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ABSTRACT .

Recentevidence shows thatiron overload is arisk factor for diabetes associates the oxidative stress caused by hyperglycemia.
The aim of this work was to investigate the levels of splenic iron as well as the levels of lipid peroxidation and reduced
glutathione (GSH) in offspring from diabetic mothers (DG) compared to control mothers (ND). Diabetes mellitus was
induced in female Wistar rats by streptozotocin (42 mg/kg, i.p.) injected on the 7" day of pregnancy. Offspring DG
and ND were analyzed with six months of age. In these animals, metabolic parameters, such as glucose tolerance was
examined. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and activities of GSH was performed on the liver tissue. For
quantification of the splenic iron, histological sections were analyzed by histomorphometry. Metabolic tests revealed that
M-DG offspring also showed impaired glucose tolerance in 15 (p < 0,01) and 90 (p < 0,05) minutes. Splenic iron levels
were elevated in DG as well as the levels of TBARS in the liver. Hepatic GSH concentration was reduced compared to
ND. The results show that glucose intolerance, elevated levels of splenic iron, oxidative stress and reduced glutathione
levels in the offspring DG could be associated with the development of diabetes and its complications in adulthood and
the that our model of exposure in uterus maternal diabetes induced transient glucose intolerance with major effects on
iron metabolism.
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RESUMO

Estudos recentes tém associado um aumento do estresse oxidativo desencadeado pela hiperglicemia a sobrecarga de ferro,
por mecanismos pouco conhecidos. O objetivo deste estudo foi avaliar os niveis de ferro esplénico, bem como os niveis de
peroxidacdo lipidica e glutationa reduzida (GSH) na prole adulta de ratas com Diabetes gestacional (DG). O DG foi induzido
no 7° dia de gestagdo em ratas Wistar com dose Uinica de estreptozotocina. Fémeas controles (ND) receberam veiculo. A
prole foi dividida em dois grupos: DG e ND. O perfil glicémico da prole foi analisado pelo teste de tolerancia a glicose
intraperitoneal (TTGip). O estresse oxidativo foi avaliado através das substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)
e niveis de GSH em tecido hepatico. Para a quantificagao do ferro esplénico, cortes histologicos foram analisados através
da coloragdo de Perls. A prole DG apresentou uma menor tolerancia a glicose aos seis meses de idade, o TTGip mostrou
aumento da glicemia apos 15 (p <0,01) e 90 (p < 0,05) minutos comparado a prole ND. Os niveis de ferro esplénico foram
elevados (p < 0,05) na prole DG, bem como os niveis de TBARS no figado (p < 0,01). A concentraga@o hepatica da GSH foi
reduzida (p <0,01) quando comparada ao grupo ND. Os resultados mostram que a intolerancia a glicose, os niveis elevados
de ferro esplénico e de estresse oxidativo, bem como os niveis reduzidos de glutationa na prole DG podem estar associados
ao desenvolvimento do diabetes e suas complica¢des na vida adulta.

Palavras chave: ferro; estresse oxidativo; diabetes gestacional
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INTRODUCAQ

O diabetes gestacional (DG) pode ter uma inci-
déncia de 1 a 14%, dependendo da populagdo estudada
e dos testes diagnoésticos utilizados, contribuindo consi-
deravelmente para as malformacdes congénitas (1). No
Brasil, a prevaléncia do DG em mulheres com mais de
20 anos, atendidas no Sistema Unico de Saude (SUS), é
de 7,6% (2).

A programagdo fetal sugere que alteragdes meta-
bolicas durante periodos criticos do desenvolvimento
pré-natal estdo diretamente relacionadas a alteragdes no
metabolismo, na estrutura e na fungao de 6rgdos e tecidos
na vida adulta (3). Dentre elas, a exposic¢ao a hiperglice-
mia durante o periodo gestacional pode ter um impacto
em longo prazo sobre a fisiologia do feto, contribuindo
para o desenvolvimento de doengas metabolicas e cardio-
vasculares na vida adulta (1). Estudos epidemioldgicos
corroboram esta hipdtese ao demonstrarem uma clara re-
lagdo entre distarbios no desenvolvimento intrauterino e a
susceptibilidade ao desenvolvimento de diabetes mellitus
do tipo 2 (DM2) e doengas cardiovasculares (DCV) na
vida adulta (4).

Embora ndo sejam completamente compreendi-
dos os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das
comorbidades do diabetes mellitus (DM), evidéncias ex-
perimentais e clinicas tém demonstrado que a exposi¢ao
prolongada a hiperglicemia e a agdo das espécies reativas
de oxigénio (EROs) possuem um papel central neste pro-
cesso (5,6).

E bem compreendido que o estado redox da célula
¢ finamente regulado pelo balango entre os sistemas oxi-
dantes e antioxidantes, de modo que o desequilibrio destes
gera produgdo excessiva de radicais livres (7). Em células
de mamiferos, a geracdo de ERO como o anion superéxido
(O,), radical hidroxila (OH¢) e o peroxido de hidrogénio
(H,0,) sdo contrabalanceados por sistemas antioxidantes
enzimaticos como a superoxido dismutase (SOD), catalase
e glutationa peroxidase (GPX) e ndo enzimaticos como as
vitaminas, glutationa e outros tio6is (7), de modo que a ma-
nutengdo, assim como variagdes estreitas do estado redox,
¢ fundamental para homeostasia celular.

O estresse oxidativo ¢ um dos mecanismos envolvi-
dos na fisiopatologia de diversas doengas cronicas, inclu-
sive no agravamento do DM (8,9), fato que tem renovado
na literatura o interesse no efeito de antioxidantes naturais
como alternativa terapéutica para melhorar ou atenuar a
hiperglicemia ¢ suas repercussoes patologicas sistémicas.
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Usualmente, no DM ocorre o aumento da produgdo de ra-
dicais livres, associado a reducdo das defesas antioxidantes
(10), cujos mecanismos nao sao completamente compreen-
didos. E bem demonstrado que a hiperglicemia cronica é
determinante neste processo (11).

Diferentes mecanismos tém sido propostos para o
aumento na producdo de radicais livres no estado hiper-
glicémico, dentre eles a metabolizagdo da glicose como a
principal fonte de ERO (8); a peroxidagao lipidica induzida
pela hiperglicemia (12) e a formagdo do produto Amadori
e seus produtos finais de glicosilagdo avangada (AGE), os
quais, por meio de seus receptores celulares, modificam e
inativam enzimas (13), estimulam a produgdo de ERO (14),
bem como elevam a atividade transcricional do NF-«kB,
uma via classicamente inflamatéria (15). Desta forma, a hi-
perglicemia cronica, por meio do estresse oxidativo, com-
promete funcionalmente proteinas celulares, fosfolipidios
de membrana (formagdo do malondialdeido) e acidos nu-
cléicos, além de estimular a producédo de citocinas inflama-
torias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (8,16),
eventos fortemente relacionados ao desenvolvimento das
comorbidades diabéticas.

Nesta perspectiva, tem-se demonstrado uma asso-
ciagdo entre os estoques elevados de ferro, o aumento do
estresse oxidativo e o desenvolvimento de algumas doen-
cas cronico-degenerativas como o cancer (17), esteatose
hepatica (18), Parkinson (19), Alzheimer (20) e DM (21).
Uma vez que ndo existem mecanismos ativos de excregao
do ferro, o acumulo deste ion por fatores hereditarios e/
ou por outras condi¢des patogénicas (22) pode gerar al-
teracdes importantes no estado redox celular e contribuir
para o desenvolvimento do diabetes e suas complicagdes
(23-25).

Evidéncias experimentais t€ém sugerido que o exces-
so de ferro parece influenciar ndo somente o aparecimento
das comorbidades diabéticas, como a resisténcia a insulina
(26) e a retinopatia (27), mas também DCV (28,29). Sa-
be-se que alteragdes nos estoques ferro podem repercutir
negativamente no DM, ainda que ndo se compreendam cla-
ramente as alteragdes induzidas pela hiperglicemia durante
a gestacao no metabolismo deste ion. Além disso, as altera-
¢oes causadas pelo acimulo de ferro na vida adulta e suas
correlagdes com o metabolismo de carboidratos em fases
criticas do desenvolvimento pré-natal sdo ainda pouco co-
nhecidas. Neste trabalho, verificamos os efeitos do diabe-
tes gestacional induzido por estreptozotocina (STZ) sobre
os niveis de ferro esplénico e o estresse oxidativo na prole
adulta de ratas com diabetes gestacional (DG).



MATERIAIS E METODOS

Animais. Foram utilizados ratos Wistar, provenien-
tes do biotério setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Pernambuco,
mantidos a temperatura constante de 22 + 2°C, ciclo claro/
escuro padrdo (12 horas claro/12 horas escuro), agua e ra-
¢do ad libitum. Os protocolos foram realizados obedecendo
as normas preconizadas no “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, publicado pelo “US National Institute
of Health” (NIH publica¢des 85-23, revisado em 1996) e
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagio Ani-
mal da Universidade Federal de Pernambuco (Processo
23076.037553/2010-10).

Ratas Wistar com 3 meses de idade (230 a 250g, n=7
por grupo), nuliparas, receberam uma dose (42 mg/kg) tinica
de estreptozotocina (STZ, Sigma®, St Louis, MO) no 7° dia
de gestacao, via intra peritoneal (i.p.), dissolvida em tampao
citrato trissédico 0,01 M (pH 4,5). Fémeas-controle recebe-
ram apenas o veiculo. Ratas com glicemia em jejum acima
de 200 mg/dL foram consideradas diabéticas. Animais com
niveis glicémicos abaixo do valor estipulado foram descarta-
dos. Os niveis de glicose foram estimados com glicosimetro
(Optium mini®) no 3°, 5° ¢ 14° dia ap6s a administracdo de
STZ. Apés o desmame, as proles foram divididas em dois
grupos: controle (ND) e diabetes gestacional (DG).

Teste de tolerdncia intraperitoneal a glicose (TT-
Gip). As alteragdes no metabolismo do ferro e do estado re-
dox induzidas pela hiperglicemia foram avaliadas na prole
de maes diabéticas aos seis meses de idade. Para confirmar
as alteragdes no metabolismo glicidico nesta fase, foi rea-
lizado o TTGip. Apos jejum overnight (12h), os animais
de ambos os grupos DG e ND foram anestesiados com
pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.) e apds 10 minutos da
inducdo anestésica foi administrada uma solucdo de glico-
se 50% (2 g/kg, i.p.). Foram coletadas amostras de sangue
através de um corte na extremidade da cauda dos animais
para determinagdo da glicemia basal (tempo 0) e apods 15,
30, 60, 90 e 120 minutos apos a sobrecarga de glicose, uti-
lizando glicosimetro.

Processamento do material biologico. Amostras
de tecido esplénico de ambos os grupos foram mergulha-
dos em uma solugdo de formol neutra ¢ tamponada 10%,
pelo periodo de 24 horas. Posteriormente, os fragmentos
foram desidratados em alcool etilico em concentragdes
crescentes, diafanizados pelo xilol, impregnados e inclu-
idos em parafina. Para cada fragmento esplénico foram
confeccionados cortes semisseriados com espessura de
5 um, em seguida fixados em ldminas preparadas com
albumina e mantidos em estufa a temperatura de 37 °C,
por 24 horas para secagem. Apds esse periodo, os cortes
foram submetidos a etapa de desparafinizacdo, coloragio
€ montagem.
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Avaliacdo microscépica e histoquimica. Os cortes
foram submetidos a técnica de colora¢cdo Hematoxilina-E-
osina (H.E.) para a descri¢ao histomorfologica preliminar e
por coloragdo de Perls, para determinar os niveis de depo-
sicdo de ferro esplénico.

Analise histomorfométrica. Para a avaliagao histo-
morfomeétrica, as imagens histologicas das laminas foram
capturadas por camera digital acoplada ao microscopio
optico, sob foco fixo e clareza de campo, obtendo-se 10
campos por ldmina com aumento final de 400X. As foto-
micrografias foram avaliadas utilizando o software ImageJ
versdo 1.44 (Research Services Branch, U.S. National Ins-
titutes of Health, Bethesda, MD, USA.); o plugin “color
deconvolution”, foi utilizado na quantificagdo dos niveis de
ferro tecidual. Os dados obtidos por meio da analise histo-
morfomeétrica foram normalizados para o controle (contro-
le = 100%).

Avalia¢ao da peroxidacao lipidica A medida dos
niveis de peroxidacdo lipidica foi avaliada pela dosagem
das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS),
como o malondialdeido (MDA) segundo Ohkawa e cols.
(1979) modificado (30). Para cada 1 g de tecido hepatico
foram adicionados 5 mL de KCI-EDTA 1,15% ¢ homoge-
neizado por 30 segundos. A seguir, 50 uL foram transfe-
ridos para um tubo contendo 950 pL da solugdo de 4cido
tiobarbitarico (TBA) 0,8%, dodecilsulfato de sddio (SDS)
8,1%, acido acético 20% e agua, incubando em banho
Maria, a 95 °C, por 60 minutos. Posteriormente, os tubos
foram imediatamente resfriados em recipiente contendo
gelo para bloquear a reagdo. Foram adicionados 0,25 mL
de agua destilada e 1,25 mL de n-butanol, homogenei-
zando no vortex por mais 30 segundos. Os tubos foram
centrifugados por 10 minutos a 4.000 r.p.m. e a leitura
da fase organica foi realizada em espectrofotdmetro na
absorbancia de 532 nm. Os resultados foram expressos
em nmol MDA/mg de proteina.

Avaliacdo dos niveis de glutationa reduzida. A
dosagem da glutationa reduzida (GSH) foi realizada no te-
cido hepatico de acordo com o método de Sedlak e Lind-
say (1968) modificado (31). Amostras de tecido foram
homogeneizadas em tampao KCI-EDTA 1,15%. Para cada
400 pL de homogenato foram adicionados 400 pL de KCl
-EDTA e 400 pL de acido tricloroacético (TCA) 10%, e
centrifugados por 20 minutos a 2400 r.p.m. a 4 °C, para
precipitacdo proteica. Em seguida, 100 uL do sobrenadante
da amostra foram transferidos para um tubo contendo 400
pL de tampao TRIS-EDTA, 400 pL de agua destilada e 100
pL de écido ditionitrobenzdico (DTNB). Apos 5 minutos
de reagdo, a leitura foi realizada em espectrofotometro na
absorbancia de 412 nm. Os resultados foram expressos em
nmol GSH/mg de proteina.

O protocolo experimental desenvolvido esta apre-
sentado esquematicamente na Figura 1.
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Figura 1: Desenho experimental para avaliacdo do efeito do diabetes mellitus no estado redox e actimulo de ferro em prole de rato.

Analise estatistica. Os resultados foram expressos
em médias + erro padrdo da média (e.p.m). O teste t ndo
-pareado foi utilizado. Para analise de bloco foi utilizada a
analise de varidncia (ANOVA) a duas vias. As diferengas
foram consideradas estatisticamente significativas quando
p <0,05.
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Figura 2: Resultado do teste de tolerancia a glicose intraperitoneal
(TTGip) das proles adultas de animais expostos ao diabetes
induzido por estreptozotocina (DG, circulos) no periodo intra-
uterino e controles ndo diabéticos (ND, quadrados). Os valores sdo
expressos como média + e.p.m; n=5; *p<0,05; ** p<0,01 (ANOVA
a duas vias).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Teste de tolerdncia intraperitoneal a glicose (TT-
Gip). De acordo com a Figura 2, a prole de ratas diabéticas
(DG, n = 7), aos seis meses de idade, apresentou intole-
rancia a glicose apos 15 (p <0,01) e 90 (p < 0,05) minutos
em comparagdo com a prole ND (n = 7). Area sob a curva
(ND 16000 + 810 vs. DG 22000 + 920, n =5, p < 0,001)
(Figura 3).
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Figura 3: Area sob a curva das proles de animais expostos ao dia-
betes induzido por estreptozotocina (DG, barras pretas) no perio-
do intra-uterino e controles ndo diabéticos (ND, barras brancas).
0Os valores sdo expressos como média + e.p.m; n =5; *p < 0,001
(ANOVA a duas vias).

Avaliagao do ferro esplénico utilizando histomor-
fometria. Aos seis meses de idade, a analise histologica do
baco do grupo DG apresentou um aumento (p < 0,05) nos
niveis de ferro em comparagdo a ND (120 £ 4,2 vs. 100 +
4,7, respectivamente, n = 7, Figura 4; Tabela 1). Os niveis
de ferro esplénico também foram elevados nas maes sub-
metidas ao diabetes gestacional induzido por STZ (M-DQG),
em comparac¢do as maes controles (M-ND) (120,0 + 3,1 vs.
100,0 + 3,0, respectivamente, Figura 5).

Tabela 1: Andlise histomorfométrica quantitativa de ferro esplé-
nico da prole adulta de animais expostos ao diabetes induzido por
estreptozotocina (42 mg/kg i.p.) no periodo intra-uterino (DG) e
controles ndo diabéticos (ND).

ND DG
Média da area (%) 15,69 18,28**
Desvio-padrao 3,38 3,63

*p=0,01 (Teste U de Mann-Whitney)
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Quantificacio de TBARS e GSH teciduais. Os ni-
veis de TBARS no figado foram significativamente eleva-
dos (p < 0,01) no grupo DG (0,40 + 0,019, n = 7) quando
comparado a ND (0,28 + 0,020, n = 7, Figura 6). Em re-
lagdo a concentragdo hepatica da GSH, o grupo DG apre-
sentou uma reducao (p < 0,01) nos niveis dessa enzima em
comparagdo a prole oriunda de maes controles (DG [80 +
2,8, n=7]vs. ND [96 + 3,8, n = 4], Figura 7).

Figura 4: Fotomicrografias de cortes histolégicos do bago. Aumen-
to final de 400x, coloracdo de Perls. “A” prole adulta de animais
controles ndo diabéticos (ND) e “B” animais expostos ao diabetes
induzido por estreptozotocina (42 mg/kgi.p.) no periodo intra-u-
terino (DG). Notar presenca de depdsitos de ferro em azulindicado
pelas setas.
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Figura 5: Area ocupada pelos depdsitos de ferro no baco de fémeas
(maes) com diabetes gestacional (M-DG, barras pretas) induzido
por estreptozotocina (42 mg/kg, i.p.) e fémeas ndo diabéticas
(M-ND, barras brancas). 0 eixo Y mostra a percentagem de valores
de coloragdo relativos, em comparacao com os animais controles
(100%). Os valores sdo expressos como média + e.p.m; *p < 0,05
(Teste t de Student ndo pareado)
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dos (p < 0,01) no grupo DG (0,40 + 0,019, n = 7) quando
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Figura 6: Comparacdo entre os niveis de substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS) das proles adultas de animais expos-
tos ao diabetes induzido por estreptozotocina (DG, barras pretas)
no periodo intra-uterino e controles ndo diabéticos (ND, barras
brancas). Os valores sdo expressos como média + e.p.m; *p < 0,05
(Teste t de Student ndo pareado).
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Figura 7: Comparacdo entre os niveis de glutationa reduzida (GSH)
das proles adultas de animais expostos ao diabetes induzido por
estreptozotocina (DG, barras pretas) no periodo intra-uterino e
controles ndo diabéticos (ND, barras brancas). Os valores séo ex-
pressos como média + e.p.m; *p < 0,05 (Teste t de Student ndo
pareado).

Estudos experimentais e clinicos tém demonstrado
que hiperglicemia, durante o periodo gestacional, modifi-
ca a homeostase fetal, o que esta relacionado a diferentes
complicagdes neonatais como a macrossomia, hipoglice-
mia, hipocalcemia e a hiperbilirrubinemia, além de uma
maior predisposi¢do a obesidade, DM2 e hipertensdo arte-
rial na vida adulta (32,33).

Neste estudo, os animais oriundos de maes diabé-
ticas ndo apresentaram diferenca significativa quanto ao
peso corporal em comparagao a prole de ratas controles aos
seis meses de idade (500 + 0,62 vs. 490 + 8,1, respectiva-
mente, n =7, Figura 8).
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As consequéncias no peso corporal do feto ou neo-
natos de ratas diabéticas dependem ndo somente do nivel
de glicemia durante a gestagdo, mas também do periodo
de vida estudado. Em roedores foi demonstrado que uma
exposi¢ao intrauterina a baixas doses de STZ durante a
gestagao esta associada com peso normal ou macrossomia
(34,35). Por outro lado, estudos realizados com a prole de
maes submetidas a altas doses de STZ evidenciaram que
os animais apresentaram redugdo do crescimento na idade
adulta (36,37).

A hiperglicemia per se gera AGE que induzem a for-
magdo das ERO na presenga de metais como ferro. Além
disso, metais de transi¢ao como o ferro, extremamente abun-
dante na placenta, estdo diretamente relacionados ao estresse
oxidativo (38). Neste sentido, o ferro potencializa os danos
causado por agentes oxidantes (39), o que o torna um fator
de risco para o desenvolvimento do diabetes e suas compli-
cagdes, por promover o aumento da produgdo de ERO (40).
Estudos mostram que alteragdes nos niveis de ferro corporal
podem estar presentes em adultos com DM2 (41-43) na obe-
sidade (44), sindrome metabolica (45) e DG (46).

6004

8
<

200+

Peso corporal (g)

0 T
ND DG

Figura 8: Massa corporal aos seis meses de idade das proles de
animais expostos ao diabetes induzido por estreptozotocina (DG,
barras pretas) no periodo intra-uterino e controles ndo diabéti-
cos (ND, barras brancas). Os valores sao expressos como média +
e.p.m; n=8; p>0,05 (Teste t de Student ndo pareado).

Dados epidemiolégicos também mostram a relagao
entre estoques de ferro corporal e estados pré-diabéticos
nos quais ha alteracdes de niveis glicémicos no jejum e na
tolerancia a glicose (47) o que corrobora com os resultados
encontrados na prole de ratas com DG que apresentaram
intolerancia a glicose. Ademais, nossos dados também sao
compativeis com a hipotese de que a exposicao intrauterina
aniveis elevados de glicose constitui um fator de risco para
a prole no desenvolvimento da intolerancia a glicose, bem
como, de outras alteragdes metabodlicas na vida adulta.

No presente trabalho, foram observadas concentra-
¢oOes mais elevadas de ferro esplénico na prole de ratas DG.
Acredita-se que exista uma vulnerabilidade diferente de
cada tecido a interagdo do ferro no diabetes (48). E impor-
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tante ressaltar que o ferro corporal ¢ armazenado predomi-
nantemente no sistema reticulo-endotelial, principalmente
nas células reticulares do bago e da medula 6ssea onde fica
armazenado na forma de ferritina ¢ hemossiderina (49). O
aumento dos niveis de ferro excede a capacidade de ligagdo
a transferrina, o que resulta no acimulo de ferro pelos he-
patécitos, cardiomidcitos e células acinares pancreaticas. O
ferro livre, ndo ligado a transferrina, tem forte tendéncia de
mediar reagdes que levam a produgdo de ERO provocando
danos celulares como a peroxidagao lipidica (50-52). Uma
das possiveis explicagdes para as alteragdes no metabolis-
mo do ferro encontradas no diabetes seria a redistribuicao
dos receptores de transferrina do compartimento intracelu-
lar para a membrana plasmatica pela insulina, o que levaria
a um aumento da sintese de ferritina e consequentemente
aumento do consumo do ferro nos tecidos (48,53,54).

Resultados obtidos em modelo de prole diabética sdo
parcos; alguns estudos realizados em ratos diabéticos sub-
metidos a uma suplementac@o de ferro apresentaram meno-
res concentragdes de ferro no soro (48). Neste modelo de
diabetes induzido por STZ, sabe-se que ha destrui¢do das cé-
lulas beta pancreaticas, promovendo deficiéncia de insulina
que poderia causar uma maior deposi¢io de ferro (48,55). E
importante ressaltar que animais oriundos de fémeas diabéti-
cas com seis meses de idade apresentam intolerancia a glico-
se e resisténcia a insulina (56). Em outro estudo, a restricao
materna de ferro reduziu os niveis de triglicerideos na prole
com trés meses de idade, demonstrando que o ferro pode ter
efeitos na fisiologia e metabolismo da prole (57).

A expressdo de hepcidina pode estar alterada em
pacientes diabéticos (58), podendo representar uma das
principais causas para a sobrecarga de ferro (59). Além da
hepcidina, a ferritina também possui um importante papel
no metabolismo do ferro. Ela esta presente principalmente
nas células do sistema reticulo endotelial do figado, bago
e medula 6ssea sendo responsavel pelo armazenamento e
conversao intracelular do ferro bivalente em ferro trivalen-
te para que ele seja utilizado nos diversos processos celula-
res (60). Entretanto devido a altas concentragdes de ferro,
a capacidade de mobilizacdo desse metal pela ferritina é
saturada. Por isso, as micelas férricas sdo incorporadas por
lisossomos formando agregados que podem ser visualiza-
dos, utilizando microscopia Optica, na forma de granulos,
conhecidos como granulos de hemossiderina. Na reacéo
com o Azul da Prassia (ou Perls), o ferro em sua forma
trivalente reage com o ferrocianeto de potassio originando
o ferrocianeto férrico, de cor azul. (61), o que foi observado
em nossos resultados.

Uma das formas de avaliar o status oxidativo celular
¢ analisar os produtos gerados durante os processos oxida-
tivos (62). Durante a peroxidagao lipidica ou lipoperoxida-
¢do, por exemplo, ha aumento na produgdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico entre elas o malondialdeido
(MDA), resultante da acao de ERO sobre os lipideos insa-
turados das membranas celulares, o que leva a alteragdes
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dos mecanismos de seletividade/ transporte, modificagdes
no DNA, comprometimento de sua estrutura e dos compo-
nentes da matriz extracelular, e até mesmo morte celular
(39). Portanto a concentracdo de MDA pelo método das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) ¢ uti-
lizada para estimar a intensidade da peroxidagdo lipidica
em células e tecidos (63). Nossos resultados mostram um
aumento na producdo de TBARS na prole submetida ao
DG o que pode ser considerado uma evidéncia da produ-
¢80 de ERO como resultado da diminui¢édo da atividade dos
sistemas de defesa antioxidante. Outros estudos em mode-
los animais também demonstraram que o excesso de ferro
pode aumentar os niveis de TBARS no figado (64,65).

A concentrag¢ao de grupos tidis, assim como os ni-
veis de TBARS, também pode ser considerada um biomar-
cador do estresse oxidativo, visto que esses grupos con-
tribuem significativamente na defesa antioxidante celular.
A glutationa (GSH) em sua forma reduzida, representa o
grupo tiol ndo proteico mais predominante no organismo,
a qual atua como substrato enzimatico para outros agen-
tes antioxidantes e participa da sintese de proteinas e DNA
(66,67). A GSH também participa da protecao a lesdes cau-
sadas por metais como o ion ferro (68) e da eliminagdo de
produtos gerados na lipoperoxidagao (69). Assim, a deple-
¢ao de GSH pode prejudicar a atividade de outras enzimas
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