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2. INTRODUCAO

2.1.Diabetes
O diabetes esta se tornando a epidemia do século e ja afeta cerca de 346 milhGes de pessoas
em todo o mundo. A previsdo é de que esse nimero dobre até 2030. Estima-se que boa parte
das pessoas que tém diabetes, doenca que pode atingir criancas de qualquer idade,

desconhece a sua propria condi¢do.[1]

No Brasil, de acordo com o Vigitel 2013 (Sistema de Monitoramento de Fatores de Risco e
Protecdo para Doencas Cronicas Ndo Transmissiveis), a ocorréncia média de diabetes na
populagdo adulta (acima de 18 anos) é de 7,4%, enquanto entre jovens de 18 a 24 anos é de

0,9%. [1]

Apesar de sua etiologia ndao ser bem definida, infeccdo viral, doenca auto-imune e fatores
ambientais sdo considerados.As duas formas principais de diabetes sdo Tipo 1 e Tipo 2, sendo
o tipo 1 caracterizados pela perda de funcdo de células beta. Isto é tipicamente causado via
auto-imune, induzindo a morte celular progressiva. No diabetes tipo 2 é mais varidvel,
comprometendo diferentes graus de falha celular relativos a variagbes na resisténcia a

insulina. [2][9]

Considerada como uma doencga cronica comum entre criangas e adultos jovens, o Diabetes

Mellitus tipo 1 (DM1)pode se desenvolver em qualquer faixa etdria.[3]

Apesar do DM1 acometer apenas de 5 a 10% de todos os pacientes com Diabetes, permanece

como uma desordem croénica,séria, com consequéncias a curto e longo prazo. [4]

A evolucdo da doenga ndo é aguda e sim um processo de auto agressdo de evolugdo lenta que
provavelmente se desenvolve durante anos numa fase pré clinica. No periodo de manifestacdo
da doenga, com apresenca de hiperglicemia e cetose, as células secretoras de insulina ja estdo

em numero muito diminuido ou praticamente ausentes.[6]


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
— use period has ended. 13
. 3 CO m p I ete Thank you for using
PDF Complete.
Click Here to upgrade t
Unlimited Pages and Ex betapancreaticas, denominado insulite, ocorre pela

agressaoimunologica mediada por células linfocitarias, macréfagos e células “natural killer”,

sendo, portanto,um processo dependente da imunidade celular. [6]

A doenca caracteriza-se por hiperglicemia cronica com disturbios do metabolismo dos
carboidratos, lipidios e proteinas, que, em longo prazo, associa-se a danos, disfuncdo e faléncia

de multiplos érgdos, especialmente rins, coracdo, vasos sanguineos, nervos e olhos.[7]

Tem sido demonstrada uma relagao direta entre hiperglicemia cronicamente mantida e as
complicagdes micro e macrovasculares. Entretanto, hiperglicemia crénica ou intermitente tem
sido identificada na patogénese da lesdo endotelial no diabetes e, em particular, no diabetes
tipo 1 (DM1), disfuncdo endotelial tem sido demonstrada mesmo quando a normoglicemia é

alcancada.[7]

Ha quatro hipdteses sobre as causas de complica¢des do diabetes geradas pela hiperglicemia
(Figura 1): aumento da atividade na via dos polidis, formacdo de produtos avancados de
glicosilacdondo-enzimatica (AGEs), ativacdo de isoformas da proteina quinase C (PKC) e

aumento do fluxo da via hexosaminas.[8]
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Figura 1. Mecanismo unificado de dano celular induzido pela hiperglicemia.[8]
Excesso de superdxido parcialmente inibe a enzima glicolitica (GAPDH), divergindo metabdlitos da glicdlise em vias
de super-utilizagdo da glicose.
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hiperglicemia, é a producdo aumentada de ROS (espécies reativas de oxigénio), sendo esta
hipdtese capaz de unificar todas as vias. [8]A oxidacdo da glicose é vista como a fonte principal
de geracdo de radicais livres, principalmente superdxido e radicais hidroxila altamente

reativos.[9]

2.2.Radicais livres

Os radicais livres podem ser definidos como moléculas ou fragmentos moleculares contendo
um ou mais elétrons desemparelhados nos orbitais atbmicos ou moleculares. Estes elétrons
desemparelhados fornecem consideravel grau de reatividade aos radicais livres. Esta ampla
definicdo inclui o atomo de hidrogénio (um elétron desemparelhado), maioria dos metais de

transicdo e a propria molécula de oxigénio. [10]

Ha apenas vinte anos os radicais livres na forma de espécies reativas de oxigénio (ROS) tém
sido reconhecidos como importantes em iniUmeros processos patoldgicos. ROS sdo moléculas

instaveis com elétrons desemparelhados, capazes de iniciar a oxidacdo.

As espécies reativas de oxigénio podem ser geradas endogenamente por reagdes metabdlicas,
como transporte de elétrons na cadeia respiratéria mitocondrial ou durante ativacdo de
fagocitos ou células inflamatdrias e exogenamente através de poluentes e fumaga de cigarro.

(11]

FORMATION OF FREE RADICALS
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Figura 2. Principais contribuintes para a formacao de Radicais Livres
Fontes geradoras de Radicais livres: 1. Luz UV, 2. Radiagdo ionizante, 3. Fumo, 4. Poluigdo do ar, 5. Inflamagao, 6.
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Estudos recentes indicam que a NAD(P)H-oxidase é a maior fonte de producdo de ROS em
muitas células fagociticas e ndo fagociticas.A NAD(P)H-oxidase é formada por sub-unidades de
membrana, tais como gp91phox e p22phox e sub-unidadescitosdlicas, tais como p40phox,
p47phox e p67phox. Quando ativadas,algumas sub-unidades sdo fosforiladas por varias
cinases, incluindo a PKC e sdo translocadaspara a membrana, formando a oxidase ativa

cataliticamente (Figura 3). [12] [13]
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Figura 3. Ativacdo da NAD(P)H-oxidase.
Em células em repouso, os componentes da NADPH oxidase estdo distribuidos no citosol e namembrana.
Resumidamente, quando a célula é ativada, os componentes citosélicos p47phox, p67phox e p40phox
sdofosforilados e migram para a membrana, onde associam com os componentes da membrana gp91phox e
p22phox. ANADPH oxidase ativada reduz o oxigénio e forma anions superodxido.[14]

Em condigdes fisioldgicas, a maior fonte de ROS no organismo vem do vazamento de elétrons
da mitocondria e cadeia transportadora de elétrons. Todas as células aerdbias transformam o
oxigénio molecular a superéxido (O, 7) o qual é reduzido a H,0. Em 1 a 3% das vezes, este
superdxido ndo é reduzido ficando livre como radical e gerando uma cascata de outros radicais

(Figura 4). [15] [16]
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Figura 4. Reacdo em cadeia dos Radicais Livres.[17]

Os radicais livres e seus derivados tem funcdes fisioldgicas importantes incluindo: regulagdo do
ténus vascular, sensibilidade a tensdo de oxigénio e regulacdo de fungdes controladas pela
concentracdo de oxigénio, enfatizar transducdo de sinais de varios receptores de
membranaincluindo receptores antigénicos de linfécitos a respostas de estresse oxidativo que

garantem a homeostase oxidante/redutora. [18]

2.3.Estresse Oxidativo

A falta de equilibrio entre oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a danos,
é chamada de estresse oxidativo. Tal dano pode afetar todos os tipos de moléculas bioldgicas
incluindo DNA, lipideos, proteinas e carboidratos. No entanto, o estresse oxidativo pode estar
envolvido em processos como mutagénese, carcinogénese, dano as membranas, peroxidacdo

lipidica e oxidacdo e fragmentacdo protéica. [19]

Ha fortes evidéncias de que o estresse oxidativo tem grande importancia nos processos de
envelhecimento, transformacdo e morte celular, com consequéncias diretas em muitos
processos patoldgicos, entre eles, a inducdo do cancer e a propagacdo de AIDS em pacientes
soropositivos (HIV+), bem como na fisiopatologia de muitas doencgas crdonicas, entre elas,
doengas auto-imunes, cardiopatias, cancer, doencas do pulmao, intoxicacdo por xenobidticos e

muitas outras.[20]

A principio, protecdo contra efeitos deletérios pode ser feita através de prevencao,
intercepcao e reparo. Todas essas formas de protecdo sdo realizadas fisiologicamente e se

denominam defesa antioxidante.[19]

2.4.A Defesa Antioxidante

Halliwell e Gutteridge, 1989[9] descreveram antioxidante como “qualquer substancia que em

baixa concentracdo comparada ao substrato oxidavel significantemente atrasa ou inibe a
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organismos:Em defesa contra os radicais livres ao impedir a sua formacao, principalmente pela
inibicdo das reacdes em cadeia com o ferro e o cobre.Interceptando os radicais livres gerados
pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre os lipideos, os
aminoacidos das proteinas, a dupla ligagdo dos acidos graxos poliinsaturados e as bases do
DNA, evitando a formacdo de lesdes e perda da integridade celular. Outro mecanismo de
protecdo é o reparo das lesdes causadas pelos radicais. Esse processo esta relacionado com a
remocdo de danos da molécula de DNA e a reconstituicio das membranas celulares
danificadas.A importancia concernente ao desempenho dos antioxidantes in vivo depende dos
fatores: tipos de radicais livres formados, onde e como sdo gerados esses radicaise doses

ideais para obter protecdo. [9]

Assim, é perfeitamente possivel que um antioxidante atue como protetor em determinado
sistema, mas que falhe na protecao, ou mesmo que aumente as lesdes induzidas em outros

sistemas ou tecidos. [21]

Os antioxidantes podem ser classificados em enzimaticos e ndo enzimaticos (Tabela 1).

Nio-enzimatico L-cisteina
ct-tocoferol (vitamina E) curcuminag
[f-caroteno Enzimatico

Acido ascérbico (vitamina C) supercxido dismutase

Flavonoides catalase

Proteinas do plasma NADPH-quinona oxidoredutase
Selénio glutationa peroxidase

Glutationa enzimas de reparo

Clorofilina

Tabela 1. Principais agentes de defesa antioxidante.[22]

Os organismos eucariotos possuem enzimas antioxidantes como a superdxido dismutase, a
catalase e a glutationaperoxidase que reagem com os compostos oxidantes e protegem as
células e os tecidos do estresse oxidativo. Em adi¢do aos efeitos protetores dos antioxidantes
enddgenos, a inclusdo de antioxidantes na dieta é de grande importancia e esta relacionado
com a diminuic¢do do risco do desenvolvimento de doencgas associadas ao acimulo de radicais

livres. [22]
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Estes antioxidantes ndo atuam isoladamente. Ha grande interacdo entre os compostos
produzidos endogenamente e os antioxidantes provenientes da dieta. Dentre estes, sdao

citados as vitaminas e os minerais como mais importantes. [23]

Vitaminas Antioxidantes

As vitaminas C, E e o beta-caroteno sdao consideradas excelentes antioxidantes, capazes de
sequestrar os radicais livres com grande eficiéncia (Figura 5). O uso de medicamentos, o
tabagismo, as condi¢Ges nutricionais, o consumo de dlcool, a poluicdo do ar e outros fatores

podem diminuir os niveis de antioxidantes celulares. [24]

Vitamin E

NUCLEUS Vitamins C and E

[3-carotene

. LYSOSOMES )
Enm:sogs crrorLasm ~+—— GSH

MITOC RION / Glutathione
Peroxidase

*“‘*-vnumtn C

LIPID BILAYER OF ALL
CELLULAR MEMBRANES

Vitamin E

. SDD+GIurmhmne Peroxidose
Vitamin E + +GSH

f3-carotene

Figura 5.Protegdo antioxidante dentro da célula.
[24]

Vitamina E

O termo vitamina E engloba diferentes compostos, principalmente os tocoferdis e tocotriendis,
sendo o a-tocoferol o mais abundante e importante em humanos. A reatividade da vitamina E

com radicais peroxil definem sua principal fun¢do bioquimica, a atividade antioxidante. A
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membranas do ataque dos radicais livres. [23]

Em adicdo, a vitamina E é o principal antioxidante lipossolivel no plasma e nas células
vermelhas do sangue protegendo contra danos de peroxidacdo lipidica. Esta € um removedor
quando seu grupo fendlico hidroxila reage com o radical peroxil orgdnico formando o

hidroxiperdxido e o radical tocoferoxil.[23]

A vitamina E tem a capacidade de impedir a propagacao das reacdes em cadeia induzidas pelos
radicais livres nas membranas bioldgicas. Os danos oxidativos podem ser inibidos pela acdo
antioxidante dessa vitamina, juntamente com a glutationa, a vitamina C e os carotendides,

constituindo um dos principais mecanismos da defesa enddgena do organismo.[25]

A recomendacdo de vitamina E pelo DietaryReferencelntake (DRI) e Recommended Daily
Amount (RDA) é de 15mg/dia. A DRI é baseada no alfa-tocoferol por ser a forma mais ativa. E,
devido a sua acdo anticoagulante e riscos associados a sangramentos, o nivel maximo de

tolerancia é de 1.000mg por dia.[26]

O alfa-tocoferol também tem fungdes moleculares ao inibir a atividade da proteina cinase C
(PKC), envolvida em proliferacdo e diferencia¢do celular. O mecanismo de inibicdo da proteina
cinase C pelo a-tocoferol pode ser, em parte, atribuido a sua atenuacdo na geracdo de
diacilglicerol advindo da membrana, um lipideo que ativa a translocacdo e atividade da

PKC.[26]

Vitamina C

A vitamina C atua na fase aquosa como um excelente antioxidante sobre os radicais livres, mas
ndo é capaz de agir nos compartimentos lipofilicos para inibir a peroxidagdo dos lipideos. Por
outro lado, estudos in vitro mostraram que essa vitamina na presenca de metais de transicao,
tais como o ferro, pode atuar como uma molécula pré-oxidante e gerar os radicais H,0, e OH'".
Geralmente, esses metais estdo disponiveis em quantidades muito limitadas e as propriedades

antioxidantes dessa vitamina predominam in vivo.[27]
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importante em fluidos extracelulares com diferentes atividades antioxidantes. O acido
ascorbico é capaz de eliminarradicais como superéxido, peréxido de hidrogénio, hipoclorito,

radical hidroxila, radicais peroxil e oxigénio singlet. [23]

O acido ascorbico também atua na protecdo de membranas contra a peroxidacdo
potencializando a atividade do alfa-tocoferol. Esse reduz o radical tocoferoxil renovando a

atividade de remocao do tocoferol. [23]

A absorgdo da vitamina C pelo intestino é feita por processo ativo dependente de energia. Esse
processo de absorcdo é saturavel e dose dependente. A dose diaria recomendada para um
adulto em condicGes normais pelo RDA (RecommendedDietaryAllowance), 60 mg, é capaz de
manter a concentracdo plasmatica de 0,8 mg/dL e um estoque de 1500 mg, bem acima dos
0,15 mg/dL capazes de provocar sinais de escorbuto. Uma pessoa adulta possui 1,5 a 3,0 g de
vitamina C no seu organismo; nas dietas deficientes, ha perda de até 4% desse total por dia, o

que, leva ao escorbuto em uns dois ou trés meses ou até menos. [28]

Beta-caroteno

Os carotendides funcionam como pré-cursores da vitamina A, a qual é necessaria para boa
visdo, crescimento, diferenciacdo celular, morfogénese e vérias outras fungdes celulares e
fisiolégicas. Os carotendides sdo eficientes neutralizantes do oxigénio singlet, extinguem

diretamente os radicais livres e inibem a peroxidacdo lipidica. [29]

Mais de 600 carotendides foram isolados na natureza, sendo o beta-caroteno, o mais
conhecido. Aproximadamente 50 estdo na dieta humana e 20 foram identificados no plasma e
tecidos. O beta-caroteno tem dois anéis beta, e, como 0s outros carotenos tem acdo de
remocdo dos os radicais peroxilas. Este é o caroteno mais estudado e mostrou maior agdo

protetora contra a peroxida¢do do LDL quando comparado a sua classe. [29]

Por ndo se considerarem suficientes os dados consignados na literatura, ndo se emitiram DRI
(DietaryReferencelntake), ou doses dietéticas recomendadas, nem Al (Adequatelntake),

ingestdo adequada para beta-caroteno, mesmo na sua atividade prd-vitaminica. A divergéncia
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nivel de ingestdo méaxima toleravel, para os carotendides. [30]

De acordo com o estudo “The Supplémentation em Vitamines etMinérauxAntioxydants
(SU.VI.MAX)”, a ingestdo de 6 mg de beta-caroteno ndo alterou a concentragdo plasmatica
deste em relacdao ao grupo controle que ingeria placebo. Homens tiveram uma concentragao

plasmatica por volta de 36 pug/dL e mulheres 25 pg/dL. [31]

As trés vitaminas atuam ndo somente isoladas, mas mais eficientemente em conjunto (Figura
6). A interacdo de acido ascérbico e alfa-tocoferol é ainda mais efetiva na inibicdo da oxidacao.
Estdo localizados em diferentes dominios e interagem entre membrana, lipoproteinas ou agua.
O 4acido ascérbico reduz o alfa-tocoferil (o radical livre do alfa-tocoferol), impedindo sua
disseminacdo. A intera¢do entre o alfa-tocoferol e o beta-caroteno ainda ndo estd tdo
evidente, mas estudos ja demonstram que o efeito dos dois antioxidantes juntos é mais
potente que separadamente. O caroteno age como removedor de radicais ao invés de doador
de elétrons. Portanto, beta-caroteno e alfa-tocoferol podem exercer um efeito sinérgico por
agir em diferentes porcées da membrana e LDL (lipoproteina de baixa densidade): alfa-
tocoferol na superficie e beta-caroteno no interior e concomitante coma remocdo do alfa-

tocoferol aos radicais peroxil produzidos pelo beta-caroteno.[32]
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Figura 6. Interacdo dos micronutrientes na defesa antioxidante. [24]
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compartimentos lipofilicos. Quimicamente, o beta-caroteno é menos reativo diante dos
radicais que o acido ascdrbico e alfa-tocoferol. Em conclusdo, a combinac¢do de alfa-tocoferol,

beta-caroteno e acido ascérbico pode ser efetiva na inibicdo de danos oxidativos.[32]

2.5.Sistema Imune

Células do sistema imunoldgico se acumulam, geralmente, maiores concentracGes de
nutrientes antioxidantes que outras células e severa deficiéncia de antioxidantes como

vitamina C e alfa-tocoferol afetam a resposta imune. [33]

Estas células sdo sensiveis a mudancas no balango oxidante/antioxidante devido a sua alta
porcentagem de 4acidos graxos poli-insaturados em suas membranas plasmaticas. Elas sdo
frequentemente expostas a mudancas nesse balanco pela presenca de intermedidrios reativos

de oxigénio produzidos normalmente em seu funcionamento. [33]

As principais células que participam do sistema imune sdo os leucdcitos, também chamados de
glébulos brancos do sangue, que sdo originados na medula éssea e sdo responsaveis pela
destruicdo de corpos estranhos que invadem nosso organismo. Existem vdérios tipos de
leucdcitos, que podem ser classificados de acordo com sua morfologia nuclear: mononucleares
(linfécitos T, linfocitos B, células exterminadoras ou natural killer, mondcitos, macréfagos e
células dendriticas) ou polimorfonucleares (neutréfilos, eosindfilos, baséfilos e mastdcitos).

(34]

Os linfocitos T e B sdo responsaveis pelo reconhecimento especifico dos antigenos. Cada célula
B estd geneticamente programada para codificar receptores de superficie para determinados
antigenos, os linfdcitos T constituem varias subpopulacées diferentes com uma variedade de

funcdes.[35]

Células mononucleares, por exemplo, linfécitos e mondcitos, tem papel central na regulacdo
de respostas imunes/inflamatdrias. Células mononucleares sdo fonte fundamental de ROS em
condicGes patofisioldgicas e resistem a danos oxidativos por gerenciarem grandes quantidades

de ROS em inflamagdes.[35]

As células citotdxicas reconhecem e destroem outras células que se tornaram infectadas. As

células auxiliares que controlam a inflamagdo sdo: basodfilos, mastécitos e plaquetas. Os
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qgue provocam inflamacgdo nos tecidoscircundantes.[35]

A inflamacdo é causada por infecgGes e injuria tecidual o qual induzem uma cascata
complexade eventos fisioldgicos que promove protecdo aos tecidos, restringindoos danos no
local da infecgdo ou injuria, maspodendo ter efeitos deletérios quando de forma exacerbada

como a liberacao de radicais livres.[35]

Em geral, uma resposta inflamatdria aguda éde curta duracdo e, além de uma reacdo local,
ocorretambém uma reacdo sistémica, chamada de respostade fase aguda. Emestagios iniciais
da inflamacdo o tipo celular predominanteé o neutréfilo, em fases mais tardias mondcitos

elinfocitos também migram para o local, amplificando oprocesso inflamatoério.[35]

Varios mediadores participamativamente da resposta inflamatdria: quimiocinas
realizamquimiotaxia de leucdctios; enzimas plasmaticas aumentam apermeabilidade vascular;
plasminina degrada coagulo sem produtos quimiotaticos e ativa proteinas dosistema
complemento e seus derivados, como anafilotoxinasque induzem degranulagdo de mastdcitos
e consequenteliberacdo de histamina, e opsoninas que induzema opsonizacdo de
microrganismos, facilitando afagocitose; mediadores lipidicos como
tromboxanos,prostaglandinas e leucotrienos participam do processode vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade vascular;citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a) induzem efeitos locais,tais
como inducdo da expressdao de moléculas deadesdo e de quimiocinas, facilitando a migracdo
de leucécitos,e efeitos sistémicos como a inducdo de proteinasde fase aguda, levando a

febre.[35]

A producdo de citocinas é desencadeada quando as células sdo ativadas por diferentes
estimulos, como agentes infecciosos, tumores ou estresse. As citocinas atuam na comunicacdo
entre as células, promovendo a inducdo ou regulacdo da resposta imune. As principais
caracteristicas das citocinas sdo (Figura 7): Uma mesma citocina pode ser produzida por mais
de um tipo celular; pode ter diferentes efeitos, dependendo das condi¢cdes do microambiente
— pleiotropismo;diferentescitocinas podem exercer a mesma funcdo — redundancia; elas
podem potencializar ou inibir o efeito de outras citocinas — sinergismo ou antagonismo,
respectivamente;a maioria das citocinas exerce efeitos paracrinos (ag¢do sobre células

presentes nas proximidades das células produtoras da citocina) ou efeitos autdcrinos (a¢do
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agindo sobre células presentes em outros locais que ndo os da célula produtora daquela

citocina. [27]

THF-xx Macrifagos, células Vasculatura (inflamaco); figado (indugio Anti-THF-z¢ (Infiimab) e
dendriticas, céulas de proteinas de fase aguda), caquexia; sTHFR.Fc (Etanercept), doengas
endotelizis maorte celular; ativacdo de neutrdfios Frlo-imunes {em wso)

IL-1 Mondcitos, macrdfagos, Vasculatura (inflamacdo); hipotalamo IL1Ra, choque sépiico (modelos.
celulas endotelial & {iebre); figado (mdug 3o de prolenas de 1, artrile reumatide
epiteliais fase aguda) {ensaio clinca)

IL-12 Macrifagos, céllas Ativa células WK, promove a diferenciagdo IL-12, linfomas; anti-IL-12,
dendrilicas de células Thi doenga de Crohn (ensxos cinkcos)

L& Macréfagos, células Figada (induz proteinas de fzse aguda), IL-E, céncer (ensaio clinico)
endolelass, fibroblastos promove proliferagdo de células B e

secreco de anticorpos, mbe
diferenciacde de células Treg

IFM- Macrdfagos Induz resposta anbwiral, asmenta a IFNrec, hepatile € cancer (em usa)
expressao de MHG classe | e ativa
celulas MK

IL-23 Macrdfagos Promove a dderenciagio de células Thi? Anb-IL-23, encefalomelie aulo-imune

{modelo experimental)

-2 Célutas T Induz proliferagio de células Te B, Anti-IL2R (anti-TAC), rejeicio de
ativagio de células MK e pode promover fransplantes (modelos experimentais)
marte induzida por ativagSo

IFM-y Celulas Th, células Ativa macrifagos, induz a expressio de Actmmune, doenca granulomaios
T CO8+, celulas NE MHC classe | e classe I, aumenta a crinica, osteopetrose (em uso)

apresentacae de antigenas

IL-5* Cédutas Th2 Promove diferenciacio e ativacio de AntilL-5, sindrome hipereasinofilica
ensindfilos {ensaio clinico)

IL-4 Células Th2, mastdcitos Promove a dierenciacio de células Th2 L4, keucemia (ensaio clinico)

e mudanta de classe de anticorpos
para IgE

IL-17 Celulas ThiT, neutrdfilos Promave inflamagdo mduzinde a produg o Anti-IL-17, doengas auto-munes
de citocinas inflamatérias como IL-8, IL-1 (modelos. experimentas)
& THF-c em cilulas endateliais

IL-10 Macrdfagos, células Inibe profiferaco de células Thi IE-10; psoriase e hepalite C
dendriticas, linfécitos Treg [ensaio clinico)

TGF-f Celulas T, macrifagos, Inibe: profferacio de ceélulas T e B, inibe TGF-§, cancer (ensaio clinico);
fibrobdastos ativagfio de macrifagos, promove mudanga  anti-TGF-, leishmaniose

de classe de anticorpos para IgE & (modelo expenmental)
diferenciagio de células Treg

3. Citocinas relacionadas & hematopolese (hematopoietinas)

Emroposting  Hepatdoitos Produg 30 de entricibos Epogen, estmula produgao de

entrécios (em uso)

IL-11 Macrdfagos, células Producdo de plaquetas Neumega, estmula produgao de
endoteliais, fibrobéastos plaguetas (em uso)

GM-C5F Céhilas Thi e Th2, Producdo de granulicitos e macrifagos, Leukine, estimula a produg 3o de
macrifagos e masiocitos mabwacdo e afivacdo de células dendriticas. células miekiides apds transplante de

medula fssea (em uso)

G-CSF Macrafagos, células Producdo de nevirifilos Meupogen, reduz o risco de infecgdo
endoteliais, fibroblastos em pacientes com clncer submetidos &

quimicterapia {em uso)
Figura 7.Principais citocinas, suas funcdes e implicacdes terapéuticas.
IL, interleukin; IFN, interferon; TNF, tumor necrosisfactor; TGF, transforminggrowthfactor; G-CSF,
granolocytecolonystimulatingfactor; GM-CSF, granolocyteandmacrophagecolonystimulatingfactor; IL2R, receptor de IL-2;
sTNFR:Fc, receptor soluvel de TNF conjugado a porgdo Fc de IgG; Th1, células T helper tipo 1; Th2, células T helper tipo 2, Th17,
células T helper produtoras de IL-17, Treg, células T reguladoras; IFNrec, interferon recombinante; IL1Ra, antagonista do receptor
de IL-1. *IL-6 e IL-5 também sdo consideradas citocinas hematopoiéticas. Fonte: [27]

O efeito das citocinas se da apds a ligacdo ao seureceptor especifico expresso na superficie da

célula-alvo,desencadeando a transducgdo de sinais no interior dacélula.[27]
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Todos os organismos multicelulares dependem de redes altamente complexas de sinais intra e
extracelulares para orquestrar comunicacdo entre as células em diversos processos fisioldgicos
como manutencdo da homeostase tecidual, respostas reparativas a danos teciduais e
organogénese. Tipicamente, sinais extracelulares sdo compostos de fatores de crescimento,
citocinas, hormoénios e neurotransmissores que ligam a receptores especificos na superficie
celular. Essa interacdo receptor-ligante gera, entdo, varios tipos de sinais intracelulares que
podem envolver mudancgas. A continuacdo da sinalizacdo segue através de segundos
mensageiros e depois cascatas de fosforilacdo protéica. Posteriormente, essas vias de
sinalizacdo intracelular levam a ativacdo de fatores de transcricdo que regulam a expressao de

genes especificos essenciais para diversas funcGes celulares. [36]

As proteinas quinases sdao a maior familia de proteinas em eucariotos e sdo a chave central da
comunicacdo no controle intracelular, regulacdo e transducdo de sinais. O mecanismo
regulador inclui varios fendmenos que vao desde altera¢des quimicas e estruturais da proteina
até o controle transcricional. Por isto, um detalhado entendimento do mecanismo de controle

das proteinas quinases é foco de interesse de muitas pesquisas.[37]

A primeira estrutura completamente determinada de uma proteina quinase ativa foi a da
proteina quinase A (PKA), também chamada de proteina quinase dependente do AMP ciclico
(PKAC), cuja estrutura catalitica é muito conservada. Atualmente, cerca de 50 estruturas
cristalinas do sitio catalitico dessas proteinas foram publicadas no PDB (Protein Data

Bank).[37]

PKA

A fosforilagdo reversivel de proteina é um mecanismo regulatério chave em células
eucarioticas. A fosforilacdo protéica foi inicialmente demonstrada como reguladora da
atividade da glicogéniofosforilase em resposta ao glucagon. Um fator que mediava o efeito do
glucagon no estado de fosforilacdo da glicogéniofosforilase foi entdo identificado como 37, 5°-
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e o conceito do AMPc como segundo mensageiro
intracelular para um grande nimero de hormonios, neurotransmissores e outras substancias
sinalizadoras. O alvo para o AMPc foi purificado e identificado como uma proteina quinase

regulatéria de AMPc, nomeada PKA, ou proteina quinase dependente de AMPc (Figura 8).[38]
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Figura 8. Efeitos intracelulares do AMPc.
Fonte: http://grupo4b-ampc.blogspot.com/

A proteina quinase dependente de AMPc, a PKA, é encontrada sob a forma de um
heterotetramero composto por duas subunidades cataliticas e duas subunidades
regulatérias. Cada subunidade regulatéria possui dois sitios de ligacdo para o monofosfato
de adenosina ciclico (AMPc). A ligacdo deste substrato ao sitio regulatério leva a uma
dissociacdo das subunidades regulatdrias e cataliticas, permitindo que estas ultimas
catalisem a fosforilacdo de proteinas em residuos regulatérios (Figura 9). Sabe-se que a
PKA possui especificidade pelos aminodcidos serina e treonina presentes em motivos
especificos, fosforilados em resposta a diferentes sinais intra e extracelulares. A

sinalizagdo por esta quinase é critica em todos os niveis de organizagdo celular.[38]
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Figura 9. Ativacdo da Proteina quinase A (PKA) via AMPc. www.courses.washington.edu

AMPc estimula a producdo de ROS em granuldcitos de pacientes com diabetes tipo 1 e 2 ao
contrario do que é visto em doadores ndo diabéticos, sugerindo que a geracdo de ROS em

pacientes diabéticos pode ser modulada por niveis intracelulares de AMPc.[39]

PKC

A PKC é uma das 3 principais quinasesserina-treonina. Ela estd envolvida em eventos de
transducdo de sinais, respondendo a estimulos especificos hormonais, neuronais e de fatores
de crescimento. Sua acdo é catalisando a transferéncia de um grupo fosfato do ATP (adenosina
tri-fosfato) a vdrias proteinas substrato. Da mesma forma, a PKC também sofre fosforilagGes
antes de ser ativada, o que ocorre durante sua translocacao do citosol para a membrana da
célula. Sua ativacdo e translocacdo do citosol a membrana plasmatica ocorre em resposta a
aumento transitorio de Diacilglicerol (DAG) ou exposicdo a agentes exdgenos, conhecidos

como forbol-ésteres. [40]

A familia PKC inclui 12 isoformas. Estas isoformas sdo distribuidas em vdérios tecidos,
demonstrando diferencas de acordo com sua localizagdo. Por exemplo, a PKC- b esta presente

nas ilhotas pancreaticas, mondcitos, cérebro e tecidos vasculares. [40]

O DAG celular é o principal ativador fisiolégico da PKC; deriva de multiplas fontes, incluindo a
hidrélise de fosfatidil-inositideos, metabolismo da fosfatidil-colina por fosfolipases ou sintese
de novo. Também é possivel que a ativacdo da via DAG-PKC induzida pela hiperglicemia seja

resultado de glico-oxidacdo, ja que existem evidéncias de que alguns oxidantes, como o H,0,,
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descritos em tecidos de animais e humanos diabéticos, tais como retina, aorta, coracdo e
glomérulo, mesmo quando o estimulo de hiperglicemia é agudo, assim como em células

vasculares expostas a altas concentracdes de glicose no meio de cultura. [40]

| Hi_perglioemia

Sintese de novo
G-3-P Sintese de novo

- Acido Fosfatidico|
Glicélise T

|Fos§oinosiﬁdeos Fosfatidilcnlinal

| Diacilglicerol (DAG) |

L 4 r

|Monoacilglicerdis Triacilglicerois

Figura 10. Liberacdo intracelular de diacilglicerol (DAG). [40]

Tem sido demonstrado que o alfa-tocoferol inibe proliferacdo de células musculares lisas e
agregacdo plaquetaria via inibicdo de PKC. [41]Outra discussdo é a propriedade da vitamina E
em inibir a ativacdo de DAG-PKC em tecidos vasculares e células vasculares em cultura
expostas a altos niveis de glicose. Foi demonstrado que a vitamina E pode inibir a ativacdo da
PKC provavelmente diminuindo niveis de DAG, uma vez que a adi¢do direta de vitamina E a
isoformas de PKC in vitro, ndo resultou em efeitos inibitdrios.[42]Bioquimicamente, injecOes
intraperitoniais de vitamina E previnem o aumento nos niveis de DAG e PKC ativa na retina,

aorta, coracdo e glomérulo renal de ratos diabéticos.[42]

Akt

As phosphatidylinositol-3 kinases, PI3Ks, pertencem a familia das quinases lipidicas. Esta classe
é dividida nas subclasses IA, que é ativada pelos receptores com atividade tirosina quinase
(Receptor ProteinTyrosineKinase, RPTK), e na subclasse IB, que é ativada por receptores

ligados a proteina G. [43]

PKB/AKt foi caracterizada apds o isolamento de dois genes denominados aktl e akt2,

homadlogos do oncogene viral v-akt, que é responsavel por um tipo de leucemia no
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codificam uma proteina quinase com semelhanca a proteina quinase C (PKC) e proteina
quinase A (PKA), e entdo foi chamada PKB. Trés membros da familia PKB foram identificados,

chamados PKBa (Akt1), PKBPB (Akt2), e PKBy (Akt3).[43]

A proteinaAkt modula a fungdo de varios substratos envolvidos na regula¢do da sobrevivéncia,
progressdo e crescimento celular. A Akt também é necessaria para a translocagdo do GLUT4

(transportador de glicose 4) induzida pela insulina para a membrana plasmatica. [43]

Akt/PKB é regulada pela liberacdo enddgena e exdgena de ROS sofrendo também estimulacdo
de sua fosforilagdo pela insulina. [44] Aparentemente, a producdo de ROS é dependente de

Akt/PKB em células de diabéticos tipo 1 e 2. [39]

MAPK

As MAPK abrangem grande nimero de proteinas, tais como ERK1-ERK3 (quinase regulada por
sinal extracelular), JNK1-JNK3 (quinase c-Jun N-terminal), p38a, p38B, p38y, p38a, ERK5, ERK7.

MAPK requerem fosforilacdo de residuo de tirosina e treonina, ambas catalisadas por MEK
(quinase ativadora da MAP quinase), para se tornarem ativas. Como consequéncia, essas
quinases sdo inativadas pelos trés maiores grupos de fosfatases: todas as que removem
fosfato de serina/treonina ou de tirosina e as fosfatases dual-especificas, que removem fosfato

de serina, treonina e tirosina. [37]

As quinases JNK e p38 sdo mais responsivas a estimulos estressantes desde choque osmético a
radiacdo ionizante e estimulacdo por citocinas. Em células de mamiferos as isoformas de p38

sdo fortemente ativadas por estresse ambiental e citocinas inflamatérias. [37]

Varias evidéncias indicam que a atividade de p38 é critica para respostas imunes e
inflamatdrias normais. P38 é ativada em macrdéfagos, neutrdfilos e células T por inumeros
mediadores extracelulares de inflamagdo. P38 participa de respostas funcionais em
macréfagos e neutrédfilos como atividade respiratéria, quimiotaxia, exocitose, aderéncia e
outros. Em células T, media diferenciacdo e apoptose regulando producdo de interferon

gama.[45]
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A hiperglicemia, mediada pelo aumento de espécies reativas de oxigénio, é um ativador de vias
de sinalizacdo, dentre elas a p38 MAPK (Figura 11). [46]Ao contrario, a vitamina C inibe a via
NF-KB, como também niveis intracelulares de ROS, as vias PKC e p38MAPK. Ja a vitamina E

exerce efeitos duais dependentes de diferentes doses intracelulares. [47,48]

T Free Fatty Acids Hyperglycemia
e e
1

‘ T Mitochondrial ROS I— —_—
— Macromolacule Damage

| T oxidative Stress |«
T NF-xB 1

T p3BMAPK ——
B T INKISAPK | | i

i ¥ ¥ v [
1 Sorbitel| [ T AGE |1 DAGW | 1 Cytokines
4 4 T Prostanoids

| RAGE | TPKC |

i i | \

} Insulin Resistance| ‘ B3 Cell Dysfunction |

Diabetic Complications ‘

Figura 11. Rela¢do da hiperglicemia com aumento de ROS, ativag¢do de vias de sinalizagdo
e complica¢des do diabetes.[49]

3. JUSTIFICATIVA

Devido a grande utilizagdo de antioxidantes sem orienta¢do profissional, fortificacdo de
alimentos industrializados e habitos alimentares menos saudaveis, buscamos avaliar quais
seriam os danos/beneficios de vitaminas antioxidantes a nivel celular, inovando nesta andlise
(uma vez que a maioria dos estudos com vitaminas apresenta metodologias in vivo),
observando os efeitos celulares, na presenca ou auséncia de uma doenca crénica, o diabetes

tipo 1.
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Identificar possiveis alteracbes metabdlicas exercidas por um complexo vitaminico (alfa-

tocoferol, acido ascérbico e beta-caroteno) em células mononucleares e plasma de doadores

ndo diabéticos (ND) e diabéticos tipo 1 (DM1), abordandoos seguintes pontos:

4.1.0bjetivos especificos

4.1.1. Avaliagdo dos compartimentos oxidativos e redutores em células

mononucleares e plasma.
Producdo de ROS por ensaio de quimioluminescéncia dependente de luminol em
células mononucleares;

Poder redutor através de ensaio com MTT em células mononucleares e plasma.

4.1.2. Avaliagdo da expressdo génica de enzimas antioxidantes em células

mononucleares.

Expressdo génica de mRNAZn-SOD, mRNA Mn-SOD e mRNAcatalasepor PCR em tempo

real.

4.1.3. Avaliagao da expressao génica de subunidades do complexo NADPH oxidase em

células mononucleares.

Expressdo génica de mRNA p91phox, mRNA p47phox emRNA p22phox em células

mononucleares por PCR em tempo real.

4.1.4. Verificagdo da liberagdo de citocinas por células mononucleares.

Dosagem de IL-6, TNF-q, IL-8, IL-10 e IL-4 em células mononucleares através de kits

comerciais.
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e Producdo de ROS por ensaio de quimioluminescéncia dependente de luminol em
células mononucleares na auséncia e presenca de inibidores de vias de sinalizacdo
celular. Inibidores e vias estudados:

- H89: inibidor de PKA

- iPKB: inibidor da via de Akt/PKB

- PD169316: Inibidor de p38 MAPK
- Calphostin C: inibidor de PKC

5. MATERIAL E METODOS

5.1.Aparelhos e equipamentos

e Agulhas descartaveis

e Banho termostaticoa 37° C
e Camara de Neubauer

e Centrifuga

e Eppendorffs

e Estufaa37°Ce 5% de CO2
e Grades para apoio de tubos
e Leitor ELISA

e Lumindémetro de placas

e  Microscépio

e Pipetas de 10-1000uL

e Pipetas graduadas de 5mL
e Pipetas pasteur

e Pipetas plasticas

e Ponteiras

32
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e Placas de 96 pogos branca
e Shaker

e Tubos de hemdlise de vidro
e Tubos de vidro

e Tubos heparinizadosa vacuo

5.2.Reagentes

e Bicarbonato de Sédio — ECIBRA

e Calphostin C - Cladosporiumcladosporioides- Calbiochem

e Vitaminas — a-tocoferol, beta-caroteno e acido ascérbico - Sigma

e Dimetil-sulfoxido — Sigma

e H89 Dihydrochloride - Calbiochem

e iPKB— Calbiochem

e PD169316—Calbiochem

e |sopropanol - Vetec

e High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit - Applied Biosystems
e Kitde IL-6 —Science Pro

e KitdeIL-8 - Science Pro

e Kitde TNF-a—Science Pro

e KitdeIL-10 - Science Pro

e Kitde IL-4 - Science Pro

e KH,PO,

e Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4phthalozinedione) — Sigma

e Monopaque — BionlLtda

e  MTT - 3-(4,5 dimethyazol-2yi)-2,5 diphenyltetrazoliumbromide - Sigma

e Na,HPO,

33
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e Power SYBR' Green PCR Master Mix — Applied Biosystems
e National Center for Biotechnology Information GenBank, nimero AF298656

e RPMI-1640-Sigma

e Trizol- Invitrogen Life Technologies

5.3.Solucgoes

5.3.1. Solugao salina de PBS

Para o preparo de PBS, foram misturados os seguintes sais: Na,HPO, (8,12g), KH,PO, (1,35g),

NacCl (8g), sendo o volume final completado para 1 L. O pH da solugdo era de 7,3.
5.3.2. RPMI

Um frasco de RPMI com HEPES foi diluido em 900mL de adgua destilada. Em seguida foram
adicionados 2,0g de bicarbonato de sédio e 1 ampola de antibidtico (garamicina 120 mg). O pH
foi ajustado para a faixa de 7,3 — 7,4, utiliando-seNaOH 0,5N. O volume final da solucdo foi
ajustado para 1000mL. Em seguida a solucao foi filtrada em membrana de porosidade de

0,22microns, e colocada em recipiente estéril.
5.3.3. Gradiente de separac¢ao de células

Para separac¢do das mononucleares foi utilizado: Monopaque: (d = 1,08) (BionLtda)

5.3.4. Solugao de luminol

Luminol: 1,77mg e Dimetil-sulféxido: 1,00mL Esta solucdo (10-2M) foi estocada sem contato

com a luz. Para uso, diluia-se 100 vezes (1:100) a solucdo estoque em solugdo salina de PBS.

5.3.5. MTT

A solucdo de MTT foi preparada com 5mg de MTT para 1mL de PBS a pH 7,3 (como citado no

item 5.3.1.) e estocada em recipiente fechado, vedado de luz e ar sob refrigeracdo até 8° C.
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Para obter os valores de concentragdes do complexo vitaminico, uma pesquisa em literatura
foi feita. De acordo com Bergman et al. [49], 0,011 — 1,100 uM de vitamina C e 0,002 - 0,2 uM
de vitamina E foram utilizados em 2 X 10° de PBMNC (células mononucleares) para avaliar a
producdo de IL-10.Prabhala et al.[50] utilizaram 0,001 - 10 uM de beta-caroteno em 1,6 x 10°
PBMNC.

Para obter valores semelhantes, duas concentra¢des foram testadas:

[A] = &cido ascérbico = 0,08uM; a-tocoferol = 0,04uM; B-caroteno = 0,0008uM

[20A] = acido ascoérbico = 1,6uM; a-tocoferol = 0,82uM; B-caroteno = 0,016uM.

A concentracao [20A] foi 20 vezes mais concentrada que a concentracdo [A] e as proporgdes
entre as vitaminas foram calculadas de acordo com Zhang e Omaye[52] (acido ascérbico=x, a-

tocoferol = x/2 e B-caroteno =x/100).

A proposta do complexo vitaminico nessas concentracdes é de mimetizar quantidades orais
gue chegam as células e compartimentos plasmaticos, sendo a concentragdo [A] proxima de
doses fisioldgicas e a concentracdo [20A] de doses suplementadas.Outras referéncias também

serviram de suporte.[53-55]

As vitaminas, apds suspensas de acordo com instrucdes do fornecedor, foram misturadas em
DMSO e diluidas em PBS, obtendo as solu¢des de uso.A utilizacdo final respeitou normas da

ISO 10993-5 com relagdo a uma concentragdo maxima de 0,05 de DMSO. [56]

5.4.Selecdo de Doadores

Foram selecionados individuos dos sexos masculino e feminino, de20-39 anos, como sujeitos
de pesquisa. Os critérios de inclusdo e exclusdo deste projeto foram definidos pela equipe

médica responsavel pela selecdo dos sujeitos de pesquisa:

Critérios de inclusao
Foram incluidos no estudo, aqueles pacientes com diagndstico de diabetes mellitus tipo 1,
conforme os critérios estabelecidos pela American Diabetes Association (ADA) (Tabela 2) e que

também se propuseram a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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Tabela 2. Critérios estabelecidos pela American Diabetes Association (ADA) para o diagndstico
da diabetes. [57]

1. Sintomas de diabetes mais concentracdo casual de glicose plasmatica > 200 mg/dL
(11,2 mmol/L)

Casual é definido como qualquer hora do dia sem mencdo a hora desde a ultima refei¢ao.

Os sintomas cldssicos de diabetes incluem politria, polidipsia e perda de peso sem

explicacao.

ou
2. Glicemia de jejum > 126 mg/dL (7,0 mmol/L)
Jejum definido como nenhuma caloria ingerida durante um periodo minimo de 8 horas.
ou
3. Glicose plasmatica — 2 horas > 200 mg/dL (11,1 mmol/L) durante um teste de
tolerancia a glicose. Este teste deve ser realizado como descrito pela OMS, utilizando
uma concentracdo de 75g de glicose dissolvida em agua.

Critérios de exclusao
Os pacientes com alcoolismo, historico de cetoacidose anterior, patologia crénica como cancer
e insuficiéncia renal, gravidas e os que se recusaram a assinar o Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido foram excluidos do estudo.

Doadores nao diabéticos
Foram considerados aqueles individuos sadios, avaliados por meio de histéricos clinicos e
exames fisicos, que ndo apresentavam diabetes, doencas cronicas ou de carater inflamatoério e,

também, ndo faziam uso continuo de medicamentos.

Doadores foram selecionados pelo servico de geriatria e endocrinologia do hospital da Santa
Casa de Misericérdia (SCMBH) através do Nucleo de Pesquisa e Pds-graduacdo; e escolhidos
aleatoriamente pela pesquisadora responsavel (Tabela 3). A realizacdo deste projeto mereceu
parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da SCMBH e da UFMG (COEP) - Parecer n°
ETIC 343/08.
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Doadores N3o Diabéticos Doadores Diabéticos tipo 1

(n=33; 15M/18F)

(n=28; 15M/13F)

Parameters

Valores (média
desviopadrio)

Valores (média + desviopadrao)

Idade (anos)

20-39 32,316 ns 29,8+5
Duragdo da doenga (anos) - - 9,0+1,3
indice de massa corporal(kg/mz) 25,2+3 ns 23,8+2
Glicosesanguinea (mg/dL) 82,9+3 * 184,6 + 2
Colesterol total (mg/dL) 179,6 + 8 ns 185,0+5
Triglicérides (mg/dL) 125,0+ 14 ns 127,9+13
Glicohemoglobina (GHb%) 49+0,3 * 9,3+0,7
Creatinina sérica(mg/dL) 0,965 + 0,163 ns 1,27 £ 0,05

Retinopatia (%)
Moderada 40 Leve
50Ausentel0
Neuropatias (%)

AgudalOCronica 80Ausente 10

Nefropatias (%)
Moderada 85Leve 10
Ausente5

ns= n3o-significante/ *=significante pelo teste T de Student. indice de massa corporal: Faixa adequada=
18,5 — 24,99kg/m2[58];Glicohemoglobina: Valor normal < 5,7% [57]; Triglicérides: Faixa normal <
150mg/dL[59]; Creatinina sérica: Faixa normal: 0,5-1,5 mg/dLpara homens e 0,6 — 1,2 mg/dLpara
mulheres[60].

5.5.Coleta de sangue
Foram coletadas amostras de sangue venoso periférico dos pacientes através da puncdo

venosa, em tubos vacutainer, contendo heparina como anticoagulante. A coleta obedeceu as

normas estipuladas pela Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Médica Laboratorial.[61]

5.6.Separaciao de Sangue e Obtenc¢ao de Células Mononucleares e
Plasma

As células mononucleares e plasma foram obtidos a partir do sangue periférico, segundo a

técnica descrita por Bicalho et al. [62]
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Monopaque (densidade = 1,12 ) em tubos de vidro. Apds centrifugacdo a 1500 rpm por 30
minutos foram obtidas duas fases distintas separadas por anel interfasico. Acima, foi retirado o

plasma e colocado em tubo separado, em seguida o anel de mononucleares (Figura 12).

[ Plasma
Centrifugagsn

—

Sangue

- | Celulas

mononucleares

Hemécias

Bradiente
Monopague

Figura 12. Separacdo de células mononucleares e plasma.
Fonte: www.abcysonline.com

As hemadcias, ao fundo, foram dispensadas. O anel de mononucleares foi transferido para
outro tubo, completado com PBS (pH = 7,3) para duas sessdes de lavagem a 1500rpm por 15
minutos cada. Apds as duas lavagens as células foram suspensas em 1,0 mL de RPMI. Para
utilizacdo, foram diluidas 100 vezes em PBS e contadas em camara de Neubauer. Ajustou-se o

volume final para 1 x 10°células em 100pL.

5.7.Ensaio de MTT

O ensaio quantitativo de MTT [3-4(4-5-dimethythiazol-2yl) 2,5-diphenyltetrazolium bromide] é
um método colorimétrico estabelecido para mensuracdo da atividade de enzimas
mitocondriais através do monitoramento da absorbancia do formazan roxo (570nm) formado

como produto da redugdo enzimatica do MTT. [63]

NADFH

R=H

a3 =N N

- N®
“g‘ p i i —— -‘g;/e_

| reducing agents | E=H OH

mitochendrial enzyme l

yellow, 410 nm @nticxidants purple, 570 nm

Figura 13. Reacdo de reducdo pelo ensaio de MTT.[63]
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, de baixo custo, sensitivo e acurado para medir a

capacidade antioxidante sendo amplamente utilizado em estudos in vitro.[64]

O ensaio foi realizado como descrito por Chaves et al. [65] Em sintese, o plasma (100ul) ou as

células mononucleares (50uL=5 x 10°) foram incubadas na presenca ou auséncia do complexo

vitaminico (concentragées [A] e [20A]) e 20ul de MTT (5.0 mg/ml em PBS) durante 60 minutos

a37°C.

Para as células mononucleares:

Tabela 4. Distribuicdo da placa para o ensaio de MTT em células mononucleares.

Pogo Quantidade de | Quantidade | Quantidade de | MTT (uL)apds Volume
Complexo de PBS (uL) célula (uL) 30 minutos de final(pL)
Vitaminico (uL) incubacio
Basal 0 50 50 10 110
[A] 50 50 10 110
[204] 50 50 10 110
Branco 0 100 0 10 110

O conteldo de 100uL de DMSO foi acrescentado em cada pogo e a placa foi levada ao leitor de

ELISA em agitacdo “slow” por 15 segundos a 570nm. Cada poco, de cada concentracdo do

complexo vitaminico, foi lido contra um Unico branco. Os valores foram anotados.

Para o plasma:

Tabela 5. Distribuicdo dos tubos para o ensaio de MTT em plasma.
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COMpIEX0 | Ue Meio plasma (uL) 30 minutos de | final(uL)
Vitaminico (uL) | RPMI (uL) incubagio
Basal 0 380 100 20 500
[A] 20 360 100 20 500
[204] 100 280 100 20 500
Basal 0 480 0 20 500
(branco)
[A] 20 460 0 20 500
(branco)
[204] 100 380 0 20 500
(branco)

O contetddo de 1mL de IsopropanolHCIl foi acrescentado em cada tubo e misturado no vortex
para homogeneizar os cristais. Os tubos foram centrifugados no ponto 3 (1500rpm) por 10

minutos.

Foram retirados 200uL de sobrenadante de cada tubo e transferido para pogos individuais em
uma placa de 96 pocos. A placa foi lida em ELISA (570nm). Cada poco de cada concentragdo do

complexo vitaminico foi lido contra seu respectivo branco. Os valores foram anotados.

5.8.Ensaio de quimioluminescéncia

Varios métodos sdo utilizados para a mensuracdo indireta de ROS. O método de
guimioluminescéncia dependente de luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4_phthalazindion)é um
deles. Este é usado por muitos pesquisadores devido a sua detec¢do de varios metabdlitos de

oxigénio secretados pela respiracgdo celular.

O ensaio de quimioluminescéncia permite avaliar, indiretamente, a atividade daNAD(P)H-
oxidase, a enzima responsavel pela geracdo de ROS em células.[66][67]As células produzem
uma luminosidade natural definida como quimioluminescéncia. Contudo, esta luminosidade
pode ser amplificada, usando-se reagentesquimicos que, ao reagirem com o ROS produzido,

passam a emitir a luminescéncia, conforme a reacdo abaixo:
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A reacdo ocorre no interior de um sistema catodo-anodo, o que permite a captacdo eregistro

dos fétons emitidos pelo aminoftalato.

Foram utilizados para o ensaio: 200 uL de Luminol (10°%) (da solugéo descrita no item 5.3.4.);
células mononucleares 5 x 10° a cada 50uL; o complexo Vitaminico [A] e [20A] em 50uL, ou
apenas PBS para o poco basal.

Na placa de 96 pocos branca, especifica para Lumindmetro foram distribuidos os contetdos

abaixo:

Tabela 6. Distribuicdo da placa para o ensaio de quimioluminescéncia em células
mononucleares.

Pocos | Quantidade de Quantidade de Quantidade | Quantidade | Volume
Complexo PBS (uL) Luminol (pL) de célula final
Vitaminico (uL) (uL) (1L)
Basal 0 50 200 50 300
[A] 50 0 200 50 300
[20A] 50 0 200 50 300

A leitura foi feita em corridas de 30 minutos totais com leituras a cada minuto para cada pogo

(gerando, portanto, 30 valores por poginho ao final do tempo). Os dados foram enviados para

uma planilha de Excel via conexdo do lumindmetro com um computador, para analise

posterior.

5.9.PCR quantitativo em tempo real (RT- PCR)

RNA total foi extraido de 1 x 10° das células mononucleares utilizando reagenteTrizol de
acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante e resuspenso em 30ulL de agua livre de

RNase. A concentracdo e pureza do RNA foi estimada pela razdo A260/A280 em
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um kit High-CapacitycDNAReverse Transcription seguindo recomendacdes do fabricante. PCR
em tempo real foi realizado utilizando um reagente Power SYBR® Green PCR Master Mixem
uma reagao com volume final de 12uL. A reacdo incluiu 0,1ug de cDNA e 0,5uL de cada primer
(reverso e forward, 10uM). A sequéncia dos primers para P,microglobulina e para as
subunidades p22°" e p47°"™* daNADPH oxidase foram obtidos por sequéncias de nucleotideos
antes publicadas. [69]As sequéncias de primer para a subunidade gp91”h°X da NADPH oxidase
(forward primer 5°-ttgctggaaaccctgctatga-3™ e reverse primer 5°- aaaaccgcaccaacctctca-3',
GenBank NM 00397) foram derivados de um gene e construidos pelo programa Primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). As sequéncias dos primers para Zn-SOD,

Mn-SOD e CAT foram obtidos de acordo com sequéncias de nucleotideos ja publicadas.[69]As
reacOes foram realizadas utilizando Detector de Sequéncia ABI Prism 7000 sob as seguintes
condigdes: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e depois 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto. A especificidade dos produtos obtidos foi confirmada por
analise das curvas de dissociag¢do do produto amplificado. Como controle interno, a expressao
do gene housekeeping da B,microglobulina foi utilizado. Os dados obtidos foram analisados

pelo método comparativo Cr. Todas as analises foram feitas em triplicata.

5.10. Sinalizac¢ao celular

Os inibidores:

1. Calphostin C - Cladosporiumcladosporioides(10uM) - inibidor da via de PKC.
2. H89 Dihydrochloride(1uM) - Inibidor da via de PKA.
3. iPKB(1uM)- Inibidor da via de Akt/PKB.

4. PD169316 (10uM)- Inibidor de p38 MAPK.

Os inibidores foram utilizados em concentragbes previamente estabelecidas em nosso

laboratdrio através de curva dose-resposta. [39, 70, 71]

O ensaio utilizado foi a quimioluminescéncia dependente de luminol (item 5.8). Em triplicata,

cada poco de uma placa de 96 pocos branca, foi incubado com 50uL de células mononucleares
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do (nas concentragGes citadas acima) em banho a 37°C

Decorrido este tempo, foi adicionado a cada poco, 50uL de PBS, 50uL do complexo vitaminico

[A] ou [20A] respectivamente, e 200uL de luminol (10). Ou seja:

Tabela 7.Montagem de placa para Quimioluminescéncia em ensaio dos inibidores.

Pocos | Quantidade | Quantidade Quantidade | Quantidade | Quantidade | Volume
decélula | doinibidor Apds de de PBS (uL) | Luminol final
(uL) (urL) incubacdao | Complexo (uL) (uL)
de 30 Vitaminico
minutos (nL)
Basal 50 10 0 50 200 310
[A] 50 10 50 0 200 310
[204] 50 10 50 0 200 310

A leitura foi feita em corridas de 30 minutos totais com leituras a cada minuto para cada poco
(gerando, portanto, 30 valores por pocinho ao final do tempo). Os dados foram enviados para
uma planilha de Excel via conexdo do lumindmetro com um computador, para analise

posterior.

5.11. Avaliac¢ao de citocinas

Instrucdes realizadas conforme manual dos kits: IL-6, TNF-a, IL-8, IL-10, e IL-4.

Tubos foram montados com 100uL de células mononucleares (1 x 10°), 100uL do complexo
vitaminico em ambas as concentracdes ([A] e [20A]) ou PBS para o tubo basal e 500uL de RPMI
por 4 horas em banho a 37°C. Decorrido esse tempo, os tubos foram centrifugados a 1500rpm

por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e congelado até o uso.

Todos os reagentes foram colocados em temperatura ambiente por 30 minutos antes da

utilizacdo. Todos os padrdes, controles e amostras foram feitos em duplicata.

Em placa fornecida, foram pipetados 100 yL de diluente do padrdao no pog¢o SO, 100uL dos
padrbes de 1 a 7 em seus pocos correspondentes e 100uL da amostra (sobrenadante) no poco

apropriado.
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Os conteudos foram, entdo, lavados com 400uL de solucdo por 4 vezes e deixadas vazias.
Foram pipetados 100uL de anticorpo amarelo em cada pogo, exceto no branco. Novamente a
placa foi incubada a temperatura ambiente por 1 hora a 500 rpm e lavada 4 vezes deixando os
pocos vazios. Foi adicionado, entdo, 100uL de conjugado azul em cada poco, exceto o branco.

A incubacao foi repetida em 30 minutos a 500 rpm.

A lavagem foi repetida e 100uL de uma solugao substrato foram acrescentados a cada pogo. A

placa foi novamente incubada a temperatura ambiente por 15 minutos a 500rpm.

Depois, 100uL de “solucdo stop” foram acrescentados e a placa lida imediatamente em ELISA a

450nm contra o branco. Os calculos foram feitos por correlagdo com a curva padrdo obtida.

5.12. Analise estatistica

Os testes estatisticos utilizados foram o TESTE t de Student e o Mann-Whitney.

O TESTE t de Student e o Mann-Whitney foram utilizados para avaliar diferenca significativa de

duas amostras independentes.

O p<0,05 foi considerado como diferenga significativa (*) e p<0,001, diferenga muito

significativa (**).
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6.1.0 complexo vitaminico tem efeito antioxidante em células de
doadores diabéticos tipo 1 (DM1) e nao diabéticos(ND)?

Células do sangue, como as mononucleares,tém gerado grande interesse para o propdsito de
diagndstico. A vantagem deste tipo de célula é sua acessibilidade e facil isolamento do sangue.
Varios estudos tém caracterizado as células mononucleares como relatoras de efeitos
nutricionais especificos, metabolismo e controle homeostatico, levando a prevencdo de
doencas e intervencgdes precoces. Portanto, a habilidade de detectar mudancas induzidas pela
dieta na expressao destas células pode ser ndo sé valioso para a identificacdo de mecanismos
moleculares baseados na nutricdo, mas também importante no estudo de desordens cronicas
relativas a dieta. [71]Assim, a utilizacdo destas células para o estudo de relatos de

alteracdesoxidativas tem sido de grande valia.

A Tabela 9 avalia o efeito pré e antioxidante do complexo vitaminico (acido ascdrbico, alfa-
tocoferol e beta-caroteno) em células mononucleares de doadores ndo diabéticos (ND) e
diabéticos tipo 1 (DM1) através da producdo de espécies reativas de oxigénio avaliada pela

guimioluminescéncia, como mostra a Figura 14.

Figura 14. Ensaio de quimioluminescéncia

Ny
Poco 1: PBMNC + RPMI + luminol
Emissdo de
Pogo 2: PBMNC + [A] + Iuminol- photons
(RLU/min)

Pogo 3: PBMNC + [20A] + luminol

Lumindmetro

PBMNC= células mononucleares; RPMI= meio de cultura; [A] = 4cido ascérbico = 0,08uM; a-tocoferol = 0,04uM; B-caroteno =
0,0008 uM [20A] = acido ascérbico = 1,6uM; a-tocoferol = 0,82uM; B-caroteno = 0,016pM.

Através da Tabela 8, nossos resultados mostraram que os valores basais (PBMNC+RPMI) ndo
foram diferentes entre os grupos (ND=1670 média de RLU/minuto e DM1=1729 média de
RLU/minuto).


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary

— use period has ended. 46
B 3 CO m p I ete Thank you for using
; PDF Complete.
Click Here to upg
centracao [A], houve um efeito dual. Ou seja, no grupo

ND o complexo vitaminico, nesta concentragdo, aumentou a producdo de espécies reativas de
oxigénio em 20% com relagdo ao basal. No grupo DM1 o resultado foi contrario havendo uma

reducdo de 24% (Tabela 8).

A concentracdo [20A] do complexo vitaminico demonstrou efeito pré-oxidante apenas no
grupo ND, aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio em 22% com relagdo ao
basal (Tabela 8). J4 no grupo DM1, esta produgdo ndo se mostrou alterada na concentracdo

[20A] (Tabela 8).

Tabela 8. Efeito pré e antioxidante do complexo vitaminico (dcido ascdrbico, alfa-tocoferol e
beta-caroteno) em células mononucleares de doadores nao diabéticos e diabéticos tipo 1.

Quimioluminescéncia (RLU/30 minutos)

Média + SD
Grupos
%
PBMNC + RPMI  PBMNC + [A] % PBMNC + [20A]
ND 1670 + 419 1998 + 696* 207 1894 + 531* 227
DM1 1729 + 230 1315 + 222* 24 1655 + 321 -

Células mononucleares de doadores ndo diabéticos (n=33) e diabéticos tipo 1 (n=28) foram isoladas e incubadas com duas concentra¢es de um
complexo vitaminico contendo &cido ascorbico, alfa-tocoferol e beta-caroteno por 30 minutos gerando uma leitura a cada minuto através de
processo de quimioluminescéncia dependente de luminol. Os resultados foram expressos como a média aritmética + desvio padrdo dos valores
de RLU (Relative Light Units) e a porcentagem (%) de ativagdo ou inibigdo através da formula [(experimento/basal -1)x 100]. SD= desvio padrio;
PBMNC= células mononucleares; RPMI= meio de cultura; [A] = 4cido ascérbico = 0,08uM; a-tocoferol = 0,04uM; B-caroteno = 0,0008 uM [20A]
= acido ascorbico = 1,6uM; a-tocoferol = 0,82uM; B-caroteno = 0,016uM.T=ativa<;§o da produgdo de radicais livres; ~L=inibi<;§o da produgdo de
radicais livres. O (*) representa a diferenga (p<0,05) entre os valores dos experimentos e o basalpelo teste T de Student.

Uma vez analisado o compartimento oxidativo, a préxima pergunta seria a influéncia do

complexo vitaminico no compartimento redutor.

6.2.0 poder redutor celular de doadores DM1 e ND também se altera
na presenca de vitaminas antioxidantes?

Estudos realizados por Chaveset al. [64], demonstraram a importancia do balanco
oxidante/redutor para a manutencdo do equilibrio metabdlico. Esse balanco pode ser visto ao

analisarmos o poder redutor seguido da avaliacdodo poder oxidante.


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

- use period has ended.
Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.

Click Here to upgraa

Unlimited Pages anad

Figura 15. Ensaio de MTTcom células mononucleares

Pogo 1: PBS + RPMI +

MTT

47

Mudanga de

Pogo 2: PBMNC + RPMI  +  MTT »
Ve o Pogo 3: PBMNC + [A] + MTT

Leitor de ELISA Poco 4: PBMNC + [20A] MTT

+

coloragdo

PBMNC= células mononucleares; RPMI= meio de cultura; [A] = 4cido ascérbico = 0,08uM; a-tocoferol = 0,04uM; B-caroteno =
0,0008 uM [20A] = acido ascérbico = 1,6uM; a-tocoferol = 0,82uM; B-caroteno = 0,016pM.

Como demonstrado na Tabela 9, o complexo vitaminico ndo alterou o poder redutor dos
grupos (ND e DM1) em nenhuma das concentracdes ([A] e [20A]). Os grupos ND e DM1
também ndo demonstraram diferenca significativa (p>0,05) nos valores de poder redutor

celular basal (PBMNC+RPMI).

Tabela 9. Efeito do complexo vitaminico (acido ascérbico, alfa-tocoferol e beta-
caroteno) em células mononucleares de doadores ndo diabéticos e diabéticos tipo 1.

D.0. 570nm x 10°

Grupos Média = SD
PBMNC + RPMI  PBMNC + [A] % PBMNC + [20A] %
ND 445 + 56 468 £ 68 - 445+ 71 -
DM1 426+ 79 403 £ 85 - 399+ 79 -

Células mononucleares de doadores ndo diabéticos (n=33) e diabéticos tipo 1 (n=28) foram isoladas e incubadas com duas
concentragdes de um complexo vitaminico contendo acido ascorbico, alfa-tocoferol e beta-caroteno por 30 minutos e logo em
seguida foi colocado o MTT para uma nova incubagdo de 60 minutos. A reagdo foi interrompida por DMSO e a placa medida em
ELISA a 570nm gerando valores de densidade dptica. Os resultados foram expressos como a média aritmética + desvio padrdo dos
valores de D.O. (Densidade Optica) e a porcentagem (%) de ativagdo ou inibi¢do através da férmula [(experimento/basal -1)x 100].
SD= desvio padrdo; PBMNC= células mononucleares; RPMI= meio de cultura; [A] = acido ascérbico = 0,08uM; a-tocoferol =
0,04uM; B-caroteno = 0,0008 uM [20A] = acido ascérbico = 1,6uM; a-tocoferol = 0,82uM; B-caroteno = 0,016uM.O (-) representa
sem diferenga(p>0,05) entre os valores dos experimentos e o basal pelo teste T de Student

Mas, além das células, o plasma também é um indicador da defesa antioxidante ao ataque das

espécies reativas. Portanto perguntamos:
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vitaminico, fornece perfil diferenciado do encontrado nas células?

O compartimento plasmatico também é de suma importdncia para complementar os
acontecimentos celulares. Portanto, tem sido utilizado corriqueiramente para estudo das
vitaminas, relacionando suas ingestdes orais e o reflexo da metabolizacdo, como também as

doses no plasma.[24]

Figura 16. Ensaio de MTT com plasma

- Pogo 1: PBS + RPMI + MTT

L_ Pogo 2: PBS + [A] + MTT

i Pogo 3: PBS + [20A] +  MTT
@ Poco 4: Plasma + RPMI  + MTT
\ Pogo 5: Plasma + [A] + MTT
Leitor de ELISA Pocgo 6: Plasma + [20A] + MTT

Mudanga de
coloragdo

PBS=Phosphate-buffered saline; RPMI= meio de cultura; [A] = acido ascérbico = 0,08uM; a-tocoferol = 0,04uM; B-caroteno =
0,0008 uM [20A] = acido ascérbico = 1,6uM; a-tocoferol = 0,82uM; B-caroteno = 0,016pM.

De acordo com os nossos resultados (Tabela 10), o complexo vitaminico aumentou o poder
redutor plasmatico apenas na concentragdo [20A], em 35% para o grupo ND e 61% para
DM1,com relacdao ao basal. Novamente, os resultados basais entre os grupos ND e DM1 nao
foram significativos como também n&o foram significativos os resultados com a concentracdo

[A] do complexo vitaminico.

Tabela 10. Efeito do complexo vitaminico (acido ascérbico, alfa-tocoferol e beta-
caroteno) em plasma de doadores nao diabéticos e diabéticos tipo 1.

D.0. 570nm x 10°

Grupos Média + SD
P + RPMI P +[A] % P + [20A] %
ND 225+ 72 249 + 67 - 304 + 84* 357
DM1 192 + 51 212 + 58* - 308 + 61* 617

Células mononucleares de doadores ndo diabéticos (n=33) e diabéticos tipo 1 (n=28) foram isoladas e incubadas com duas
concentragdes de um complexo vitaminico contendo acido ascérbico, alfa-tocoferol e beta-caroteno por 30 minutos e logo em
seguida foi colocado o MTT para uma nova incubagdo de 60 minutos. A reagdo foi interrompida por DMSO e a placa medida em
ELISA a 570nm gerando valores de densidade dptica. Os resultados foram expressos como a média aritmética + desvio padrdo dos
valores de D.O. (Densidade Optica) e a porcentagem (%) de ativagdo através da férmula [(experimento/basal -1)x 100]. SD= desvio
padrdo; P= plasma; RPMI= meio de cultura. [A] = acido ascérbico = 0,08uM; a-tocoferol = 0,04uM; B-caroteno = 0,0008 uM [20A]
= 4cido ascérbico = 1,6uM; o-tocoferol = 0,82uM; B-caroteno = 0,016uM.T=ativagio do poder redutor. O (*) representa a
diferencga (p<0,05) e (-) sem diferencga (p>0,05) entre os valores dos experimentos e o basal pelo teste T de Student.
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antioxidantes. Existem evidéncias da contribuicdo de vitaminas (C e E) na atuagdo de enzimas
antioxidantes como Mn-Superdxido dismutase, Glutationaperoxidase, catalase (CAT) e Xantina
oxidase[73], como também efeitos depressores na acdo da Superdxido Dismutase (SOD) e

Glutationaperoxidase apds suplementacdo de vitaminas C e E. [74]

Resultados contrarios, como os citados acima, tornam ainda mais necessarios o0s
conhecimentos da atuac¢do de diferentes concentracdes do complexo vitaminico na defesa

antioxidante enzimatica.

6.4.As vitaminas, antioxidantes nao enzimaticos, influenciam a
expressao de enzimas antioxidantes em células de doadores
diabéticos tipo 1 e nao diabéticos?

As trés maiores classes de enzimas antioxidantes sdo as superdxido dismutases, catalases e

glutationaperoxidases. [71]

Com relacdo a expressdao de mRNAZn-SOD foi comprovada que o grupo DM1 teve resultados
inferiores ao grupo ND quando comparamos os valores controles (ND=1,00 DM1=0,51) (Figura

17).

Jd& o grupo ND demonstrou maior expressio de mRNAZn-SOD na concentragdo [A] do
complexo vitaminico e menor expressdo na concentragdo [20A] quando comparados com o

controle deste grupo (controle=1,00; [A]=1,41; [20A]=0,58). (Figura 17)

Com relagdo ao grupo DM1, a expressao de mRNAZn-SOD aumentou na presenca de ambas as
concentracbes do complexo vitaminico, [A]=1,30 e [20A]=1,42 quando comparadas ao
controle=0,5. As vitaminas antioxidantes parecem potencializar a expressdao de mRNAZn-SOD

em células de diabéticos tipo 1.
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Figura 17. Expressao de mRNAZn-SOD influenciada por um complexo vitaminico em
células mononucleares de doadores ndo diabéticos e diabéticos tipo 1.

Técnica de PCR quantitativo em tempo real com células mononucleares de doadores ndo diabéticos (n=6) e diabéticos tipo 1
(n=6). Os resultados foram expressos como a média aritmética + desvio padrdo. PBMNC= células mononucleares; [A] = acido
ascorbico = 0,08uM; a-tocoferol = 0,04uM; B-caroteno = 0,0008 uM [20A] = &cido ascérbico = 1,6uM; a-tocoferol = 0,82uM; B-
caroteno = 0,016uM. O (*) representa a diferenga (p<0,05)entre os valores dos experimentos e o controle Ndo Diabético. O (#)
representa a diferenca (p<0,05) entre os valores dos experimentos e o controle Diabético tipo 1.

A Mn-SOD, outro tipo de superdxido dismutase, esta localizada na mitocondria de células
aerdbias, local de grande producdo de espécies reativas de oxigénio.[76] Portanto, sua analise
também foi realizada. Semelhante ao ocorrido com a expressdo de mMRNAZn-SOD , a expressdo

de mMRNAMN-SOD mostrou os seguintes resultados (Figura 18):

A expressao de mMRNAMN-SOD é diminuida no controle de DM1 (0,65) quando comparado ao

ND (1), resultado esperado na presenca de diabetes.

As vitaminas aumentaram a expressaio de mRNAMN-SOD na concentracao [A]=1,20 e na
concentracdao [20A]=1,15 do grupo ND quando comparadas ao controle=1,00; do mesmo
grupo. Este resultado obtido da concentracdo [20A] foi diferente do obtido com a expressao

de mRNAZn-SOD, e contrario ao esperado.

Ja no grupo de diabetes tipo 1, as vitaminas aumentarama expressdo de mRNAMN-SOD, em
ambas as concentragbes ([A]=1,22 e [20A]=1,49) quando comparadas ao controle(0,65),

mesmo grupo.
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Figura 18. Expressao de mRNAMN-SOD influenciada por um complexo vitaminico em
células mononucleares de doadores ndo diabéticos e diabéticos tipo 1.

Técnica de PCR quantitativo em tempo real com células mononucleares de doadores ndo diabéticos (n=6) e diabéticos tipo 1
(n=6). Os resultados foram expressos como a média aritmética + desvio padrdo. PBMNC= células mononucleares; [A] = acido
ascorbico = 0,08uM; a-tocoferol = 0,04uM; B-caroteno = 0,0008 uM [20A] = &cido ascérbico = 1,6uM; a-tocoferol = 0,82uM; B-
caroteno = 0,016uM. O (*) representa a diferenga (p<0,05)entre os valores dos experimentos e o controle Ndo Diabético. O (#)
representa a diferenca (p<0,05) entre os valores dos experimentos e o controle Diabético tipo 1.

Outra enzima importante a ser analisada é a catalase, a qual decompde o perdxido de

hidrogénio (H,0,) em agua e oxigénio. [20]

O valor de expressdo da catalase foi novamente menorno controle de DM1 (0,43) quando

comparado ao controle de ND (1,00).

Diferente dos resultados obtidos com a expressdo de mRNAZn-SOD e mRNAMN-SOD, a
expressao de mRNACatalase no grupo ND diminuiu na presenca de ambas as concentragdes do
complexo vitaminico ([A]=0,52 e [20A]=0,33) quando comparadas ao controle (1,00) (Figura

19).

O perfil encontrado para DM1 permaneceu o mesmo daquele encontrado na expressao de
MRNAZn-SOD e mRNAMN-SOD. Ou seja, as concentragdes [A]=0,90 e [20A]=0,93 do complexo
vitaminico aumentaram a expressdio de mRNACatalase quando comparadas com o

controle(0,43) do mesmo grupo, mostrado na Figura 19.
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Figura 19. Expressao de mRNACatalase influenciada por um complexo vitaminico em
células mononucleares de doadores ndo diabéticos e diabéticos tipo 1.

Técnica de PCR quantitativo em tempo real com células mononucleares de doadores ndo diabéticos (n=6) e diabéticos tipo 1
(n=6). Os resultados foram expressos como a média aritmética + desvio padrdo. PBMNC= células mononucleares; [A] = acido
ascorbico = 0,08uM; a-tocoferol = 0,04uM; B-caroteno = 0,0008 uM [20A] = &cido ascérbico = 1,6uM; a-tocoferol = 0,82uM; B-
caroteno = 0,016uM. O (*) representa a diferenga (p<0,05)entre os valores dos experimentos e o controle Ndo Diabético. O (#)
representa a diferenca (p<0,05) entre os valores dos experimentos e o controle Diabético tipo 1.

Enzimas antioxidantes como a SOD tém participagdo nas reacGes de tamponamento de
radicais gerados pela NADPH oxidase. Uma vez estabelecida a participacdo das enzimas
antioxidantes sob influéncia do complexo vitaminico em células de doadores diabéticos tipo 1
ou ndo diabéticos, visamos explorar a expressdo da NADPH oxidase, principal enzima geradora

de ROS, através do mesmo modelo de expressdo genética.

6.5.As subunidades da NADPH oxidase tém papel na reduciao e/ou
aumento da producao de ROS por células com o complexo
vitaminico?

A NADPH oxidase é geradora de espécies reativas de oxigénio em células fagociticas e ndo
fagociticas e pode ter influéncia regulatdria de antioxidantes como as vitaminas. A a¢do desta
enzima é potencializada em estados de doenca, como o diabetes aumentando a producdo de

ROS. [11] Portanto, avaliar a expressdo de subunidades da NADPH oxidase é de grande valia.
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diabéticos tipo 1 (1,45), quando comparado com o controle de ND (1,00), como o esperado

(Figura 20).

Mas, o complexo vitaminico ndo exerceu influéncia significativa sobre a expressdo de

mMRNAgp91°" nas células de Diabéticos Tipo 1 (DM1).

Ao contrério, no grupo ND, a expressao de mRNAgp91”h°X diminuiu com o complexo vitaminico
na concentracdo [A](0,65) e aumentou na concentra¢do [20A](1,73), quando comparadas ao

controle (1,00). (Figura 20)

N
)

MRNAgp91phox

1,8 - T
1,6
1,4 -
1,2

08 - *
06 -
04 -
02 -

Controle [A] [20A] Controle [A] [20A]

Nao Diabéticos Diabéticos tipo 1

Figura 20. Expressdo de mRNAgp91ph°X influenciada por um complexo vitaminico em

células mononucleares de doadores ndo diabéticos e diabéticos tipo 1.

Técnica de PCR quantitativo em tempo real com células mononucleares de doadores ndo diabéticos (n=6) e diabéticos tipo 1 (n=6).
Os resultados foram expressos como a média aritmética + desvio padrdo. PBMNC= células mononucleares; [A] = acido ascérbico =
0,08uM; a-tocoferol = 0,04uM; B-caroteno = 0,0008 uM [20A] = &cido ascérbico = 1,6uM; a-tocoferol = 0,82uM; B-caroteno =
0,016uM. O (*) representa a diferenga (p<0,05) entre os valores dos experimentos e o controle Ndo Diabético. O (#) representa a
diferenca (p<0,05) entre os valores dos experimentos e o controle Diabético tipo 1.

Mas, analisar uma subunidade da NADPH oxidase pode nao ser suficiente, portanto partimos

para investigacbes com a express3o de mRNAp47°"™,
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bu maior expressao de uma subunidade da NADPH

oxidase, a mMRNAp47°™™ quando comparamos seu controle(1,73) com o controle de ND (1,00)

como mostrado pela Figura 21.

No grupo ND, também em concordancia com os resultados da expressdo de mRNAgp91”h°X, a
expressao de mRNAp47”h°X diminuiu com a concentracdo [A](0,81) do complexo vitaminico e
aumentou com a concentracdo [20A](1,54), quando comparadas ao controle, demonstrado na

Figura 21.

O grupo DM1 demonstrou diminuicaona expressao de mRNAp47”h°Xna concentracdo [A](0,54)
do complexo vitaminico, mas sem alteracdo na presenga da concentracdo [20A](1,70), quando

comparadas ao controle (1,73).

5. MRNAp47phox

1,6 - T
1,4 -
1,2 -

M *
—

0,8 -
0,6
0,4 -
0,2 -

Controle [A] [20A]

Controle [A] [20A]

Nao Diabéticos Diabéticos tipo 1

Figura 21. Expressdo de mRNAp47”h°X influenciada por um complexo vitaminico em
células mononucleares de doadores nado diabéticos e diabéticos tipo 1.

Técnica de PCR quantitativo em tempo real com células mononucleares de doadores ndo diabéticos (n-6) e diabéticos
tipo 1 (n=6). Os resultados foram expressos como a média aritmética + desvio padrdo. PBMNC= células
mononucleares; [A] = acido ascérbico = 0,08uM; a-tocoferol = 0,04uM; B-caroteno = 0,0008 uM [20A] = &cido
ascorbico = 1,6uM; a-tocoferol = 0,82uM; B-caroteno = 0,016uM. O (*) representa a diferenga (p<0,05) entre os valores
dos experimentos e o controle Ndo Diabético. O (#) representa a diferenga (p<0,05) entre os valores dos experimentos
e o controle Diabético tipo 1.

A fim de verificarmos a importancia das subunidades neste processo, outra subunidade da

NADPH oxidase foi avaliada.
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grupo DM1 (1,69) foi maior quando comparado ao controle do grupo ND (1,00), como achado

na expressao das outras subunidades.

Mas, perfis diferentes foram encontrados na presenca do complexo vitaminico. O grupo ND
nao obteve diferencas significativa na expressao de mRNAp22phox ao comparar controle (1,00)

com concentragdes [A](0,94) e [20A](0,95).

Ja no grupo DM1, apenas a concentrac¢do [A](0,84) foi efetiva e causou reducgdo na expressao
de mRNAp22phox guando comparada com o controle(1,69) do mesmo grupo. Esses resultados
estdo em concordancia com os resultadosanteriores (Tabela 8 e Figura 21) os quais mostram
efetividade antioxidante da concentracdo [A], reduzindo a expressao da subunidade
mRNAp47”h°X, como também a producdo de ROS por quimioluminescéncia, eventos de carater

oxidativo.

MRNAp22phox

1,6 -
1,4 -
1,2 -

0,8 -
0,6
0,4 -
0,2 -

Controle [A] [20A] Controle [A] [20A]

Nao diabéticos Diabéticos tipo 1

Figura 22. Expressdo de mRNAp22phox influenciada por um complexo vitaminico em
células mononucleares de doadores nado diabéticos e diabéticos tipo 1.

Técnica de PCR quantitativo em tempo real com células mononucleares de doadores ndo diabéticos (n-6) e diabéticos
tipo 1 (n=6). Os resultados foram expressos como a média aritmética * desvio padrdo. PBMNC= células
mononucleares; [A] = acido ascérbico = 0,08uM; a-tocoferol = 0,04uM; B-caroteno = 0,0008 uM [20A] = &cido
ascorbico = 1,6uM; a-tocoferol = 0,82uM; B-caroteno = 0,016uM. O (*) representa a diferenga (p<0,05)entre os valores
dos experimentos e o controle Ndo Diabético. O (#) representa a diferenga (p<0,05) entre os valores dos experimentos
e o controle Diabético tipo 1.

Portanto, comprovamos a participacdo da NADPH oxidase na influéncia do complexo

vitaminico em células de ambos os grupos estudados. No grupo ND as subunidades mais
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p4a7"" e p22°",

Outro importante aspecto de algumas vitaminas em linfécitos é sua influéncia na producéo de
citocinas.[80]Estas também tiveram sua liberacdo por linfocitos e macréfagos relacionada a

células beta pancreaticas e a patogénese do diabetes tipo 1. [81]

6.6.A ativacao da NADPH oxidase e a consequente producao de ROS
podem ter sido influenciadas pela producao diferenciada
decitocinas?

Como mostrado na tabela 11, em células de ndo diabéticos, a concentracdo [A] aumentou a

liberacdo apenas da citocina IL-4 (340,6) em relacdo ao valor basal (223,8).

Ja a concentragdo [20A] do complexo vitaminico aumentou a producdo de IL-6 (1464) e
diminuiu TNF-a (119,7) em relacdo aos niveis basais de células ndo diabéticas (936 e 317,5),
respectivamente. Em contra partida ocorreu um diminuicdode IL-10 (162) e IL-4 (192,8) em
relacdo aos niveis basais de células ndo diabéticas, (IL-10=226 e 1L-4=223,8), indicando um

perfil pré-infamatario.

Ja para as células de diabéticos tipo 1, a concentracdo [A] ndo demonstrou resultados
significativos. A concentracdo [20A] foi efetivamente antioxidante ao reduzir os niveis de TNF-

o de 503,4 (basal) para 247,4 e aumentar a liberacdo de IL-4 de 8,4 para 16,8.

O complexo vitaminico ndo alterou a liberagdo de IL-8 em nenhum dos grupos (ND e DM1).
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roducdo de citocinas por células mononucleares de

Nivel de citocinas (pg/mL)

NaoDiabéticos Diabéticostipo 1
Citocinas ~ PBMNC+RPMI PBMNC+[A] PBMNC+[20A] PBMNC+RPMI PBMNC+[A] PBMNC+[20A]
IL-6 936 + 86 941+ 114 1464 £ 152*4 429 + 30 489 + 29 408 + 82
TNF-a 317,5 +181,9 291,9 + 133 119,7 £ 29,7*4 503,4 + 145,7 433,8 +222,1 247,4 +128,3*
IL-8 2010,8+133,5 2017,9+130,8 1997,3+135,3 2025,9 + 84,2 1968,3 + 85,1 1868,3 + 52,9
IL-10 226 +112 243+ 116 162 + 25*%, 279+ 96 255 + 40 249 + 47
IL-4 223,8+1,4 340,6 + 1,9*1  192,8+2,2*] 8,4+2,7 8,8+1,7 16,8+ 2,2*1p

pg/mL: picogramas/mililitro, IL-1B: interleucina 1-beta, IL-10: interleucina 10, IL-6: interleucina 6, IL-4: interleucina 4, TNF-a: fator de necrose tumoral alfa, IL-8: interleucina 8. Células
mononucleares de doadores ndo diabéticos (n=15) e diabéticos tipo 1 (n=15) foram isoladas e incubadas com duas concentragdes de um complexo vitaminico contendo acido
ascorbico, alfa-tocoferol e beta-caroteno por 4 horas. A dosagem das interleucinas foi feita seguindo instrugdes de kit em ELISA. SD= desvio padrdo; PBMNC= células mononucleares;
RPMI= meio de cultura; [A] = acido ascdrbico = 0,08uM; a-tocoferol = 0,04uM; B-caroteno = 0,0008 uM [20A] = acido ascérbico = 1,6uM; a-tocoferol = 0,82uM; B-caroteno = 0,016uM.
O (*) representa diferenca (p<0,05) e (**) diferenga (p<0,001) entre os valores dos experimentos e o basal pelo teste T de Student.

Pogo Basal: PBMNC  + inibidor | 30 minde | + PBS +  Luminol
(ND/DM) incubagédo
a37°C >
Poco [A]: PBMNC + inibidor + [A] +  Luminol
(ND/DM)
Pogo PBMNC + inibidor + [20A] + Luminol
[20A]: (ND/DM)

6.7.0 padrao de sinalizacao é o mesmo na presenc¢a ou auséncia do

complexo vitaminico?

Ha uma conexdo entre espécies reativas de oxigénio, liberagcdo de citocinas, hiperglicemia e

vias de sinalizacdo celular. Portanto, torna-se importante avaliar algumas vias de sinaliza¢do é

a fim de delinear a agdo detalhada das vitaminas antioxidantes em células de doadores nao

diabéticos e diabéticos tipo 1 e a liberagdo de ROS.

Figura 23. Ensaio de quimioluminescéncia com inibidores

’ \ ( 'f//////’{//

Emissdo de
_ - photons

(RLU/min)

Lumindmetro
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acao das vias de sinalizacdo na liberacdao de ROS.

Tabela 12. Estudo das vias de sinalizacdo celular na liberacao de ROS em células mononucleares de
nao diabéticos e diabéticos tipo 1 na presenca ou auséncia do complexo vitaminico.

Nao Diabéticos

PBMNC+RPMI+i PBMNC+RPMI PBMNC+[A]+i PBMNC+RPMI+i PBMNC+[20A]+i PBMNC+RPMI+i
(1670) X X
X PBMNC+[A]+i PBMNC+[20A]+i
PBMNC+RPMI+i
iPKB 3338 199% 4007 120% 3199 -
Calphostin C 446 173% 1219 1173% 1379 1209%
PD169316 371 178% 444 120% 636 171%
H89 2959 177% 3942 133% 3431 -

Diabéticos tipo 1

PBMNC+RPMI+i PBMNC+RPMI PBMNC+[A]+i PBMNC+RPMI+i PBMNC+[20A]+i PBMNC+RPMI+I
(1729) X X
X PBMNC+[A]+i PBMNC+[20A]+i
PBMNC+RPMI+i
iPKB 1222 129% 1464 - 678 145%
Calphostin C 1316 124% 1820 138% 1928 147%
PD169316 1190 131% 1759 148% 1525 128%
H89 1198 131% 1466 122% 1190 -

Células mononucleares de doadores ndo diabéticos (n=33) e diabéticos tipo 1 (n=28) foram isoladas e incubadas com os inibidores de cada via por 30 minutos e logo em
seguida foi colocado duas concentragbes de um complexo vitaminico contendo acido ascorbico, alfa-tocoferol e beta-caroteno. Foi gerada uma leitura a cada minuto
através de processo de quimioluminescéncia dependente de luminol. Os resultados foram expressos como a média aritmética dos valores de RLU (Relative Light Units) e a
porcentagem (%) de ativagdo ou inibi¢do através da férmula {[experimento/(PBMNC+RPMI) -1]x 100}; i=inibidor; PBMNC= células mononucleares; RPMI= meio de cultura;
iPKB=inibidor da via AKT/PKB; Calphostin C=inibidor da via PKC; PD169316=inibidor da via p38MAPK; H89=inibidor da via PKA.T:ativacéo da produgdo de radicais livres;
J=inibicdo da producdo de radicais livres.

A primeira analise feita foi a comparacdo entre producdo de ROS pelas células de ndo
diabéticos e diabéticos tipo 1 com estas mesmas células acrescidas dos respectivos inibidores

(iPKB, Calphostin C, PD169316 e H89).

Em células de ndo diabéticos, os inibidores iPKB e H89 aumentaram a producdo de ROS em 99
e 77%, respectivamente. Ja os inibidores Calphostin C e PD169316 reduziram a produgdo de
ROS em 73 e 78%, respectivamente. Ou seja, inibir a via AKT/PKB e PKA em células de ndo
diabéticos gera aumento da liberacdo de espécies reativas de oxigénio. Em contrapartida,

inibir as vias PKC e p38MAPK causa reducao na liberacdo de ROS.

Em células de diabéticos tipo 1, todos os inibidores reduziram a producdo de espécies reativas

de oxigénio. O iPKB em 29%, Calphostin C em 24%, PD169316 em 31% e o H89 em 31%.
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liberacdo de ROS pelo método de quimioluminescéncia.

A segunda analise foi a influéncia do complexo vitaminico na presenca dos inibidores.

Em células de ndo diabéticos, a concentracdo [A] do complexo vitaminico aumentou a
producdo de espécies reativas de oxigénio na presenca de todos os inibidores. Para iPKB o
aumento foi de 20%, Calphostin C em 173%, PD169316 de 20% e H89 de 33%. Ou seja, 0
complexo vitaminico na concentracdo [A], manteve e incrementou o aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio quando inibidas as vias AKT/PKB e PKA. Em contrapartida,
reverteu o perfil das vias PKC e p38MAPK inibidas, que antes reduziram a producdo de ROS

mas que em presenca das vitaminas aumentou a producdo das espécies reativas.

Ja a concentracdo [20A] obteve resultados significativos apenas com os inibidores Calphostin C
e PD169316 em células de ndo diabéticos. Esta concentracdo aumentou a producdo de
espécies reativas em 209 e 71% na presenca de Calphostin C e PD169316, respectivamente.
Novamente, como visto com a concentracdo [A], a concentracdao [20A] reverteu o perfil de

reducdo de ROS com as vias inibidas gerando aumento de ROS.

Em células de diabéticos tipo 1 a concentracdo [A] obteve resultados significativos na presenca
de todos os inibidores, exceto iPKB. Esta concentragao aumentou a producao de ROS em 38,
48 e 22% na presenga de Calphostin C, PD169316 e H89, respectivamente. O complexo
vitaminico na concentracdo [A] reverteu de reducdo para aumento da producdo de espécies

reativas de oxigénio quando as vias estudadas foram inibidas.

Ja a concentracdo [20A], demonstrou padrdo diferenciado. A inibicdo da via AKT/PKB por iPKB
reduziu a produgdo de ROS. A redugao foi mantida na presenga de [20A] em valor maior, 45%.
Em contrapartida, as vias PKC e p38MAPK, quando inibidas, reduziram a producdo de ROS, mas
na presenga de [20A] aumentou-se a liberagdo das espécies em 47 e 28%, respectivamente. As

células com inibidor H89 e [20A] ndo obtiveram resultados significativos.
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dem ter agdo antioxidante como também pré-oxidante
tabela 13, abaixo resume todos os resultados obtidos.

Tabela 13. Resumo das influéncias metabdlicas do complexo vitaminico em células
mononucleares de ndo diabéticos e diabéticos tipo 1.

[A]

[20A]

Nao diabéticos

T ROS

MROS

Poder redutor celular

Poder redutor celular

Poder redutor plasmatico

M Poder redutor plasmaico

M Zn-SOD J4Zn-SOD
MMn-SOD M Mn-SOD
J catalase J catalase
4 gp91phox Mgp91phox
4 p47phox Mp47phox
p22phox p22phox
IL-6 ML-6
TNF-a JTNF-a
IL-10 JIL-10
TiL-4 JiL-4
TROS + iPKB ROS + iPKB
TROS + CalphostinC TROS + CalphostinC
TROS + PD169316 TROS + PD169316
TROS + H89 ROS + H89
Diabéticos tipo 1 ¥ ROS ROS

Poder redutor celular

Poder redutor celular

Poder redutor plasmatico

M Poder redutor plasmaico

M Zn-SOD M Zn-SOD
MMn-SOD M Mn-SOD
“Mcatalase “Mcatalase
gp91phox gp91phox
4 p47phox p47phox
4 p22phox p22phox

IL-6 IL-6

TNF-a JTNF-a

IL-10 IL-10

IL-4 ML-4
ROS + iPKB LROS + iPKB

TROS + Calphostin C TROS + Calphostin C
TROS + PD169316 TROS + PD169316

TROS + H89 ROS + H89

[A] = 4cido ascérbico = 0,08uM; a-tocoferol = 0,04uM; B-caroteno = 0,0008 uM [20A] = acido ascorbico = 1,6uM; a-tocoferol =
0,82uM; B-caroteno = 0,016 uM.iPKB=inibidor da via AKT/PKB; Calphostin C=inibidor da via PKC; PD169316=inibidor da via
p38MAPK; H89=inibidor da via PKAT=ativagio; { =inibi¢do. Resultados representados em verde tem efeito antioxidante; em
vermelho, pré-oxidante. Resultados representados em cinza ndo sdo significativos pelos testes de Mann-Whitney ou teste T de

Student.
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O nosso estudo demonstrou que o complexo vitaminico pode ter efeito dual, tanto
antioxidante quanto prd-oxidante. A diferenca ocorreu entre os dois grupos estudados.

Para ndo diabéticos, o complexo de vitaminas foi pré-oxidante, ou seja, aumentou a produgdo
de radicais livres em ambas as concentracbes ([A]=120%, [20A]=122%). Estudos ja relataram
gue o ascorbato, dependendo do ambiente e condi¢Ges de atividade da molécula pode atuar
como pré-oxidante de duas maneiras: transformando-se em radical ascorbil e/oundo
exercendo seu papel protetor a vitamina E, a qual, em excesso gera peroxidacdo lipidica.
[72][76][96]A vitamina C na presenca de ferro também é geradora de anions superoxido e
radicais hidroxila. Existe, inclusive um teste padrao para inducdo de estresse oxidativo e
avaliacdo dos efeitos de antioxidantes pela reacdo do sistema Fe-ascorbato que gera

peroxidacdo lipidica. [73]

HOCH,
HOGH o o
d OH
Ascorbate (AH) Ascerbyl Radical (A7)
Figura 24. Oxidacao do Ascorbato em Radical Ascorbil. [96]

Para diabéticos tipo 1, o complexo vitaminico foiantioxidante na concentragdo [A] (=124%).
Este resultado pode ser devido a maior necessidade de vitaminas antioxidantes para este
grupo.lsto ocorre em condi¢cbes patoldgicas, onde ha producdo excessiva de ROS que
ultrapassa a defesa antioxidante, gerando um estado de estresse oxidativo.[7] [97] Estudos
demonstram que a vitamina E tem efeitos antioxidantes, dose-dependente em diabéticos ao
reduzir radicais superdxido, prevenir peroxidacdo lipidica e, em menor extensdo, reduzir

oxidacgdo protéica. [104]

O poder redutor celular nao foi alterado na presenca do complexo vitaminico, sendo, portanto,
o compartimento oxidante o responsavel pelas mudangas no balanco oxidante/redutor

celular.[98]
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O complexo vitaminico teve atuac¢do no plasma dos dois grupos, diabéticos e ndo diabéticos
apenas na concentragdo [20A]. Para ambos, aumentou o poder redutor plasmatico em 35%

para ND e 61% para DM1.

O plasma parece nao saturar com altas concentra¢des de vitaminas, talvez por ser inerte. Ele
esta diretamente relacionado com a ingestdo oral, mas, acredita-se que ndo seria o melhor
indicador da natureza antioxidante destas vitaminas. Sabe-se que o plasma tem indimeros
componentes antioxidantes, mas que sua contribuicdo na producdo de espécies reativas é

pequena em relacdo a producdo vinda das células. [53][54]

Reis, 2006 [103], também ndo observou diferenca significativa na capacidade de reducdo

direta do MTT pelo plasma entre DM1 e ndo-diabéticos.

A SOD foi escolhida para este estudo devido a relacdo do superdxido com vitaminas

antioxidantes comooascorbatoe alfa-tocoferol. [77]

Como esperado e do acordo com outro estudo, a expressdao de mRNA Zn-SOD e mRNA Mn-
SOD de diabéticos tipo 1 foi menor que ndo diabéticos (ND=1,00; Zn:DM1=0,5/
Mn:DM1=0,65). A prdpria presenca de espécies reativas de oxigénio em diabéticos, como
relatado anteriormente, pode ser causadora da reducdo de expressao da SOD nos mesmos.

Esses efeitos podem ser acarretados pelo tempo ou gravidade da doenca. [78]

Com a presencga de antioxidantes, os resultados de mRNA Zn-SOD para o grupo ND tiveram
diferentes perfis nas duas concentragdes. (ND: controle=1,00; [A]=1,41; [20A]=0,58).
Resultados de Sindhuet al.,, 2004 n3o encontraram efeito de antioxidantes sob Zn-SOD em
ratos ndo diabéticos. A Zn-SOD esta localizada nos compartimentos citoplasmaticos
intracelulares, local de presenca principalmente da vitamina C. [78]Portanto, a reducdo da
expressao de mRNA Zn-SOD na presenca da concentracao [20A] pode ter ocorrido devido ao
excesso de vitaminas antioxidantes, como ocorrido com o0s resultados de
guimioluminescéncia. (item 6.1.). J& no grupo DM1, ambas as concentracdes do complexo
vitaminico aumentaram a expressdo da Zn-SOD com relagdo ao controle (DM1: controle=0,5;
[A]=1,30; [20A]=1,42). Outros estudos demonstraram que a terapia antioxidante em diabéticos
normalizava os niveis dessa enzima [78], e foi relatado que o alfa-tocoferol pode reduzir a

liberacdo de anions superdxido em estados de hiperglicemia. [41]
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de MTI', a expressao de mRNA Mn-SOD foi elevada na presenca das duas concentra¢bes para
ambos os grupos ND e DM1 (ND:controle=1,00; [A]=1,20; [20A]=1,15/ DM1: controle=0,65;
[A]=1,22; [20A]=1,49).Uma explicacdo seria a influéncia da vitamina C, por exemplo, em um
grande precursor da enzima que é feito no citosol e posteriormente transportado para a
mitocondria.[82] Outra explicacdo poderia ser a estimulagdo das citocinas IL-4 e IL-6, pelo
complexo vitaminico (resultados mais a frente), as quais estimulam expressdo da Mn-SOD.

[79][83]

Novamente, a expressdo controle de mRNACatalase para DM1 foi reduzida com relagdo a ND
(ND=1,00; DM1=0,43).Existem evidéncias da reducdo de niveis de catalase em células de
pacientes diabéticos comparadas ao grupo controle, resultado também encontrado em nosso
estudo como mostrado na Figura 19. A Catalase protege as células de H,0, e tem papel
importante na inativacdao de ROS e na adaptacdo ao estresse oxidativo. O mecanismo de baixa
da Catalase em diabéticos é desconhecido. No entanto, pode ser uma consequéncia da

reducdo de SOD e diminuicdo da producao deH,0,, o qual regula a expressao de Catalase.[78]

No grupo ND, ambas as concentracbes do complexo vitaminico reduziram a expressdo de
mRNACatalase em relacdo ao controle ([A]=0,52; [20A]=0,33).A reducdo na expressdo de
mRNACatalase na presenca da concentracdo [20A] de células ND é justificavel devido ao
aumento na producdo de ROS (Tabela 8) nesta concentracdo. Mas, o fato de a concentracdo
[A] reduzir a expressdo de mRNACatalase é curioso. Especula-se que células de doadores sem a
doenga possam ser saturadas pelos efeitos antioxidantes das vitaminas tornando-se pro-
oxidantes em alguns compartimentos, neste caso, na expressao de mRNACatalase. [79]No
grupo DM1, em concordancia com os resultados anteriores, houve aumento da expressdo de
mRNACatalase na presenca de ambas as concentragées do complexo vitaminico ([A]=0,90;
[20A]=0,93). Outros estudos ndo demonstraram aumento na expressdao de Catalase sob

influéncia de antioxidantes como vitamina C, vitamina E ebeta-caroteno. [78] [99]

A expressdo mais fidedigna para o grupo ND, de acordo com os nossos resultados, é a de
MRNAZn-SOD. Ja para o grupo DM1, todos os achados, em geral, foram pertinentes com o
esperado e a maior parte da literatura. Ou seja, as vitaminas reduzem a producao de ROS
(Tabela 8) e aumentam a expressdo de enzimas antioxidantes (Figuras 17, 18 e 19) em células

de diabéticos tipo 1.
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grupo ND (ND=1,00; DM1=1,45). Para o grupo ND, a concentracdo [A] foi menor que o

controle. E para DM1, os resultados nao foram significativos.

Para mRNAgp47°"™ novamente o controle de DM1(1,73) foi maior que o controle de ND (1,00).
Na presenca da concentracdo [A] do complexo vitaminico, a expressdo de mRNAgp47”h°X foi
reduzida para ambos os grupos, diabéticos e ndo diabéticos (ND=0,81; DM1=0,54). A
concentracao [20A] foi significativa apenas para o grupo ND com aumento em relagdo ao

controle (ND=1,73).

JémRNAngZphox teve expressdo significativa ao comparar os controles de ND e DM1
(ND=1,00;,DM1=1,69) e reducdo na presenca da concentracdo [20A] apenas no grupo DM1
(0,84).

Os resultados obtidos, mostraram que a expressdo de mRNAgp91°"™ e mRNAp47°"™* s3o
semelhantes em células ND com reducdo na concentracdo [A] e aumento na concentragdo
[20A]. Diferente deste grupo, células de DM1 ndo tiveram influéncia do complexo vitaminico

phox

na expressao de mRNAgp91 mas tiveram influéncia da concentracdo [A] do complexo ao

reduzir a express3o de mRNApP47°" ™ emRNAp22°">".

Os resultados para expressio demRNAgp91”"™e mRNAp47°", mas n3omRNAp22°" em
células do grupo ND, sdo consistentes com os achados de Jackson et al.[85] em que células T
derivadas de camundongos deficientes em p47 ou p91, apresentam defeito na producao de
ROS, indicando envolvimento funcional destas proteinas. Em adi¢do, hda comprovagdes da
geracdo defeituosa de ROS em células T de camundongos deficientes em p47°"™ ou gp91°"*,

subunidades importantes para o grupo ND. [85]

Emcélulas do grupo DM1, p47°" e p22°"*mas ndo p91°"*™, apenas com a concentracio [A],
tiveram resultados significativos. Esses achados podem ser relacionados aos achados de
Omoriet al. [84] que relataram o aumento na gerac¢do de superdxido na diabetes induzido por
p47°"™ um componente chave da NADPH oxidase. Esses resultados comprovam que a p47°"™

zphox

prematuramente se transloca a membrana e associa-se com o p2 em células de sujeitos

diabéticos, sendo mais ativas neste grupo. [85]

7°" pode ter sido ativada por inimeros

A NADPH oxidase, e principalmente a subunidade p4
estimulos, dentre eles, as citocinas proé-inflamatdrias. [86]0 desequilibrio entre pré-oxidantes

e antioxidantes pode estar relacionado com a geragdo de processos inflamatérios que
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e anti-inflamatdrias. Isso pode ocorrer principalmente

em estados comuns da diabetes, o de hiperglicemia.[100] Portanto, questionamos a seguir:

Os oxidantes aumentam a producdo de interleucinas (IL-8 e IL-6) e TNF em resposta a
estimulos inflamatérios, e as citocinas aumentam a produc¢do dos mesmos oxidantes gerando
um ciclo de reagdes. A IL-1B, IFN-y e TNF-a, por exemplo, induzem a producdo de superdxido
via NADPH oxidase, o qual, em contrapartida aumenta a expressao dessas mesmas
citocinas.[87]Em adicdo, a defesa antioxidante atua direta ou indiretamente protegendo o
organismo dos ataques das citocinas e espécies oxidantes. Vem sendo demonstrado que as
vitaminas antioxidantes podem inibir a producdo de citocinas inflamatédrias.[88][89] Acredita-
se que os antioxidantes protegem indiretamente através da reducdo da ativagdo de vias de
sinalizacdo, prevenindo, portanto, a estimulacdo de citocinas por oxidantes.[90] Mas, deve
haver uma resposta dose-dependente, uma vez que altas concentragdes de vitaminas podem

estimular ao invés de reduzir a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias.[91]

Os resultados significativos para o grupo Ndo Diabéticos foram: para [A], apenas aumento de
IL-4, para [20A], aumento de IL-6 e reducdo de TNF-a, IL-10 e IL-4.0 comportamento
antioxidante do complexo vitaminico na concentracdo [A] e pré-oxidante na concentragdo
[20A] em células ND foi verificado com a producgdo das citocinas, exceto pelo resultado curioso
de reducdo de TNF-a com a concentracdo [20A]. Mas, ja foi demonstrado que a vitamina C, por
exemplo, tem efeito seletivo em citocinas pré-inflamatérias por mecanismos ainda ndo
esclarecidos. Ja foi relatado que esta inibiu TNF-a e IL-6, mas ndo IL-1 e IL-8 em mondcitos e
reduziu IL-1, mas sem a influéncia de TNF-a em linfécitos. [91].Esse resultado esta de acordo
com outros estudos que ndo constataram influéncia de vitaminas antioxidantes na liberacdo

de IL-8, apenas IL-6.[92][93].

Para o grupo Didbeticos tipo 1, apenas a concentracdo [20A] teve resultados significativos com
reducdo de TNF-a e aumento de IL-4. Citocinas proé-inflamatdrias do tipo 1, como IFN-y, IL-1B,
IL-12 e TNF-q, liberadas por macréfagos e células T na vizinhanca de células beta pancreaticas
tem sido repetidamente relacionadas a patogénese do diabetes tipo 1. [81] Abordagens acerca
da prevencdo da destruicdo de células beta e Diabetes tipo 1 devem ser direcionadas para a
estimulacdo da producdo e/ou acdo de citocinas tipo 2 (IL-4 e I1L-10), inibicdo da produgdo e/ou

acdo das citocinas tipo 1 (TNF-a) e inibicdo de radicais livres. [101]
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célula-alvo, desencadeando a transducdo de sinais no interior da célula.[37] Portanto, uma vez
avaliada a participacdo das citocinas no perfil oxidativo de células mononucleraes, partimos

para uma analise mais profunda através da sinalizacdo celular.

Os resultados mostraram que para N3do Diabéticos, os inibidores iPKB e H89 aumentaram a
producdao de ROS enquanto o Calphostin C e 0 PD169316 reduziram a producdo de ROS. Isso
esta de acordo com os achados de Thannickal e Fanburg, 2000 [36] em que as vias p38MAPK e
PKC sao as duas vias mais envolvidas com estresse oxidativo, das quatro vias estudadas.Para

Diabéticos tipo 1, todos os inibidores reduziram a producdo de ROS.

Quando as células ND foram incubadas com o complexo vitaminicoe os inibidores, ambas as
concentracdes, aumentaram a producdo de ROS. Mas, resultados de iPKB e H89 nado foram
significativos com a concentracdo [20A]. Ou seja, o complexo vitaminico continuou
contribuindo com o aumento de ROS antes verificado na inibicdo das vias AKT/PKB e PKA. Mas
reverteu o resultado de inibicido de PKC e p38MAPK, agora aumentando a producao de ROS,
em ambas as concentragdes [A] e [20A]. Existem evidéncias que o alfa-tocoferol inibe a via PKC
a qual é grande estimuladora da NADPH oxidase com gerac¢do de ROS. [41] Mas, como o alfa-
tocoferol deve estar em estado de radical, devido ao aumento de ROS comprovado na Tabela
8, a inibicdo da via PKC pode ter sido prejudicada, gerando mais espécies reativas de oxigénio.
A vitamina C ativa a via p38MAPK, por maneiras a serem descobertas [47], o que pode explicar

a reversdo da inibicdo dessa via na presenga do complexo vitaminico.

Em células DM1, a concentracdo [A], reverteu o efeito de reduc¢do na producdo de ROS obtido
pelos inibidores Calphostin C, PD169316 e H89. A concentracao [20A] reverteu os efeitos
deCalphostin C e H89, mas contribuiu com a inibicdo de AKT/PKB ao continuar reduzindo a
producdao de ROS.A inibicdo de ROS pelo bloqueio da via PKC utilizando o Calphostin C ou
bloqueio da p38MAPK por DPI, ja foi relatada em células mesangiais em estado de
hiperglicemia.[93]A geracdo espontidnea de ROS em granuldcitos de pacientes diabéticos foi
demonstrada como independente da via PKA, mas dependente da via AMPc/PKA.[39] A via
PKA também esta envolvida com outras vias como a p38MAPK (através da deple¢do de AMPc)
durante complicacbes do diabetes.[94]A alteracdo da via Akt/PKB em diabéticos ja foi

comprovada por outros estudos. [71]Uma célula sob influéncia da hiperglicemia tenta
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via de sobrevivéncia que é a PKB.Nas células de ndo

diabéticos, esta ameaca ndo existe e esta via ndo necessita ser ativadacomo nos diabéticos.

Ao relacionar cada via e seus inibidores coma producdo de ROS e a influéncia das vitaminas

antioxidantes podemos discutir o seguinte:

Com relacdo a via AKT/PKB, sua inibicdo por iPKB mais o complexo vitaminico, mostrou
aumento na produc¢do de ROS em células ND e reducdo na producgdo de ROS em células DM1.
Ou seja, para o grupo ND, as vitaminas aumentam a producdo de espécies reativas, resultado
encontrado anteriormente. As vitaminas parecem n3o influenciar a via AKT/PKB. E realmente

ndo ha literatura relatando o envolvimento de vitaminas antioxidantes com essa via.

As vitaminas C e alfa-tocoferol sdao inibidores da via PKC. [89][102] Mas, vimos que as
vitaminas reverteram a inibicao da via, que tinha causado reducao na producdo de ROS para

um aumento na liberacao destes, nos dois grupos.

Sabe-se que a Vitamina C e E podem atuar como inibidoras da via p38MAPK, mas em nossos
resultados, o complexo vitaminico reverteu a inibicdo desta via nos dois grupos ND e DM1,

novamente aumentando a producdo de ROS. [47] [89]

Ja para PKA, as vitaminas tiveram menor efeito na inibicdo do H89 em células ND, mas
reverteu o efeito deste em células DM1. As vitaminas podem estar interferindo na regulacdo

do inibidor, mas, por mecanismos desconhecidos. [39]

Mais pesquisas sdo necessarias para descobrir os verdadeiros efeitos das vitaminas

antioxidantes em relagdo a sinalizagdo celular envolvendo espécies reativas de oxigénio.

8. CONCLUSAO

Assim diante do que foi exposto anteriormente, podemos concluir que para uma populacao de
20-39anos, ndo diabética, a exposicdo celular a vitaminas antioxidantes pode aumentar a
producdo de espécies reativas de oxigénio, mas atuar positivamente em compartimentos

antioxidantes. Conclui-se que para o grupo ND o complexo vitaminico estudado pode ter efeito
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es menores de vitaminas tiveram maior eficiéncia e sdo

provavelmente mais seguras.

Quanto a Diabéticos tipo 1, as vitaminas, em ambas as concentragGes, obteve resultados

predominantemente antioxidantes. Portanto, para diabéticos tipo 1, as vitaminas podem ser

de grande valia no controle do estresse oxidativo causado pela doenca e pelo descontrole da

glicemia.

Podemos concluir que a busca por estilo de vida adequado ndo é embasado no sintético, no

excesso ou nooneroso. A escolha de uma alimentacdo sauddvel é o primeiro recurso na

ingestdo de nutrientes importantes como as vitaminas antioxidantes.Seguir o equilibrio, em

todos os aspectos continua sendo a receita ideal para uma vida saudavel, mesmo em pessoas

ja enfermas.
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status and regulation of gene expression in human
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11. ANEXOII - Prémios recebidos

11.1 - Prémio de Melhor Trabalho em Nutrigao Clinica pelo
Congresso Internacional de Nutricdo, Longevidade e Qualidade de
Vida.

| erdo Gastresnomia :
( ) Longeuicose Nutrigio &7 3 porum
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8° Congresso Internacional de Nutrigdo, Longevidade & Qualidade de Vida
89 Congresso Internacional de Gastronomia e Nutrigao
3° Farum Nacional de Nutricdo
2° Simpasio Internacional da American Dietetic Association

4 a 6 de outubro de 2007
Centro de Convengoes Frei Caneca - Sao Paulo - SP

Veja a divulgagdo do Mega Evento Mutricao 2007 na Nutrition Society Gazette (Inglaterra).

Nutricao Clinica:
Barbara de Oliveira

DEMONSTRA(;;&C'} DO EFEITO ANTI-OXIDANTE E PRO-OXIDANTE DO
COMPLEXO VITAMINICO BETA-CARQTENO, ALPHA-TOCOFEROL E ACIDO
ASCORBICO EM CELULAS MONCNUCLEARES DE DOADORES SADIOS.

10LIVEIRA, B.F., 2NOGUEIRA-MACHADO, ].A., 1CHAVES, M.M.- lLaboratério
de Bioquimica do Envelhecimento e Doencas Correlacionadas, ICB/UFMG, BH -
Brasil. 2Nucleo de Pds Graduacéo do Hospital Sante Casa de Misericordia de
Belo Horizonte/MG, Brasil.

Mais mformagdes: www nulricaoempaula.com.br
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12.1. Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

0 projeto “AVALIACAO DO PERFIL METABOLICO REFERENTE A NECESSIDADE DE
SUPLEMENTACAO COM VITAMINAS” tem como objetivo avaliar possiveis danos celulares
causados pelo B-caroteno, acido ascérbico, alfa-tocoferol, acido em células mononucleares

durante o processo de envelhecimento.

As células mononucleares serdo obtidas a partir de 10 ml de sangue venoso periférico
(coletados em tubos vacutainer contendo heparina como anticoagulante - material
descartavel). Este método nio acarreta danos para a saude, nem prejudica o paciente,
mesmo assim, as amostras de sangue periférico serdo obtidas somente com a permissio
por escrito destes.

Os participantes serdo informados sobre todos os procedimentos realizados e poderio se
recusar a participar da pesquisa, ou retirar o consentimento, mesmo ap6s a assinatura
deste termo. Os mesmos permanecerdo andnimos no estudo, ndo constando em nenhum
arquivo o nome completo e/ou endereco, apenas iniciais e nimeros.

Os resultados estardo disponiveis para os participantes. Este projeto visa também
publicacdo dos resultados em revistas especializadas. Nao havera despesas pessoais para
o0 paciente, nem compensacdo financeira pela sua participa¢do. Garantimos que os exames
realizados serdo apenas aqueles relativos a pesquisa e que o mesmo nio sera utilizado, em
hipotese alguma, para outro fim além do citado.

Em qualquer época do estudo o doador podera solicitar esclarecimentos ao investigador
principal e a responsavel pelo estudo, Miriam Chaves Schultz e Barbara Fonseca de
Oliveira, respectivamente, que poderio ser encontradas no laboratoério de Bioquimica do
Envelhecimento e Doengas Correlacionadas, situado na Universidade Federal de Minas

Gerais - Av. Antonio Carlos, 6627 - ICB - Q4 - sala 179, telefones (31) 3409-2660 e

41410342.

DECLARAGAO DE CONCORDANCIA

Eu,

documento (tipo e nimero) concordo em participar

da pesquisa “Avaliagdo do perfil metabélico referente a necessidade de suplementagio
com vitaminas” desenvolvida na Universidade Federal de Minas Gerais - tel 31-3409-
2660. Para isto concordo, sem nenhum pagamento, em doar uma amostra de sangue
periférico e autorizo o uso desse material para trabalhos cientificos sob coordenacio da
pesquisadora Dra. Miriam Chaves Schultz.

Belo Horizonte, ____de de

Assinatura do participante ou representante legal
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n. ETIC 343/08

interessado(a): Profa. Mirian Martins Chaves
Departamento de Bioguimica e Imunologia
Instituto de Ciéncias Biolégicas - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 10 de setembro de 2008, apos atendidas as solicitagdes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado »Estudo do efeito dual (anti-
oxidante) do complexo vitaminico (Acido Ascorbico, b-Caroteno e
a-Tocoferol) em individuos diabéticos tipo 1 e nao diabéticos
durante o processo de envelhecimento™ bem como O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apés o inicio do projeto.

rofa. Maria Teresa Marques ‘Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Amtonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa 11 - 2°andar — Sala

2005 - Cep:31270-901 BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - c-mail: coepid ing
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