometidos em pacientes
com diabetes tipo 1 ou tipo 2 e h4 uma maior ativacdo de neutrofilos no
sangue. Apesar de muitas vias estarem envolvidas na producdo de ERRO, no
diabetes, uma fonte importante nas lesdes inflamatorias € a NADPH oxidase de
neutrofilos, que representam células de defesa do organismo contra
microrganismos, incluindo patégenos. Em individuos diabéticos, eles geram
quantidades superiores de superoxido em relacdo a individuos ndo diabéticos
(Karima et al., 2005; Gupta et al., 2007; Omori et al., 2008).

Os disturbios no metabolismo da glicose também causam complicacfes que
envolvem doencas cardiovasculares, incluindo hipertensao arterial sistémica,
doenca arterial coronariana e insuficiéncia cardiaca, sendo que 75% dos
pacientes diabéticos morrem por algum evento cardiovascular (Kannel,
Hjortland e Castelli 1974; Giugliano, Ceriello e Paoglisso 1996; Gu, Cowie e
Harris, 1999). Além disso, a hiperglicemia intracelular causa anormalidade no
fluxo sanguineo, aumentando a permeabilidade cardiovascular (Brownlee,
2001).

Entre as complicacdes clinicas presentes em pacientes diabéticos a
cardiomiopatia que pode conduzir a insuficiéncia cardiaca. Tem-se
demonstrado que citocinas inflamatorias sdo anormalmente expressas no
miocardio diabético e contribuem para a fibrose miocardica (Boyer et al., 2004).

Outra alteracdo metabdlica importante presente no diabetes € a exposicao
cronica da célula-B a altos niveis de glicose que provoca danos oxidativos
(Robertson e Harmon, 2006). Na literatura, descreve-se também que 0s niveis
dos biomarcadores antioxidante sdo normalmente reduzidos, no coragao e no
pancreas, quando comparada com os biomarcadores antioxidante no figado,
sendo, portanto, esses 6rgdos sdo mais susceptiveis a danos oxidativos do que

aquele (Lenzen, Drinkgern e Tiedge 1996; Tiedge et al., 1998).
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O estudo das alteragbes metabdlicas e histolégicas causadas pela
associacdo entre ferro e diabetes nos tecidos cardiaco e pancreético serdo
Uteis para futuras intervencgdes clinicas que aumentem a expectativa de vida de
pacientes com diabetes e/ou sobrecarga de ferro.

Considerando que o diabetes traz consequéncias ao coracao e ao pancreas
e que esses Orgdos tém atividade antioxidante reduzida, este estudo visa
descrever se a suplementacdo com ferro altera a producdo de ERO, por
granulécitos, perfil histolégico e status oxidante/antioxidante em coragédo e

pancreas.
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- Diabetes e Estresse Oxidativo

Dados epidemiolégicos sugerem o diabetes mellitus como a quarta maior
causa de morte nos paises de alta renda. Ha mais de 360 milhes de pessoas
em todo mundo com diabetes e estima-se que, em 2030, esse numero
crescera para 552 milhdes, segundo a IDF (op.cit). De acordo com o
DATASUS (2008), no Brasil, 9,72% da populacdo apresentam algum dos tipos
de diabetes.

O diabetes é dividido em dois tipos principais, tipos 1 e 2. No primeiro tipo,
as células-B sédo alvo de um ataque autoimune com invasdo das ilhotas por
células mononucleares e citocinas inflamatérias (Interleucina-1; Oxido Nitrico)
com consequente reacao inflamatodria que leva a perda de 70-80% no numero
de células-B. No diabetes tipo 2 , a hiperglicemia ocorre devido a resisténcia a
insulina, associada, na maioria das vezes, com obesidade e com fatores
ambientais. Nesse Ultimo tipo, ha uma perda de 25-50% do namero de células-
B (Cnop et al., 2005).

A hiperglicemia cronica esta associada a danos metabdlicos, disfuncéo e
faléncia de varios 6rgaos, além de gerar espécies reativas de oxigénio (ERO) e
nitrogénio, que promove um estresse oxidativo. A maioria dos eventos
deletérios provocados pela producédo de ERO relaciona-se com a producao de
toxinas geradas a partir de 6xido nitrico, desempenhando um papel importante
na patogénese do diabetes e suas complica¢des (Gross et al., 2002).

A definicdo contemporanea de estresse oxidativo contempla dois diferentes
mecanismos, um relacionado ao dano molecular e outro ao rompimento da
sinalizacdo redox. Assim, o estresse oxidativo pode ser definido como um
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, os quais resultam em dano
macromolecular e prejuizo da sinaliza¢édo redox (Sies e Jones 2007)

Em tecidos expostos a hiperglicemia, ha um aumento da producédo de ERO

atraves da ativacéo de varias vias metabdlicas como:
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a)

b)

d)

A oxidacdo de glicose leva a geracao de formas reduzidas de NADH e
FADH2, as quais promovem a producdo de ATP através da cadeia
transportadora de elétrons. O transporte de elétrons, na cadeia
respiratéria, acarreta a reducdo do O, com formag¢do de H,O, mas
também a producdo intracelular de radicais O, (Brownlee, 2001).

O aumento da glicose resulta na sua conversao a sorbitol pela enzima
aldose redutase. O sorbitol, por sua vez, é oxidado a frutose pela
enzima sorbitol desidrogenase. A reducao da glicose a sorbitol consome
nicotinamida adenina difosfato (NADPH). Como o NADPH é necessério
para a regeneracdo da glutationa, a diminuicdo na sua concentracao
pode induzir ou exacerbar o estresse oxidativo intracelular (Halliwell e
Gutteridge, 1989; Correa-Giannella e Vieira, 2007).

A formacdo de sorbitol, através da enzima aldose redutase, diminui a
relacdo NADPH : NADP+, o que potencializa a sintese de diacilglicerol
(DAG), principal ativador fisiologico da Proteina Kinase C (PKC). A
familia das PKC compreende varias isoformas que, quando ativadas,
resultam no aumento da produc¢éo de 6xido nitrico (NO), na alteracéo na
expressdo de fatores de crescimento, como o endotelial vascular
(VEGF) e o transformante de crescimento beta (TGF-B), além da
ativacdo do NFkpB. Essas alteracbes resultam em uma maior producédo
de ERO, por neutrofilos, aumentando a concentragdo do radical Oy
(Brownlee, 2001).

A potencializacdo da producdo de diacilglicerol gera compostos
denominados produtos de glicacdo avancada (AGES), que representam
um grupo heterogéneo de produtos quimicos resultantes de uma reacao
ndo enzimatica entre aclUcares redutores e proteinas, lipidios, acidos
nucleicos, ou uma combinacao destes. O processo de glicacdo afeta a
circulacdo de proteinas (albumina sérica, insulina, lipoproteinas,
hemoglobina). A formacdo de AGEs implica na formacdo de
intermediarios reativos, sendo o principal o metilglioxal, que contribui

nas complicacdes diabéticas por ativar resposta inflamatéria com o
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recrutamento de neutréfilos e com a formagdo de ERO. (Brownlee,
2001; Correa-Giannella e Vieira, 2007; Negre-Salvayre et al., 2009;
Kaneto et al., 2010).

e) A glicose intracelular, em excesso, também pode ser desviada para a
via da hexosamina, onde é convertida em frutose-6-fosfato, que, por sua
vez, é transformada em N-acetilglicosamina 6-fosfato pela enzima
GFAT. A N-acetilglicosamina 6-fosfato é, posteriormente, convertida em
UDP-N-acetilglicosamina, que modula a expressdo de proteinas as
quais funcionam como fatores de transcricdo que estimulam a via da
aldose redutase, potencializando o consumo de NADPH e diminuindo a
regeneracao da glutationa redutase (Valko et al., 2007; Negre-Salvayre
et al., 2009).

A hiperglicemia gera uma elevacdo no gradiente de potencial
transmembrana, na mitocondria. Isso inibe o transporte de elétrons,
aumentando a meia-vida de intermediarios da cadeia respiratoria, coenzima Q
(ubiquinona), que reduzem o O, a superoxido (Reis et al., 2008).

O excesso de Oy, provocado pelo estresse oxidativo, € o elemento comum
dessas vias induzido pela hiperglicemia. A superproducdo de O; inibe,
parcialmente, uma enzima da via glicolitica, a D-gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), aumentando os metabdlitos formados antes da acéo
da GAPDH. Esses metabdlitos sdo desviados para utilizacdo nas quatro
principais vias metabdlicas responsaveis pelo dano celular da hiperglicemia,
em um ciclo vicioso que aumenta ainda mais a geracédo de O,, como pode ser

observado na Figura 1 (Correa-Giannella e Vieira, 2007 p.378).
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Figura 1. Mecanismos propostos para explicar o dano celular induzido pela hiperglicemia e o
estresse oxidativo como via final comum das quatro vias metabdlicas ativadas. O excesso de
radical superéxido (O;) inibe parcialmente a GAPDH, uma enzima da via glicolitica, o que
resulta aumento dos metabdlitos formados antes da acdo da GAPDH. Adaptado de Correa-
Giannella e Vieira (2007). NADPH: nicotinamida adenina difosfato; GSSG: Glutationa Oxidase;
GSH: Glutationa Redutase; UDP-GIcNAc: UDP-N-acetilglicosamina; PKC: Proteina Kinase C;
GAPDH: D-gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; AGEs: Produtos de glicagdo avancada; O,

anion superoxido.

Outro foco de estudo tem sido a relacdo entre diabetes e inflamacéao,
pois todas as complicac6es reconhecidas no diabetes possuem componentes
inflamatorios. Sabe-se que os mecanismos de defesa estdo comprometidos
nessa patologia, e ha uma ativacdo anormal de neutréfilos séricos. Os
neutréfilos representam a primeira linha de defesa celular no organismo contra
microrganismos. Esta fungcéo baseia-se em parte na capacidade destas células
em gerarem grandes quantidades de O, (Karima et al., 2005; Gupta et al.,
2007; Omori et al., 2008).
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Assim, no diabetes, a NADPH oxidase, presente em neutrdfilos, torna-se
importante fonte de producéo de ERO. Citocinas inflamatorias sdo conhecidas
por modularem a atividade da NADPH oxidase através da ativacdo de
neutréfilos, o que aumenta a sua acdo bactericida (Dang et al.,, 2006).
Entretanto a ativacdo da NADPH oxidase € regulada para evitar danos
teciduais e vasculares em neutréfilos de individuos saudaveis. Neutréfilos de
individuos diabéticos, com baixo controle da glicemia, geram quantidades
superiores de superoxido em relacéo a individuos néao diabéticos e exibem uma
atividade anormal de PKC e formacéo de diglicerideos. Sabe-se que, durante a
fagocitose, existe uma ativagdo da cascata fosfatidilinositol, o que produz
inositoltrifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). DAG, por sua vez, é um ativador
da PKC, que é uma das responsaveis pela fosforilacdo de p47 phox,
subunidade da NADPH-oxidase, ativando a NADPH oxidase na membrana
celular dos neutréfilos (Omori et al., 2008; Karima et al., 2005).

Assim, faz-se importante avaliarmos quais os efeitos do ferro sobre a
atividade de neutrdfilos, em um quadro de diabetes, jA& que esses estédo
relacionados ao desenvolvimento de varias complicacdes associadas e um

aumento da morbimortalidade dos pacientes.

2.2- Diabetes e tecido cardiaco

A miocardiopatia diabética é uma doenca do musculo cardiaco causada
pelo diabetes mellitus e ndo relacionada as patologias vascular e valvular ou a
hipertensdo arterial sistémica. Observacdes experimentais e clinicas
demonstram hipertrofia, necrose, apoptose e aumento do tecido intersticial
miocardico. Acredita-se que a miocardiopatia diabética seja decorrente de
anormalidades metabdlicas como hiperlipidemia, hiperinsulinemia e
hiperglicemia e outras alteracdes do metabolismo cardiaco. Tais alteracdes
podem causar aumento do estresse oxidativo, fibrose intersticial, perda celular
e comprometimento do transito intracelular de ions e da homeostase do calcio
(Okoshi et al., 2007).

Os pacientes diabéticos desenvolvem uma cardiomiopatia caracteristica

de hipertrofia ventricular esquerda e disfuncdo diastélica. No estado crénico, a
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hiperlipidemia, a hiperinsulinemia, a hiperglicemia e o aumento do estresse
oxidativo causam danos cardiacos, disfuncdo ou apoptose, e, eventualmente,
conduzem ao desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca. Tem-se demonstrado
que citocinas inflamatdrias sado anormalmente expressas no miocardio
diabético e contribuem para a fibrose miocéardica (Goyal et al., 1998; Boyer et
al., 2004; Suys et al., 2004; Yu et al., 2011).

Os acidos graxos livres, em excesso, alteram a transducdo do sinal
mediado pela insulina devido a um aumento de ERO ,nas células-B, que leva a
ativacdo da via c-Jun Nterminal kinase (JNK) (Kaneto et al.2010). No diabetes
h& aumento da oxidacdo de acidos graxos e acumulo mitocondrial de acil
carnitina, levando a uma deficiéncia na fosforilagdo oxidativa, o que promove
aumento de ERO, causando dano celular e induzindo a apoptose (Ding e
Rodrigues 2006).

A hiperglicemia potencializa a oxidacdo da glicose e geracao
mitocondrial de superoxido. O estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia
viabiliza uma maior formacdo de AGEs, promovendo a formacéo de ligacdes
irreversiveis com varias macromoléculas. Por exemplo, a ligacdo de AGEs ao
colageno induz fibrose intersticial. A ligacdo de AGEs a enzima SERCA-2a
(enzima responsavel pela captacdo de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico)
leva a inativacdo desta enzima e reduz as contragBes cardiacas (Ding e
Rodrigues 2006). Estes dados fornecem evidéncias para a associacdo entre
hiperglicemia e alteracdo da funcdo cardiaca, com consequente diminuicao da
eficacia no relaxamento, da contratilidade e da rigidez miocardica (Poornima,
Parikh e Shannon, 2006). Logo, o tecido muscular cardiaco é afetado pela
hiperglicemia crbnica e é susceptivel aos danos oxidativos. Estudos sobre
complicagBes cardiacas sdo necessarios para se esclarecerem melhor o0s
mecanismos pelos quais elas acontecem e se sugerirem possiveis

mecanismos gue revertam ou atenuem esses danos celulares.

2.3 — Diabetes e tecido pancreatico
A hiperglicemia provoca efeitos toxicos sobre as ilhotas pancreaticas.

Multiplas vias bioquimicas e mecanismos de agdo foram sugeridos para
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esclarecer a toxicidade da hiperglicemia. Estes incluem a auto-oxidagédo da
glicose, a ativacdo da PKC, a formacdo e glicacdo de metilglioxal, o
metabolismo da hexosamina, a formacédo do sorbitol, pela via dos polidis, e
fosforilacdo oxidativa. Muitos desses mecanismos podem causar danos as
células-p (Brownlee, 2001).

Finalmente, os niveis de expressdo de enzimas antioxidantes, nas ilhotas
pancreaticas, sao baixos se comparados com outros tecidos, tornando essas
células mais suscetiveis aos efeitos deletérios causados por ERO com
consequente deterioracao das células- (Lenzen, 2008; Harmon et al., 2009).

Todas essas vias tém em comum a formagdo ERO que, em excesso, causa
estresse oxidativo, e, por sua vez, faz com que ocorra uma alteracdo na
expressdo no gene promotor da sintese de insulina que afeta a funcéo e
viabilidade das células-B. H4 uma diminuicdo expressao da sintese de insulina
que altera o seu conteldo e a sua secre¢do. Essa anormalidade € devida a
perda de pelo menos dois fatores de transcricdo - PDX-1 e MafA- (Robertson e
Harmon, 2006).

O estado clinico de diabetes mellitus é, muitas vezes, acompanhado de
niveis séricos elevados de colesterol, triacilgliceréis (TAG) e acidos graxos
livres que deterioram as células-, um conceito chamado de lipotoxicidade. A
exposicao prolongada das células-B pancredticas aos acidos graxos foi
relacionada a inibicdo da expressao de insulina e provoca um acumulo de
citrato citosolico, o precursor de malonil-CoA, que inibe a carnitina
palmitoyltransferase-1, a enzima responsavel pelo transporte de acidos graxos
na mitocéndria. Assim, altas concentracfes de glicose e de acidos graxos que
ndo sdo prontamente oxidados, na mitocondria, sdo desviadas por vias que
promovem a esterificacdo. Sabe-se que a lipotoxicidade esta envolvida na
deterioracdo da funcéo das células-B. Quando as células-f sdo expostas a um
excesso de acidos graxos livres, ha uma maior inducdo de ERO que leva a
reducdo da secrecédo de insulina, disfungcdo e apoptose dessas (Robertson,
2004).

Kaneto et al.(2010 p.3) sugerem que o aumento de ERO provocado pela

Y

hiperglicemia e / ou hiperlipidemia diabética leva a ativagdo da via c-Jun
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Nterminal kinase (JNK) em células-B pancreaticas. A producdo de ERO e
subsequente ativagdo da via da JNK induzem a translocacdo de PDX-1, que
leva a reducdo da sua atividade e a supressdo da sintese de insulina,
promovendo uma disfuncdo das células-B como pode ser esquematizado na
Fig. 2.

Condicoes Diabéticas

T

/— Célula-p @ T
T

— | n=sulina

[ atividade - PDX -1 LL
\

Biossintese e l
secrecio de insulina

<

Glicokinase

Figura 2: Papel de ERO na progressédo da disfungdo das células-8 no pancreas. ERO sao
provocadas pela hiperglicemia e / ou hiperlipidemia em condi¢des diabéticas, o que leva a
ativacdo da via JNK no péncreas. ERO e subsequente ativacdo da via JNK induzem a
translocacdo do PDX-1, que leva a redugcdo do PDX-1 e a biossintese e secrecao da

insulina. Adaptado de Kaneto et al. (2010).

Assim, estados de sobrecarga de compostos que agravam a producdo de
ERRO, como a suplementacdo com Ferro, podem acentuar a toxicidade das
células-B. Entende-se que o tecido pancreatico também ¢é afetado pela
lipotoxicidade e pela glicotoxicidade, presentes no diabetes, e modelos
experimentais eficientes, que reproduzam esses efeitos metabdlicos, séo
necessarios para se proporem possiveis intervencfes que atenuem esses

danos celulares.

31



Sampaio, AFS Revisdo da Literatura

2.4-Ferro

O ferro (Fe) é classificado como um elemento traco essencial no
organismo e esta presente em varias moléculas, atuando como cofator de
diversas proteinas e enzimas. As diferentes formas de ferro apresentam
absorcdo na mucosa intestinal por vias distintas. O ferro heme é soltvel no
intestino delgado, sendo facilmente absorvido pela mucosa intestinal sem a
interferéncia de fatores quimicos e/ou alimentares, ao contrario do ndo-heme
cuja absorcdo € bem menor, cerca de 1 a 5%, e oscila substancialmente em
funcdo da presenca de fatores quimicos e alimentares. A concentracdo desse
metal no organismo é de aproximadamente de 30 - 40 mg / kg (Carpenter,
Mahoney, 1992; Mckie, Barrow e Latunde-Dada, 2001; Jones et al., 2007,
Atanasiu, 2007).

No entanto, essa concentracdo varia em funcdo da idade e sexo do
individuo e os tecidos especificos. Os estoques de ferro sdo mantidos no corpo
e aproximadamente 90% sao reutilizados diariamente. O restante € excretado,
principalmente na bile, sendo necesséaria a ingestdo diaria de 10%, para se
manterem as concentra¢cdes normais; caso contrario, resultara em deficiéncia
(Beard, 2001).

O fator determinante na absorcdo do ferro pelas células é a sua

biodisponibilidade. O fon sollvel (Fe*?)

é facilmente oxidado em meio aquoso
para o hidréxido férrico, insolavel. Em adultos normais que ingerem uma dieta
equilibrada, o conteudo de ferro no corpo € bastante equilibrado entre os
compostos funcionais, complexos de armazenagem, quelatos, transporte,
ingestdo e excrecdo. Os principais locais de armazenamento de ferro séo o
figado, o baco e a medula éssea (Grotto, 2010).

Anteriormente, acreditava-se ocorrer uma alta taxa de deficiéncia de
ferro e uma baixa taxa de sobrecarga de ferro. No entanto, a deficiéncia de
ferro resulta, sobretudo, de excesso de sangramento provocado por
parasitoses, principalmente em criancas. Em contrapartida, cada vez mais, ha
causas multiplas de prevaléncia de sobrecarga de ferro que estdo sendo

reconhecidas, especialmente em lugares onde ha uma variedade de praticas
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culturais que incentivam o consumo de fontes inorganicas. As principais causas
da sobrecarga de ferro incluem: (1) ingestdo excessiva de ferro através de
dietas ricas em suas fontes; (2) administracdo de ferro via parenteral,
normalmente utilizada em casos de anemia grave, quando 0 paciente
apresenta intolerancia a suplementacdo oral ou apresenta hemorragias
grastrointestinais; (3) inalagéo de ferro (4), deslocamento de ferro a partir de
estoques intracelulares para o plasma e (5) reducéo da excre¢cdo menstruais de
ferro em mulheres pré-menopausa (Puntarulo, 2005; Cancado, Lobo e
Friedrich, 2010).

A distribuicdo deste ferro armazenado nédo é uniforme, o figado contém
aproximadamente 60% dos estoques de ferro, no organismo. Os 40% restantes
sdo encontrados nos tecidos musculares e nas demais células. Nos
hepatécitos, 95% estdo ligados a ferritina e o restante se encontra ligado a
hemossiderina. No entanto, durante a sobrecarga de ferro, a massa de
hemossiderina no figado acumula dez vezes mais que a de ferritina (Beard,
2001).

No sangue, o ferro apresenta-se na forma de um complexo ferro-
transferrina que, ligado ao receptor, entra na célula por endocitose. A
mobilizacdo do ferro da transferrina, requer a acdo de agentes quelantes e
redutores como acido ascorbico, glutationa e cisteina, que penetram no interior
da molécula através dos canais de transferrina, atingindo o seu nucleo onde
reduzem o ferro para seu estado ferroso e é armazenado na forma de ferritina
(Cancado e Chiattone, 2001; Aisen, Enns e Wessling-Resnick 2001; Grotto,
2010).

As funcdes do ferro relacionam-se a suas habilidades de participar das
reacfes de oxirreducdo. Como é um elemento altamente reativo, pode ser
toxico quando em excesso, devido a sua capacidade de gerar ERO (reacdes
de Fenton e de Haber-Weiss). Apesar do organismo possuir Varios
mecanismos de regulagéo da absorcéo de ferro, uma sobrecarga desse metal
pode ocorrer. A sobrecarga de ferro denota um excesso de estoques de ferro
no corpo. Aléem das formas patologicas de sobrecarga de ferro, estoques
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moderadamente elevados de ferro podem ser um motivo de preocupacao
(Fleming e Bacon 2005).

Em estudos com ratos e suplementacao de ferro, Turbino-Ribeiro et al.
(2003) observaram que o excesso de ferro ndo alterou os niveis de lipideos
séricos e a pressdo arterial nas ratas controle e hipercolesterolémicas. Nesse
estudo, foram utilizadas ratas Fischer, hipercolesterolémicas (1g colesterol
/1009 dieta) com sobrecarga de ferro dextran (25 mg) durante seis semanas.

Ainda em estudos experimentais, Silva et al. (2008) avaliaram se a
sobrecarga de ferro altera a homeostase da glicose e triacilglicerdis, utilizando
ratos Fischer machos, dieta hipercolesterolémica (1g colesterol /100g dieta) e
50 mg de ferro dextran por 16 semanas. O excesso de ferro aumentou os
niveis de triacilgliceréis no soro mas nao afetou a concentracdo de colesterol
sérico. Os autores sugerem que o excesso de ferro, em ratos, provavelmente
modifica o metabolismo lipidico, altera a homeostase da glicose e aumenta o
nivel de triacilglicerdis.

Bonomo (2010) estudou o efeito do excesso de ferro sobre o status
oxidativo, a homeostase de macromoléculas e a expressdo de PPAR-a em
hamsteres. Nesse estudou foram utilizados dieta hipercolesterolémica e ferro
dextran (50 mg) por oito semanas e observou que o tratamento com ferro
aumentou os estoques de ferro no figado. A atividade antioxidante mensurada
pelos niveis das enzimas catalase e superoxido dismutase e pela atividade do
complexo glutationa aumentaram com o tratamento com ferro. Metabdlitos que
indicam danos oxidativo como a glicacdo de proteinas, dosado através dos
niveis de hemoglobina glicada, e a peroxidacéo de lipidios, dosado através da
determinacdo das substancias reativas ao acido tiobartitarido (TBARS),
também foram aumentados em ratos suplementados com ferro.

Logo, estudos com sobrecarga de ferro ainda séo limitados quanto aos
efeitos metabdlicos que o excesso desse metal provoca, sendo necessarios
mais estudos que aproximam a ingestdo maxima recomendada para humanos

e sua acdo em outros tecidos além do figado e sangue.
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2.5- Ferro e Espécies Reativas de Oxigénio

O oxigénio é aceptor final de elétrons utilizados na cadeia respiratoria,;
contudo, a transferéncia de quatro elétrons produzindo H,O reduz parcialmente
compostos instaveis que sao nocivos ao organismo (H.O, e OH). Em
particular, a transferéncia de um uUnico elétron ao O, forma o anion superoxido
(O2), enquanto a transferéncia de dois elétrons origina o peroxido de
hidrogénio (H,0,). Ambos os compostos sdo potencialmente destrutivos e
denominados ERO (Halliwell e Gutteridge, 1989; Ferreira, 1997).

ERO sédo atomos, ions ou moléculas que contém oxigénio com um
elétron ndo-pareado (radical livre) ou substancias capazes de gerarem esses
radicais. Os radicais de oxigénio representam a classe mais importante de
radicais gerados no organismo e podemos citar: o anion superéxido (O%);
radical hidroxila (OH-); peroxila (ROQP°); éxido nitrico (NO°); alcoxila (RO°)
(Halliwell e Gutteridge, 1989).

A superproducdo de ERO resulta em estresse oxidativo, um processo
deletério que pode ser um importante mediador de danos a estruturas
celulares, incluindo os lipidios e membranas, proteinas e DNA. Em contraste,
ERO, em concentracbes moderadas, apresentam efeitos benéficos que
envolvem func¢des fisiolégicas, como por exemplo, na defesa contra agentes
infecciosos, na funcdo de vias de sinalizacdo e a inducdo de uma resposta
mitogénica (Ha e Kim,1999; Valko et al., 2007).

Em nosso organismo, os metais de transicdo como cobre e ferro
contribuem para a formacdo de ERO. Nesse sistema, o ferro é mais
pronunciado devido a sua maior biodisponibilidade no organismo. A reacdo do
Fe? com o H,0, (reacdo de Fenton) pode ser representada pelas equacdes 1
e 2 (Barreiros, 2006).

1) Oy +Fe* /) 0, +Fe”
2) Fe*+H0, ——) Fe* +HO-+HO
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O radical hidroxil € muito reativo e causa danos ao DNA, ao RNA, as
proteinas, aos lipidios e as membranas celulares do nucleo e mitocondrial. No
DNA, esse radical danifica tanto as bases nitrogenadas quanto a desoxirribose.

A presenca das ERO na membrana celular pode provocar a oxidacao de
lipidios, interferir nos transportes ativo e passivo através da membrana ou
ocasionar a ruptura desta, levando a morte celular. Na circulacdo, essa
oxidacdo danifica as paredes dos vasos sanguineos, facilitando o acumulo de
lipidios (Reis et al., 2008).

O organismo dispbe de mecanismos de protecdo contra ERO e
abrangem a protecdo enzimatica ou ndo-enzimatica. No sistema enzimético
incluem-se, também, varios minerais essenciais como Selénio, Cobre,
Manganés e Zinco, necessarios para a formacéo ou atividade destas enzimas,
e, em caso de privacdo nutricional, ha comprometimento da funcdo enziméatica
(McCord, 2000, Valko et al., 2007).

Dentre o sistema enzimatico estdo incluidos:

a) Superoxido dismutase (SOD): responsavel pela conversao de

duas moléculas de anion superéxido (O%) em perdxido de

hidrogénio (H20-) e oxigénio molecular (O,) (reacéo 3).

. SOD
(3) 20, ++2H > H.Os + O

Cu . Zn

b) Catalase (CAT): é responsavel pela conversao do peroxido de
hidrogénio (H,0,), em é&gua e O,. E encontrada,em sua
maioria. nos peroxissomos, €, em humanos, 0s niveis mais
altos estdo no figado, nos rins e nos eritrécitos, onde a

maioria do H,O, é decomposto (reacéo 4).

(4) 2 H-04 —_— Qs + 2H-0
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5)

(6)

Complexo Glutationa: converte o peréxido de hidrogénio
(H20,) formado pela acdo da SOD, liberando agua. A glutationa
reduzida (GSH, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) esta presente na
maioria das células e é o tiol (-SH) mais abundante no meio
intracelular. Sua capacidade redutora € determinada pelo
grupamento -SH, presente na cisteina. Apos exposicdo da GSH
ao agente oxidante, ocorre sua oxidacdo a GSSG. A GPx
catalisa a reducdo do peroxido de hidrogénio (H.O,) e
peréxidos organicos para seus correspondentes alcodis as
custas da conversao da GSH a GSSG. A recuperacdo da GSH
é feita pela enzima GR, uma etapa essencial para manter

integro o sistema de protecao celular (reacdes 5 e 6).

GPx
2GSH+H,0, ———» GSSG+2H,0
NADP

+ GR -
GSSG+NADPH+H 5 2GSH+ NADP

GSH: glutationa reduzida; H,O,: peroxido de hidrogénio; GPx: glutationa peroxidase;

GSSG: glutationa oxidada; GR: glutationa redutase; NADPH: Nicotinamida adenina

dinucleotideo fosfato, forma oxidada; NADP: Nicotinamida adenina dinucleotideo

fosfato, forma reduzida.

Os sistemas antioxidantes n&o-enzimaticos sSao compostos por

moléculas estaveis o bastante para doarem um elétron a um radical livre e

neutraliza-lo, reduzindo sua capacidade de dano oxidativo. Estdo incluidos
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neste grupo: a-tocoferol, B-caroteno, ubiquinol-10, bilirrubina, licopeno,
flavonoides, urato, ascorbato entre outros. Esses podem ser adquiridos através
da dieta ou suplementacdo alimentar. Ha4 evidéncias de sua eficiéncia
neutralizando o estresse oxidativo, particularmente, o provocado por causas

exogenas (Sies e Jones, 2007).

2.6- Ferro e Diabetes

2.6.1- Estudos Epidemioldgicos

O metabolismo anormal de Fe pode levar a complicacdes diabéticas
através da reacdo de Fenton potencializando a formacéo de radicais livres
(Ward et al., 2005; Zheng et al., 2008; Prata et al., 2009).

Para pacientes com hemocromatoses, 0S mecanismos que podem
contribuir para o desenvolvimento do diabetes sdo uma sobrecarga de ferro no
figado, levando a resisténcia a insulina com consequente acumulo de ferro nas
células-p do pancreas, resultando em danos nessas células e em reducdo na
secrecdo de insulina (Mendler et al.,1999; McClain et al., 2006).

Em estudos clinicos, h4 uma associacao positiva entre 0 aumento da
ingetdo de alimentos, fontes de ferro-heme e a patogénese da diabetes tipo 2
(Jiang et al., 2004). O aumento dos estoques de ferro corporal tem uma relacéo
direta com o risco de diabetes tipo 2 e a resisténcia a insulina (Salonen et al.,
1998; Swaminathan et al., 2007; Rajpathak et al., 2009). Por outro lado, niveis
normais de ferro tem sido demonstrado como benéfico para a secrecdo e acdo
da insulina e para o controle metabdlico no diabetes (Wei et al., 2009;
Fernandez-Real et al., 2009).

2.6.2- Estudos Experimentais

A sobrecarga de ferro altera o0 metabolismo de lipidios, de carboidratos e
o status oxidante/antioxidante dependendo da formulacédo de ferro utilizada e
do tempo de tratamento do modelo experimental.

Silva et al (2011a), ao avaliarem a interacdo de diabetes, suplementacéo

de ferro e marcadores de estresse oxidativo, em tecidos hepaticos e
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pancreaticos, em hamsteres, utilizando estreptozitocina (STZ) (50mg) para
induzir diabetes e ferro carbonilico (0,83%) observaram um aumento nos niveis
de glicose e uma reducéo dos TAG para o0s grupos tratados com STZ. O ferro
ativou a expressdao de PPAR-a (fatores de transcricdo que regulam a
expressdo génica), atenuou 0s niveis de proteina carbonilada, os niveis de
glutationa e a atividade da catalase em relacdo aos grupos tratados com STZ.
Andlises histolégicas mostram que a suplementacdo com ferro causou um
aumento no tamanho das ilhotas pancreaticas. Os resultados desse estudo
mostram que o ferro altera o estado oxidante / antioxidante e a ativagéo de
PPAR-a no figado de hamsteres diabéticos.

Em um modelo de hemocromatose hereditaria, observou-se que a
captacado de glicose € aumentada no musculo esquelético, mas sua oxidacao é
reduzida alterando a proporc¢éo de acidos graxos, o que pode contribuir para o
risco de diabetes devido a um excesso de ferro (Huang, Jones e Luo, 2011).

Estudos que envolvem essa relacdo entre ferro e diabetes séo
importantes para melhorar o entendimento das possiveis complicacdes quando
h& a associacdo entre diabetes e sobrecarga de ferro. Modelos experimentais
de sobrecarga de ferro e diabetes serdo Uteis para verificarmos esta interacao
e analisarmos quais as vias metabdlicas séo alteradas.

Excesso nos niveis de ferro é um fator de risco para o diabetes, mas o0s
mecanismos subjacentes e quais as lesdes acometidas a diversos 6rgaos a
essa associacdo ainda sdo controversos. A importancia deste estudo é a de
desvendar alguns dos mecanismos envolvidos na relacdo entre diabetes e
ferro, para posterior determinacdo de medidas preventivas em relacdo as
complicacbes desencadeadas pelo diabetes. Além disso, estudos que
correlacionam excesso de ferro, diabetes, e 6rgdos como o coragdo e pancreas
S80 escass0s e necessarios, visto que esses 6rgdos possuem uma atividade
de biomarcadores antioxidante reduzida e sdo mais susceptiveis a danos
oxidativos. Assim, estudamos em ratos submetidos a uma sobrecarga de ferro
injetavel e em diabéticos, se esta interacdo promove alteracfes na atividade
oxidante/antioxidante, no metabolismo de ferro e na glicemia no coragao e no

pancreas.
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3- OBJETIVOS

Descrever os efeitos da suplementacdo com ferro injetavel (ferro

dextran) em ratos diabéticos e controle sobre parametros do estado oxidativo e

danos teciduais.

3.1- Objetivos Especificos

Em ratos controles e apresentando diabetes, induzidos por STZ, tratados

e nao tratados com Ferro Dextran:

a.

Avaliar alterac6es no peso final, no perfil glicémico e proteinas glicadas
no soro;

Avaliar o status de ferro através da determinacdo de ferro sérico,
capacidade de ligacéo de ferro, transferrina e ferro tecidual em figado;
Isolar granulécitos dos animais e, em seguida, mensurar a formacgéo de
espécies reativas de oxigénio por neutrdfilos;

Avaliar danos oxidativos as biomoléculas através dos niveis das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e proteinas
carboniladas no coragéo e no pancreas;

Avaliar atividade antioxidante através da determinacdo dos niveis da
glutationa, catalase e SOD no coragao e no pancreas.

Determinar as concentracdes de ferro e danos teciduais no coragéo e no
pancreas através de alteracdes histologicas e de marcadores

bioquimicos séricos;
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1 - Animais e Divisdo dos Grupos

Foram utilizados ratos machos Fischer albinos com aproximadamente
oito semanas de idade, pesando, em média, 200g provenientes do Laboratoério
de Nutricdo Experimental do Departamento de Alimentos da Escola de Nutricdo
da Universidade Federal de Ouro Preto.

Para execugao do projeto foram realizados dois experimentos; em cada
um utilizaram-se 48 ratos, divididos em quatro grupos. NoO primeiro
experimento, foram feitas as analises bioguimicas séricas e atividade
oxidante/antioxidante nos tecidos cardiaco e pancreatico. As dosagens de
atividade de neutrdéfilos e andlise histoldgica foram realizadas com o segundo
experimento. Durante 0os experimentos, para os grupos controle (C) utilizou-se
dieta padrdo (AIN93M); os grupos controle e ferro dextran (CF) dieta padréo e
injecdes de ferro dextran; os grupos diabetes (D) receberam dieta padrdo e
injecdo de STZ e os grupos diabetes e ferro dextran (DF) receberam dieta
padréo, injecdo de STZ e injecdes de ferro dextran.

No inicio do primeiro experimento, os grupos C e CF tinham sete
animais por grupo experimental e os grupos D e DF 17 animais. No inicio do
segundo experimento, os grupos C e CF tinham oito animais por grupo
experimental e os grupos D e DF 16 animais por grupo. Cada experimento teve
duracdo de 21 dias. A aplicacdo de STZ e a primeira aplicacao de ferro foram
realizadas no primeiro dia de experimento, outras trés aplicacbes de ferro
foram intercaladas a cada cinco dias e apds cinco dias da ultima aplicacao de
ferro os animais foram mortos (Figura 3)

Durante a realizacdo do experimento, os animais foram mantidos em
ambiente arejado, com controle de temperatura, umidade e ventilacao, e
receberam ragcdo padrdo e agua ad libitum. O manejo dos animais foi feito em
conformidade com as normas internacionais de protecdo animal e com o0s
principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, tendo sido

aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
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Federal de Ouro Preto, Protocolo n°2010/24.

12 dia - A cada 5 dias;
D e DF (STZ); CF e DF (Ferro

212 dia -
Eutanasia dos

162 dia - Ultimo

dia das doses de
Ferro.

CF e DF (ferro Dextran); Dextran);
C (Solugdo Salina). C e D (Solugdo salina)

animais

Figura 3: Linha cronoldgica dos experimentos considerando a aplicac@o das inje¢des de STZ e

ferro dextran.

4.2 - Dieta

A dieta foi confeccionada no Laboratorio de Nutricdo Experimental da
Escola de Nutricdo da Universidade Federal de Ouro Preto (Tabela 1) e foi
acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas em freezer a 20°C
negativos.

Tabela 1: Dieta AIN modificada* (g/1000g de dieta).

Composigao Dieta Padréo
Caseina 140

Amido de Milho 722

Oleo de Soja 40

Colina 2,5

Mistura de Minerais 35

Mistura de Vitaminas 10

Celulose 50

* A diferenca da nossa dieta para a AIN-93M é a auséncia de sacarose. Mistura de sais
(expresso por g/kg da mistura): NaCl — 139,3 / KI- 0,79 / MgSO47H20- 57,3 / CaCO3- 381,4 /
MnS04.H20 — 4,01 / FeS0O4.7H20 — 0,548 / CuS0O4. 5H20 - 0,477 | CoCl2.6H20 — 0,023 /
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KH2PO4 - 389,0. Os sais foram adquiridos do Reagen, Rio de Janeiro, Brasil. Mistura de
vitaminas (expresso por em mg/kg da mistura): Acetato de retinol — 690; colecalciferol — 5;
acido p-amino benzéico — 10 000; inositol — 10 000; niacina — 4000; riboflavina — 800; tiamina
HCL - 500; é&cido félico — 200; botina — 40; cianocobalamina — 3; dl-a - tocoferol — 6 700;

sacarose — g.s.p. 1000. As vitaminas foram adquiridas da Merk, Darmstadt, Alemanha.

4.3- Reagentes e Dosagens Bioguimicas

Os reagentes quimicos, incluindo STZ (Estreptozotocina), DTNB (Acido
5,5"-Ditio-bis-(2-nitrobenzdico), luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-
phthalazinedione), acido tiobarbittrico (TBA) e Ferro dextran foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (St. Luois, MO, USA). Os gradientes Leukopaque e
Monopague foram obtidos na Bion LTDA.

Foram utilizados kits comerciais Easy Path para as dosagens
histolégicas de Hematoxilina & Eosina (H&E), Picrosirius-Hematoxilina e
Coloragéao de Perls.

Foram utilizados kits comerciais Labtest Diagndstica S.A. para as
dosagens séricas de Ferro, Capacidade Latente de Ligacdo de Ferro (CLLF),
Frutosamina, Glicose e Insulina.

Para a determinacédo da Capacidade Total de Ligacédo de Ferro (CTLF),
indice de Saturacdo de Transferrina (IST) e Transferrina, estimamos os valores
utiizando as seguintes formulas recomendadas pelos fabricantes do kit

comercial Labtest Diagnéstica S.A para a dosagem de CLLF:

e CTLF = CLLF + Ferro sérico;
e |ST = (Ferro sérico/CTLF) x 100
e Transferrina=CTLF x 0,7

4.4- Inducéo do Diabetes

Para inducdo do diabetes utilizou-se a dose de 35mg/kg de STZ
dissolvida em 0,2ml de tampé&o citrato (0,01M pH 4.5) administrada via
intraperitoneal. Amostras de sangue foram coletadas para a confirmacéo do

diabetes 72 horas apds a administracdo do STZ. Ratos com glicemia acima de
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320mg/dL foram considerados diabéticos. Os niveis de glicose foram
determinados usando o aparelho Accu- Chek® Active da Roche. Em cada
experimento, houve perda de cinco animais dos grupos D e DF, por néo
apresentarem os valores de glicemia pré-estabelecidos e um animal dos

grupos D e DF por ndo sobreviver (Figura 4).

Inicio do 29 0 A 212 dia de
Experimento S el e 6 S STZ

Controle Controle Controle
n=8 n=8 n=8
Controle + Controle + Controle +
Ferron=8 Ferron=8 Ferron=8

Diabetes

Diabetes Diabetes
n=16 n=11 n=10

48
ratos

Fischer

Diabetes + Diabetes + Diabetes +

Ferron =16 Ferron=11 Ferron =10

Figura 4: Delineamento amostral dos experimentos de ratos que receberam dieta padrdo
(AIN93M), ferro dextran (CF e DF) e STZ (D e DF) no inicio do experimento, apds trés dias da

aplicacdo de STZ e no final de experimento.

4.5- Inducéo da Sobrecarga de Ferro

Para a inducéo da sobrecarga de ferro nos grupos CF e DF, utilizaram-
se quatro doses de 0,1ml de ferro dextran (100g Fe?*/L), totalizando 40mg de
ferro dextran administrados via intraperitoneal em intervalos de cinco dias.

Esse modelo experimental foi adaptado de Turbino-Ribeiro et al. (2003).
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4.6- Coleta do sangue e tecido

Ao fim do experimento, os ratos foram deixados oito horas em jejum e
anestesiados com isopropano. O sangue foi coletado através do plexo braquial
até sangria total e armazenado em tubos heparinizados para a separacao dos
leucécitos polimorfonucleares e de polipropileno sem anticoagulante para
obtencdo do soro. Em seguida o sangue sem anticoagulante foi centrifugado a
13000g por 10 minutos e o soro guardado a 80°C negativos para as dosagens
bioguimicas.

Os orgdos figado, coragdo e pancreas foram extraidos, posteriormente
pesados e fragmentados para as respectivas dosagens e mantidos a 80°C
negativos. Fragmentos desses 6rgdos foram coletados para analise

histopatoldgica e conservados em formol tamponado.

4.7- Isolamento dos leucécitos polimorfonucleares

Os leucdcitos polimorfonucleares foram obtidos a partir do sangue
periférico, segundo a técnica descrita por Bicalho et al., 1981.

Resumidamente, quatro ml de sangue periférico heparinizado foram
adicionados sobre seis ml de gradiente duplo de Leukopaque e Monopaque
(densidade = 1,08 e 1,12, respectivamente) em tubos siliconizados. Apds
centrifugacdo a 3000 G por 20 minutos foram obtidas duas fases distintas
separadas por dois anéis interfasicos, sendo o anel superior formado por
células mononucleares e o inferior por polimorfonucleares. O anel de
polimorfonucleares foi colocado em tubo siliconizado, com o auxilio de uma
pipeta. Em seguida, esse anel foi lavado uma vez por 30 minutos e a segunda
vez por 10 minutos em solugao de Hank’s pH 7,35. ApGs as duas lavagens, as
células foram ressuspensas em um ml de Hank’s pH 7,35. Os granulécitos

foram usados para o ensaio de quimioluminescéncia.

4.7.1- Ensaio de quimioluminescéncia
Para avaliar a geracdo de ERO foi realizado por ensaio de
guimioluminescéncia, como descrito por Chaves et al.,, 2000. Esta técnica

baseia-se na reacao entre luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4phthalozinedione) e
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as espécies reativas geradas. A reacao ocorre no interior de um sistema de
catodo e anodo, 0 que permite a captacdo e registro dos fétons emitidos pelo
a-aminofitalato. Para a realizacdo do procedimento experimental, o0s
granulécitos (1 x 10° células em solugdo Hank’s pH 7,35) foram incubados com
500 pl de luminol (10*M) por 30 minutos, em tubos siliconizados. Os fétons
emitidos neste intervalo foram registrados de um em um minuto pela

impressora interna do luminémetro. Os valores foram expressos em RLU/min.

4.8- Determinacdo de insulina sérica

Para determinacdo da concentragcdo de insulina sérica foi utilizado o kit
comercial da Crystal Chem Inc. Este kit é sensivel para determinacdo de
insulina de ratos e utiliza-se o método de “ELISA sanduiche”. Nesta técnica, o
anticorpo (anti-insulina) € imobilizado na microplaca. A amostra contendo a
insulina é adicionada e reage com o anti-insulina imobilizado. Apos a lavagem
de pocos, um segundo anti-anticorpo insulina ligado a peroxidase é adicionado,
permitindo-se a reacdo com o complexo anticorpo/insulina presente na
microplaca. Ap0s o0 segundo anticorpo livre ser removido por lavagem, o
substrato 3, 3’, 5, 5'-tetrametilbenzidina (TMB) € adicionado, e o produto da
reacado colorido é medido no leitor de microplacas.

4.9- Determinacédo de Ferro Tecidual

Usando o meétodo de orto-fenantrolina, determinou-se o ferro nos
tecidos, que se baseia na reducdo do Fe** a Fe?* pela hidroxilamina, o qual é
associado com orto-fenantrolina que da cor a amostra correspondente a
concentracdo de ferro.

Uma amostra de 100mg de tecido foi colocada em tubos de ensaio,
juntamente com 0,5 ml de acido nitrico concentrado. Em seguida, os tubos
foram colocados no digestor Kieldahl a 110°C de modo que ocorressem a
digestédo dos tecidos e a evaporagéo total do acido. Posteriormente, o residuo

foi ressuspendido com 2 ml de acido cloridrico concentrado e transferido esse
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material para um baldo volumétrico, com capacidade para 10 ml e o volume foi
completado com 4gua deionizada.

A 0,5 ml da solucdo obtida foram adicionados 0,2ul de solucdo de
hidroxilamina 10%, 4,1 ml de tampdao acetato de sodio 4M pH 3,5 e 0,2 ml de
orto-fenantrolina 0,1%. Foi feito um branco para leitura no espectrofotometro
contendo 0,5 ml de 4gua deionizada, 0,2 ml de hidroxilamina, 4,1 ml de tampéao
acetato pH 3,5 e 0,2 ml de orto-fenantrolina. A leitura da absorbancia foi
realizada a 510nm. A concentracdo de ferro nas amostras foi obtida a partir de
uma curva padrao feita com solucédo padrdo de ferro 500 pg/ml. Os valores
obtidos em unidades convencionais (ug/dl) foram transformados em unidades

internacionais (umol/l), pela multiplicagcéo por 0,179.

4.10- Proteinas Totais em Tecido — método de Lowry

O método de dosar proteina Lowry € um ensaio confiavel e amplamente
utilizado. Esse método foi descrito pela primeira vez por Lowry et al. (1951). O
método se baseia nas ligacdes das proteinas, que um meio alcalino, com o0s
ions de cobre, formando uma cor azul que é dependente, em partes, do indice
de tirosina e triptofano da amostra, visto que os ions de cobre catalisam a

oxidacdo de aminoacidos aromaticos.

4.11- Dosagem dos Biomarcadores do Estresse Oxidativo

4.11.1- Determinacao de Proteina Carbonilada

Amostras de coracdo e pancreas foram homogeneizados em tampéao
fosfato 50mM, pH: 6,7 (1:10) O conteudo de proteina carbonilada nestes
homogenatos foi determinado pelo método de Levine et al. (1994) modificado.
Primeiramente, 0,5ml de amostra foi precipitado usando 0,5ml de TCA 10%e
centrifugado a 5000g por dez minutos, descartando-se o sobrenadante. Foram
adicionados a esse precipitado 0,5ml de difenilhidrazina (DNPH) a 10mM e
0,5ml HCl a 2M e incubados a temperatura ambiente por 30 minutos. Durante a

incubacéo, as amostras foram vigorosamente misturadas a cada 15 minutos.
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Depois da incubacédo, 0,5ml de TCA 10% foram adicionados e as proteinas
foram precipitadas e centrifugadas a 5000g por dez minutos. Depois de
descartar o sobrenadante, o precipitado foi lavado duas vezes com uma
mistura de acetato de etila e etanol (1:1), centrifugado e o sobrenadante
descartado. O precipitado foi dissolvido em SDS 6% e centrifugado a 10.000g
por dez minutos. O sobrenadante foi utilizado para leitura a 370 nm. Os niveis
de proteinas carboniladas foram expressos em nanomoles por ml usando a

coeficiente de extingdo molar do DNPH (22000 mol™*x cm™).

4.11.2- Determinacgao de TBARS

Amostras de coracdo e de pancreas foram homogeneizadas com
tampéo Tris-HCI 0,1M pH 7,4 (1:10). Brevemente, 250ul de tricloroacético
(TCA) a 28% foram adicionados a 500 pl de amostra, 250ul de &cido
tiobarbitarico (TBA) (1% em &cido acético 1:1) e 125ul de hidroxibutiltolueno
(BHT) (5mm dissolvido em etanol) e incubados a 95°C por 15 minutos.
Subsequentemente, a mistura foi centrifugada a 10.000g por 15 minutos. O
sobrenadante foi usado para determinacdo da absorbancia a 535nm usando
espectrofotdbmetro. O contetdo de lipidio peroxidado foi calculado usando o
coeficiente de extingdo molar do complexo TBA-MDA 1,56x105 mol™.cm™.

4.12- Dosagem dos biomarcadores antioxidantes

4.12.1- Catalase

Determinacdo da atividade da enzima catalase, baseado na sua
capacidade de converter o peroxido de hidrogénio (H,O,) em agua e oxigénio
molecular, conforme descrito por Aebi, (1984). Os niveis de catalase foram
expressos em U/mg de proteina.

4.12.2- Glutationa Total
A concentragao de glutationa total (GSH e GSSH) em homogenatos dos
orgéos foi determinada usando o Kit Sigma CS0260 (EUA). Este kit utiliza um

meétodo cinético para mensurar 0s niveis de glutationa; através da reducdo do
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DTNB (Acido 5,5 -Ditio-bis-(2-nitrobenzéico) a TNB, que ¢ determinado
espectrofotometricamente a 412 nm. Foi utilizado um padrdo de glutationa
reduzida Sigma G4251. Os niveis de glutationa total foram expressos em

nmol/ml.

4.12.3- Super6xido Dismutase

Este método é baseado na habilidade da superoxido dismutase
consumir o O2-, diminuindo, assim, a razdo de auto-oxidacdo do pirogalol. A
atividade da SOD é determinada espectrofotometricamente a 570nm. Os niveis

de superoxido dismutase foram expressos em U/mg de proteina.

Os protocolos detalhados e reagentes utilizados seguem em anexo.

4.13- Andlises histoldgicas

O coracgéao e o pancreas dos ratos foram removidos, no final do segundo
experimento e fixados em formol tamponado a 4%. Os 6rgaos foram cortados,
transversalmente e processados em série decrescente de alcoois e,
posteriormente, embebidos em parafina. Seccdes parafinadas de
aproximadamente quatro micrOmetros de espessura foram obtidas em
micrétomo semiautomatico, montadas em laminas de vidro previamente limpas
e desengorduradas. As técnicas de coloracdo utilizadas foram Hematoxilina &
Eosina (H&E): identificam as principais lesfes teciduais; Picrosirius-
Hematoxilina: identifica o aumento de colageno tecidual e coloracao de Perls:
identifica os estoques de ferro no tecido.

As quantificagcdes morfométricas e possiveis alteracdes foram realizadas
no Laboratério Multiusuarios do NUPEB. Para cada coloracdo, foram
capturadas 16 imagens por animal. As fotomicrografias foram obtidas em
microscopio Leica DM5000 acoplado a camera digital. As analises foram
realizadas com auxilio do Software Leica QWin Plus Versdo 3.0, sendo
avaliadas a celularidade total, a presenca ou auséncia de necrose, a infiltracéo
conjuntiva e o aumento dos estoques de ferro do tecido muscular cardiaco e

tecido pancreatico.
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4.14- Analise Estatistica

Os dados foram analisados pelo teste de normalidade Kolmogorov—
Smirnov. Os dados que seguiram uma distribuicdo normal foram avaliaddos
pela andlise de variancia univariada (ANOVA- one way) com o0 poOs-teste de
Bonferroni para determinar as diferencas entre os grupos. Os dados que nédo
apresentaram uma distribuicdo normal foram analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis com pds-teste de Dunns para determinar as diferencas entre os grupos.
Os dados foram expressos em média desvio padrdo. Os valores de p<0,05
foram considerados significantes.

As analises histolégicas de ferro no pancreas e no coracao foram

analisadas pelo teste t de Student’s.
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5- RESULTADOS

5.1 - Peso Corporal Final e Niveis Plasmaticos de Glicose, Frutosamina, e
Insulina em Ratos Controle e Diabéticos
5.1.1- Peso Corporal Final

O modelo experimental estudado foi caracterizado, inicialmente, pela
analise do peso corporal final, ap0s a eutanasia dos animais. Observamos uma
reducdo de até 34,6% no peso final dos animais dos grupos diabéticos (D, DF)
quando comparados aos animais dos grupos controles (C e CF), porém sem

diferenca no tratamento com ferro (Figura 5).
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Figura 5: Efeito do peso corporal final no primeiro experimento. Os dados séo apresentados
como média + desvio padrao. Diferencas significativas (p < 0,05) estao representadas por letras
diferentes. C: Controle; CF: Controle e ferro dextran; D: Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran;

entre parénteses: nUmero de animais por grupo.

5.1.2- Glicemia Final

Ao analisarmos os dados de glicose sérica, notamos que a glicemia dos
animais diabéticos € significativamente maior do que nos animais controles. Os
animais diabéticos, no final do experimento, apresentaram valores de glicose
86,72% maiores que 0s animais nao tratados. O tratamento com ferro ndo

alterou os valores de glicemia (Figura 6).
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C(8 CF(8 D) DF(8)

Figura 6: Efeito do tratamento com ferro dextran sobre a glicemia de ratos controle e
diabéticos. Os dados séo apresentados como média + desvio padréo. Diferencas significativas
(p < 0,05) estao representadas por letras diferentes. C: Controle; CF: Controle e ferro dextran;

D: Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran; entre parénteses: nimero de animais por grupo.

5.1.3- Niveis de Frutosamina

Aumento da glicemia gera produtos de glicacdo avancada que tém como
intermediarios os produtos das ligacdes da glicose com proteinas plasmaticas.
No nosso estudo, esses intermediarios foram avaliados pela determinacéo dos
niveis de frutosamina, 0s quais apresentaram aumento, quando comparamos
0s grupos diabéticos com os ndo diabéticos. Os grupos diabéticos aumentaram
0s niveis de frutosamina em 84,62% quando comparados com 0S grupos nao

tratados (Figura 7).
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Figura 7: Niveis de frutosamina de ratos controle e diabéticos tratados com ferro dextran. Os
dados sédo apresentados como média + desvio padrdo. Diferencas significativas (p < 0,05)
estdo representadas por letras diferentes. C: Controle; CF: Controle e ferro dextran; D:

Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran; entre parénteses: nimero de animais por grupo.
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5.1.4- Niveis de Insulina

Os niveis de insulina dos animais ndo diabéticos permaneceram com
médias de 20,8 + 8,40 e 28,06 + 10,17 pmol/l para os grupos C e CF,
respectivamente. Os grupos D e DF apresentaram niveis de insulina 3,36
vezes menores com os comparados com os grupos C e CF com médias de
20,80 + 8,40; 28,06 + 10,17; 8,54 + 5,03 e 6,20 £ 1,33 pmol/l para os grupos C,
CF, D e DF, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8: Niveis de insulina de ratos controles e diabéticos tratados com ferro dextran. Os
dados sédo apresentados como média + desvio padrdo. Diferencas significativas (p < 0,05)
estdo representadas por letras diferentes. C: Controle; CF: Controle e ferro dextran; D:

Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran; entre parénteses: nimero de animais por grupo.

5.2 - Niveis de Ferro Sérico, Capacidade Latente de Ligacdo de Ferro,
Capacidade Total de Ligacdo de Ferro, Transferrina, indice de Saturac&o
de Transferrina e Ferro Tecidual (no Figado) de Ratos Controle e

Diabéticos Submetidos ao Tratamento com Ferro Dextran.

Para avaliarmos a homeostase de ferro utilizamos os parametros: ferro
sérico; capacidade latente de ligacdo do ferro; capacidade total de ligacao do
ferro; transferrina e indice de saturacao de transferrina. Apenas a capacidade
latente de ligacéo de ferro, que representa os sitios de ligacéo da transferrina,
se modificou. Os grupos tratados com ferro dextran diminuiram em 28,91% os

sitios de ligacdo, em relagdo aos grupos néo tratados com ferro. Os estoques
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de ferro, no figado, aumentaram 145,7% do grupo CF em relacdo ao grupo C e

155,7% do grupo DF em relacdo ao grupo D (Tabela 2).

Tabela 2: Avaliacdo dos niveis de Ferro Sérico, Capacidade Total de Ligacao
do Ferro (CTLF), Transferrina, indice de Saturacdo de Transferrina (IST %),

Capacidade Latente de Ligacao de Ferro (CLLF) e Ferro no Figado de ratos.

Grupos Ferro sérico CTLF Transferrina
(ng/dl) (ng/dl) (ng/dl)
c 216,90 + 50,14 (7) 325,90 + 51,63 (7) 228,10 + 36,14 (7)
CF 238,70 £ 53,21 (7) 323,70 + 50,28 (7) 226,60 + 35,12 (8)
D 222,10 + 56,61 (5) 348,10 + 47,98 (5) 243,70 + 33,59 (5)
DF 262,60 + 81,88 (5) 345,90 + 83,62 (5) 242,20 £ 58,53 (5)
Grupos IST CLLF Ferro no Figado
% (ng/dl) (mg/100mg proteina)

c 65,98 + 7,27 (7) 113,30 + 12,313 (7) 0,07 + 0,02° (7)

CF 72,99 + 6,85 (7) 85,00+ 11,31° (7) 1,02 0,212 (7)

D 63,18 + 7,84 (5) 123,50 + 17,023 (5) 0,07 + 0,04° (7)

DF 75,21 + 8,95 (5) 83,30+ 25,67° (5) 1,09 + 0,15%(7)

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Diferencas significativas (p < 0,05)
estdo representadas por letras diferentes. C: Controle; CF: Controle e ferro dextran; D:
Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran; entre parénteses: nimero de animais por grupo.

5.3 - Geracao de Espécies Reativas de Oxigénio em Granuldcitos de Ratos
Controle e Diabéticos Submetidos ao Tratamento com Ferro Dextran.

Avaliamos a producgédo de ERO por granuldcitos, de ratos ndo diabéticos

e diabéticos, submetidos a um tratamento com ferro dextran. Os granulocitos

dos grupos D e DF apresentam um aumento quatro vezes maior na producéo
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de EROS quando comparados aos grupos C e CF. O tratamento com ferro (CF
e DF) também alterou a producdo de ERO potencializando a sua producdo em

trés vezes em relacdo aos grupos C e D (Figura 9).
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Figura 9: Produgédo de ERO, por granuldcitos, de ratos controle e diabéticos tratados com ferro
dextran. Os dados séo apresentados como média + desvio padréo. Diferencas significativas (p
< 0,05) estao representadas por letras diferentes. C: Controle; CF: Controle e ferro dextran; D:
Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran; entre parénteses: nimero de animais por grupo.

5.4 - Efeito da Suplementacdo com Ferro sobre o Peso, Processos

Inflamatdrios, Status Oxidante e Antioxidante no Coracéao

5.4.1- Peso Final em Coracgéo

No coracdo, inicialmente observamos que o0s grupos diabéticos
modificaram o peso do coracdo. O peso deste 6rgao aumentou, 71,8%, quando
comparamos 0s animais do grupo controle (C) com os diabéticos ( D e DF)
(Figura 10).
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Figura 10: Peso final, do coracao, de ratos controle e diabéticos tratados com ferro dextran. Os
dados sdo apresentados como média = desvio padrdo. C: Controle; CF: Controle e ferro
dextran; D: Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran; * diferenca em relacdo ao grupo C pelo
teste de Dunns; # diferenca em relacdo ao grupo CF pelo teste de Dunns; entre parénteses:
namero de animais por grupo.

5.4.2- Niveis de Ferro no Coracéao

Observamos um aumento significativo, 81,53%, de ferro tecidual para os
grupos tratados com ferro dextran comparando com 0s grupos nao tratados
(Figura 11). Ao analisarmos histologicamente somente os grupos tratados com
ferro, observamos que o grupo DF aumenta significativamente, 190,43%, 0s

teores de ferro comparados com CF (Figura 12).
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Figura 11: Determinac¢@o bioguimica dos niveis de ferro em coracdo de ratos controle e
diabéticos tratados com ferro dextran. Os dados sdo apresentados como média + desvio
padrdo. Diferencas significativas (p < 0,05) estdo representadas por letras diferentes. C:
Controle; CF: Controle e ferro dextran; D: Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran; entre
parénteses: nUmero de animais por grupo.
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Figura 12: A) Fotomicrografias de cortes histolégicos do coracdo. Coloracdo de Perls. 1)
Grupo Controle e ferro dextran; 2) Grupo Diabetes e ferro dextran. Notar presenga de depdsitos
de ferro ( =% ). B) Area ocupada pelos depositos de ferro no coracdo de ratos controle e
diabéticos tratados com ferro dextan. CF: Controle e ferro dextran; DF: Diabetes e ferro
dextran. Os dados séo apresentados como média + desvio padrao. Diferencas significativas (p
< 0,05) estdo representadas por letras diferentes; entre parénteses: nimero de animais por

grupo.

5.4.3- Avaliacao histoldgica no coracao

O coracdo dos animais ndo apresentou alteraces macroscopicas entre
0S grupos, mas apenas um aumento no peso relativo desse 6rgao. A avaliacao
microscopica priméria ndo evidenciou edema, processo degenerativo ou
necrose no tecido muscular cardiaco. A quantificacdo celular desse tecido
evidenciou um aumento no numero de células e focos inflamatérios, nos grupos
D e DF (Figura 13). O quadro histologico geral, para os grupos C e CF,
apresentou tecido muscular cardiaco intacto quanto a morfologia nuclear e

celular e quantidade normal de células inflamatdérias residentes.
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Figura 13: A) Fotomicrografias de cortes histoloégicos do coracdo. Hematoxilina e Eosina. 1)
Grupo Controle; 2) Grupo Controle e ferro dextran; 3) Grupo Diabetes e 4) Grupo Diabetes e
ferro dextran. B) Numero de células, no coragéo, de ratos controles e diabéticos tratados com
ferro dextan. C: Controle; CF: Controle e ferro dextran; D: Diabetes; DF: Diabetes e ferro
dextran. Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo. Diferencas significativas (p
< 0,05) estdo representadas por letras diferentes; entre parénteses: niumero de animais por
grupo; ( ****): limite de normalidade no ndmero de células, em relagdo ao grupo C, no tecido
muscular cardiaco.

Ao analisarmos os cortes histolégicos com Picrosirus-Hematoxilina, uma
coloracdo especial para demonstracdo de colageno, observamos um aumento
de 33,41% no tecido conjuntivo dos grupos diabéticos, evidenciando a

presenca de fibrose para esses grupos (Figura 14).
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icrografias de cortes histoldgicos do coragéo. Picrosirius - Hematoxilina. 1)
Grupo Controle; 2) Grupo Controle e ferro dextran; 3) Grupo Diabetes e 4) Grupo Diabetes e
ferro dextran. Notar presenca de tecido conjuntivo ( = ). B) Area ocupada pelos depdsitos de
colageno, no coracao, de ratos controle e diabéticos tratados com ferro dextan. C: Controle;
CF: Controle e ferro dextran; D: Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran. Os dados séo
apresentados como média * desvio padrdo. Diferencas significativas (p < 0,05) estdo
representadas por letras diferentes; entre paréntesese: niumero de animais por grupo; (====+):
limite de normalidade entre o depésito de tecido conjuntivo em rela¢éo ao grupo C, no coracéo.

5.4.4- Substéancias reativas ao acido tiobarbitirico em coracao

A dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) séo
um biomarcador que mede a peroxidacao lipidica, revelando danos oxidativo
no tecido. No coracéo, os grupos diabéticos e tratados com ferro dextran por 21
dias ndo foram capazes de alterar os niveis de TBARS. As médias dos grupos
C, CF, D e DF foram de 5,39 + 1,761; 5,93 + 1,30; 5,71 + 1,52; 5,63 = 0,76
U/ml/mg proteina respectivamente (Figura 15).
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Figura 15: Niveis de TBARS, no coracéo, de ratos controle e diabéticos tratados com ferro
dextran. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. C: Controle; CF: Controle e
ferro dextran; D: Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran; entre parénteses: nimero de animais
por grupo.

5.4.5- Proteina Carbonilada em Coracéo

Na figura 16, analisamos um marcador da oxidacdo de proteina por
ERO, a proteina carbonilada, no coracdo dos animais. Observamos um
aumento significativo, 157,85%, na concentracdo da proteina carbonilada nos
animais do grupo DF em compara¢do com os animais do grupo C. Com médias
de 18,27 + 2,73; 16,67 + 3,89; 18,59 + 1,26; 28,84 + 7,66 U/ml/mg proteina

para os grupos C, CF, D e DF respectivamente.
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Figura 16: Niveis de proteina carbonilada, no coragdo, de ratos controle e diabéticos tratados
com ferro dextran. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Diferencas
significativas (p < 0,05) estao representadas por letras diferentes. C: Controle; CF: Controle e
ferro dextran; D: Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran; entre parénteses: nUmero de animais
por grupo.
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5.4.6- Atividade Antioxidante em coracao
Ao analisarmos a atividade de biomarcadores antioxidantes, Catalase e
Superoxido Dismutas e Glutationa Total, ndo encontramos diferenca estatistica

entre os grupos analisados (Tabela 3).

Tabela 3: Avaliacdo dos niveis de Glutationa Total, Catalase e Superoxido

Dismutase em coracao de ratos.

Grupos Glutationa Total Catalase Superoéxido Dismutase
(nmol/ml) (U/mg proteina) (U/mg proteina)
C (n) 56,88 + 4,39 (8) 12,28 £ 1,90 (8) 0,34 + 0,05 (8)
CF (n) 59,08 + 2,96 (8) 11,57 £ 2,71 (8) 0,35 + 0,04 (8)
D (n) 62,71 £6,95 (10) 9,47 £ 3,88 (10) 0,30 + 0,03 (10)
DF (n) 59,89 +5,05(10) 10,74 +4,01 (10) 0,35+ 0,13 (10)

Os dados séo apresentados como média = desvio padrdo. C: Controle; CF: Controle e ferro
dextran; D: Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran; entre parénteses: nimero de animais por
grupo.

5.5- Efeito da suplementacdo com ferro sobre 0 peso, processos

inflamatadrios, status oxidante e antioxidante no pancreas.

5.5.1- Peso final no Pancreas

No pancreas, inicialmente observamos que o0s grupos diabéticos
modificaram o peso final deste 6rgdo, com uma diminui¢cdo de 66,7%, quando

comparamos o0s animais do grupo controle (C) com os do grupo DF (Figura 10).
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Figura 17: Peso final, do pancreas, de ratos controle e diabéticos tratados com ferro dextran.
Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo. Diferengas significativas (p < 0,05)
estdo representadas por letras diferentes. C: Controle; CF: Controle e ferro dextran; D:
Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran; entre parénteses: nimero de animais por grupo.

5.5.2- Niveis de ferro no pancreas

O teor de ferro no pancreas foi avaliado pela reducéo dos fons Fe 3" a
Fe” pela hidroxilamina e por avaliacdo histolégica especifica para ferro,
coloragédo de Perls. Observamos um aumento significativo, 822,74%, de ferro
no pancreas para os grupos tratados com ferro dextran (CF e DF) comparando
com o0s grupos nao tratados (C e D) (Figura 18). Na analise histolégica
observamos que para os grupos tratados com ferro houve um aumento
significativo, 164,15%, no teor de ferro do grupo DF, se comparado com CF
(Figura 19).
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Figura 18: Niveis de ferro tecidual, em péncreas, de ratos controles e diabéticos tratados com
ferro dextran. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Diferencas
significativas (p < 0,05) estdo representadas por letras diferentes. C: Controle; CF: Controle e
ferro dextran; D: Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran; entre parénteses: nimero de animais
por grupo.
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Figura 19: A)Fotomicrografias de cortes histolégicos no pancreas. Coloracdo de Perls. 1)
Grupo Controle e ferro dextran; 2) Grupo Diabetes e ferro dextran. Notar presenga de depdsitos
de ferro ( =% ). B) Area ocupada pelos depésitos de ferro, no pancreas, de ratos controle e
diabéticos tratados com ferro dextran. CF: Controle e ferro dextran; DF: Diabetes e ferro
dextran. Os dados séo apresentados como média + desvio padréo. Diferencas significativas (p
< 0,05) estdo representadas por letras diferentes; entre parénteses: namero de animais por
grupo.

5.5.3- Avaliacao histoloégica no pancreas

O péancreas dos animais ndo apresentou alteracdes macroscépicas entre
0s grupos estudados, mas apenas uma diminuicdo no peso desse 0Orgdo. A
avaliacdo microscopica primaria ndo evidenciou edema, processo degenerativo
ou necrose no tecido pancreatico. A determinacdo do niumero de células nesse
tecido evidenciou um aumento de 49,8% no numero de células no pancreas

nos grupos CF e DF quando comparados com C e D (Figura 20).
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Figura 20: A) Fotomicrografias de cortes histolégicos no pancreas. Hematoxilina e Eosina 1)
Grupo Controle; 2) Grupo Controle e ferro dextran; 3) Grupo Diabetes e 4) Grupo Diabetes e
ferro dextran . B) Numero de células, no pancreas, de ratos controles e diabéticos tratados com
ferro dextran. C: Controle; CF: Controle e ferro dextran; D: Diabetes; DF: Diabetes e ferro
dextran. Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo. Diferencas significativas (p
< 0,05) estdo representadas por letras diferentes; entre parénteses: nimero de animais por
grupo. () limite de normalidade do nimero de células no tecido pancreatico em relacéo
ao grupo C.

Ao analisarmos os cortes histologicos com uma coloracéo especial para
demonstracdo de colageno ndo encontramos diferenca estatistica entre os
grupos analisados ( Figura 21).
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Figura 21: A) Fotomicrografias de cortes histolégicos no péncreas. Picrosirius - Hematoxilina
1) Grupo Controle; 2) Grupo Controle e ferro dextran; 3) Grupo Diabetes (D) e 4) Grupo
Diabetes e ferro dextran (DF). Notar presenca de tecido conjuntivo ( =% ). B) Area ocupada
pelos depdsitos de ferro, no pancreas de ratos controle e diabéticos tratados com ferro dextran.
C: Controle; CF: Controle e ferro dextran; D: Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran; entre
parénteses: niimero de animais por grupo.

5.5.4-Substéancias reativas ao acido tiobarbitlirico no pancreas

Na Figura 22, investigamos 0s niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS), no pancreas dos animais ndo diabéticos e diabéticos,
submetidos ou n&do ao tratamento com ferro dextran. Observamos um aumento
significativo, 190,24% na concentracdo de TBARS em animais dos grupos
diabetes (D e DF) em comparacao aos animais dos grupos Egntrole (CeCF),o0
tratamento com ferro n&do foi capaz alterar significativamente as concentragoes
de TBARS.
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Figura 22: Niveis de TBARS, no pancreas, de ratos controle e diabéticos tratados com ferro
dextran. Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo. Diferencas significativas (p
< 0,05) estado representadas letras diferentes. C: Controle; CF: Controle e ferro dextran; D:
Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran; entre parénteses: nimero de animais por grupo.

5.5.5- Proteina Carbonilada no Pancreas

Outro parametro bioquimico utilizado para verificar se 0s grupos
diabéticos e tratados com ferro alteraram o balanco oxidativo foi a carbonilagédo
de proteinas. Na Figura 23, analisamos a carbonilacdo de proteinas, no
pancreas dos animais diabéticos e tratados ou ndo com ferro. Verificamos um
aumento significativo, 188,42%, na concentracdo da proteina carbonilada nos
animais dos grupos D e DF em comparacdo com os animais dos grupos C e
CF. Os grupos tratados com ferro (CF e DF) também aumentaram
significativamente, 141,37%, os niveis de proteina carbonilada comparado com
0s grupos nao tratados (C e D). Os dois tratamentos concomitantemente
potencializaram a carbonilacdo de proteinas, o grupo DF apresentou um

aumento, 315,16%, em relagao ao grupo C.
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Figura 23: Avaliacdo dos niveis de Proteina Carbonilada, no péncreas, de ratos
controles e diabéticos tratados com ferro dextran. Os dados sdo apresentados como média *
desvio padréo. Diferencas significativas (p < 0,05) estédo representadas por letras diferentes. C:
Controle; CF: Controle e ferro dextran; D: Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran; entre par:
namero de animais por grupo.

5.5.6- Atividade Antioxidante no pancreas

Ao analisarmos a atividade dos biomarcadores antioxidantes, Catalase,
Superoxido Dismutase e Glutationa Total ndo encontramos diferenca estatistica

entre os grupos analisados (Tabela 4).

Tabela 4: Avaliagcdo dos niveis de Glutationa Total, Catalase e Superéxido

Dismutase em ratos.

Grupos Glutationa Total Catalase Superoxido Dismutase
(nmol/ml) (U/mg proteina) (U/mg proteina)

C (n) 0,08 + 0,07 (8) 2,88 + 1,40 (8) 0,24 + 0,04 (8)

CF (n) 0,11 + 0,07 (8) 3,14+ 1,14 (8) 0,27 + 0,04(8)

D (n) 0,05 + 0,06 (10) 2,23 £ 0,66 (10) 0,31 + 0,06(8)

DF (n) 0,04 + 0,03 (10) 2,00 £ 0,53 (10) 0,27 + 0,04 (10)

Os dados sdo apresentados como média = desvio padrdo. C: Controle; CF: Controle e ferro
dextran; D: Diabetes; DF: Diabetes e ferro dextran; antre parénteses: niimero de animais por

grupo.
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6- DISCUSSAO

A streptozotocina (STZ) € uma nitrosoamida que nas células do pancreas é
convertida em metabdlitos, um dos quais: o 6xido nitrico (NO). O NO reage
com o oxigénio para produzir N,O3 e outros O0xidos de nitrogénio, que danificam
0 DNA e proteinas. LesBes no DNA ativam a enzima de reparo chamada poli
(ADP-ribose) polimerase | (PARP 1), que utiliza grandes quantidades de NAD+
como substrato e, eventualmente, o ATP, causando necrose e resisténcia a
insulina (Lenzen, 2008; Dyke et al., 2010). Observamos uma diminui¢cdo para
os ratos tratados com STZ dos niveis de insulina confirmando o que é descrito
pela literatura sobre a acdo desse farmaco. A diferenca nos niveis de glicose
dos ratos diabéticos encontrada no presente estudo esta de acordo com o
trabalho de SILVA et al. (2011c), que encontrou um aumento para os hiveis de
glicose em ratos Fischer com diabetes induzida com STZ durante 10 dias em
comparacao com ratos controle.

Niveis elevados de frutosamina em pacientes diabéticos correspondem a
uma maior glicacdo de albumina devido as concentragfes elevadas de glicose.
A hiperglicemia e um quadro de glicacdo de proteinas elevado tém sido
sugeridos como indutores da formacao de radicais livres. Estudos associam o
aumento do contetdo de frutosamina sérica com danos oxidativos em animais
diabéticos (Roy, Sem e Chakraborti, 2008).

Estudos indicam o aumento dos estoques de ferro, em modelos
experimentais, a partir da suplementacdo de ferro via oral, em dietas como
ferro carbonilico, ou por farmacos intravenosos ou intraperitoniais, como ferro
dextran, ferro gluconato, ferro sacarato. Para aumentar os estoques de ferro
em ratos neste estudo utilizamos inje¢cdes intraperitoniais de ferro dextran. O
ferro dextran é uma solucdo coloide de Oxido-hidréxido férrico com dextran
polimerizado utilizado em suplementacao intravenosa em humanos em caso de
anemia ferropriva (Cancado, Lobo e Friedrich, 2010).

Com relacéo as formulagdes injetaveis, o ferro dextran e sulfato ferroso
sao os mais utilizados. No modelo de diabetes, Miron et al. (2007) para avaliar

a atividade das enzimas NTPDase e 5'-nucleotidase em animais diabéticos
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com sobrecarga de ferro, confirmaram essa sobrecarga com ferro dextran.
Anteriormente, Holbein (1980) estudou o metabolismo de ferro dextran em
camundongos. O ferro dextran - ferro ligado a um polimero de glicose - é
rapidamente removido da circulacdo pelas células do sistema reticulo
endotelial. Nas primeiras seis horas, o conteudo sérico de ferro encontra-se
elevado; depois de 24 horas da inje¢cdo, ha diminuicdo do ferro no soro e
aumento nas células do sistema reticulo endotelial do figado e baco; o ferro
ligado ao dextran é processado pelas células do sistema reticulo endotelial
antes de ser liberado para o pool de transferrina, sendo distribuido aos demais
tecidos.

Nossos dados demonstram que o tratamento com as injecbes de ferro
dextran foram eficazes em promover o excesso de ferro no coracéo e pancreas
com um aumento médio de cerca de duas e dez vezes, respectivamente.
Esses resultados corroboram com estudos anteriores realizados pelo nosso
grupo de pesquisa que avaliaram figados tratados com ferro dextran (Turbino
Ribeiro et al., 2003, Silva et al., 2011a). Observamos também que 0s animais
diabéticos captaram mais ferro, no coracdo e pancreas, que os ndo diabéticos
demosntrando que em um quadro de diabetes hd um maior acimulo de ferro
potencializando danos oxidativo.

Os parametros séricos referentes ao ferro ndo se alteraram, como
previsto, pois os ratos estudados foram eutanasiados cinco dias apés a ultima
dose de ferro dextran, ultrapassando o tempo de meia-vida descrito pela
literatura para o ferro dextran no soro (Holbein, 1980; Cancado, Lobo e
Friedrich, 2010). Nao hé relatos, na literatura, de modelos experimentais que
aumente os estoques de ferro tecidual, mantendo os niveis séricos de ferro
dentro da normalidade. Esse modelo caracteriza-se como uma sobrecarga de
ferro e torna-se importante para futuras investigacdes que correlacionam
exposicdo excessiva ao ferro, observando que a fortificacdo de ferro
indiscriminada em alimentos tem sido uma estratégia para aumentar a ingestao
desse mineral (Salim et al., 2010).

Estudos indicam que a sobrecarga de ferro no pancreas, comum em

patologias como a talassemia, € um forte preditor de toxicidade das células
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beta, os niveis de saturacdo da transferrina e idade do individuo também
influenciam a regulacéo da glicose (Chu et al., 2007; Noetzli et al., 2011).

O que também agrava o diabetes € aumento de AGEs em um quadro de
hiperglicemia, resultando em uma maior ativagdo de neutréfilos (Gawlowski et
al., 2007). A relacdo entre diabetes e inflamacédo tem sido muito estudada,
componentes inflamatérios ativam, em um quadro de diabetes
descompensado, o sistema imune, tornando-o mais susceptivel aos danos
oxidativos, visto que células do sistema imunolégico produzem ERO como
mecanismo de defesa (Marin et al., 2011; Romagnoli et al., 2010).

Neste estudo com ferro dextran e STZ aumentou gradualmente a
producdo de ERO, via ativacdo de neutrdéfilos, nos grupos tratados somente
com ferro, diabético e diabético tratado com ferro em relacédo ao grupo controle.
A hiperglicemia pode ativar neutréfilos e mondcitos, resultando em um aumento
da resposta inflamatéria e dano tecidual. ERO é essessivamente produzido
através da ativacdo de neutrofilos periféricos, o que pode causar danos em
componentes celulares essenciais, 0 que pode causar complicacdes
vasculares em pacientes diabéticos (Marin et al, 2011). Estudos que avaliam o
efeito dos danos oxidativos da suplementacéo de ferro associado com diabetes
sdo escassos. Nossos resultados sdo relevantes, visto que o diabetes ja é
capaz de aumentar os estoques de ferro e a producdo de ERO (Roy, Sen e
Chakraborti, 2008) e que uma suplementacao indiscriminada desse mineral
pode potencializar os efeitos oxidativos quando estudamos a ativacao de ERO
em neutrofilos. Assim, podemos sugerir que no diabetes h4 um aumento na
producdo de ERO em granulécitos e que esse aumento pode ser
potencializado através do tratamento com ferro dextran.

Os efeitos oxidantes sobre o coracdo foram mensurados através da
determinacao da peroxidacéo lipidica e da carbonilacdo de proteinas. Os niveis
de TBARS néo se alteraram provavelmente porque o tempo de tratamento néo
foi eficiente para alterar a peroxidacdo de lipidios. Quando avaliamos a
carbonilagdo de proteinas, observamos um aumento em seus niveis. Esse
parametro tem sido correlacionado, no diabetes, com disfuncdo cardiaca
devido a perda da atividade de proteinas que participam da contragdo e ou

relaxamento do musculo cardiaco (Shao et al., 2011; Silva et al., 2011 a).

70



Sampaio, AFS Discussao

Para avaliarmos um possivel efeito do ferro no coracdo, de ratos
controle e diabéticos, determinamos o0s estoques de ferro e suas possiveis
alteracdes teciduais, com uma analise histolégica. Os nossos resultados
demonstraram que o0 coracdo de animais tratados com ferro dextran
apresentaram um aumento nas concentragdes de ferro em relagdo aos grupos
ndo tratados. A analise histolégica demonstra que o diabetes foi capaz de
potencializar o acumulo de ferro; ratos diabéticos apresentaram valores
maiores nos depositos de ferro quando comparamos os grupos DF com CF.

O aumento dos depdésitos de ferro em hepatoécitos de animais diabéticos
foi observado em estudos anteriores afirmando que a homeostase do ferro é
alterada em um quadro de diabetes (Roy, Sen e Chakraborti, 2008). Zhao et al.
(2010) ao estudarem ratos diabéticos tratados com STZ e receptores de
transferrina observaram que houve um aumento nos depdésitos de ferro em
cardiomidécitos induzidos, pelo menos em parte, pelo aumento dos receptores
de transferrina corroborando com 0s nossos resultados para o coracao.

Ao avaliarmos as alteracdes histolégicas no coracdo, observamos um
aumento no numero de células e de tecido conjuntivo, sugerindo um aumento
de infiltrado inflamatorio e fibrose nos animais tratados com STZ. Na literatura,
observamos que a cardiomiopatia diabética tem como uma das possiveis
alteracdes morfoldgicas do tecido muscular cardiaco a deposicdo de tecido
conjuntivo e maior recrutamento de células inflamatorias. Estudos associam
fibrose com vias de sinalizagdo de PPAR-y e ECA-2 potencializando os danos
oxidativos em cardiomiocitos (Shu-mei et al.,, 2010; Aguilar, Ventura e
Rodriguez, 2011).

Estudos demonstram que o0 aumento nos depdsitos de ferro, no coracgéao,
pode levar ao desenvolvimento de lesé@o cardiaca induzida pela angiotensina |l
com consequente desenvolvimento de fibrose (Ishizaka et al., 2002) e que um
aumento da producao de radicais livres é dose dependente da concentracao de
ferro (Bartfay e Bartfay, 2000).

Outra alteracdo observada foi a peroxidacdo de lipidios e de
carbonilagdo de proteinas no pancreas. Os niveis de TBARS e proteinas
carboniladas aumentaram nos grupos diabéticos. A suplementacdo com ferro

também aumentou a carbonilagdo de proteinas, confirmando um maior dano
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oxidativo no nosso modelo experimental. O aumento do estresse oxidativo é
um fator amplamente aceito no desenvolvimento e progresséo da diabetes e as
células pancreaticas de animais diabéticos também estdo propensas ao
aumento dos efeitos oxidantes (Yazdanparast, Ardestani e Jamshidi, 2007;
Ardestani, 2008; Sefi et al., 2011).

Dados histologicos no péancreas, obtidos no presente estudo, indicam
gque o nosso modelo de suplementacdo de ferro causou um aumento nos
depdsitos de ferro nos animais do grupo DF quando comparados com CF, sem
causar fibrose, sugerindo, assim, um modelo experimental seguro para avaliar
as funcbes metabdlicas de sobrecarga de ferro e diabetes induzida por STZ. Ao
avaliarmos o numero de células desse Orgdo, observamos um aumento no
namero de células no grupo DF em relacédo ao grupo C, sugerindo um aumento
do infiltrado inflamatdrio.

Ehses et al. (2007), ao investigarem o niamero de macrofagos nas ilhotas
de pacientes com diabetes tipo 2, observaram um aumento dessas células
inflamatorias devido a uma desregulacdo de fatores inflamatorios (interleucina
6 e 8). No presente estudo, observamos que nas ilhotas pancreaticas também
h& um aumento na migracao de neutrdfilos.

Danos oxidativos sédo determinados através da geracado de radicais livres
de oxigénio e também pela capacidade antioxidante das células. Os o6rgaos
podem apresentar diferencas consideraveis na sua susceptibilidade para danos
oxidativos. Ao avaliarmos a capacidade antioxidante, pela determinacdo da
atividade da glutationa total e das enzimas: catalase e superéxido dismutase,
observamos que tanto o coracdo quanto o pancreas nao alteraram os valores
dos biomarcadores antioxidantes, o que nos leva a sugerir que, nesse modelo,
no coracao e no pancreas, ndo ha uma resposta imediata que reverta o quadro
de estress oxidativo.

Em conjunto, os dados sugerem que a suplementacdo com ferro
favorece o equilibrio a favor do estado pré-oxidante, mas, no periodo avaliado,
nao intensificou os danos histologicos causados pelo diabetes. Os dados
também sugerem maior captacdo de ferro pelo coracdo e pancreas induzido
pelo diabetes e maior ativacdo de neutréfilos, no sangue periférico, de ratos

suplementados com ferro.

72



Sampaio, AFS Conclusoes

7- CONCLUSOES

A dose de ferro dextran utilizada promoveu aumento de estoques de
ferro no coracéo e pancreas sendo 0 aumento maior no grupo diabético.

Houve um aumento na formacdo de ERO por neutréfilos em ratos
diabéticos, sendo potencializado no grupo Diabetes Ferro.

A suplementacao com ferro potencializou o dano oxidativo em proteinas
no coracao e no pancreas de ratos diabéticos. Peroxidacdo de lipidios s6 se
observou no pancreas.

O tratamento com ferro dextran e diabetes n&o alterarou a atividade
antioxidante determinada por glutationa total, catalase e superéxido dismutase,
nesse modelo experimental.

Dados histologicos mostraram que o diabetes promove aumento de
infiltrado inflamatoério no coracdo e no pancreas, sem alteracdes microscopicas
como edema, processo degenerativo e necrose. No coracdo foi observado um
quadro de fibrose nos ratos dos grupos D e DF. Com relacédo a suplementacéo
nao houve alteracdes do quadro histolégico nos dois 6rgaos.

Em resumo, este estudo demonstra que a suplementacdo com ferro
promove um aumento da producdo de ERO por neutréfilos, um aumento de
danos oxidativo em coracdo e pancreas sem alteracBes histoldgicas
importantes como: processo degenerativo, fibrose e necrose. Além disso,
mostrou que no diabetes ocorre um maior depdsito de ferro sugerindo uma

alteracdo no processo de captacdo desse metal.
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9 - ANEXOS

CATALASE

PRINCIPIO DO METODO:

O método baseia-se na quantificacdo da velocidade de decomposicdo do
peroxido de hidrogénio pela catalase observada durante trés  minutos por
espectrofotdmetro a 240nm.

REAGENTES E PRODUTOS UTILIZADOS NA DOSAGEM:
e Fosfato de sddio dibasico (NayPO,4.7H,0): PM = 268,07g; marca Isofar, ref: 314
e Fosfato de sddio monobasico (Na,PO4.H,0): PM = 137,99g; marca Reagen,
10037
e Peroxido de hidrogénio (H20,): PM = 34,01g

PREPARO DO TAMPAO:

Tampdo fosfato 0,1M, pH=7,2, pKa = 6,86
e Pesar 4,14 g de Nay;PO4.H,0
e Pesar 18,769 de Na,PO4.7H,0
e Colocar os reagentes em béquer e adicionar 700 ml de dgua mili-Q
e Colocar no agitador e acertar o pH para 7,2 com hidréxido de potassio

e Transferir o tampao para proveta e completar o volume para 1L com agua mili-

Q
(1) pH= pKa + log [e2Po27H20] (I1) 2,19 [Acido] = 0,1 [Acido]
[Na2P04.H20] 3,19 [ACidO]: 0,1

log 220 = 0,34 A il = 0L
[Acido] [ACIdO] ~ 319
_[Sal] 0,34 A i -n

0 ——— il 10 [Acido] =0,03 M

[Sal] _

[Acido] 2,19

[Sal] = 2,19 [Acido]
[Sal] = 0,1 [Acido]

(111) [Sal] = 0,1 [Acido] (1V) 1 mol sal ----- 268,079
[Sal] =0,1-0,03 0,07 mol ------- X
[Sal] = 0,07 x= 18,769 de Na,PO,.7H,O para 1l L
1 mol &cido ------ 137,999
0,03 mol ---------- X

x=4,14 g de Na,PO4.H,O paral L
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HOMOGENEIZACAO DO TECIDO:

Utilizar 100mg de tecido para 1000 ul de tampdo fosfato de potassio 0,1M pH
7,2, fazendo proporcdo para os diferentes pesos de tecido. Centrifugar a 4°C por 10
minutos a 10000rpm. Retirar o sobrenadante, armazenar a -80°C.

PREPARO DA SOLU(;AO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO:
e Pipetar 5ul de H,O, e adicionar 4995uL de agua mili-Q
e Entdo:

5mM: 5ul de H,O, + 9995 de agua mili-Q

10mM: 5ul de H,0O, + 4995 de agua mili-Q

20mM: 10ul de H,0, + 4990 de agua mili-Q

40mM: 20ul de H,0O, + 4980 de agua mili-Q
e Manter todos os reagentes no gelo

e Preparar 5ml de H,O, por vez, pois a mesma evapora com facilidade

(D) Inicialmente: H,0, a 30% (1) 0,349 --------- 1000ml
1 mol H,0O5 --------- 34,019 X =m=mmmmmmme- 5ml
0,010 Mol ----------- X x=1,7x10%g
x = 0,349
(111) d= 1,130Kg/! (IV) 1,5 pl ==----- H,0, 30%
1ml ------ 1,130g N — 100%
N — 1,7 x 10%g x = 5uL para 5mL agua mili-Q > 10mM
X =0,0015ml H,0,a100%

=>» Observacdo: Todos 0s reagentes e as amostras devem ficar no gelo durante a

realizacdo da dosagem.

DOSAGEM:

e Zerar 0 espectrofotdmetro com agua destilada a 240 nm.

e Preparar os ependorffs de duas em duas amostras seguindo a ordem abaixo e
acionando o crondmetro assim que colocar o peréxido de hidrogénio. Dar um
intervalo de 30 segundos entre as amostras e ler de um em um minuto trés vezes
cada amostra.

1) 50ul de tampéo fosfato de potéssio 0,1 M, pH 7,2
2) 40ul de &gua mili-Q

3) 10pl de amostra (sobrenadante)

4) 900ul de H,O,a 10mM

e Usar a cubeta de quartzo em espectrofotdmetro com luz U.V.
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INTERPRETAC}AO DOS RESULTADOS:
Para o calculo da atividade da catalase, utilizar a seguinte equacéo:

Atividade (U/mg de proteina) = S 1¢

Onde: Aabs é a diferenga das absorbancias do 3° e 1° minutos, fd é o fato de diluigcdo
empregado para 0 H,O, V € o volume da amostra teste em mL, € é o coeficiente de
extingdo molar do H,0, (0,071 M*cm™) e P é a quantidade de proteina em mg.

ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

PRINCIPIO DO METODO:
Este método é baseado na habilidade da superdxido dismutase limpar o O,
diminuindo assim a razdo de autooxidacéo do pirogalol.

REAGENTES E PRODUTOS UTILIZADOS NA DOSAGEM:

¢ Dihidrogenofosfato de potassio monobasico (KH,PQOy,)

e Monoidrogenofosfato de sddio (Na2HPO4)

e Pirogalol a 15mM (PM = 126,11)

e MTT (brometo de (3-[4,5-dimetiltiazol-2H]-2,5-difeniltetrazolium) a 1,25mM
(PM =414,3)

e Dimethyl sulfoxide - DMSO (C,HgOS): Marca Sigma-Aldrich.

Lote:#BCBC8998. 500 ml.

PREPARO DO TAMPAO:

Tampéo fosfato 50mM, pH=7,0.
e Solucdo A: pesar 6,819 de KH,PO, e completar com &agua mili-Q até completar
1000ml.

e Solucdo B: pesar 8,90g de Na,HPO, e completar com agua mili-Q até completar
1000ml.

e Misturar as solucdes A e B na proporcao de 1:1,5 (v/v).
e Fazer o ajuste de pH para 7,0.

HOMOGENEIZACAO DO TECIDO:
Utilizar 100mg de tecido para 1000 pl de tampéo fosfato (50 mM), fazendo

proporcédo para os diferentes pesos de tecido. Centrifugar a 4°C por 10 minutos a 10.000
rpm. Retirar o sobrenadante, armazenar a -80°C.
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PREPARO DO PIROGALOL.:

IM ---mememeee- 414,3 --------- 1l
0,00125M - X 1l
x=0,517¢g
0,517g9 -------- 11
X =mmmmmmmmmnes 10ml -> Minimo de reagente a ser preparado.
x=0,0051g

e Pesar 0,0051g e completar com agua mili-Q para 10ml.

PREPARO DO MTT:

g1 RE———— 126,119 --------- 1l
0,015M - X-- --- 11
x=1,89¢
1,899 -------- 1l
X =mmmmmmmnmne- 10ml > Minimo de reagente a ser preparado.
x=0,018g

e Pesar 0,018g e completar com agua mili-Q para 10ml.

- OBS.: o pirogalol e 0 MTT séo fotossensiveis.

DOSAGEM:
e Utilizar uma placa de Elisa para colocar os volumes indicados na tabela
abaixo:
Amostra - uL Tampaéo - uL MTT Pirogalol
(1,25mM) - uL | (100uM) - uL
Branco | @ ----emeeeee- 144 I
Padrdo |  ------------ 129 6 15
Amostra 30 99 6 15

Em uma folha, montar o desenho da placa de Elisa para facilitar o
preenchimento da mesma.
Incubar por 5 minutos em estufa a 37°C. Depois da incubacdo, parar a
reacdo com 150ul de DMSO (em todos 0s pogos).
Ler no Leitor de Elisa em um comprimento de onda de 570nM, por isso
deve-se utilizar o leitor de Elisa do laboratorio de Imunologia.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS:

Diminuir as absorbancias das amostras e dos padrdes pela média de
absorbancia do branco.
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e Calcular a atividade enzimatica:

Abs padrao ------------ 1U SOD
Abs amostra ---------- X
- 1 unidade (U) é responsavel pela oxidacéo de 50% do pirogalol.
e Dosar as proteinas do homogenato e expressar o0 resultado em U/mg de

proteina.

CONCENTRACAO DE GLUTATIONA TOTAL

PRINCIPIO DO METODO:

Este ensaio utiliza um método cinético baseado na reducdo do DTNB (&cido

5,5"ditio-bis (2-nitrobenzbico)) a TNB (&cido 5-tio-2-nitrobenzdico) que pode ser
detectado espectrofotometricamente a 412nm.

REAGENTES E PRODUTOS UTILIZADOS NA DOSAGEM:

NADPH (C,;H26N7NayO17P3): B-nicotinamida adenine dinucleotide 2’ — fosfate
reduced tetrasodium salt hydrate. Marca Sigma. Lote: #110M5162V. 25mg.
DTNB (C14HsN2OgS,): 5,5’-Dithiobis 2-nitrobenzoic. Peso molecular 396,35.
Massa Sigma. Lote 065K0170. 8mg.

Glutathione Reductase from Bakers Yeast: pH 7,0. Marca Sigma. Lote:
069K7420. Volume 100UN.

L-Glutahione reduced, minimum 99% (C19H17N306S): Peso molecular 307,33.
Marca Sigma. Lote: 077k1801. 1g.

5-Sulfosalicylic acid dihydrate, minimum 99% (C;HgOsS): Peso molecular
254,22. Marca Sigma. Lote: 019K01621. 100g.

DMSO: dimethyl sulfoxide  (C,H¢OS): Marca  Sigma-Aldrich.
Lote:#BCBC8998. 500 ml.

EDTA disodium salt dihydrate (C10H14N2OgNay2H,0): Peso molecular 372,24.
Marca AMRESCO. Lote: # 2749B486. 500g.

Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,)

Hidroxido de potassio (KOH): peso molecular 56,11.

PREPARO DAS SOLUCOES ESTOQUES:
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1) Acido Sulfossalicilico (SSA) 5%:

Pesar 10g do &cido sulfossalicilico (C;HsOsS) e completar o volume para 200 ml
com agua destilada. Acondicionar em frasco tampado e colocar na geladeira.
2) NADPH estoque:

Dissolver o contetdo do frasco de NADPH (25 mg) em 0, 625 ml de agua
destilada para obter uma solugéo estoque a 40 mg/ml. A solucdo deve ser armazenada a
—20 °C por menos de 6 meses.

3) DTNB estoque:

Dissolver o conteudo do frasco de DTNB (8mg) com 5,33 ml de DMSO para
fazer uma solugdo a 1,5 mg/ml. A solugdo deve ser armazenada em aliquotas a —20 °C
por menos de trés meses.

4) Glutationa (GSH) padréo (10mM):

Pesar 0,003g de glutationa reduzida (C1oH17N306S) e adicionar 1ml de agua
destilada. Acondicionar em eppendorf a —20 °C por menos de trés meses.

5) Tampéo fosfato de potassio 5x: pH 7,0 a 500mM, contendo 5mM EDTA

Pesar 6,89 de KH,PO, (fosfato de potassio monobésico) e misturar com 80 mL
de &gua destilada. Colocar hidroxido de potassio aos poucos até obter pH igual a 7,0.
Colocar 0,189 de EDTA na solucdo para obter o tampdo com 5mM de EDTA.
Completar para 100mL com agua destilada. Acondicionar em frasco tampado e colocar
na geladeira.

KH,PO,4 1000 mL ----- 1IM--------- 136,099 KH,PO,
1000 mL ----500mM---- 68,09 - 6,89 ----- 100mL

1000mM ------ 372,249 EDTA

5mM --------- X
x= 1,869 ------- 1000mL
X ==mmmmme- 100 mL
x=0,189g EDTA

HOMOGENEIZAQAO DO TECIDO:

Utilizar 100mg de tecido para 1000 pL de SSA 5% (acido sulfossalicilico),
fazendo proporcdo para os diferentes pesos de tecido. Centrifugar a 4°C por 10 minutos
a 10000g. Retirar o sobrenadante, colocar a -80°C por até 10 dias.

PREPARO DA MISTURA DE TRABALHO:
A mistura de trabalho é composta pelo tampdo 1x, enzima diluida (glutathione
reductase) e DTNB estoque. Abaixo tem-se o calculo para 100 amostras.

e Tampdo 1x:

18,4mL de H,0 destilada ------ 4,6mL tampao 5x
e Enzima diluida:

11,76uL glutathione reductase ------- 427,5 uL tampdo 1x
e DTNB estoque: preparado previamente

e Mistura de trabalho:
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15 ml de tampéo 1X ------- 427,5 ul da enzima diluida ------- 427,5 ul de DTNB

PREPARO DA SOLUQAO NADPH:
20ul de NADPH estoque ------- 5 ml de tampé&o 1x

- OBS.: As amostras, a mistura de trabalho e a solucdo de NADPH devem ficar
no gelo ao realizar a dosagem.

PREPARO DA CURVA:

Comecar a preparagdo da curva diluindo 10 pl de glutationa padrao (10mM) em
240 pl de SSA 5% (Solug@o:400 uM), colocar em um eppendorf. A partir dai, colocar
em outros 5 eppendorfs as dilui¢cdes sucessivas indicadas na tabela abaixo:

Eppendorf 1 2 3 4 5
[GSH] uM 400 200 100 50 25
Solugao de GSH pnl 50 (do 25(do | 25(do | 25(do | 25 (do

eppendorf) 1) 2) 3) 4)

SSA 5% ul - 25 25 25 25
nmoles de GSH em 10 ul de 4 2 1 0,5 0,25
amostra
DOSAGEM:

Utilizar uma placa de Elisa para colocar os volumes indicados na tabela abaixo.

Medida da Volume da SSA 5% Mistura de NADPH (final)
amostra amostra trabalho
Branco - 10 pl 150 ul 50 ul
Curva Padréo 10 pl - 150 pl 50 pl
Amostra 10 ul - 150 ul 50 ul
desconhecida

Em uma folha, montar o desenho da placa de Elisa para facilitar o

preenchimento da mesma. Colocar primeiro a mistura de trabalho e depois colocar as
amostras, curva padrdo e branco, misturando 4 vezes bem devagar. Incubar 5 minutos
em temperatura ambiente. Depois da incubacdo, colocar o NADPH com a pipeta
multicanal e disparar o crondmetro marcando 1 minuto. Quando o cronémetro mostrar
os 10 ultimos segundos acionar o aparelho de Elisa para leitura. Ler a 412 nm a cada
minuto por 5 minutos.
Como utilizar o Elisa: ligar o aparelho a 220V. Ligar o computador e clicar no
programa Gen 5 1.10. Clicar em Experiment ->Glutationa.prt - ok—> read plate—> read
—> cancelar. A partir desse momento, esperar dar os 10 segundos e acionar o aparelho.
Cabe lembrar que o Elisa 1€ a 405nm (que é o0 mais proximo de 412).

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS:
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A e , , abs5-abs1
Achar o delta das absorbancias através da formula: A= —

Construir uma curva com 0s pontos obtidos no padrdo. Descobrir a equagdo da reta e
por meio dessa equacdo transformar os valores de delta encontrados em concentracdes.
E necessario multiplicar os valores encontrados por 100, uma vez que o resultado sera
expresso em nmoles/mL e ndo nmoles/10 pL.

PROTEINA CARBONILADA

PRINCIPIO DO METODO:

A oxidacdo de proteinas por espécies reativas de oxigénio (ERO) leva a
formagéo de derivados carbonilados. O 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) reage com 0s
grupos carbonilicos gerando a hidrazona correspondente, a qual pode ser analisada
espectrofotometricamente.

REAGENTES E PRODUTOS UTILIZADOS NA DOSAGEM:
e Fosfato de potassio (KH,PO4)
e Hidroxido de potassio (KOH)
e Acido etilenoamino tetracético — ETDA: 416,21PM
e Acido cloridrico (HCI)
e Acido tricloroacético (TCA)
e 2 4-dinitrofenil hydrazine — DNPH (CgHgN4O4): Marca Vetec. Lote: 0505542.
Cdodigo 566
e Etanol
e Acetato de etila

e Sodium dodecyl sulfate — SDS (C12H25Na0,S). Lote: 637341

PREPARO DO TAMPAO

Tampao fosfato 50 mM; pH 6,7; contendo 1mM de EDTA
1) Pesar 6,8g de fosfato de potéssio

2) Misturar o fosfato com 700mL de agua destilada.

3) Acertar o pH para 6,7 com hidréxido de potéssio.

4) Adicionar 0,372g de EDTA

5) Completar para 1L de agua.

6) Guardar em tubo fechado na geladeira.

HOMOGENEIZACAO DO TECIDO:
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1) Homogeneizar 400mg de tecido com 2 mL de tampé&o. Se for coracdo 200mg/1mL.
Fazer uma regra de trés para cada amostra como no exemplo:

400 mg de figado ------ 2mL tampao

405 mg de figado ------ 2,025mL tampéo

2) Centrifugar por 10 minutos, 4°C, 10000g.

3) Pipetar o sobrenadante e armazenar a -80°C.

OBS.: Lavar os tecidos com solucéo salina para retirar as hemacias.

PREPARO DOS REAGENTES:
e TCA10%

O TCA encontra-se diluido a 50%. Sendo assim, deve-se medir 20 mL de TCA
50% e completar o volume para 100 mL com agua mili-Q (80mL).

e HCI2mol/L

HCI 37% ----- 100g ------ 37g HCI

Dz% > 1,2:$ > Vv=833mL
1mol HCI ------ 36,469

X =m==mmmens 379

x=1,01 mol

x= 164,95 mL de HCI

HCI 2mol/L

164,95 mL HCI 37% -------- 1L de H,O destilada

100 amostras (branco + teste) ---- 50 mL (25 mL branco / 25 mL DNPH
teste)
Medir 8,25 mL de HCI puro e completar o volume para 50 mL com H,O
destilada.

e DNPH
imol --------- 198,149
0,01 mol ------- X
x=1,98 g DNPH ------ 1L de solugéo (HCI 2 mol/L)

1,989 DNPH ----- 1000 mL de solucdo
X mmmmmemmee- 25mL (50 amostras) teste
x=0,0495 = 0,050g DNPH
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Pesar 0,050g de DNPH e completar o volume para 25mL com HCI 2 mol/L.

e Mistura de etanol: acetato de etila (1:1)

1mL mistura ------ 1 amostra
X =mmmmmmmmmmnan 100 amostras (branco e teste)
x= 100mL da mistura - como séo 2 lavagens = 200 mL da mistura

Medir 100 mL de etanol e acrescentar mais100 mL de acetato de etila

e SDS 6%

1 mL SDS ------ 1 amostra
X -mmmmnmoe- 100 amostras (branco + teste)
x=100 mL SDS
Pesar 6g de SDS e completar o volume 100 mL com H,0O destilada.

DOSAGEM:

1) Preparar 2 tubos (1,5 mL) uma para o teste e outro para o branco (para cada amostra).
Usar o tubo marrom para a amostra.

2) Colocar 500 pL de amostra (se for coragdo 400 pL) no tubo de teste e no branco e
precipitar com 500 pL de TCA 10%.

3) Passar no vortex; centrifugar a 5000g por 10 min, 4°C.

4) Descartar o sobrenadante

5) Nas amostras colocar 500 uL. de DNPH preparado (fotossensivel) e 500 pL de HCl
2mol/L nos brancos.

6) Incubar a temperatura ambiente por 30 minutos. Os testes devem ser incubados no
escuro. Misturar no vortex a cada 15 minutos (0, 15, 30).

7) Colocar 500 puL de TCA 10%

8) Passar no vortex

9) Centrifugar a 5000g por 10 min, 4°C.

10) Descartar o0 sobrenadante

11) O precipitado é lavado 2 vezes com 1mL da mistura etanol: acetato de etila.

12) A cada lavagem, passar no vortex e em seguida centrifugar por 10 minutos a 5000g,
4°C. Descartar o sobrenadante.

13) Depois das 2 lavagens com a mistura de etanol: acetato de etila o precipitado é
dissolvido em 1mL de solucdo de SDS 6%.

14) Passar no vortex

15) Centrifugar por 10 minutos 10.000g, 4°C.

16) Utilizar o sobrenadante para leitura.

17) Zerar o espectrofotdbmetro com o branco de cada amostra e ler as amostras a 370nm
(ler o sobrenadante). Usar a cubeta de quartzo.
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INTERPRETACAO DOS RESULTADOS:

O resultado é expresso em nmoles por mL, assim, temos que multiplicar por 1000000

para transformar a concentragdo que é de mol/L.
C= Abs _ 1000000

cb VA
_ Abs 1000000
22000 0,5
1000000
C= Abs x

11000
C= Abs x 90,90 nmol/mL

Para finalizar, deve-se corrigir a concentragdo em nmoles/mL pela proteina total
expressa em mg/mL, dessa forma, o resultado final serd expresso em nmoles/mg de
proteina.

TBARS

PRINCIPIO DO METODO:
A determinacdo da concentracdo de TBARS se baseia na capacidade do &cido
tiobarbitarico (TBA) em se ligar a lipideos oxidados.

REAGENTES E PRODUTOS UTILIZADOS NA DOSAGEM:
e Tris (hidroximetil) aminometano - Tris (C4H11NO3)
e Acido cloridrico (HCI)
 Acido tricloroacético (TCA)
e Acido 2-tiobarbittrico (TBA)
o Butilidroxitolueno (BHT)
e Acido acético (CH;COOH)

PREPARO DO TAMPAO:
Tampéo Tris-HCI 20 mmol, pH=7,4
1 mol de Tris ----------- 121,149
0,020 mol ------------ X
X= 2,429 de Tris
Pesar 2,429 de Tris, completar o volume para 1000 mL com agua mili-Q. Ajustar o pH
para 7,4 com HCI.

HOMOGENEIZACAO DO TECIDO:
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Utilizar 100mg de tecido para 1000 puL do tampao Tris-HCI, fazendo proporgéo
para os diferentes pesos de tecido. Centrifugar a 4°C por 10 minutos a 10000g. Retirar o
sobrenadante, colocar a -80°C.

PREPARO DO SOBRENADANTE:
Pipetar 200 pL do homogenato em 400 pL do tampao Tris-HCI. Passar no vortex e
retirar 500 puL que sera utilizado para a dosagem.

PREPARO DOS REAGENTES:

1) HCI 0,25 mol
() HCI 37% - Densidade = 1,2 (1) Imol HCI ------ 36,469
1009 ---------- 37g de HCI X =mmmmmnes 37,009
12=223v=833mL x=1,01mol HCI
14
(1) 83,3 mL -------- 1,01 mol (IV) 20,61 mL HCI ------ 1000 mL
X =mmmmmmnmeee- 0,25 mol X =mmmmmmmmomoeo 10mL *
x=20,61 mL de HCI x=0,206 mL de HCI

* Para efeito de calculo

Tendo em vista os célculos, deve-se medir 0,206 mL de HCI e completar o volume para
10 mL de agua destilada. Esse célculo deve ser utilizado para calcular a quantidade
necessaria de acordo com o nimero de amostras.

2) TCA - 28% em HCI 0,25mol

() 28g TCA --------- 100 mL (1) 1 amostra ---------- 0,25 mL de TCA
X =mmmmmmmmnan 3mL* 28%
x=0,84g TCA 100 amostras ---------------- X
x= 25 mL TCA 28% em HCI
0,25mol
(1) 0,84g TCA ------- 3 mL HCI 0,25
mol
X =mmmmmmmmmee- 25 mL HCI 0,25
mol
x= 79 TCA em 25 mL de HCI 0,25
mol

* Para efeito de célculo

Tendo em vista os calculos, deve-se pesar 7g de TCA e diluir em 25 mL de HCI 0,25
mol para dosar 100 amostras.

3) TBA 1% em &cido acetico diluido 1:1 com agua destilada
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(1) Acido acético 100% (1) 1g TBA -------- 100mL 4&cido acético
100g ------ 100 mL X =mmmmmmmmnes 3 mL &cido acético*
x=0,03g de TBA
(11) 1 amostra -------- 0,25 mL TBA 1% (1V) 0,03g TBA -------- 3mL acido acético
100 amostras -------- X X =mmmmmmmmmmneee 25mL acido acético
x= 25 mL TBA 1% diluido em acido acético x=0,25g TBA

* Para efeito de célculo

Tendo em vista os célculos, deve-se pesar 0,25¢g de TBA e diluir em 25 mL de &cido
acetico diluido (12,5 mL de acido aceético puro + 12,5 mL de agua destilada).

DOSAGEM:
1) No tubo criogénico colocar:

- 500 pL sobrenadante - 125 pL. de BHT - 200 pL de TBA -250 pL de
TCA

Para fazer o branco, no lugar da amostra, colocar 4gua destilada.
2) Passar no vortex
3) Colocar no banho-maria a 95°C por 15 minutos
4) Retirar e colocar em uma bacia com gelo por aproximadamente 5 minutos (para parar
a reacao)
5) Depois de frio, passar novamente o tubo no vortex e despejar o contettdo em tubo de
polipropileno (1,5 ou 2,0 mL)
6) Centrifugar por 10 minutos a 4°C a 130009
7) Retirar o sobrenadante
8) Ler o sobrenadante em espectrofotdmetro a 535 nm. Zerar o aparelho com o branco.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS:

O resultado é expresso em nmoles por mL, assim, temos que multiplicar por 1000000

para transformar a concentragdo que é de mol/L.
C= @ 1000000

eb VA
Abs 1000000

~ 154000 0,5

1000000
C= Abs x
77000

C= Abs x 12,98 nmol/mL
Para finalizar, deve-se corrigir a concentracdo em nmoles/mL pela proteina total
expressa em mg/mL, dessa forma, o resultado final serd expresso em nmoles/mg de
proteina.
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PROTEINAS TOTAIS

PRINCIPIO DO METODO:

O método baseia-se na reducdo do reagente de Folin Ciocalteau, ao reagir com
aminoacidos aromaticos, catalisada por ions cobre, em meio alcalino, formando uma
coloracéo azul.

REAGENTES E PRODUTOS UTILIZADOS NA DOSAGEM:
e Sulfato de cobre (CuSO4.5H,0)
e Citrato de sddio (Na3CgHs07)
e Carbonato de s6dio (Na,COz3)
e Hidroxido de sodio (NaOH)
e Folin Ciocalteau

e Padrdo do Kit Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil) de albumina

PREPARO DE REAGENTES ESTOQUES:

1) Reagente A: Pesar 0,259 de sulfato de cobre e 0,5g de citrato de sddio. Completar o
volume para 100 mL com agua destilada e misturar. Acondicionar em vidro fechado e
armazenar a temperatura ambiente.

2) Reagente B: Pesar 5g de carbonato de sddio e 1g de hidréxido de sédio, completar o
volume para 250mL com &gua destilada e misturar. Acondicionar em vidro fechado e
armazenar a temperatura ambiente.

PREPARO DE REAGENTES NO MOMENTO DA DOSAGEM:

1) Reagente C: Misturar os reagentes estoque nas proporg¢des: 50 mL de reagente B e 1
mL do reagente A.

2) Reagente D:Misturar ImL de Folin Ciocalteau com 1 mL de &gua destilada

PREPARO DA CURVA PADRAO:

1) Preparo da solugdo 1 - [ ] 2mg/mL.:
Concentracdo da albumina do Kit: 3,8g/dL

3,89 ---------- 100 mL CV1i=CV,

3800 mg------ 100 mL 38mg/mL x V3 = 2mg/mL x 1000 pL
CE— 1mL V;= 52,63 puL
x=38mg/mL

Pipetar 52,63 puL do padrao do kit de albumina e completar para 1000 pL de
agua destilada (947,37 uL).

2) Preparo da solugéo 2 - [ ] 0,2mg/mL.:
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Pipetar 100 uL da solu¢ao 1 e completar o volume para 1000 uL. com agua
destilada (900 pL).

3) Padréo da curva:
Pipetar em tubos de polipropileno cada padrédo da curva de acordo com a
tabela abaixo:

Padrao Solucéo pL da | pL. de agua | Concentracao
solucdo destilada mg/mL

1 2 25 75 0,05

2 1 7,5 92,5 0,15

3 1 15 85 0,30

4 1 25 75 0,50

PREPARO DA AMOSTRA:
Pipetar 10 pLL da amostra e completar para 100 pL com dgua destilada (90 pL)
em tubo de polipropileno.
Para o branco, deve-se utilizar 100 pL de agua destilada.
DOSAGEM:
e Pipetar 1 mL do reagente C em todo os tubos (amostra, padrdes e branco)
e Passar no vortex e incubar a temperatura ambiente por 15 minutos
e Pipetar 100 pL do reagente D em todos os tubos
e Passar no vortex e incubar a temperatura ambiente por 30 minutos no
escuro
e Realizar a leitura em espectrofotdbmetro a 660nm, zerando o aparelho

com o branco.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS:

Construir um grafico de regressao linear com o valor das absorbancias do padrédo
e das concentracdes do padrdo. Utilizar a equacao da reta gerada pelo grafico e atribuir
os valores de concentragdo para as absorbancias das amostras. Ao final, deve-se
multiplicar os valores da concentracdo por 10 uma vez que as amostras foram diluidas
10x.
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