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RESUMO

Os sintomas gastrointestinais sdo frequentes no diabetes mellitus, e podem estar relacionados
com a producdo das espécies ativas de oxigénio (EAO). Pacientes diabéticos apresentam alteracdes no
sistema gastrintestinal, sendo que os principais distarbios ocorrem com a motilidade gastrica e intestinal,
além de mudancas na estrutura do tecido hepatico. Essas fenbmenos podem ser causadas pelo aumento
na producdo de radicais livres (lipoperoxidacédo) e diminuigdo das enzimas antioxidantes.

Neste trabalho objetivamos avaliar a lipoperoxidacdo em estdbmago e figado de animais
diabéticos e controles em diferentes tempos de estudo, além de verificar a atividade das enzimas
antioxidantes catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa transferase (GTx). Avaliamos o
fluxo sangliineo na artéria mesentérica superior para determinar uma possivel alteracdo vascular.

Foram utilizados ratos machos Wistar pesando entre 250-350g e foram divididos em quatro
grupos: grupo 1 - 7 dias de diabetes, grupo 2- 30 dias de diabetes, grupo 3 - 60 dias de diabetes e grupo
4 - 90 dias de diabetes. O diabetes foi realizado por inducdo de estreptozotocina 70 mg/Kg intra-
peritonealmente. A lipoperoxidacéo foi avaliada através das medidas das substéncias reativas ao acido
tiobarbitirico-TBA-RS (nmoles/mg de proteina) e por quimiluminescéncia-QL (cps/mg de proteina).
Para a avaliacdo do fluxo sanguiineo na artéria mesentérica superior utilizamos o aparelho Transonic
Flowmeter (T106).

Observamos através de nossos resultados que hd um aumento significativo na lipoperoxidacéo
em estdmago e figado de animais diabéticos somente no tempo de 90 dias. Este aumento foi verificado
através das duas técnicas utilizadas. No estdémago foi encontrado uma diminuicdo significativa na
atividade das enzimas antioxidantes catalase e glutationa transferase. No figado somente a enzima
glutationa transferase apresentou diminuicdo significativa. Houve um aumento no fluxo da artéria
mesentérica superior dos animais diabéticos com 90 dias quando comparados aos animais-controle.

Pelos dados obtidos neste trabalho é possivel supor que a alteracdo tecidual encontrada no
estdbmago e figado, avaliada através da lipoperoxidacdo, e o fluxo sangliineo aumentado na artéria
mesentérica superior sejam influenciados pelo tempo de diabetes e pela hiperglicemia encontrada nos

animais estudados.
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1- INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma enfermidade enddcrino-metabolica freqliente, que afeta mais
de 30 milhdes de pessoas em todo o mundo (THOMPSON & GODIN, 1995). E caracterizada pela
polidria (emissdo de quantidade exagerada de urina), polidipsia (sede exagerada), perda de peso apesar
da polifagia (ingesta de alimentos), hiperglicemia, glicosdria (presenca de aclcar na urina), cetose,
acidose e, em casos mais graves, o coma. Apresenta uma variedade de alteracGes bioquimicas, mas a
fundamental € a reducdo da entrada de glicose nos tecidos periféricos e 0 aumento na liberacdo de
glicose circulante pelo figado (GANONG, 1995). Antes de 1921, a principal causa de morte entre 0s
pacientes diabéticos era a cetoacidose diabética. Entretanto, desde o descobrimento da insulina, em
1921, a principal causa de morte entre 0s pacientes diabéticos envolveu as alteracdes dos grandes e
pequenos vasos sanguineos (KING et. al., 1996).

A definicdo do DM esta baseada em critérios descritos por Harris e Cahill (1978), e pode ser
dividida em duas classes: Diabetes Mellitus tipo | e DM tipo II.

O DM tipo | ou insulino-dependente (DMID) é caracterizado pela deficiéncia das células beta
das ilhotas de Langerhans do péancreas, na producdo ou secrecdo de insulina, mas com participacao
intensa de fatores genéticos e ambientais. Ocorre geralmente em pessoas jovens e € necessaria a
utilizacdo de insulina para o tratamento delas.

O DM tipo Il ou ndo insulino-dependente (DMNID) é caracterizada por uma resisténcia a
estimulacdo ao captar glicose no musculo esquelético e no tecido adiposo determinado pela insulina.
Isto contribui para um actimulo de glicose no meio extracelular e conseqlientemente no sangue,
causando um quadro de hiperglicemia.

Apesar de um nimero muito grande de pessoas acreditarem que possa haver uma associacdo
entre 0 DM e 0 aumento na suscetibilidade para infecc¢des, estudos demonstram que em geral ndo ha

uma forte evidéncia (WHEAT,1980; THORNTON, 1971). Muitas infeccBes especificas sdo mais



comuns nos pacientes diabético, e outros tipos de infeccdes ocorrem por estarem associadas ao risco
aumentado que este tipo de paciente apresenta.

Diversos aspectos da imunidade também estdo alterados nos pacientes com DM. A funcéo dos
leucécitos polimorfonucleados estd diminuida, particularmente quando a acidose estd presente. A
aderéncia leucocitaria, quimiotaxia e a fagocitose também estdo alteradas (DELAMAIRE et. al., 1997
e GALLACHER et. al., 1995).

Alguns estudos realizados in vitro mostram a evidéncia de que uma melhora no controle
glicémico de pacientes diabéticos resulta na consequente melhora da funcdo imune. Isso foi
demonstrado por Muchova e colaboradores (1999), mas necessita de maiores comprovacgdes por meio
da realizacdo de estudos clinicos. A maioria das alteracdes do estado imune parece estar relacionada
com o0 aumento da diarréia cronica que os pacientes com DM apresentam, a qual recebe a definicdo de
infeccdo intestinal.

As complicacdes que o DM determina em diversos tecidos podem ser causadas pelo estresse
oxidativo, em que podemos incluir a alteracdo da conducdo nervosa, auto-oxidacdo da glicose
sanglinea, formacdo de glicozilacdo avancada e um aumento na atividade da enzima aldose redutase.
(LOW & NICKANDER, 1997).

A contribuicdo do estresse oxidativo para o estabelecimento de um quadro de neuropatia
periférica tem sido bem estabelecida por estudos realizados por Cameron e colaboradores (1998), as
quais determinaram que o estresse oxidativo causado pelo DM leva a uma diminui¢do do fluxo de
sangue para a regido endoneural, resultando em hipoxia para essa regido. Este aumento na formacéo de
espécies ativas de oxigénio impede um adequado suporte neurotrofico e causa uma alteracdo no
balanco intracelular, deficiéncia no aporte energético, culminando na diminui¢cdo do mecanismo de
transporte iénico.

As consequéncias que 0 estresse oxidativo determina no DM podem ser melhor

entendidas na Figura 1.
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O figado executa um papel central na manutencdo da glicemia, pois estd envolvido no
metabolismo dos carboidratos, dos lipidios e mais especificamente na gliconeogénese e na
glicogendlise. Devido a sua essencial participacdo no controle do metabolismo corporal, esse 6rgao
pode ser afetado no DM e na hiperlipidemia (GITLIN, 1997).

Pacientes diabéticos apresentam uma série de alteragdes na histologia hepatica, bem como
outras alteracfes clinicas, entre as quais destacam-se a esteatohepatite ndo alcélica e a obesidade.
Muitos estudos avaliaram a relagdo entre 0 DM e o dano hepético, neles a prioridade foi a de
determinar a hepatite causada por virus. Entretanto os achados mais consistentes entre 0 DM e a
alteracdo hepatica foram determinados pela deposicdo de glicogénio nuclear e citoplasmatico,
esteatose hepatica, fibrose perisinusoidal e a possibilidade dos pacientes diabéticos apresentarem

esteatohepatite e cirrose (GITLIN, 1997).



A prevaléncia de DM estd aumentada em pacientes cirréticos (CONN & ATTERBURY,
1987), pois 0 comportamento clinico deles é semelhante ao dos ndo insulino-dependentes, podendo
ser controlado inicialmente pela dieta e posteriormente com antidiabéticos orais, eventualmente
necessitando de insulina (MARRONI, 1996).

Para alguns autores, os niveis de glicemia em pacientes cirréticos encontram-se nos limites
normais de referéncia, em contraste com os achados de hiperinsulinemia e hiperglucagonemia em
jejum de praticamente todos eles. Esse mecanismo poderia estar relacionado com a diminuicdo do
catabolismo da insulina pelo figado doente e pela provavel hipersecrecdo de insulina, implicando um
estado de resisténcia a insulina.

Um numero cada vez maior de trabalhos vem sendo publicado relacionando alteracBes no
sistema gastrintestinal em conseqiiéncia do DM, em que as complica¢fes variam entre as porcdes do
sistema digestivo como estdmago, intestino delgado e intestino grosso podem estar correlacionadas
com a producdo de espécies ativas de oxigénio, disfuncdo na motilidade gastrica e/ou intestinais ou na
producdo de fatores relaxantes do endotélio, como o 6xido nitrico (TAKAHASHI et. al., 1997).

Complicacgdes gastrintestinais sdo comuns em pacientes com DM, dentre elas estd a gastropatia
diabética, que € um termo utilizado quando existe uma disfuncdo no estdmago, incluindo
anormalidades da contratilidade gastrica, tbnus e atividade mioelétrica. (KOCH, 1999).

Diversos autores tém demonstrado as anormalidades existentes no DM, como a diminui¢do da
velocidade de conducdo nervosa, distarbio da atividade motora gastrointestinal, diminuicdo no
esvaziamento gastrico, anorexia, vomitos, diarréia e constipacdo (BUTTOW et. al., 1997).

Estas manifestacbes podem ser causadas por distdrbios metabolicos que acontecem nos
neurdnios e na bainha de mielina que os circunda. A deficiéncia insulinica, caracteristica do DM, é
responsavel por um excesso na producdo de frutose no interior das células da bainha de mielina,
ocasionando uma elevacdo na concentracdo do sorbitol, edema e ruptura destas células, diminuindo

assim a propagacéo dos impulsos e determinando a lesdo neuronal.



Os processos que ocorrem com o0 aumento da glicemia, estado caracteristico do DM, a elevacédo

do sorbitol e o consequiente acimulo de frutose estdo demonstrados na Figura 2.
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FIGURA 2: via final dos polidis (sorbitol) e glicose-6-fosfato. (NISHIMURA, 1998).

Para que o metabolismo celular ocorra, faz-se necessario o uso de energia derivada da oxidacéo
dos nutrientes, a qual € dirigida para a formacdo de compostos fosfatados de alta energia, dentre os
quais 0 mais importante é o adenosina trifosfato (ATP). Para a realizacdo de exercicios, a energia é
fornecida quimicamente pela hidrolise da molécula de ATP (MAUGHAN et. al., 2000). As espécies
ativas de oxigénio (EAQ) se formam principalmente durante a reducdo dessa molécula a dgua na
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial.

Nas membranas mitocondriais se encontram as proteinas transportadoras de elétrons,
principalmente os citocromos, que reduzem uma molécula de oxigénio a agua durante o processo da
respiracdo celular. Essa reducdo requer quatro sucessivas transferéncias de um elétron cada uma. Esta
teoria foi proposta por Michaelis (1946) e é denominada de redugdo univalente. Dois destes
intermediarios sdo chamados de radicais livres. Sao eles o anion superoxido (O,") e o radical hidroxil
(OH®).Figura 3.

A maior parte do oxigénio (aproximadamente 95%) recebe estes quatro elétrons de uma sé vez,
pelo sistema oxidativo citocromo-oxidase, reducédo tetravalente. Porém, em cerca de 5% dos casos, a

reducdo é monovalente, ou seja, a molécula de oxigénio recebe apenas um elétron de cada vez,



proporcionando a formacdo de intermediarios reativos e tdxicos denominados espécies ativas de
oxigénio (EAO).

e e 2H"

e H e H
0O, 0,* H.O, OH*®
Lo e (0 = (L
7 5 —

Molécula de Anion » Peroxido Radical ——- Agua
Oxigénio Superéxido de Hidrogénio Hidroxil

FIGURA 3: reducdo da molécula de oxigénio a 4gua e a transferéncia de elétrons. (MENEGUINI, 1987)

O termo radical livre é usado quando uma espécie quimica, que pode ser um atomo, como o
hidrogénio ou o cloro, um metal de transicdo ou uma molécula, possui um elétron ndo pareado no seu
altimo orbital (BOVERIS, 1998).

O elétron ndo pareado neste orbital confere uma alta reatividade da molécula, a qual apresenta
uma forte tendéncia a adquirir um segundo elétron para este orbital. Essas espécies altamente reativas
tém o potencial de oxidar moléculas bioldgicas, incluindo proteinas, lipidios e DNA. Quantidades
aumentadas de metabdlitos oxidados destas moléculas tém sido detectadas em pacientes com uma
variedade significativa de doencas (MAXWELL, 1995).

A estabilidade é adquirida por remocéo de elétrons de moléculas vizinhas, produzindo um par
eletronico. A reatividade quimica dos radicais livres é determinada pela molécula que possui o elétron
ndo pareado, podendo apresentar grande variedade nos diferentes tipos de radicais. Uma forma que
expressa a reatividade quimica estd determinada pelo tempo de meia vida (t12) da espécie quimica, ou
seja, um curto tempo de meia vida indica uma alta reatividade, em que o radical hidroxil (OH®) parece
ser o mais atuante.

Alguns radicais livres existentes nos meios bioldgicos e sua respectivas meia vidas (ty2) sdo

demonstrados na Tabela 1.



Radical Livre ty, segundos

Radical Hidroxil HO® 10°
Radical Alcoxil OR’ 108
Oxido Nitrico ON* 110
Radical Peroxil ROO" 10"
Ubesemiquinona UQH® 10
Melanina Complexo Dias
Semiquinona Complexo Dias

TABELA 1: Meia vida (t) estimada dos radicais livres presentes nos sistemas biologicos. (BOVERIS,
1998).

Em condicGes fisioldgicas, pequenas quantidades destas moléculas reativas estdo sendo
formadas continuamente a partir de oxigénio molecular, em que as mesmas ndo apresentam um
numero de elétrons pareados nos seus orbitais. Como mecanismo compensador, os tecidos dispdem de
um arsenal de enzimas, como a glutationa peroxidase, a catalase e a superoxido dismutase, além de
outras moléculas encarregadas de manter o equilibrio da célula. (POVOA FILHO, 1995).

Em determinadas patologias, como a doenca inflamatoria intestinal, a pancreatite, 0s processos
de isquemia-reperfusdo (McCORD & FRIDOVICH,1985), a infeccdo por bactérias como o
Helicobacter pylori e mais recentemente na esofagite por refluxo (PANES & GRANGER, 1996), as
espécies ativas do oxigénio sdo geradas em quantidades que ultrapassam as dos mecanismos
compensadores e acabam exercendo efeito deletério sobre os sistemas bioldgicos (SALAS et. al.,
1999).

Quando nos referimos a estas substancias que sdo formadas, a expressdo mais adequada é
espécies ativas de oxigénio, pois € 0 oxigénio que estd com um numero alterado de elétrons, em que,
em condicBes patoldgicas, a quantidade destas espécies ativas estd muito aumentada, seja por

diminuicgdo das defesas antioxidantes ou por um aumento dos pré-oxidantes (REILLY et. al. 1991).



1.1 - DIABETES MELLITUS EXPERIMENTAL

Diversos modelos animais, utilizados no estudo do diabetes mellitus experimental contribuiram
para um melhor entendimento das causas, consequéncias e tratamento dessa doenca. Minkoski e Von
Mering removeram o pancreas de um cdo e produziram uma condicdo semelhante aquela apresentada
em quadro de diabetes mellitus em humanos. O mesmo modelo animal foi empregado trinta anos mais
tarde por Frederick Banting e Charles Best na Universidade de Toronto e determinou o inicio crucial
no descobrimento da insulina e os primeiros estudos em busca da terapéutica (PICKUP &
WILLIANS, 1997).

Como o DM ¢ transmitido geneticamente e se desenvolve muitos anos mais tarde, os modelos
experimentais também apresentam a pré-disposi¢do genética para desenvolver o DM (HERBERG,
1982).

Atualmente é aceito que o diabetes mellitus insulino dependente (DMID) se caracteriza pela
destruicdo auto-imune das células beta no pancreas, que sdo as responsaveis pela producéo de insulina.
Isso s6 acontece em pessoas que sdo geneticamente suscetiveis a apresentar o DMID no momento em
que estas reagem com meio ambiente. A descoberta de animais com DM espontanea auto-imune, e
mais recentemente o desenvolvimento de modelos experimentais transgénicos que apresentam a
expressao imune para desenvolvimento da doenca, tem ajudado a esclarecer as condi¢cdes moleculares
em que ocorrem em humanos (PICKUP & WILLIAMS, 1997).

Um dos principais problemas na geracao do diabetes experimental em roedores foi resolvido ha
muitos anos atras com a utilizacdo da estreptozotocina, que atua diretamente na inducdo da morte das
células beta do pancreas. Entretanto para o desenvolvimento da neuropatia diabética os animais
utilizados nos experimentos devem sobreviver por um longo periodo de tempo, mas a incidéncia de
morte destes animais torna-se muito grande, o que determina um atraso nos estudos e provavelmente o
ndo desenvolvimento da neuropatia periférica. (HOUNSOM & TOMLISON,1997).

A droga chamada estreptozotocina, que atualmente é chamada de estreptozocina nos Estados

Unidos, € uma nitrosurea isolada derivada da Streptomyces griseus. Quando utilizada em animais
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determina uma severa deficiéncia de insulina e o quadro de hiperglicemia. Pode ser aplicada somente
em uma dose, que pode variar de 50 a 100 mg/Kg de peso corporal ou ainda em multiplas pequenas
doses. Quando administrada em altas doses pode induzir a profunda deficiéncia de insulina e resultar
em cetose espontanea e morte. As doses de estreptozotocina causam necrose das células beta, e o
diabetes é desenvolvido em um ou dois dias.

O mecanismo de acdo da estreptozotocina € semelhante ao de outra droga utilizada, o aloxano.
Com eles ocorre uma destruicdo das membranas celulares e uma inducdo na quebra do DNA, levando
a ativacdo da enzima poli (ADP-ribose) sintase e a uma deplecdo do NAD (YAMAMOTO et. al.,
1981). Essa enzima estad localizada no nicleo e necessita de NAD para realizar o reparo do DNA
nuclear. O aumento desta enzima pode levar a uma deplecdo do NAD intracelular, sendo impossivel
impedir a producdo de insulina pelas células beta no pancreas. Essas ocorréncias citadas anteriormente
podem ser prevenidos através da administracdo de nicotinamida e picolinamida, pois sdo substancias
que inibem a acdo da poli (ADP-ribose) sintase, levando a uma homeostase dos niveis de NAD
intracelular (UCHIGATA et. al., 1983).

A formacéo de radicais livres pode parcialmente mediar a destruicdo da células beta, pois uma
das enzimas que consegue neutralizar a formacdo desses radicais, chamada de superdxido dismutase
(SOD), quando administrada em animais que receberam a estreptozotocina, pode proteger dos efeitos
diabetogénicos da droga (ROBBINS et.al., 1980). Figura 4.

No ano de 1976, Like e Rossini demonstraram o desenvolvimento do DM em camundongos
apos a aplicacdo de repetidas doses sub-diabetogénicas de 5 mg/Kg de estreptozotcina. Estas alteracfes
que ocorreram nesse tipo de animais foram semelhantes ao ocorrido em humanos, pois houve uma
grande infiltracdo de células monocelulares nas ilhotas pancreéaticas. 1sso sugere que possa haver um
envolvimento patogénico dessas células do sistema auto-imune, influenciando os fatores genéticos que
0S animais apresentavam. Foi entdo que comegou a ser criada uma nova linhagem de animais

geneticamente alterados para desenvolver o DM (LIKE & ROOSSINI, 1976).
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FIGURA 4: Atuacdo da estreptozotocina nas células pancreéaticas beta (produtoras de insulina). (PICKUP
& WILLIAMS, 1997).

Como o DM ¢ considerado uma doenga auto-imune, estudos recentes sugerem que as EAO
podem participar no desenvolvimento desta doenca (HOTTA et. al., 2000). A tioredoxina (TRX) é
uma pequena proteina (12 KDa) que participa na manutencdo da homeostase das células e apresenta
um efeito protetor contra o estresse oxidativo, pois é uma "varredora" dos produtos das EAO, atuando
na reparacdo do DNA e bloqueando a apoptose (morte celular programada) causada pelas EAO
(BAKER et. al., 1997). Como o mecanismo proposto para a destruicao das células beta é a producédo

das EAO, a TRX parece ter papel fundamental na protecdo dessas células.
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1.2 - FORMACAO DAS ESPECIES ATIVAS DE OXIGENIO (EAO)

A formacdo das EAO em sistemas biologicos estd bem estabelecida. Nas células animais,
comprovou-se a geracdo destas espécies em diversos locais como a mitocondria, lisossomas,
peroxissomas, membrana plasmatica, membrana nuclear e reticulo endoplasmatico, bem como no
citosol.

Os radicais livres podem ser formados pela perda de um elétron de um ndo-radical ou pelo
ganho de um elétron por um ndo radical. Eles também podem ser formados quando uma ligacdo
covalente € quebrada, ou seja, se cada um dos atomos ficar com um elétron. Esse processo é
denominado de fissdo homolitica (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

O radical superoxido (O,™) pode ser produzido pelas células inflamatérias como os neutrofilos,
eosindfilos, mondcitos e macréfagos. A partir do superoxido sdo formadas outras EAO que sao
utilizadas pelas células fagocitarias para matar os microorganismos invasores (MENEGHINI, 1987;
SOUTHORN & POWIS, 1988).

Nos pacientes acometidos de granulomatose crénica, as células fagocitarias sdo incapazes de
produzir EAO, embora estejam aptas para realizar a fagocitose. O fato desses pacientes apresentarem
processos inflamatorios graves mostra que a producdo de EAO é importante no combate a bactéria
invasora (BABIOR, 1982).

Muitos sistemas enzimaticos catalisam a reducdo univalente do oxigénio molecular a radical
superdxido. Como exemplo podemos citar: xantina oxidase, aldeido oxidase, di-hidro-orético
desidrogenase (FRIDOVICH, 1976), flavina desidrogenase e peroxidases.

Outras enzimas como aquelas que catalisam a formacgéo de prostaglandinas (cicloxigenase) e
leucotrienos (lipoxigenase) também sdo fontes de superdxido (MACHLIN & BENDICH, 1987). A
reducdo univalente do oxigénio também ocorre com catecolaminas, flavinas e ferridoxinas reduzidas

(DEL MAESTRO, 1980; SOUTHORN & POWIS, 1988).

11



A auto-oxidacdo das catecolaminas leva a producdo de EAO e estas podem causar danos ao
coracdo, como a necrose do miocardio, observada apds a administracdo de altas doses de
catecolaminas (BELLO KLEIN, 1993). Uma fonte substancial de radical superdxido é o sistema de
transporte de elétrons mitocondrial (DEL MAESTRO, 1980; SOUTHORN & POWIS, 1988).

O perdxido de hidrogénio (H20,) é produzido por duas fontes basicas: indiretamente pela
reducdo univalente do oxigénio, seguida por dismutacdo do anion radical superéxido ou diretamente
pela reducdo divalente do oxigénio molecular. O processo indireto é catalisado pelas enzimas
superdxido dismutase (SOD) cobre-zinco (CuzZn-SOD) que se encontra no citosol celular e pela
isoforma dependente de manganés (Mn-SOD) que fica na mitocéndria. O processo direto é realizado
por oxidases como a D-aminoacido oxidase, xantina oxidase, uricase, alfa-hidroxiacido oxidase e
glicolato oxidase (DEL MAESTRO, 1980; SOUTHORN & POWIS, 1988).

A geracdo mitocondrial de H,O, € um evento fisioldgico sob condi¢des aerdbias e depende do
estado metabdlico em que a célula se encontra. O aumento da pressdo parcial de oxigénio produz uma
elevacdo proporcional na formacéo de H,O, pela mitocéndria. (BOVERIS & CHANCE, 1973).

Os peroxissomas contém grande numero de enzimas geradoras de H,O, , as quais estdo
envolvidas em importantes funcdes fisiolégicas como a oxidacdo dos acidos graxos, producdo de
hérmonios esteroides, producdo de lipidios em glandulas sebaceas, fagocitose, termogénese e
esterificacdo da vitamina A em células da retina (CHANCE et. al., 1979).

As reacOes que produzem o radical hidroxil (OH®) sdo mais raras e necessitam da presenca de
metais de transicdo como o ferro e o cobre. A reacdo de H,O, com ions ferroso ou cuproso é a
chamada reacdo de Fenton (1894) que leva a producdo do radical hidroxil, o qual é extremamente

reativo (reacéo 1).

H,0, + Fe™ > Fe+OH" + OH (1)
(Cu®) (Cu*?
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Este radical também pode ser formado a partir de O," e H,O, em presenca de ions ferro ou cobre,

reacdo esta descrita por Haber e Weiss em 1934 (reagdo 2).

H,0, + O, S » OH" + OH +0, (2)

O ferro necessario para a catalise da reacdo de Fenton pode ser derivado da ferritina,
hemoglobina ou mioglobina (WERNS & LUCCHESI, 1990). Os radicais livres derivados da interacao
do H,0, com a metamioglobina podem desencadear o processo de lipoperoxidacéo, que pode levar ao

dano celular (KANNER & HAREL, 1985).

1.3 - LIPOPEROXIDACAO

A formacédo de radicais livres lipidicos e peroxidos lipidicos é considerada uma importante
forma de injdria celular. Esse tipo de reacdo, denominada auto-oxidacao dos radicais livres, requer um
elemento (principalmente o radical hidroxil - OH®) para dar inicio a cascata de reagdes. A
lipoperoxidagdo geralmente inicia com a extracdo dos atomos de H* que contém um elétron para ser
conjugado a ligacéo dupla da cadeias dos &cidos graxos da membrana.

Como conseqliéncia dos efeitos toxicos diretos que os radicais exercem sobre as moléculas de
importancia bioldgica, o dano intestinal e o inflamatério podem ser promovidos por mecanismos
indiretos. Dentre outras a¢0es que os radicais livres podem causar no organismo, mais especificamente
sobre o sistema gastrintestinal, a acdo dos metabdlitos oxidantes pode alterar o equilibrio
protease/antiprotease.

Est4 bem estabelecido que durante os episodios de inflamacéo intestinal, aguda ou cronica, a
protedlise (danos as proteinas) descontrolada é uma das vias mais importantes, na qual as células
inflamatorias produzem danos @ mucosa intestinal, causando erosdo e ulceragdo (BERN et. al., 1989).

Quando um radical livre reage com um composto ndo-radical, pode ser formado outro radical
livre, é neste momento que as reagdes em cadeia comegcam a ocorrer. Esse mecanismo é o que ocorre

na lipoperoxidacéo, a qual envolve os &cidos graxos polinsaturados (SOUTHORN & POWIS, 1988).
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Halliwell & Gutteridge (1999) define a lipoperoxidacdo (LPO) como sendo uma deterioracéo
oxidativa dos lipidios polinsaturados, ou seja, lipidios que contém, no minimo, dois carbonos unidos
por ligacBes covalentes duplas.

As membranas das células e das organelas sdo mais suscetiveis a LPO, pois contém grande
quantidade de é&cidos graxos poliinsaturados. Assim, o processo de lipoperoxidacdo envolve a
formacdo e propagacdo de radicais lipidicos, consumo de oxigénio e determina um rearranjo das
duplas ligacGes nos lipidios instaurados. A eventual destrui¢do dos lipidios da membrana, faz surgir
uma variedade de produtos de degradacdo, incluindo alcoois, cetonas, aldeidos e ésteres. (BUEGE &
AUST, 1978).

A lipoperoxidacdo é um processo natural de renovacdo das membranas celulares. Entretanto, o
estresse oxidativo aumenta a LPO e provoca severo dano nas membranas celulares, promovendo um
aumento na fluidez da membrana, quebra das funcGes secretorias e dos gradientes iGnicos.

A reacdo de oxidacdo pode ser iniciada pelo radical hidroxil (OH®), pois ele é o mais reativo
dos radicais (SOUTHORN & POWIS, 1988). Ao iniciar a lipoperoxidagéo, o radical livre remove um
atomo de hidrogénio de um é&cido graxo polinnsaturado, como o atomo de hidrogénio possui um
elétron, resta um elétron desemparelhado no atomo de carbono. Na fase de propagacao acontecem duas
outras reacoes:

1) O carbono radical do lipidio polinsaturado tende a se estabilizar por rearranjo molecular,
produzindo dienos conjugados, estes, por sua vez, rapidamente reagem com o oxigénio, formando
um radical peroxil (LOO®);

2) O radical peroxil formado capta um préton de outra molécula de lipidio, surgindo assim um
hidroperdxido (LOOH).

Essa ultima reacdo torna a se repetir inUmeras vezes como se fosse um processo em cadeia. Na
etapa final, dois radicais peroxil reagem entre si, formando um tetrdxido instavel que se decompde,
dando origem ao oxigénio singlete e as carbonilas excitadas, os quais podem emitir luz e serem

medidos em detectores de quimiluminescéncia. Figura 5.
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FIGURA 5: Reacdo de lipoperoxidacdo, apresentando as fases de inicia¢do, propagacao e terminagéo.
(PUFA- Acidos graxos polinsaturados, 'O, - Oxigénio singlet, C=0" - Carbonila excitada)

Os efeitos da lipoperoxidacao sobre as biomembranas podem ser classificadas em quatro grupos:

1) mudancas no microambiente lipidico de enzimas ligadas @ membrana e nos canais i6nicos e
receptores, ativando ou inibindo a atividade destas proteinas;

2) formacdo de novos canais de permeabilidade;

3) formag&o de ligacBes cruzadas entre proteinas e fosfolipidios, inativando-os irreversivelmente;

4) oxidacdo dos grupos -SH nos sitios ativos de enzimas ligadas & membrana, ocasionando perda de

suas fungdes. FIGURA 6.
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FIGURA 6: Destruicéo dos fosfolipidios da membrana e formacao de malondialdeido (MDA) e
prostaglandinas.

Junto com as alteracBes de permeabilidade da membrana poderd haver um acimulo de célcio
intracelular, o que ativaria outras enzimas calcio-dependentes, como a fosfolipase, ocasionando um
ciclo vicioso. Além disso havera um aumento na sintese de prostaglandinas, leucotrienos e fagocitose,

0 que pode gerar aumento na destruicdo das membranas celulares. (MEERSON et. al., 1982).

1.4 - DEFESAS ANTIOXIDANTES

As defesas antioxidantes sdo compostas de :
1°) Agentes que removem os radicais livres e outras espécies reativas. Como exemplo disso podemos
destacar as enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases e antioxidantes

especificos com tidis.
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O sistema enzimatico de defesa contra as espécies ativas de oxigénio (EAQ) inclui as enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa transferase
(GTx). (MARKS et. al., 1996).

A superoxido dismutase (SOD) é uma enzima que catalisa a dismutacéo do radical superoxido
(0,™) para formar peréxido de hidrogénio (H,O) e oxigénio (reacdo 3). Essa reacdo pode ocorrer
espontaneamente em pH fisiolégico, porém, a velocidade dela é 10* vezes maior com a presenca da

SOD (SHOUTORN & POWIS,1988).

20, + 2H" SOD w H.0, + O, (3)

Essa enzima esta amplamente distribuida e apresenta uma variedade de isoformas. Uma delas
contém cobre e zinco (CuzZn-SOD) em seu sitio de ativacdo e € encontrada no citosol das células
eucaridticas. Sua atividade enzimatica foi descoberta por McCord e Fridovich (McCORD &
FRIDOVICH, 1969). Dentro da mitocdncria um outro tipo de SOD esta presente, é a SOD que contém
manganés (Mn-SOD) e esta localizada na matriz mitocondrial. Além disso, também uma ferro-enzima
(Fe-SOD) foi identificada em bactérias (CHANCE et. al., 1979).

O peroxido de hidrogénio (H,0,), formado pela dismutacdo do superdxido (O,"), pode ser

transformado em &gua ( H,O) pela reacdo da enzima catalase (CAT), (reagdo 4).

2 Hy0; CAT > 2HO0 + O, (4)

A CAT estd presente em todos os tipos de tecidos de células de mamiferos. Ela é uma
hemoproteina com atividade de peroxidase especifica para peroxido de hidrogénio (H,O;), este

atuando simultaneamente como hidroperéxido e como doador de hidrogénio (reagdes 5 e 6).

Cat-Fe** + H,0, > Cat-Fe**-H,0, (5)

Cat-Fe?*-H,0, + H,0, » Cat-Fe** + 2 H,0 + O, (6)
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Devido a seu mecanismo catalitico, € muito dificil a enzima ser saturada pelo seu substrato, o
peréxido de hidrogénio (H,0,), além de que sua velocidade de reacdo é muito alta. Ela se encontra
fundamentalmente nos peroxissomas, de onde remove o peroxido de hidrogénio (H,O,) gerado pela 3-
oxidacdo dos &cidos graxos ou pela oxidacdo dos alcanos. Também esta presente nos eritrécitos e em
menor quantidade no plasma. Devido a sua alta atividade catalitica é a responsavel pela regulacéo dos
niveis intracelulares de peréxido de hidrogénio (H,O5).

A enzima glutationa peroxidase (GPx) pode reagir com uma grande variedade de perdxidos e
hidroperoxidos, além do H,O, e os hidroperoxidos derivados dos &cidos graxos. (GAETANI et. al.,
1989). SO6 que para isso necessita da glutationa reduzida (GSH) como co-substrato. A glutationa
oxidada (GSSG) se reduz a glutationa reduzida (GSH) através da reacdo catalisada pela enzima
glutationa redutase (GRd).

A glutationa transferase (GTx) € uma enzima que catalisa a reacdo entre a glutationa reduzida
(GSH) e diversos componentes eletrofilicos. A metabolizagdo de xenobi6ticos, como as toxinas
carcinogénicas hepaticas, por conjugacdo com a glutationa reduzida (GSH), também ¢é realizada pela
glutationa transferase (GTx) (KELNER & BAGNELL, 1990). Estd presente nas celulas hepéticas e
detoxifica o figado da glutationa oxidada (GSSG) quando este 6rgdo sofre dano oxidativo, além de
eliminar as drogas e componentes enddgenos, incluindo prostaglandinas, leucotrienos e hidroperéxidos
organicos (TUNON et. al., 1992).

Por ser um mecanismo complexo e apresentar inimeras enzimas envolvidas, a decomposicao
do H,O, pode ser realizada também por outras enzimas. Um resumo das reag¢des que ocorrem na

reducdo do H,O, pode ser melhor identificado na Figura 7.

Supero6xido
+2 +3

Dismutase e Fe
2 02._ /\ » H,0, AL’OH.
2H* 0, 2 GSH — > NADP*
Catalase GPx
»GSSG NADPH*

2H,0+0; 2H0

FIGURA 7: Decomposicdo do super e atuacdo enzimatica. GPx= glutationa peroxidase, GRd=

glutationa redutase. (MARKS et. al., 1996).
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2°) Proteinas que diminuem a eficdcia de pro-oxidantes como os ions ferro e cobre, como as
transferrinas e proteinas que oxidam ions ferrosos como a ceruplasmina.

3°) Proteinas que protegem biomeléculas contra danos, inclusive aqueles oxidativos, causados por
outros mecanismos como proteinas de choque térmico.

4°) Agentes de baixo peso molecular que sdo scavengers. Como exemplo temos os carotendides,
bioflavondides, inddis, catecdis (MURPHY & SIES, 1991), glutationa, o-tocoferol (vitamina E), B-
caroteno (vitamina A), bilirrubina, acido ascérbico (vitamina C) e acido drico (HALLIWELL &

GUTTERIDGE, 1999).

1.5 - ESTRESSE OXIDATIVO NO DIABETES MELLITUS

O termo estresse oxidativo é definido quando hd uma alteracdo no balanco pré-oxidante e
antioxidante. Poderia ser também definido como “uma medida nos niveis de espécies ativas de
oxigénio (AEO) no sistema bioldgico” (PACKER, et. al., 2000). Essa definicdo pode ser completada
guando relacionamos a formacao e o consumo de espécies ativas de oxigénio. Como os metabdlitos
produzidos pelas EAO se estabelecem em diversos locais subcelulares, tipos de células, estagios de
crescimento e desenvolvimento celular e regiGes dentro da mesma célula, fica dificil dar um conceito
sobre o estresse oxidativo.

Hoje em dia, hd forte evidéncia cientifica de que existe formacdo de inUmeros
marcadores de estresse oxidativo e que estes estdo aumentados no DM. Em estudo realizado com
pacientes diabéticos, foi demonstrado que a concentracdo de hidroperdxidos lipidicos, isoprostanos,
malondialdeido e lipoproteinas oxidadas plasmaticas estava elevada quando comparada a observada
em pessoas sem DM (NOUROOZ-ZADEH et. al.,1995;BELLOMO et. al.,1991).

Os niveis intracelulares dos antioxidantes como o a-tocoferol e a glutationa estdo reduzidos no

DM, entretanto a atividade enzimatica dos antioxidantes parece estar levemente aumentada
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(NOUROOZ-ZADEH et. al.,1997; BELLOMO et. al.,1997). Similarmente, existem muitos estudos
sobre as consequéncias do balango pro-oxidantes e antioxidantes que atuam nas células e a importancia
deste mecanismo no desenvolvimento das complicacBes vasculares.

A hipotese de que a modificacdo das lipoproteinas de baixa densidade presentes no sangue, por
meio de sua oxidacdo ou glicozilacdo e a reacdo citotoxica que esta determina nas células endoteliais é
sustentada por diversos autores como sendo 0 mecanismo responsavel pelo estresse oxidativo
(STEIMBERG et. al., 1989).

As alteracBes bioguimicas que ocorrem durante o estresse oxidativo servem para melhorar o
entendimento sobre o processo fisiopatologico, mas € muito dificil de obter a mensuracdo destas
alteracdes in vivo. Uma das alternativas para a determinacdo do estresse oxidativo € a mensuracdo de
seus produtos em fluidos bioldgicos ou das provenientes da peroxidacdo dos lipidios da membrana
celular (lipoperoxidacao), modificacdo do DNA, destruicdo das proteinas e pela deplecdo dos agentes
antioxidantes (NOUROOZ-ZADEH, 2000).

Um aumento na lipoperoxidacdo em pacientes com DM pode ser determinado usando a técnica
das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (VELAZQUES et. al., 1991), mas ainda nao
estd determinado se esse método pode ser realmente associado com as alteracfes causada pelo estresse

oxidativo (NOUROOZ-ZADEH, 2000).

1.6 — ALTERACOES VASCULARES NO DM

A circulacdo sangiiinea do trato gastrintestinal é responsavel pelo aporte de nutrientes para o
organismo. A circulacdo especifica de cada 6rgdo desse trato é responsavel pela nutricdo daquela
regido, incluindo-se a manutencdo de uma adequada oxigenacao.

Auto-regulacdo é o termo usado para descrever a habilidade intrinseca de um érgdo para manter

um fluxo sanguineo relativamente constante face as flutuacoes de pressdo arterial (JOHNSON, 1964).
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O fluxo sangiiineo esta bem definido para as regiGes esplancnicas; intestino delgado
(JOHNSON, 1960); estbmago (JACOBSON et. al., 1962); figado (HANSON & JOHNSON, 1966) e
cllon (HANSON & JOHNSON, 1967).

As complicagdes vasculares representam a principal causa de morbidade e mortalidade em
pacientes diabéticos e ocorrem na micro e macrovasculatura. As doencas cardiovasculares sao as
principais causas da mortalidade em pacientes diabéticos (STAMLER et. al., 1993), sendo
responsaveis pelo infarto do miocardio e acidente vascular cerebral, que ocorre em 80% de todas as
mortes em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (SHARPE et. al., 1998).

A hiperglicemia determina inUmeras alteracdes na vasculatura ou em células neuronais nos
modelos experimentais ou em pacientes diabéticos. A natureza destas alteracGes é mdltipla, mas a
elevacdo da glicose sanguinea e diversos metabolitos desconhecidos podem ser 0s responsaveis pela
alteracdo celular. O principal desafio esta em identificar as alteracbes bioquimicas induzidas pela
hiperglicemia e determinar o que realmente causa disfungédo vascular (BURSELL & KING, 2000).

Multiplas teorias tém sido propostas para explicar a patogenese das varias complicacdes
envolvendo a retina, o glomérulo, os nervos periféricos e componentes do sistema cardiovascular
(BURSELL & KING, 2000).

A injaria vascular produzida pelo DM ndo é simplesmente causada pela hiperglicemia.
Recentes estudos sobre a aterosclerose experimental sustentam que a hiperglicemia acelera a
aterosclerose em determinado grupo de animais, mas ndo em outros (KUNJATHOOR et. al., 1996).

A doenca vascular diabética também ndo se apresenta de forma Unica, pois as variacdes
fenotipicas vistas na pratica clinica provavelmente refletem as interac6es entre o desarranjo metabdlico
(hiperglicemia, resisténcia a insulina, insulina circulante, elevado nimero de &cidos graxos), dieta,
variacdo individual dos genes, controle do metabolismo lipidico, biologia da parede vascular e as
modificacOes das lipoproteinas sangiineas (SEMENKOVICH & HEINECKE, 1997).

Como a vasculopatia no DM é multifatorial, diversos estudos sugerem que a hiperglicemia

pode ser a responsavel pela producéo das espécies ativas de oxigénio (EAQ). A hiperglicemia pode
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aumentar a geracdo das EAO pela autoxidacdo da glicose, ativacdo da proteina quinase C e pelo
aumento do metabolismo na via dos polidis, causando uma pseudohipdéxia (WILLIAMSON et. al.,
1993).

A alteracdo vascular existente nos nervos periféricos pode ser causada pelo déficit na perfusao
da regido do endoneurum do nervo periférico, que esta diminuido em aproximadamente 50% e leva a
uma isquemia na regido e, consequentemente, a uma reducdo do fluxo arteriovenoso e da nutricao.
Segundo estudos experimentais (TUCK et. al., 1984), essa isquemia ocorre em uma semana, 0 mesmo
acontecendo com pacientes diabéticos (NEWRICK et. al., 1986).

Anormalidades na hemodindmica tém sido bem documentadas na nefropatia diabética.
Elevadas taxas de filtracdo glomerular e um aumento no fluxo sanguineo renal sdo caracteristicas
encontradas em pacientes com diabetes mellitus insulino-dependentes e em modelos experimentais
(BURSELL & KING, 2000). O fator responsavel por isso pode estar relacionado ao aumento da
atividade do 6xido nitrico nos vasos de pequeno calibre, caracteristica dos vasos renais.

A intensificacdo de pesquisas para desvendar as alteraces do fluxo sangiiineo em diversas
patologias levou a uma popularizacdo da técnica de medida ultra-sénica de fluxo sangliineo. A
vantagem desta técnica é que a sonda ndo é dependente do didametro, como na técnica da fluxometria
por laser Doppler. A sonda é de facil colocacdo e com o encapsulamento dele ao redor do vaso a ser
medido, o que melhora a qualidade do sinal. Assim, o fluxo pode ser estudado por um periodo bastante
grande. O desenvolvimento desta técnica levou a producdo de pequenas sondas para o estudo em
pequenos animais, em que a mensuracao da artéria gastrica, artéria renal e artéria mesentérica superior

pode ser realizada (MYERS et. al., 1992).

22



Um melhor esclarecimento sobre a localizacdo da artéria mesentérica superior pode ser obtido com a

observacao das Figuras 8 e 9.
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FIGURA 8: Desenho do esquema da artéria mesentérica superior e inferior e relacdo anatbmica com o
intestino.
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FIGURA 9: Desenho do esquema da artéria mesentérica superior e relacdo anatbmica com a veia cava
inferior.
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Neste estudo foi utilizada a mensuracdo do fluxo sangiiineo na artéria mesentérica superior
segundo a técnica desenvolvida por D'Almeida e colaboradores (1995), na qual a validacdo da sonda
para a artéria mesentérica superior foi realizada. A escolha dessa artéria foi preferida porque possui
grande importancia para a nutricdo do intestino delgado, e juntamente com a artéria mesentérica
inferior, € um dos ramos que participa do suprimento sanglineo para o intestino (GANONG, 1995).

Tendo em vista essas consideracOes, este trabalho se propde a avaliar as alteracfes
gastrintestinais e do fluxo sangliineo nestes animais, a partir do modelo experimental de diabetes

mellitus em ratos.
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2- OBJETIVOS

2.1- OBJETIVO GERAL

Estabelecer as alteragOes gastrointestinais no modelo experimental de diabetes mellitus em

diferentes tempos dessa doenca, bem como caracterizar o estresse oxidativo e as enzimas antioxidantes.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os indices de glicemia de ratos-controle e ratos diabéticos em diferentes periodos de DM.

- Avaliar a lipoperoxidacdo em estdbmago e figado de ratos-controle e diabéticos através das técnicas

de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) e de quimiluminescéncia (QL).

- Avaliar as enzimas antioxidantes catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), e glutationa
transferase (GTx) no estdmago e figado de animais controles e animais diabéticos em diferentes

periodos.

- Auvaliar o fluxo sangliineo na artéria mesentérica superior dos ratos como indicativo de alteragdo

vascular.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 - ANIMAIS

Na realizacdo deste trabalho foram utilizados ratos machos, Wistar, com peso variando entre 250
e 350 gramas, provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS.

Os animais foram agrupados (5 animais por caixa) em caixas plasticas medindo 27x26x31 cm,
com assoalho contendo maravalha e mantidos em ambiente com temperatura controlada (22° - 24° C). A
luminosidade foi controlada em ciclo de 12 horas com luz e 12 horas de escurid&o (ciclo claro-escuro).
Receberam &gua e racdo (Moinhos Purina, Porto Alegre - RS) ad libitum, e a dieta foi normoprotéica

(12% de proteinas).

Todos os procedimentos realizados no presente trabalho estéo de acordo com as normas contidas
na "Pesquisa em Saude e Direito dos Animais", estabelecidas pela comissdo de pesquisa e ética em
salde, de autoria do grupo de pesquisa e pés-graduacdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

(GOLDIM e RAYMUNDO, 1997).

3.2 - GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 4 grupos de animais. Em cada um havia animais-controle (CO) e animais
diabéticos (DM). O determinante na divisdo dos grupos foi o tempo de inducdo do diabetes por

estreptozotocina (STZ).
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GRUPO 1 - Animais que foram mantidos por 7 dias ap6s a inducéo do diabetes.
7 CO - Animais que receberam somente tampdao citrato intraperitoneal

7 DM - Animais que receberam STZ intraperitoneal.

GRUPO 2 - Animais que foram mantidos por 30 dias apdés a inducéo do diabetes.
30 CO - - Animais que receberam somente tampao citrato intraperitoneal

30 DM - Animais que receberam STZ intraperitoneal.

GRUPO 3 - Animais que foram mantidos por 60 dias ap0s a inducdo do diabetes.
60 CO - - Animais que receberam somente tampé&o citrato intraperitoneal

60 DM - Animais que receberam STZ intraperitoneal.

GRUPO 4 - Animais que foram mantidos por 90 dias apés a inducéo do diabetes.
90 CO - - Animais que receberam somente tampao citrato intraperitoneal

90 DM - Animais que receberam STZ intraperitoneal.

3.3 - INDUCAO DO DIABETES

O diabetes mellitus foi induzido por uma Unica injecdo intraperitoneal (i.p.) de
estreptozotocina - STZ (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA) 70 mg/Kg. (TAKEUCHI et.

al., 1994).

A estreptozotocina foi dissolvida em tampdo citrato de sédio (0,01 M, pH 4,5) e injetada cerca de
10 minutos apdés a diluicdo dessa substancia. Os animais-controle receberam intraperitonealmente

somente 0 mesmo volume de tampao citrato de sédio.
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3.4 - REAGENTES

Nos experimentos realizados foram utilizados diversos reagentes, os quais estdo listados na
Tabela 2. Nela também estdo citados os pesos moleculares de cada um desses reagentes ou de seu

equivalente e dos seus fornecedores.

TABELA 2. REAGENTES E RESPECTIVOS PESOS MOLECULARES OU QUANTIDADES
EQUIVALENTES E FORNECEDORES

REAGENTES PESO FORNECEDOR
Acido Citrico 210,14 SYNTH
Acido Metafosforico 79,98 VETEC
Acido Tiobarbiturico 144,10 SIGMA
Acido Tricloroacético 163,39 MERCK
Albumina >95% SIGMA
Azida Sodica 65,12 SYNTH
Butanol 74,12 SYNTH
CaCl,. 2 H,O 147,02 QUIMIBRAS
CH3;CHOH 74,12 REAGEN
Cianeto de Potassio 65,12 SYNTH
Citrato de Sodio 294,11 NUCLEAR
CuS0,. 5 H,0 249,69 BERZOG
Estreptozotocina 265,2 SIGMA
Ferricianeto de Potassio 329,18 MERCK
Fluoreto de Fenilmetilsulfonila 174,2 SIGMA
Glutationa Redutase 200 units/mg prot SIGMA
Glutationa Reduzida 307,3 units/mg prot SIGMA
H,0, 34,01 MERCK
HCI concentrado 36,50 USINA COMBINA
KCI 74,50 ECIBRA
KH2PO4 136,09 LABSYNTH
KNaC;H40s. 4 H,0O 282,23 BERZOG
MgSO, 120,00 INLAB
Na,HPO,. 7 H,0O 268,07 REAGEN
Na,PO,4 2 H,0 177,99 MERCK
NaCl 58,45 ECIBRA
NADPH 833,4 SIGMA
NaH,PO4. H,O 138,00 REAGEN
NaHCO; 84,01 ECIBRA

NaOH 40,00 MERCK
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3.5 - OBTENCAO DO PLASMA E DETERMINACAO DA GLICEMIA

O sangue foi retirado do animal através do seio orbital e colocado num tubo de ensaio com
heparina (Liquemine®), para evitar a coagulacdo. Apos realizou-se a centrifugacdo do material em
centrifuga com 4.000 rpm pelo tempo de 10 minutos. O precipitado foi desprezado, e o plasma retirado
com pipeta (Labsystems 4500, 200-100 ul) para ser congelado em freezer a temperatura de —70° C para
posterior determinagdo dos indices de glicemia.

Para determinacdo da glicemia foi utilizado o teste enzimatico colorimétrico (Kit ENZI-COLOR,
Bio Diagndstica), no qual um reagente era misturado a 20 ul de amostra do plasma e lido em
espectofotdometro (CARY 3E — UV- Visible Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de
500 nm. Foram considerados diabéticos aqueles animais que apresentavam a concentracdo de glicose

sanglinea acima de 250 mg/dL. (PACKER et. al., 2000).

3.6 - PREPARO DOS HOMOGENEIZADOS DE ESTOMAGO E FIGADO

No dia seguinte ap6s o tratamento utilizado em cada grupo, foram retirados os estbmagos e 0s
figados dos animais. No homogeneizado de estbmago, foram colocados 9 mL de tampéo fosfato (KCL
140 mM, fosfato 20 mM pH 7,4) por grama de tecido. Acrescentou-se ao homogeneizado fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF) na concentracdo de 100 nM em isopropanol e na quantidade de 10 pL para
cada mL de tampdo adicionado. Foi utilizado o PMSF, um inibidor de proteases, para que ndo houvesse
degradacdo das enzimas posteriormente medidas. Os 6rgdos foram homogeneizados em Ultra-Turrax
(IKA-WERK) durante um minuto para estdbmago e 40 segundos para o figado, a temperatura de 0 a 2°
C. Esse homogeneizado foi centrifugado em centrifuga refrigerada (SORVALL RC-5B Refrigerated
Superspeed Centrifuge) por 10 min a 3000 rpm (1.110 x g). O precipitado foi desprezado e o
sobrenadante retirado, congelado em freezer em temperatura de -70° C para posteriormente, ser usado

para as dosagens.
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3.7 - MEDIDA DAS SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO TIOBARBITURICO
(TBA-RS)

A técnica de TBA-RS consiste no aquecimento do homogeneizado com acido tiobarbiturico e na
conseqiente formacdo de um produto corado, medido em espectrofotdometro a 535 nm. O aparecimento
de coloracdo ocorre devido & presenca do malondealdeido e outras substancias provenientes da
peroxidacdo lipidica no material bioldgico.

Foram colocados em tubo de ensaio, nesta ordem de adi¢do, 0,75 mL de &cido tricloroacético
(TCA) 10%, 0,25 mL do homogeneizado, 0,5 mL de &cido tiobarbitdrico (TBA) 0,67% e ), 25 mL de
agua destilada. O TBA reage com produtos da lipoperoxidagdo formando uma base de Schiff, e o TCA
tem a fungdo de desnaturar as proteinas presentes, além de acidificar o meio da reacdo. A seguir agitou-
se cada tubo e eles foram aquecidos a uma temperatura de 100 ° C. Apo6s, os tubos foram resfriados e
acrescentou-se 1,5 mL de alcool n-butilico para extrair o pigmento formado. Eles foram entéo colocados
em agitador (Biomatic) por 45 segundos e centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm (1110 x g). Por
altimo o produto corado foi retirado e lido em espectrofotometro (CARY 3E - UV - Visible
Spectrophotometer Varian ) com um comprimento de onda de 535 nm. A concentracdo de TBA-RS

obtida foi expressa em nmol por mg de proteina ( BUEGE & AUST, 1978).

3.8 - DETERMINACAO DA QUIMILUMINESCENCIA (QL) INICIADA POR
HIDROPEROXIDO DE TERT-BUTILA

O método para determinar a quimiluminescéncia iniciada por hidroperdxido de tert-butila
consiste em adicionar um hidroperéxido organico de origem sintética (hidroperoxido de tert-butila) ao
homogeneizado de tecido em estudo. Avalia-se a capacidade de resposta mediante a determinacao de
quimiluminescéncia (QL) produzida pela amostra. Em tecidos submetidos a estresse oxidativo, o valor
da QL iniciada por hidroperdxido de tert-butila (t-BOOH) é maior que o valor correspondente a esse

tecido em condicdes fisioldgicas (pré-estresse).
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A QL foi medida em um contador com o circuito de coincidéncia desconectado e utilizado o
canal de tritio (Liquid Scintillation Correnter, 1209 RACKBETA, LKB WALLAR) operando como um
lumindmetro. Adicionou-se 3,5 mL de tampdo fosfato em viais de vidro de 25 mm de didmetro por 50
mm de altura. Para evitar a fosforescéncia dos viais ativada pela luz fluorescente, eles foram protegidos
da luz até o0 momento do uso e os dados foram medidos em sala escura. Realizou-se apenas a leitura dos
viais com o tampdo (QL Basal). Apos, adicionou-se 0,5 mL de homogeneizado de tecido e fez-se a
leitura, que corresponde a QL espontanea. Apos, foi adicionado o hidroperdxido de tert-butila que
aumenta a QL (QL maxima). A reacdo total consistiu de uma solucéo reguladora de tampéo fosfato e de
t-BOOH 3 mM.

Para o célculo de QL iniciada por t-BOOH, foi considerada a emissdo maxima (QL maxima),
descontada a emissdo da QL espontanea (a QL do vial contendo o tampédo e a amostra). Os resultados
foram expressos em contagem por segundo (cps) por mg de proteina (GONZALEZ-FLECHA et al.,

1991).

3.9 - ATIVIDADE DA ENZIMA CATALASE

A atividade da enzima antioxidante catalase é avaliada pela determinacdo, em espectrofotdmetro,
da velocidade de decomposicdo do perdxido de hidrogénio (H,O, 0,3 M) adicionado a amostra. A
decomposicdo de perdxido de hidrogénio é diretamente proporcional a atividade enzimatica e obedece a
uma cinética de pseudo primeira ordem, sendo sua constante de velocidade (K") calculada
experimentalmente e igual a K'=K x [CAT]. Nela K corresponde a constante especifica da reacdo e tem
valor de 4,6 x 10" M* s, Colocou-se 955 uL de tampdo fosfato 50mM (pH 7,0), 10 pL de
homogeneizado de tecido em cubeta de quartzo de 1 mL e estabilizou-se o aparelho contra um branco de
tampéo fosfato 50 mM. A quantidade de tampdo para o figado foi a 955uL e 10uL de amostra. Para o
estdbmago a proporcdo de amostra ou de tampéo variou de acordo com o tracado alcancado durante a

leitura, contudo o volume final sempre foi de ImL. A seguir adicionou-se 35 uL de H,O, (0,3 M) e fez-
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se a leitura da velocidade inicial da decomposicdo do H,O, com um comprimento de onda de 240 nm. A

atividade enzimatica foi expressa em nmol por mg de proteina (BOVERIS & CHANCE, 1973).

3.10 - ATIVIDADE DA ENZIMA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD) PELO
SISTEMA DE DETECCAO ADRENALINA-ADRENOCROMO

A determinacdo da enzima SOD esté baseada na inibicdo da reacdo do radical superoxido com a
adrenalina. A SOD presente na amostra em estudo compete pelo radical superoxido através do sistema
de deteccdo. Como ndo se pode determinar a concentragcdo da enzima nem sua atividade em termos de
substrato consumido por unidade de tempo, utiliza-se a quantificacdo em unidades relativas. Uma
unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidacao
do detector (adrenalina). A oxidacdo da adrenalina leva a formacdo de um produto colorido, o
adenocromo, detectado através do espectrofotdbmetro. A atividade da SOD foi determinada medindo a
velocidade de formagéo do adenocromo em um meio de reagéo contendo tampéo glicina (50mM, pH 10)
e adrenalina (60 mM). (BOVERIS et. al., 1983). Adicionou-se 1mL de tampdo glicina (50 mM pH 10)
em cubeta de quartzo e zerou-se o aparelho. Apos foi colocado 17 uL de adrenalina (60 mM pH 2,0) e
iniciou-se a leitura da amostra com aparelho apresentando um comprimento de onda de 480 nm (a).

Para cada amostra medida repetiram-se 0s seguintes passos:

1. Colocou-se 950 uL de tampéo junto com 50 uL de amostra el7 uL de adrenalina, apds o

aparelho ser zerado.

2. Introduziu-se 975 uL de tamp&o junto com 25 uL de amostra e 17 pL de adrenalina, apos o

aparelho ser zerado.

3. Acrescentou-se 990 uL de tampéo junto com 10 uL de amostra. Com os 17 ulL de adrenalina

procedeu-se da mesma forma que os itens anteriores.

Todas essas medidas, anteriormente citadas correspondem ao (b). Ao valor de (a) somente

corresponde a leitura até ser zerado o aparelho
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As inclinagbes das retas obtidas foram anotadas e calculado o logaritmo de b/a para cada
amostra. A partir do gréafico, calculou-se quantos microlitros correspondem a uma inibicao de 50% (b/a=

0,5). Os resultados foram expressos em unidades de SOD por mg de proteina.

3.11 - ATIVIDADE DA ENZIMA GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GTx)

A atividade da enzima glutationa S-transferase (GTx) foi quantificada no estdmago e no figado
dos animais diabéticos e também nos animais-controle nos diferentes tempos estudados. A anélise foi
realizada com homogeneizado de estdmago e de figado adicionado em tampédo fosfato de sédio 0,2 M,
pH 6,5, 20 mM de glutationa reduzida e 20 mM de 1-Cloro-2,4-dinitrobenzeno. A formagéo da 2,4
dinitrofenil-S-glutationa pela GTx foi avaliada em espectrofotdbmetro (marca Varian, modelo Cary) com
comprimento de onda de 340 nm. Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina

(MANNERVIK & GUTHENBERG, 1981).

3.12 - DOSAGEM DE PROTEINAS

A concentracdo de proteinas dos homogeneizados de estdbmago e figado foi determinada
utilizando, como padréo, uma solucdo de albumina bovina 1 mg/mL (utilizaram-se volumes de 50, 100 e
150 pL). Colocava-se uma aliquota de plasma ou do homogeneizado (20uL) em 780 uL de agua
destilada e 2,0 mL do reativo C que era preparado com 50 mL de NaHCO3 0,5 mL do reativo B;
(CuS0Os. H,0 1%) e 0,5 mL do reativo B, (tartarato de sddio e potassio 2%). Apos a adi¢do do reativo C,
aguardava-se 10 min e colocava-se 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau diluido na propor¢do 1:3 em
agua destilada. Ap6s 30min, aparecia a coloracdo azul, que era medida em espectrofotdmetro a 625 nm

(LOWRY et al., 1951).
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3.13 - AVALIACAO DO FLUXO SANGUINEO NA ARTERIA MESENTERICA
SUPERIOR

Para avaliacdo do fluxo sangliineo na artéria mesentérica superior os animais foram anestesiados
com cloridrato de Ketamina (Ketalar®) e cloridrato 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3 tiazina
(Rompum®), numa proporcao de 180 mg/Kg de Ketalar® para 50 mg/Kg de Rompum®. A profundidade
da anestesia era controlada pelos reflexos plantares e oculopalpebrais quando se realizava algum tipo de
pressdo na regido das patas dos animais.

Os animais foram colocados em decubito dorsal e permaneceram sob ventilacdo espontanea,
respirando normalmente. Foi realizada uma laparotomia exploradora para exteriorizacdo do estbmago e
da artéria a ser estudada.

As visceras foram mantidas umedecidas com soro fisiolégico. Uma vez localizada a artéria
mesentérica superior, procedia-se a colocacdo do sensor para medir o fluxo sanglineo. O fluxo na
artéria mesentérica superior foi avaliado pelo fluxémetro ultra-sénico (Transonic System Inc. modelo
T106) conectado a um conversor analdgico-digital (STEMTECH, INC) e esse a um computador (PC
486) com o software (CODAS/WINDARQ), permitindo a analise de dados numa freqtiéncia de 1KHz.

Apdbs a exposicdo da artéria mesentérica superior, a sonda foi colocada sobre a artéria. A
colocacdo foi feita manualmente e ela ficou sustentada até o final do experimento por uma base fixa.
Aplicou-se um gel para melhorar a aquisicdo do sinal, também foi realizada a calibracdo do aparelho.

Figura 10.

O tempo de gravacgéo do sinal foi de 10 minutos a partir da estabilizagéo dele. Em seguida, foi

retirada a sonda e retirado os 6rgdos (estdbmago e figado) para a realizagdo do homogeneizado.

34



FIGURA 10: Aquisicéo do fluxo sanguineo do animal vista de cima.

3.14 - CARACTERISTICA DO FLUXOMETRO

O aparelho Transonic ® Animal Research Flowmeter (T106) é constituido por uma unidade para
deteccdo eletrénica do fluxo. Serve também para aumentar a frequéncia de resolucdo. O principio ultra-
sbnico é que o aparelho é sensivel ao volume presente no vaso sanglineo, independente da turbuléncia,
do hematocrito ou de seu tamanho.

A sonda é composta por dois transdutores ultra-sonicos e por um refletor acustico. Os
transdutores sdo posicionados em um dos lados do vaso sanguineo, e o refletor estd posicionado entre
os dois transdutores. Uma melhor elucidacéo pode ser obtida com a observacédo da Figura 11.

Refletor

Transdutor

Cabo

Vista Superior Vista Lateral

FIGURA 11: Representacdo dos transdutores e do refletor. (Transonic Systems Inc, 1997).
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3.15 - ANALISE ESTATISTICA

Ap0s a determinacdo de todos os parametros experimentais, os resultados foram expressos como
média + erro padrdo da média (EPM) para cada grupo experimental.

Para a analise estatistica foi utilizado o software GraphPad Instat, versdo 3.0 para Windows 95
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA).

Na avaliacdo paramétrica e ndo parametrica dos dados foi utilizado o método de Bartlett. A
avaliacdo da normalidade (Distribuicdo Gaussiana) dos dados foi realizada com o emprego do método
de Kolmogorov e Smirnov.

Para os dados ndo pareados utilizou-se a analise da variancia simples (ANOVA), a fim de
comparar as diferencas observadas em cada pardmetro estudado. Foi aplicado também o teste
complementar de Tukey-Kramer para comparac¢es maltiplas.

Ao se afirmar no texto que existe diferenca estatisticamente significativa entre as variaveis

estudadas, utilizou-se o nivel de significancia de cada uma delas de, pelo menos, 5% (p<0,05).
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4 - RESULTADOS

A apresentacdo dos resultados segue a seguinte ordem:

1°) Determinacédo do peso dos animais diabéticos e dos animais-controle, nos diferentes grupos, antes da
inducéo do DM e no dia do sacrificio.

2°) Determinacdo dos niveis de glicemia nos animais diabéticos e nos controles nos diferentes grupos

antes da inducdo do DM e no dia do sacrificio.

3°) Medida da lipoperoxidacdo do estdbmago pelo uso de técnicas de determinacdo das substancias

reativas ao acido tiobaritarico (TBARS) e quimiluminescéncia (QL).

4°) Quantificacdo das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e glutationa

transferase (GTX) presentes no estbmago dos animais-controle e nos diabéticos.

5°) Medida da lipoperoxidacdo do figado pelo uso de técnicas das substancias reativas ao acido
tiobaritarico (TBARS) e quimiluminescéncia (QL).

6°) Quantificacdo das enzimas antioxidantes Catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa

transferase (GTx) presentes no figado dos animais-controle e nos diabéticos.

7°) Mensuracdo do fluxo sangiiineo presente na artéria mesentérica superior dos animais-controle e

diabéticos.

Os resultados foram apresentados em tabelas e graficos nos diferentes grupos experimentais e nos

diferentes tempos de inducédo do diabetes mellitus.

A partir da analise do peso corporal, utilizamos somente um grupo-controle (7 animais) para todas as
variaveis estudadas, pois no momento do sacrificio ndo houve diferenca estatisticamente significativa

entre os animais nos diferentes tempos de diabetes.
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Na tabela 3 estdo expressos 0s pesos dos animais, estes estdo divididos em controle e diabéticos

no momento da inducdo do DM, antes do inicio do experimento.

Notamos que ndo havia diferenca significativa no que diz respeito ao peso entre 0s animais que

iriam compor os diferentes grupos a serem estudados.

TABELA 3 - Peso dos animais no momento da indugéo do diabetes (TO0).

Grupo Controle (g) Diabético (g)
Tempo 7 (7) 329+9,2 310 + 10,7
Tempo 30 (7) 315+5,1 293 +4,5
Tempo 60 (7) 320+ 14,9 305+ 16,5
Tempo 90 (7) 340 +9,3 302+125

Os resultados acima sdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM).

Os valores entre parénteses indicam o nimero de animais que compunham cada grupo ().

N&o houve diferenca significativa entre os grupos no momento da inducao do diabetes. (NS)
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Atabela 4 e a figura 12 nos apresentam os pesos dos referidos animais no momento do
sacrificio. Notamos uma diminuicéo significativa nos pesos dos animais diabéticos em todos os

momentos estudados, tendo um p<0,001.

TABELA 4- Peso dos animais no momento do sacrificio nos diferentes grupos estudados.

Grupo Controle (g) Diabético (g)
Tempo 7 (7) 349 + 8,8 280 +12,0°
Tempo 30 (7) 320+55 222+7,6°
Tempo 60 (7) 350 + 21,4 273+13,9°
Tempo 90 (7) 417 + 6,0 223+12,8°

Os resultados acima sdo expressos como a media + erro padrdo da média (EPM).
Os valores entre parénteses indicam o nimero de animais existentes em cada grupo ().

As notacdes da letra sobrescrita apresentam a seguinte significancia:

% - diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,001)
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Figura 12: Peso dos animais diabéticos e controle no dia do sacrificio. Os resultados estdo
expressos como a média + erro padrdo da média (EPM). Fez-se uso de notacdes de

significancia:

% - diferenca significativa entre o grupo diabético e o grupo controle (p<0,001).
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Na tabela 5 e figura 13 estdo expressos em mg/dL as glicemias dos animais em diferentes
tempos de diabetes. Nota-se que no tempo zero (T0) ndo ha diferenca significativa entre 0s grupos e 0s
animais diabéticos apresentam um aumento na glicemia, sendo este aumento significativo em todos os

tempos estudados, sendo p<0,001.

TABELA 5- Glicemia dos animais controle e diabéticos no momento da inducéo do diabetes (T0) e no
momento do sacrificio.

Grupo GLICEMIA TO GLICEMIA SACRIFICIO
(mg/dL) (mg/dL)
Controle (7) 120+ 4,4 126 +1,9
Diabético 7 (7) 123 + 3,6 328+7,6°
Diabético 30 (7) 118 +2,8 387 +9,3°
Diabético 60 (7) 117 + 3.2 406 + 24,8 °
Diabético 90 (7) 117 + 3,6 480 + 34,8 *P¢

Os resultados acima sdo expressos como a media + erro padrdo da média (EPM).
Os valores entre parénteses indicam o nimero de animais em cada grupo ().

As notacdes da letra sobrescrita tém a seguinte significancia:

% - diferenca significativa entre os grupos diabéticos 7, 30, 60 e 90 respectivamente e o grupo
controle (p<0,001).

> _ diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e o diabético 7 (p<0,001).

¢ - diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e o diabético 30 (p<0,001).
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Figura 13: Glicemia dos animais diabéticos e controle no dia da inducéo do diabetes (TO) e no dia do
sacrificio. Os resultados estdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM). Foram utilizadas
algumas notacdes de significancia:

% - diferenca significativa entre os grupos diabéticos 7, 30, 60 e 90 respectivamente e o grupo
controle no dia do sacrificio (p<0,001).

b _ diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e o diabético 7 (p<0,001).
¢ - diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e o diabético 30 (p<0,001).
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4.1 - LIPOPEROXIDACAO NO ESTOMAGO

Na tabela 6 e nas figuras 14 e 15 estdo expressos e representados os valores da lipoperoxidacéo
nos estdbmagos dos animais do grupo controle e dos diabéticos em diferentes tempos de inducdo. Nota-se
que os animais diabéticos com o tempo de 90 dias de DM apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle tanto na técnica de TBARS quanto na QL, sendo o p<0,01 e que 0 grupo
diabético de 7 dias também mostrou diferenca significativa em relagdo ao grupo diabético de 90 dias na

técnica de QL, sendo um p<0,05.

TABELA 6- Resultados da lipoperoxidacéo obtidos pelas técnicas do TBARS e QL no estdbmago dos
animais controle e diabéticos nos diferentes grupos.

Grupo TBA-RS QL
(nmol/ mg proteina) (cps/mg proteina)
Controle (7) 0,22 + 0,02 247,2+ 16,0
Diabético 7 (7) 0,24+ 0,07 243,1+ 21,8
Diabético 30 (7) 0,33 + 0,09 345,8 + 25,2
Diabético 60 (7) 0,20 + 0,03 246,2+ 12,2
Diabetico 90 (7) 0,44 +0,02° 391,2+ 32,6 ab

Os resultados acima sdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM).
Os valores entre parénteses indicam o nimero de animais em cada grupo ().

As notacdes das letras sobrescritas tém o seguinte significado:

% - diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e o grupo controle (p<0,01).

b _ diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e o diabético 7 (p<0,05).
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Figura 14: Resultado da medida de TBARS em estdbmago de animais controle e diabéticos. Os
resultados estdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM). Para obter esse dado

foram utilizadas notagdes de significancia:

% - diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e o grupo controle (p<0,01).
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QL - cps/mg proteina
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Figura 15: Resultado da medida de QL em estdmago de animais controle e diabéticos. Os
resultados estdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM). Para registro desse

resultado foram usadas as seguintes notac¢des de significancia:

% - diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e o grupo controle (p<0,01).

®_ diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e o diabético 7 (p<0,05).
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4. 2 - ENZIMAS ANTIOXIDANTES NO ESTOMAGO

Na tabela 7 estdo expressos 0s valores avaliados de todas as enzimas antioxidantes presentes no
estdmago de animais controles e nos diabéticos em diferentes tempos em estudo. Notamos uma reducgéo
nas quantidades de todas as enzimas quando comparadas as do grupo controle, mas somente com
diferenca significativa na enzima catalase dos animais diabéticos de 7, 60 e 90 dias de inducéo, sendo o

p<0,05 e da enzima glutationa transferase aos 7 e 90 dias de diabetes, sendo 0 p<0,05. Figuras 16 e 17.

TABELA 7- Resultados da quantificagdo das enzimas antioxidantes no estdmago dos animais controle e dos
diabéticos nos diferentes grupos.

Grupo CAT SOD GTx
(nmol.mg proteina™) (U/mg proteina) (nmol.mg proteina™)
Controle (7) 110,0 + 4,6 29+0,2 33+0,1
Diabético 7 (7) 728+56° 2,05+0,1 23+0,3°"
Diabético 30 (7) 87,7+6,3 25 +04 2,6+0,2
Diabético 60 (7) 83,4+3,7° 1,8+0,2 29+0,2
Diabético 90 (7) 75,8 +3,4° 3,1+0,3 20+01°

Os resultados acima sdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM).
Os valores entre parénteses indicam o nimero de animais em cada grupo ().

As letras sobrescritas tém seguinte significado:

% - diferenca significativa entre os grupos diabéticos 7, 60 e 90 respectivamente e o grupo
controle na medida da enzima catalase (p<0,05);
b _ diferenca significativa entre os grupos diabéticos 7 e 90 respectivamente e o grupo controle na

medida da enzima glutationa transferase (p<0,05).
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ATIVIDADE DA CATALASE - nmol x mg proteina ™
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FIGURA 16: Medida da atividade da enzima catalase (CAT) em homogeneizado de estbmago de
animais controle e diabéticos. Os resultados estdo expressos como a média + erro padrdo da média

(EPM). Utilizou-se notacdes de significancia:

% - diferenca significativa entre os grupos diabéticos 7, 60 e 90 respectivamente e o grupo

controle (p<0,05).
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ATIVIDADE DA GTx - nmol x mg proteina™
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Figura 17: Medida da atividade da enzima glutationa transferase (GTx) em homogeneizado de
estbmago de animais controle e diabéticos. Os resultados estdo expressos como a média + erro

padrdo da média (EPM). Utilizou-se notacdes de significancia:

b diferenca significativa entre os grupos diabéticos 7 e 90 respectivamente e o grupo controle
(p<0,05).

4.3 - LIPOPEROXIDACAO NO FIGADO
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Na tabela 8 e nas figuras 18 e 19 estdo expressos os valores da lipoperoxidacdo do figado dos
animais controles e diabéticos nos diferentes tempos de inducdo. Notou-se que a peroxidacdo lipidica
dos animais diabéticos aos 90 dias tinha aumentado significativamente quando comparada a do grupo
controle, tanto pela técnica de TBARS quanto por QL, sendo p<0,001. Observa-se também que os
animais diabéticos de 90 dias diferem dos outros tempos de inducdo, tempo 7, 30 e 60, sendo p<0,01

para TBARS e p<0,001 para QL.

TABELA 8- Resultados da lipoperoxidagdo obtidos pelas técnicas do TBARS e QL em figado dos animais
controle e diabéticos nos diferentes grupos.

Grupo TBA-RS QL
(nmol/ mg proteina) (cps/mg proteina)
Controle (7) 1,51 + 0,06 1669,1 + 58,9
Diabético 7 (7) 1,34 + 0,02 1892,2+ 97,2
Diabetico 30 (7) 1,46 +0,25 1567,6 + 71,2
Diabético 60 (7) 1,13 + 0,09 1538,6 + 135,3
Diabético 90 (7) 2,45+ 0,21 ap 2660,8 + 108,1 ?¢

Os resultados acima sdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM).
Os valores entre parénteses indicam o nimero de animais em cada grupo ().

As notacOes da letra sobrescrita apresentam a seguinte significancia:

% - diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e o grupo controle (p<0,001).
b _ diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e os grupos diabéticos 7, 30 e 60
respectivamente na medida das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (p<0,01).

¢ - diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e o diabético 7, 30 e 60, respectivamente na

medida da quimiluminescéncia (p<0,001).
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Figura 18: Resultado da medida de TBARS em figado de animais controle e diabéticos. Os
resultados estdo expressos como a média + erro padrdo da media (EPM). Utilizou-se notagdes de

significancia:

% - diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e o grupo controle (p<0,001).

b _ diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e os grupos diabéticos 7, 30 e 60

respectivamente (p<0,01).
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Figura 19: Resultado da medida de QL em figado de animais controle e diabéticos. Os resultados
estdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM). Utilizou-se notacdes de

significancia:

% - diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e o grupo controle (p<0,001).
¢ - diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e o diabético 7, 30 e 60, respectivamente

(p<0,001).

4.4 - ENZIMAS ANTIOXIDANTES NO FiIGADO
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A tabela 9 e figura 20 apresentam os valores das enzimas antioxidantes presentes no figado dos
animais controle diabéticos nos diferentes tempos de estudo.
Observou-se uma reducdo significativa da enzima glutationa transferase (GTx) nos animais diabéticos
aos 60 e 90 dias de estudo, sendo p<0,05. Nas demais enzimas antioxidantes presentes no figado houve

uma tendéncia a reducdo, mas ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa.

TABELA 9- Resultados da quantificacdo das enzimas antioxidantes no figado dos animais controle e
diabéticos nos diferentes grupos.

Grupo CAT SOD GTx
(nmol. mg proteina™) (U/mg proteina) (nmol.mg proteina™)
Controle (7) 150,0 + 5,3 41+0,3 40,85+ 1,7
Diabético 7 (7) 150,0 + 20,4 36+0,7 30,5+4,3
Diabético 30 (7) 121,3+15,3 3,0 +0,3 359+1,9
Diabético 60 (7) 133,0 + 20,0 2,3+0,2 29,7+29°%
Diabético 90 (7) 133,0 + 10,2 3,1+05 30,0+1,9°

Os resultados acima sdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM).
Os valores entre parénteses indicam o nimero de animais em cada grupo ().

As notacdes da letra sobrescrita tém a seguinte significancia:

% - diferenca significativa entre os grupos diabéticos 60 e 90 respectivamente e o0 grupo controle

na medida da enzima glutationa transferase (p<0,05).
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Figura 20: Medida da atividade da enzima glutationa transferase em homogeneizado de figado de
animais controle e diabéticos. Os resultados estdo expressos como a média + erro padrao da média

(EPM). Utilizou-se notagdes de significancia:

% - diferenca significativa entre os grupos diabéticos 60 e 90 respectivamente e o0 grupo controle
(p<0,05).

53



4.5 - FLUXO NA ARTERIA MESENTERICA SUPERIOR

A medida do fluxo sanguineo foi realizada na artéria mesentérica superior, sendo expressa em
mL/min e apresentada na tabela 10 e figura 21.

Observou-se um aumento significativo no fluxo dos animais diabéticos aos 90 dias quando
comparado ao do grupo controle, sendo p<0,001. Nos demais tempos estudados, ndo houve diferenca

significativa entre os animais diabéticos e controle em relacao a esse parametro.

TABELA 10- Resultados da mensuragéo do fluxo sanguiineo na artéria mesentérica superior de animais
controle e diabéticos.

Grupo FLUXO (mL/min)
Controle (7) 12,03 + 0,32
Diabético 7 (7) 13,84 + 0,61
Diabético 30 (7) 12,30 + 1,16
Diabético 60 (7) 13,77 + 0,61
Diabético 90 (7) 15,24 +0,31°

Os resultados acima sdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM).
Os valores entre parénteses indicam o nimero de animais em cada grupo ().

As notacOes da letra sobrescrita tém a seguinte significacdo:

% - diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e o grupo controle (p<0,001).
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FLUXO NA ARTERIA - mL/min
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Figura 21: Medida do fluxo sangiiineo na artéria mesentérica superior entre os animais controles e
diabéticos com 90 dias. N&o houve diferenga estatistica entre os animais-controle e os demais
grupos diabéticos. Os resultados estdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM).

As notagdes indicadas pela letra sobrescrita tém o seguinte significado:

& - diferenca significativa entre o grupo diabético 90 e o grupo controle (p<0,001).
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5 - DISCUSSAO

O modelo experimental do DM vem sendo largamente utilizado e tem contribuido para um
melhor entendimento do quadro fisiopatoldgico apresentado em humanos. Diversos agentes quimicos
séo utilizados para desenvolver o DM em animais, dentre os quais se destacam o aloxano e a
estreptozotocina (PICKUP & WILLIAMS, 1997).

A estreptozotocina (STZ) € provavelmente a substancia mais utilizada para estudar o diabetes
mellitus insulino dependente ou diabetes mellitus tipo I em animais. A partir de seu descobrimento, o
modelo experimental de DM se tornou mais facil para ser desenvolvido. Seu mecanismo de acdo esta
baseado na destruicdo das células beta do pancreas, e a grande vantagem de sua utilizacdo é que possui
alta afinidade com essas células.

Originalmente, na sua descoberta, serviu como um antibiético, e com o passar dos anos,
comecou a ser utilizada em diversas patologias que afetavam o pancreas. Essa substancia é age como
agente anti-tumoral em carcinoma das células pancreaticas em humanos, mas sua principal a¢do €é gerar
0 DM em animais (GILMAN et. al., 1990).

A indugdo do DM por uma simples injecdo intravenosa ou intraperitoneal é provavelmente o
meio mais utilizado nos modelos experimentais. Quando aplicada em doses de 50 a 60 mg/Kg, 0s niveis
de insulina diminuem em 30% do normal, levando a hiperglicemia, polidria, polidipsia e perda de peso.
Entretanto a severa cetose que ocorre em humanos parece ndo acontecer nos animais, determinando
assim uma sobrevivéncia por um periodo de vérias semanas sem a reposicao da insulina (PICKUP &
WILLIAMS, 1997).

Muitos estudos realizados em animais puderam demonstrar os variados efeitos que a STZ pode
ocasionar. Em estudos feitos por Dall" Ago e colaboradores (1997), observaram-se alteracdes na
frequéncia cardiaca e pressdo arterial, bem como na sensibilidade dos baro e quimioreceptores quando

comparados animais diabéticos com animais-controle.
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Bertolucci e colaboradores (1996), utilizaram o modelo diabético com ratos Wistar para
investigar a producdo e a distribuicdo da proteina TGF-B1 e avaliaram os niveis de RNA mensageiro
(RNAm) em glomerulo e cortex renal apés instalada a nefropatia diabética.

Um grande avanco no estudo do DM experimental foi alcangado quando foi verificado que o
aumento do sorbitol intracelular poderia ocorrer em animais. Essa alteracdo teria conseqiiéncia direta na
utilizacdo da via dos polidis e seria a responsavel pelas alteraces nas células da retina, glomérulos
renais e principalmente nos nervos periféricos (NISHIMURA, 1998).

As alteracGes decorrentes da maior utilizacdo da via dos polidis seria a responsavel pelo aumento
na producdo de radicais livres e pela reducdo do NADPH intracelular. A reducdo na quantidade de
NADPH se da porque a enzima aldose redutase, enzima chave na via dos poli6is, o utiliza como
substrato para transformar glicose em sorbitol (NISHIMURA, 1998).

Recentes estudos histoquimicos sugerem que deva existir algum mecanismo de apoptose celular
quando as células beta pancreaticas sdo destruidas. Isso se deve a uma diminui¢do na concentracdo da
proteina tioredoxina (TRX), responsavel pela neutralizacdo dos radicais livres, onde a superproducéo
das EAO pode determinar a morte das células beta (HOOTA et. al., 2000).

Neste estudo, utilizamos o modelo diabético induzido pela estreptozotocina 70 mg/Kg
intraperitoneal e avaliamos a producéo de radicais livres no estdmago e no figado.

O catabolismo dos aminoéacidos e a sua conseqliente utilizacdo na formacao de CO, e H,O estdo
aumentados no DM. Muitos amino&cidos sdo captados da corrente sangliinea e convertidos a glicose no
figado. Este mecanismo parece ser uma das principais anormalidades intermediarias presentes no
metabolismo hepéatico (GANONG, 1995).

Em nossos estudos os animais diabéticos induzidos por estreptozotocina, no momento do
sacrificio, manifestaram uma diminuicdo significativa no peso corporal, apresentando uma variacdo de
19% a 46% de diferenga em relacdo ao dos animais do grupo-controle. A maior alteragdo ocorreu nos

animais com 90 dias de diabetes. Houve uma diminui¢do de peso corporal apesar de estarem recebendo
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alimentacdo e agua ad libitum. Tabela 4 e figura 12. No momento da inducdo do diabetes (TO) nédo
havia diferenca significativa no peso dos animais estudados. Tabela 3.

Em animais que permanecem por um periodo muito prolongado em jejum, o glicogénio hepatico
estd diminuido e o glicerol é convertido a glicose, mas como esse mecanismo € muito limitado, o
substrato para a formacdo da glicose sangliinea passa a ser as proteinas, justificando assim a diferenca
encontrada no nosso estudo no peso corporal dos animais diabéticos. Alguns autores demonstraram que
hd um aumento na formacdo da uréia no DM, bem como uma diminui¢cdo na incorporacdo do
aminoéacido leucina no plasma e no figado, onde o grau de incorporacdo foi reduzido em 50% quando
comparado com o dos animais normais (GITLIN, 1997).

Outro estudo realizado por McNurlan & Garlick (1981) confirmou que a sintese das proteinas
estava diminuida em aproximadamente 50%, além de constatar certa baixa de niveis na sintese protéica
por unidade de RNA.

A provavel causa responsavel pela diminui¢do na sintese protéica pode estar relacionada com a
diminuicdo que existe na estrutura do reticulo endoplasmatico de animais diabéticos. Esses achados
foram confirmados por diversos estudos, em um deles foi encontrado um aumento na degradacdo do
reticulo endoplasmatico, determinando um aumento na autofagia da organela. Entretanto esta alteracéo
ndo se fazia presente quando os animais eram tratados com insulina (GITLIN, 1997).

As alteracBGes acima citadas e o aumento na conversdo das proteinas em CO,, H,O e glicose,
além da diminuicdo na sintese das proteinas geram um balanco negativo do nitrogénio e uma deplecéo
das proteinas (GANONG, 1995).

Os efeitos da hiperglicemia no funcionamento motor do intestino tém sido estudados em
pacientes diabéticos e em pessoas normais. A hiperglicemia induzida experimentalmente pode levar a
uma diminuicdo na atividade mioelétrica gastrica e a um impedimento no esvaziamento gastrico.
(SOOFFER et. al., 1999). Por essa razdo, acreditamos que existe uma associacao entre a hiperglicemia e

as alteracdes no sistema gastrintestinal.
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A hiperglicemia é um fator de risco conhecido na patogénese do DM, podendo levar a diversas
complicacBes, mas o0 exato mecanismo dos efeitos que o excesso de glicose determina nos tecidos
permanece desconhecido. Diversos estudos demonstram que a hip6tese mais provavel é a de que o
acimulo de glicose pode levar ao estresse oxidativo e que isso seria responsavel pelas complicacdes
tardias do DM (PACKER et. al., 2000).

Em nosso trabalho utilizamos somente um grupo controle para todas as variaveis estudadas, ou
seja comparamos 0s animais diabéticos dos diferentes tempos de inducdo com apenas um grupo
controle. Isso foi realizado porque os valores apresentados pelos animais do grupo-controle no momento
do sacrificio ndo apresentava diferenca significativa entre os diferentes grupos. Utilizamos este
procedimento ao quantificar a glicemia, a lipoperoxidacdo no estébmago e no figado, a atividade das
enzimas antioxidantes no estdbmago e no figado e quando avaliamos o fluxo sangiiineo na artéria
mesentérica superior.

Na tabela 5 e figura 13 notamos um aumento progressivo na glicemia quando avaliamos 0s
tempos estudados, sendo que aos 90 dias houve um aumento de 280% em relacdo ao valor inicial
apresentado pelo grupo-controle.

O estresse oxidativo pode estar associado a hiperglicemia crénica, a via dos polidis, sintese dos
prostandides, a autoxidacdo da glicose e a glicolizacdo das proteinas determinando, uma elevacdo das
espécies ativas do oxigénio (NAWROTH et. al., 2000).

Uma forte relacdo entre o estresse oxidativo e o controle da glicemia tem sido descrita
atualmente, quando ha uma correlacédo positiva entre 0 malondealdeido (produto da lipoperoxidacao) e o
aclcar presente no sangue determinando a glicolizacdo da hemoglobina. Entretanto um dos efeitos da
hiperglicemia é que ela pode alterar a funcdo das células endoteliais, bem como o retardo na sua
replicacdo e causar a ativacdo do fator de transcri¢do nuclear kappa-B (NAWROTH et. al., 2000).

Uma forte relacdo com o desenvolvimento de complicacdes vasculares no DM pdde ser
observada por Rosen e colaboradores (1998); (1995), pois encontraram um aumento na geracao de

intermediarios das EAO associado as doencas vasculares. Contudo, o mecanismo responsavel pelo
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aumento dos intermediarios dos radicais parece ser a elevacio da glicemia plasmatica (ROSEN et. al.,
2000).

Existem evidéncias de que os vasos sanglineos sdo uma importante fonte para a formacdo das
EAO, bem como da hiperglicemia que ativa a NADPH-oxidase endotelial, determinando a liberacdo de
anions superoxidos que reagem com o oOxido nitrico e formam o peroxinitrito. Este dltimo é o
responsavel por prejuizos na vasodilatacdo dependente do endotélio e causa uma variedade de efeitos
citotoxicos na célula vascular, ativando o fator de transcricdo nuclear kappa-B e induzindo a apoptose
celular (ROSEN et. al., 2000).

Muitos estudos tém mostrado que as reacGes ocorridas com os radicais livres, como a
peroxidacao lipidica, estdo aumentadas em diversos estados patologicos. A alteracdo gastrintestinal
causada pela administracdo de aloxano, outra droga usada para produzir o DM experimental, também
pode provocar um aumento na producéo de radicais livres (CROSS et. al., 1987).

Essas reacdes podem determinar a destruicdo celular e morte tecidual. Acredita-se que a
peroxidacao lipidica seja a causa primaria para a destruicdo dos tecidos envolvidos e que a prevencéo
desse problema possa ser realizada com a administracdo de antioxidantes, conforme preconizado por
diversos autores.

Muitos procedimentos tém sido usados para quantificar a peroxidacdo lipidica, mas todos os
métodos tratam-se de medidas indiretas. Nenhum deles reune os critérios necessarios, tais como
sensibilidade, seletividade e praticabilidade para fazer essa quantificacdo, ndo havendo uma técnica
completamente adequada para realizar tal processo.

Em nosso estudo foram utilizados dois métodos para avaliar a lipoperoxidacdo no
estdbmago e no figado dos animais diabéticos e controle: a técnica das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) e a quimiluminescéncia (QL). Embora estes dois métodos possam ser uteis para
estimar a lipoperoxidacdo, a QL parece ser mais sensivel e especifica e vem sendo utilizada em varios

grupos de pesquisa.
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Quanto aos resultados apresentados em relacdo ao estdbmago (tabela 6) pbde-se notar um
aumento significativo na lipoperoxidacdo nos animais diabéticos com 90 dias. Um aumento também
existiu aos 30 dias, mas ndo houve diferenca significativa quando comparada ao ocorrido no grupo-
controle. Estes resultados foram observados tanto quando utilizamos a técnica das substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (figura 14) quanto a quimiluminescéncia (figura 15).

Os radicais livres sdo altamente instaveis e reativos, existe por essa razdo, a dificuldade de
mensura-los in vivo, mas como possuem um elétron ndo pareado na ultima camada eletrénica podem ser
detectados pela técnica da ressonancia paramagnética eletronica (SANO et. al., 1998). Essa técnica,
relativamente nova e ndo muito difundida, € pouco utilizada para o estudo do estresse oxidativo no DM.
Neste mesmo estudo foi identificado um aumento na geracdo dos radicais livres nos animais diabéticos
por inducdo de estreptozotocina quando comparados com 0s do grupo-controle.

Em recente trabalho publicado por De Angelis e colaboradores (2000) avaliou-se 0 estresse
oxidativo no musculo grande dorsal de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina utilizando a
técnica da quimiluminescéncia pelo periodo de 5 dias. Os resultados demonstraram que houve um
aumento na lipoperoxidacdo no mausculo estudado, semelhante aos resultados obtidos em nossa
pesquisa.

Nesse mesmo estudo, quando avaliada a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT),
superdxido dismutase (SOD) e glutationa transferase (GTx) ficou demonstrado que houve um aumento
significativo na atividade da enzima catalase e glutationa transferase, mas uma diminuicdo, nédo
significativa, na enzima superéxido dismutase.

Em nosso trabalho, quando analisamos a atividade das enzimas antioxidantes catalase, glutationa
transferase e superoxido dismutase no estbmago dos animais diabéticos encontramos uma diminuicao
em todas as enzimas nos diversos tempos e grupos estudados. Ocorreu uma diminuicdo significativa
somente na enzima catalase e glutationa transferase nos animais diabéticos com 7 e 90 dias. Tabela 7 e

figuras 16 e 17.

61



Estes resultados sao diferentes dos encontrados por De Angelis e colaboradores (2000), em que a
atividade da enzima catalase aumentou no grupo diabético. Parece que nesse estudo ocorreu um
mecanismo compensatorio produzido pelo estresse oxidativo, no qual o aumento da lipoperoxidacdo no
musculo grande dorsal dos animais diabéticos determinou também um aumento na atividade das
enzimas catalase e glutationa transferase.

Em nosso estudo, as defesas antioxidantes nos animais diabéticos aos 90 dias estavam reduzidas,
possivelmente pelo aumento na producdo do anion superdéxido, que € um radical livre. O mecanismo
proposto € de que o anion superdxido se transformaria em perdxido de hidrogénio e formaria radical
hidroxil (MENEGHINI, 1987). Como o radical hidroxil é o principal iniciador da lipoperoxidacéo,
removeria um atomo de hidrogénio de um acido graxo polinsaturado presente na membrana celular e
determinaria um aumento na lipoperoxidacédo (figura 5), a qual foi avaliada pela técnica de substancia
reativas ao acido tiobarbitarico e pela quimiluminescéncia (Tabela 6, figuras 14 e 15). Este aumento na

lipoperoxidacdo também poderia ser o responsavel pelo aumento na formacdo do 6xido nitrico (NO), o

qual determinaria um aumento no peroxinitrito (ONOO ). O mecanismo para a diminuicdo na atividade

da enzima catalase poderia ser ocasionado também pelo aumento do 6xido nitrico (HALLIWELL,
2000).

Em outro estudo avaliou-se 0 malondealdeido (MDA) plasmatico em ratos diabéticos, foram
observados niveis mais elevados que o0s encontrados no grupo-controle. Outro resultado interessante é
que ao avaliar a destruicdo da mucosa gastrica a glutationa reduzida (GSH) apresentava niveis mais
baixos. O mecanismo proposto para explicar este achado seria a pressuposi¢cdo de que a diminuigéo da
(GSH) nédo é ocasionada pela sua oxidacdo, mas em decorréncia do estresse oxidativo aumentado
(GOLDIN et. al., 1997).

Acreditamos que os resultados encontrados no nosso trabalho, no que se refere ao estbmago,
possam estar relacionados com o estresse oxidativo, pois encontramos uma diminui¢do na atividade das
enzimas antioxidantes catalase e glutationa transferase nos animais diabéticos, além de ter identificado

um aumento na lipoperoxidacao, principalmente aos 90 dias.
62



As anormalidades hepaticas que acompanham as alteracGes existentes no DM tem sido motivo
de grande curiosidade e estudo nos ultimos anos. A obesidade e as complicacdes metabdlicas parecem
ser as principais responsaveis por esse interesse.

Em estudo clinico realizado com 13 pacientes que apresentavam um quadro de DM foi possivel
demonstrar a deposicdo de colageno e fibrose pericelular presente nas células hepaticas. Esse estudo foi
realizado utilizando a microscopia eletrénica como método de avaliacdo, e quando a alteracdo mostrava-
se presente era denominada de "destruicdo das células hepaticas" (HALL, 1994).

Diversas alteracGes hepaticas podem estar associadas ao DM tipo |1, no qual podemos destacar a
esteatose, a esteatohepatite ndo alcoolica e a cirrose. A microangiopatia sinusoidal parece ser o
principal mecanismo fisiopatologico existente. A alta prevaléncia de esteatohepatite e cirrose em
pacientes com DM sugere que os portadores da DM possuem um fator de risco para desenvolver algum
tipo de doenca hepatica (HALL, 1994).

As principais alteracdes existentes sdo o deposito de glicogénio no nucleo e no citoplasma dos
hepatocitos, cirrose e fibrose perisinusoidal (GITLIN, 1997).

O estresse oxidativo apresenta um papel especifico na patogénese da fibrose e nas doencas
hepaticas. Tsukamoto e colaboradores (1993) avaliaram a peroxidacdo lipidica ocorrida no tecido
hepatico e encontraram uma correlacdo entre a lipoperoxidacdo e a fibrose.

O figado, como é um 6rgao responsavel pelo metabolismo e pela destoxificacdo de diversos
agentes agressores, surge como um importante tecido a ser avaliado no diabetes experimental.

Na tabela 8 e figuras 18 e 19, podemos demonstrar que houve um aumento significativo na
lipoperoxidacédo do tecido hepatico nos animais diabéticos de 90 dias quando comparados aos do grupo-
controle pelos testes das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico e quimiluminescéncia.

Poucos estudos existem demonstrando o efeito que o diabetes mellitus experimental determina
no tecido hepatico em relagcdo as espécies ativas de oxigénio (EAO). Goldin e colaboradores (1997)
demonstraram que houve um aumento na lipoperoxidacdo em animais diabéticos induzidos por

estreptozotocina, o qual foi determinado pelo aumento do malondealdeido (MDA) plasmatico.
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Foi visto por Gonzalez e colaboradores (2000) que o 6xido nitrico aparece como um possivel
modulador do estresse oxidativo no pancreas de animais diabéticos com inducéo de estreptozotocina. O
provavel mecanismo de acdo do Oxido nitrico é que ele age na destruicdo das células pancreaticas
produtoras de insulina, além de ser um dos causadores do estresse oxidativo.

Quando avaliamos a atividade da enzima antioxidante (GTx) no figado de ratos diabéticos
notamos que houve uma diminuicdo significativa na atividade da enzima glutationa transferase no
figado de ratos diabéticos aos 60 e 90 dias (tabela 9 e figura 20), coincidindo com o aumento da
lipoperoxidacdo aos 90 dias quando avaliamos pela técnica das substancias reativas ao &cido
tiobarbiturico e pela quimiluminescéncia. Isso pdde ser observado em nosso estudo atraves de nossos
resultados.

Essa constatacdo poderia ser explicada também pelo aumento da lipoperoxidacdo, mas a
estrutura da enzima estudada (GTx) parece colaborar para que haja uma baixa atividade no figado dos
animais diabéticos estudados.

O papel fisioldgico da enzima glutationa transferase € iniciar a destoxificacdo de potenciais
agentes alcalizantes, incluindo os componentes farmacologicamente ativos. Esta enzima apresenta em
sua estrutura um grupo sulfidril (-SH), o qual utiliza para seu substrato a glutationa reduzida (GSH).

Em estudo apresentado por Pickup & Williams (1997) utilizando o modelo experimental de
diabetes mellitus induzido por aloxano demonstrou que a neutraliza¢do do grupo sulfidril pelos radicais
livres seria 0 mecanismo responsavel pela destruicdo das células beta pancreaticas.

Hermenegildo e colaboradores (1993) estudaram a enzima glutationa peroxidase (GPx) e
verificaram que ela esta reduzida na neuropatia experimental realizada em animais diabéticos induzidos
por aloxano. No periodo de 7 a 21 dias ap0s a inducdo do diabetes a atividade da enzima mostrou uma
relacdo inversa, tendo havido o retorno da glicemia aos niveis normais.

Outros estudos também demonstraram que ha uma diminui¢do das enzimas antioxidantes no
diabetes mellitus experimental. As defesas contra os radicais livres estdo reduzidas no cérebro e no

figado de animais diabéticos, onde a glutationa esté diretamente envolvida (CAMERON et. al., 1986).
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A enzima CuzZnSOD também esta reduzida no nervo ciatico de animais diabéticos, diminuicao
esta que se relaciona com o controle da glicemia e a administracdo de insulina (CAMERON et. al.,
1989).

Segundo observacdes feitas em nossa pesquisa, parece existir uma inibicdo na atividade da
enzima glutationa transferase no figado, pois nos ratos diabéticos com 90 dias aumentou a
lipoperoxidacdo avaliada pelas duas técnicas descritas, as substancias reativas ao acido tiobarbiturico e
quimiluminescéncia e houve uma diminuicao significativa na atividade da enzima acima citada.

Uma diminuicdo nas enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD) e a glutationa
plasmatica foi encontrada quando comparados pacientes com DM tipo | com aqueles que ndo possuiam
a doenca (ELHADD et. al., 1999). Isso, de certa forma, poderia explicar a diminuicdo da enzima
catalase e da superdxido dismutase no figado dos animais diabéticos.

A disfuncédo vascular tem sido motivo de muitos estudos em modelos animais (um dos modelos
mais utilizados é o diabético induzido por estreptozotocina). O efeito da hiperglicemia na
microvasculatura tem sido encontrado em 4 a 12 semanas de indu¢do da doenca. Os niveis aumentado
de acucar encontrado no DM podem levar a alteracdes nas células endoteliais e participar do estresse
oxidativo, determinando assim uma alteracdo no fluxo sanguineo (PACKER et. al., 2000)

Os resultados de nossas analises indicam um aumento significativo do fluxo medido na artéria
mesentérica superior nos animais diabéticos de 90 dias quando comparados com os do grupo-controle,
permanecendo inalterado nos outros tempos estudados. Tabela 10 e figura 21. Esse mecanismo parece
estar relacionado com o aumento no estresse oxidativo e na hiperglicemia apresentada nos animais
diabéticos com 90 dias de inducéo.

Marroni (1994), encontrou alteracdo no fluxo sangliineo para a regido da mucosa gastrica em
ratos anémicos, 0 que nos leva a acreditar que o sistema gastrintestinal é passivel de mudancas

sanglineas frente a diferentes situacGes experimentais.
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A hiperglicemia ativa a sintese do oxido nitrico. 1sso determina uma vasodilatacdo local e causa
uma hiperemia (WILLIANSON et. al., 1993). Quando ha formacdo aumentada do 6xido nitrico, ele
pode se transformar em peroxinitrito e causar alteracdo vascular.

Um dos efeitos do peroxinitrito € que ele pode acelerar a oxidacdo de lipoproteinas de baixa
densidade e ativar as metaloproteinases. Isso sugere que a geracdo das EAO induzidas pela
hiperglicemia é uma das maiores causas da transformacdo do endotélio em agentes pré-inflamatorios e
no estado trombogénico observado no DM. A ativacdo ou disfuncdo endotelial é a base para o
surgimento da aterosclerose e o desenvolvimento de diversas complicaces vasculares existentes no DM
e pode contribuir para o estabelecimento de placas ateroscleroticas presentes no infarto do miocardio ou
na angina pectoris (FALK et. al., 1995).

A ativacdo das células endoteliais vasculares pelo aumento da hiperglicemia ou pelos produtos
da glicolizacdo avancada, expressa em suas superficies as moléculas de adesdo celular -cell adhesion
molecules- (CAMs), as quais sdo estimuladas pelas citoquinas, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucinas-1. As moléculas de adesdo celular sdo os marcadores da interacdo entre as células de
defesa e as células do endotélio, pois essa ligacdo facilita a migracdo dos glébulos brancos pelo espaco
subendotelial (SMITH et.al., 1989).

O mecanismo da disfuncdo endotelial em pacientes diabéticos ndo estd muito clara, mas a
geracdo do estresse oxidativo tem sido indicada como um dos fatores responsaveis (ELHADD et. al.,
1999).

Dessa maneira, pelos dados obtidos neste trabalho € possivel pensar que o estresse oxidativo
produzido seja o responsavel pelo aumento do fluxo sangiineo na artéria mesentérica superior,
contribuindo também para o aumento na lipoperoxidacgdo e diminui¢do das enzimas antioxidantes. Além
disso, supbe-se que tempo de instalacdo do diabetes mellitus também pode influir no metabolismo
gastrintestinal neste modelo experimental. Além disso, supbe-se que o tempo de instalacdo do diabetes

mellitus pode influir no metabolismo gastrintestinal neste modelo experimental
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6- CONCLUSOES

Os animais diabéticos, no momento do sacrificio, apresentaram uma diminuigdo significativa no

peso corporal ao serem comparados ao grupo-controle.

Houve um aumento progressivo da glicemia nos animais diabéticos quando comparados aos valores

apresentado pelo grupo-controle, sendo estatisticamente significativo em todos os tempos estudados.

Os animais diabéticos mostraram um aumento na peroxidacéo lipidica no estdbmago e no figado,

apresentando uma diferenca significativa aos 90 dias de inducéo.

As enzimas antioxidantes catalase (CAT) e glutationa transferase (GTx) apresentaram diminuicdo

significativa na sua atividade no estbmago dos animais diabéticos aos 90 dias.
As enzimas antioxidantes catalase e superoxido dismutase (SOD) apresentaram diminui¢do na sua
atividade no figado dos animais diabéticos nos diversos tempos estudados, mas houve diferenca

significativa somente na atividade da enzima glutationa transferase aos 90 dias de diabetes.

O fluxo sangiiineo medido na artéria mesentérica superior dos animais diabéticos aumentou

significativamente aos 90 dias e permaneceu inalterado nos outros tempos estudados.
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