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INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é considerado um dos mais importantes
problemas de saude publica mundial, atingindo paises de todos os
niveis de desenvolvimento e pessoas de todas as classes sociais
(DAVIDSON, 2001; DAGOGO - JACK, 2006; FAGOT — CAMPAGNA et al.,
2005; GENUTH et al., 2003; HU et al., 2001; KIM et al., 20006).

Nos Estados Unidos, estima-se que a doenca atinja cerca de 23,6
milhées de pessoas, correspondendo a 7,8% da populacdo americana.
Destas, 17,9 milhoes de pessoas tem o diagnodstico de diabetes
confirmado, sendo que 5,7 milhdes desconhecem a sua condicdo de
doente. Outras 57 milhoes de pessoas sao classificadas como pré-
diabéticas, sendo estimada uma incidéncia de 1,6 milhées de novos
casos todos os anos, em pessoas acima dos 20 anos de idade. Naquele
pais, sao gastos quase 174 bilhoes de dolares anualmente com o
tratamento da doenca e suas complicacoes; destes 116 bilhdes sao
gastos com medicamentos e 58 bilhdes no custeio de despesas
relacionadas ao 6nus social do diabetes vinculado a perda do trabalho,
morte prematura e deficiéncia. (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
1998; VARAS-LORENZO et al.,, 2006; AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2007).

O DM também acompanha-se de altos indices de morbidade e
mortalidade, sendo a 7% causa associada de morte registrada nos
Estados Unidos, em 2006. Entre as complicacoes determinadas pelo
diabetes, a doenca cardiaca foi observada em 68% dos casos de morte
relacionadas ao diabetes, entre pessoas com idade igual ou superior a
65 anos. O risco de sofrer um derrame cerebral foi 2 a 4 vezes maior em
pessoas portadoras de diabetes, naquele pais, quando comparado as
pessoas nao-diabéticas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2007)

O diabetes também € a principal causa de cegueira, entre adultos
com idade compreendida entre 20 e 74 anos. Entre as lesdes oculares
determinadas pela doenca, a retinopatia € responsavel por 12.000 a

24.000 novos casos de cegueira, nos E.UA., a cada ano. Dados de 2005,
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revelam que a nefropatia diabética foi responsavel por 44% dos novos
casos de faléncia renal, sendo que 46.739 pessoas diabéticas iniciaram
o tratamento de hemodialise nos E.U.A. e Porto Rico. Naquele ano,
aproximadamente 180.000 pacientes diabéticos, com insuficiéncia renal
cronica, estavam vivendo sob regime de dialise ou haviam recebido um
enxerto renal nestes paises. Cerca de 60 a 70% das pessoas com
diabetes tém algum dano do sistema nervoso periférico. Mais de 60%
das amputagoes nao traumaticas de membros inferiores ocorrem em
pessoas portadoras de diabetes (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2007).

Em nosso pais, a situacdo nao é muito diferente, pois o
diabetes desempenha papel de fundamental importancia nos elevados
indices de morbidade e mortalidade nacionais. No Brasil, segundo o
ultimo Censo Brasileiro de Diabetes, realizado entre 1986 e 1989, a
doenca atingia cerca de 7,6% da populacao, na faixa etaria dos 30 aos
69 anos. Destes, observou-se que 50% desconhecia completamente a
sua condicdo de doente, sendo provavelmente identificados através de
uma complicacao da doenca (MALERBI & FRANCO, 1992; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2010).

Estudos conduzidos pelo National Center for Health Statistics,
USA, mostraram que, no periodo entre 1990 e 2005, a prevaléncia total
de diabetes aumentou dramaticamente na velocidade de 4,6% ao ano
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2008).
Aplicando-se essa taxa de crescimento na prevaléncia de diabetes
observada no ultimo censo brasileiro, chegariamos, hoje, a uma
prevaléncia estimada de pacientes diabéticos, no Brasil, de 14,9%, para
a faixa etaria dos 30 aos 69 anos, o que equivaleria a um aumento de
nada menos que 96,3%.

Dados do IBGE, porém, estimaram, em 2007, uma prevaléncia
total de diabetes no Brasil de 5,9% da populacao, o que significaria,
hoje, uma estimativa de 11 milhdes de pacientes diabéticos no pais

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2010).
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Dados do Ministério da Saude do Brasil, de levantamentos
regionais e de registros de associacoes de pacientes diabéticos (BRASIL,
1988; 2006; FRANCO et al., 1988; SILVESTRE, 1997; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2000) revelam que o diabetes € a 6* causa
de internacdo hospitalar, contribuindo de forma significativa na génese
de outras causas de internacdo, como: cardiopatia isquémica,
insuficiéncia cardiaca, hipertensdo arterial, acidente vascular cerebral,
insuficiéncia renal cronica, neuropatia periférica incapacitante, doenca
vascular periférica e retinopatia diabética. Estima-se que 30% dos
pacientes internados em unidades coronarianas e 26% dos individuos
que ingressam em programas de dialise no pais sao diabéticos
(MALERBI & FRANCO, 1992; SILVESTRE, 1997).

Em que pese a importancia do DM na elevacdo dos indices de
morbidade e mortalidade mundiais, os mecanismos primariamente
responsaveis pela agressao dos tecidos e 6rgaos pela doenca, ainda sdo
bastante discutiveis. Esta lacuna no conhecimento vem explicar a
incapacidade de os pesquisadores encontrarem um tratamento eficaz
para prevenir e/ou controlar a progressdo da lesdo diabética cronica
praticamente sobre todos os 6rgaos da economia animal (DE OLIVEIRA
& MILECH, 2004).

Infelizmente, inimeras pesquisas tém confirmado que o controle
eficaz da glicose sanguinea, com o uso de dieta, insulina ou
administracdo de hipoglicemiantes orais, ndo é suficientemente capaz
de controlar as lesdes diabéticas cronicas, no longo prazo (VIBERTI et
al.,1983; DANDONA et al., 1985; THE DCCT RESEARCH GROUP,
1988). O mesmo pode ser dito para os sistemas implantaveis de
administracdo de insulina (TAMBORLANE & PRESS, 1984; CANNY et
al., 1985), e também para o transplante de ilhotas de Langerhans e o
transplante de pancreas, que embora com boas perspectivas no
tratamento do diabetes, ainda continuam restritos a um grupo
selecionado de pacientes, estando associados a riscos de complicacoes

metabolicas e aos inconvenientes advindos da cirurgia e da
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imunossupressao cronica (RYAN et al.,, 2001; GRUESSNER &
SUTHERLAND, 2005).

Este viés no tratamento do diabetes da sustentacdo a hipotese de
que a normalizacao da hiperglicemia talvez possa ser apenas uma das
etapas metabéblicas a serem controladas na doenca. Este fato, porém,
suscita a necessidade de se realizar novas pesquisas, em busca de
conhecimentos capazes de embasar estratégias terapéuticas mais
eficazes para o controle desta terrivel moléstia e suas complicacoes.

Neste sentido, estudos de NERUP et al., 1994 e relatos do THE
EXPERT COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND CLASSIFICATION OF
DIABETES MELLITUS, 2003, tém sugerido que a base inicial das
anormalidades do metabolismo dos carboidratos, lipidios e proteinas no
diabetes € a acao inadequada da insulina, ao nivel dos tecidos alvos
atingidos pela doenca, em decorréncia da resisténcia a acao deste
hormonio e/ou de sua secrecao deficiente pelo pancreas, que resultam
na hiperglicemia.

Todavia, ainda que a hiperglicemia cronica seja a alteracao
invariavelmente presente nesses pacientes, € provavel que este distarbio
represente, apenas, a etapa inicial de uma complexa cascata de eventos
que conduz as anormalidades metabodlicas e as lesdes cronicas do
diabetes.

Revisoes recentes da literatura tém apontado o estresse oxidativo
celular como um dos mecanismos de suma importancia na génese do
dano tecidual relacionado a hiperglicemia. Através deste mecanismo, o
diabetes seria capaz de aumentar a producdo de radicais livres, ou
espécies reativas do oxigénio (EROs), ao nivel celular, as quais, pela sua
toxicidade, seriam capazes de iniciar ou promover o desenvolvimento
das lesdes diabéticas cronicas sobre os vasos, retina, rins, figado,
pulmoes, nervos e tecidos do hospedeiro diabético, caso as defesas
antioxidantes do organismo nao fossem capazes de bloquear a acao
nociva destas substancias (BLOCH-DAMI et al., 2005; DAVI et al.,
2005; KANETO et al., 2006; KHAN et al., 2006).
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Sabe-se que cerca de 2 a 5% do oxigénio absorvido pelo organismo
para produzir energia nao sao utilizados, sofrendo reducao tetravalente
e gerando as EROs.

Esses compostos, entretanto, sao altamente instaveis, e muito
reativos com os componentes celulares, podendo também se ligar a
outros radicais, ou iniciar a oxidacado de acidos graxos poliinsaturados,
presentes nas membranas e organelas celulares.

Todos os componentes celulares sao suscetiveis a acdo das EROs,
mas a membrana celular € uma das estruturas preferenciais da
agressdo destas substancias, e portanto, mais facilmente atingida pela
peroxidacao lipidica ou liperoxidacao.

O ataque das EROs a membrana celular resulta em alteracdes na
sua estrutura e permeabilidade, com consequiente perda da seletividade
na troca ionica. Também ocorre liberacdo do contetido das organelas
celulares, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, com formacao
de produtos toxicos, como os hidroperéoxidos lipidicos e o
malondialdeido, resultando na morte celular.

Por outro lado, organismos saudaveis apresentam mecanismos
adequados de defesa antioxidante, impedindo a acao toxica das EROs
sobre as células. Entretanto, na producdo excessiva de radicais livres
ou EROs, ou na reducao das defesas antioxidantes, o equilibrio
bioquimico das células é alterado, havendo uma maior concentracao de
EROs em relacdo as defesas antioxidantes, o que vem a ser o estresse
oxidativo celular (BLOKHINA et al., 2003; VAZIRI, 2004; COSKUN et al.,
2005; MARQUES, 2005).

As lesoes celulares provocadas pela toxicidade do oxigénio e seus
produtos tém despertado o interesse de inumeros pesquisadores, pois
estdo diretamente associadas a diversos processos fisiopatologicos,
como: o favorecimento ao aparecimento de mutacoes cromossomicas, o
envelhecimento, o cancer, a inflamacao, a arteriosclerose, a sindrome
demencial, e particularmente, o diabetes.

No entanto, ha razoaveis evidéncias na literatura para afirmar que

o estresse oxidativo celular também nao é o Ginico mecanismo capaz de
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desencadear as lesdes diabéticas cronicas, haja vista o papel nocivo de
outras substancias produzidas no organismo diabético, como os
produtos avancados da glicacao protéica (TAN et al., 2007) e a ativacao
das vias moleculares dos canais de calcio, do poliol e da proteina C
quinase (KHAN et al., 2006) todos, provavelmente, com acdes
fisiopatologicas interligadas.

Estes fatos vém explicar, hoje, a existéncia de inumeras vertentes
de pesquisas clinicas e experimentais sobre o diabetes, as quais
demandam uma grande quantidade de hipéteses discutiveis e
conflitantes, ainda a serem testadas.

De nosso interesse esta a correlacdo existente entre a lesao
hepatica determinada pelo DM, particularmente a doenca gordurosa do
figado, de etiologia nao alcodlica, e o possivel papel das EROs sobre a
génese das complicacdes hepaticas decorrentes desta patologia, tendo
como objeto de estudo modelos-animais de diabetes.

Evidéncias clinicas e experimentais sugerem que o figado, a
exemplo dos demais orgaos, também pode ser comprometido pelo DM,
no longo prazo (HARRISON & DIEHI, 2002; LI et al, 2002; ADAMS &
ANGULO, 2005; LECLERCQ et al., 2007; YEAH & BRUNT, 2007;
EVELSON et al., 2005; PORTINCASA et al., 2005).

O comprometimento do figado pelo diabetes & conhecido pela
designacao de doenca hepatica gordurosa, de etiologia nao-alcodlica
(DGFNA), que histologicamente nado pode ser distinguida da esteatose
hepatica induzida pelo alcool (HARRISON & DIEHI, 2002).

A DGFNA esta presente em até 24% da populacao mundial,
atingindo aproximadamente 5% da populacao americana
(McCULLOUGH, 2002). Afeta primordialmente pacientes com fatores de
riscos metabodlicos, tais como a obesidade, o diabetes, a dislipidemia
e/ou os portadores da sindrome metabdlica (CLARK, 2006). Estima-se,
hoje, que entre 25 a 75% dos pacientes obesos e portadores de DM do
tipo 2 sao acometidos pela DGFNA (McCULLOUGH, 2002).

A DGFNA caracteriza-se por ser um sindrome-clinico-patolégico

com amplo espectro de manifestacoes histolégicas, que pode assumir
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desde um curso clinico benigno, até formas mais graves de doenca
hepatica cronica, como a esteato-hepatite ndo alcodlica, a cirrose
hepatica e, eventualmente, o carcinoma do figado (CLARK, 2006; YEAH
& BRUNT, 2007).

Embora a DGFNA seja uma entidade bastante reconhecida, nao
estao claramente definidos, ainda, os seus reais mecanismos
fisiopatologicos. Primariamente, porém, esta doenca tem sido
considerada uma manifestacdo hepatica da sindrome de resisténcia a
insulina, a qual altera o metabolismo dos acidos graxos resultando no
acumulo de gordura no figado. Esta alteracao, por sua vez, exacerba a
insulino-resisténcia hepatica, piorando o aproveitamento da glicose por
este 6rgao (ADAMS & ANGULO, 20053).

Estudos clinicos e experimentais recentes sugerem que uma vez
estabelecida a DGFNA no diabetes, o figado ja comprometido poderia
sofrer a acdo das EROs e ter o agravamento do dano hepatocelular, com
inflamacao e progressdao para esteato-hepatite e cirrose (ALVAREZ-
MARTINEZ et al., 2004; FRAENKEL et al., 2004; EVELSON et al., 2005;
ANDICAN & BURCAK, 2005; EVANS, 2007; CALAMITA & PORTINCASA,
2007; DUVNJAK et al., 2007).

Por outro lado, ainda é controverso na literatura se o estresse
oxidativo do tecido hepatico, observado frequentemente em modelos
experimentais de diabetes, € a causa ou a conseqiiéncia das alteracoes
histopatolégicas observadas no figado destes animais. Também sao
escassos os estudos de longo prazo onde o estresse oxidativo tenha sido
investigado neste 6rgdao e em outros tecidos, havendo também duvidas,
se o estresse oxidativo atua como agente indutor e/ou promotor da
lesao hepatocelular (LI et al., 2002; RAHIMI et al., 2005). Estas
premissas evidenciam a necessidade de novas investigacdes sobre o
assunto, no intuito de melhor esclarecer os mecanismos fisiopatologicos
implicados na génese da DGFNA, com vistas a sua prevencao e

tratamento mais eficazes.
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OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

1 - Caracterizar as alteracoes clinicas e laboratoriais de ratos diabéticos

induzidos pela administracdo endovenosa de aloxana;

2 — Avaliar as potencialidades deste modelo-animal de Diabetes Mellitus
para produzir estresse oxidativo das células hepaticas, visando a
estabelecer, em estudo futuro, uma correlacdo entre as alteracoes
observadas e as eventuais lesdes histopatolégicas encontradas, no longo

prazo, no figado destes animais;
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MATERIAL E METODOS

1. Animais utilizados

Neste estudo foram utilizados ratos machos, adultos, da linhagem
Lewis, pesando em torno de 250g, com aproximadamente trés meses de
idade, fornecidos pelo Biotério Central do Campus da UNESP de
Botucatu. Durante o experimento os animais foram mantidos no
biotério do Laboratério de Cirurgia Experimental do Departamento de
Cirurgia e Ortopedia, da Faculdade de Medicina de Botucatu. Este
trabalho, cujo protocolo de n° 687, foi aprovado pela Comissido de Etica
em Experimentacdo Animal, da Faculdade de Medicina de Botucatu —

UNESP, em 25 de setembro de 2008.

2. Ambiente de experimentacao, profilaxia e tratamento de

infeccoes

Os animais foram acondicionados em caixas de poliuretano,
forradas com palha autoclavada, em grupos de 4 ratos por caixa,
colocadas em ambiente climatizado a 25° C, com exaustao e foto-
periodos artificiais claro/escuro de 12 horas, sendo alimentados com
racao balanceada padrao para roedores, recebendo agua ad libidum. O
controle de insetos foi feito utilizando dispositivos foto-eletronicos.

Na semana que antecedeu a inducdo do diabetes experimental, os
animais foram vermifugados com mebendazol (Abbott — Cifarma, Sao
Paulo - SP), administrado por via oral, adicionado a agua de beber e
tratados profilaticamente de pediculose, e fipronil/metoprene (Merial
Satde Animal Ltda., Paulinia -SP), respectivamente, por via oral,
adicionado a agua de beber e colocado na superficie da pele. Na
evidéncia de sinais clinicos de piodermite e/ou pneumonia, os animais
foram tratados, respectivamente, com cuidados locais das lesées com
solucao degermante de digluconato de clorohexedina (NeoQuimica, Sao

Paulo — SP) e administracao de cloridrato de tetraciclina, na dose de
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100mg/kg (Bristol — M — Squibb, Sao Paulo — SP) colocada na agua de
beber, durante 7-10 dias.

3. Grupos experimentais

Do lote inicial de animais oriundos do biotério foram sorteados
dois grupos de ratos; o primeiro, destinado aos animais que
permaneceram como controles (normais nao-diabéticos) e o segundo,
aos animais que foram submetidos a inducédo do diabetes experimental
(animais diabéticos). Decorridos 14 dias apds a inducdo do diabetes ou
de seguimento normal, os animais foram distribuidos em 2 grupos

experimentais, assim designados:

GN - Grupo Controle: constituido de 30 ratos normais, ndo-diabéticos;
GD . Grupo Diabético: constituido de 30 ratos diabéticos induzidos pela
administracdo endovenosa de aloxana, sem qualquer tratamento da
doenca;

Obitos ocorridos pés-inducdo do diabetes e no seguimento tardio
foram repostos, de modo a ndo comprometer o numero final de ratos

estudados.

4. Momentos de avaliacao e sacrificio

Cada um dos grupos experimentais foi dividido em 3 subgrupos de
ratos, com 10 animais cada um, para serem avaliados e sacrificados,

respectivamente, em 4 momentos do experimento, a saber:

M: - animais dos 3 subgrupos, no momento inicial do experimento
(14° dia), para obtencao apenas de parametros clinicos e laboratoriais.

M — animais sacrificados com 1 més de seguimento normal ou com
diabetes;

M3 — animais sacrificados com 3 meses de seguimento normal ou

com diabetes;
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M4 — animais sacrificados com 6 meses de seguimento normal ou

com diabetes.

5. Parametros analisados

No presente estudo foram avaliados os seguintes parametros:
Clinicos: estado geral, atividade fisica e controles do peso corporal (g),
ingestdo hidrica (ml/24h), ingestdao alimentar (g/12h) e diurese
(ml/24h);

Laboratoriais: dosagens de glicose sangliinea, glicose urinaria
hemoglobina glicosilada e insulina plasmatica;

Marcadores bioquimicos do estresse oxidativo: dosagens no tecido

hepatico da concentracdo de hidroperoxidos lipidicos (HPO) e da
atividade das enzimas antioxidantes: superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px);

Exame anatomopatologico:

Macroscopia: necropsia com exame de todos os 6rgaos abdominais e
toracicos, com énfase as complicacoes infecciosas da pele e tegumento,

dos pulmoes, da cavidade peritoneal e de outros 6rgaos;

6. Técnicas utilizadas

6.1. Anestesia e sacrificio

O sacrificio dos animais foi realizado sob efeito de anestesia geral,
utilizando ketamina, na dose de 100 mg/Kg de peso corporal
(Rhobifarma Ind. Farmacéutica Ltda, Hortolandia — SP), associada a
xilazina, na dose de 50 mg/Kg de peso (Rhobifarma Ind. Farmacéutica
Ltda, Hortolandia — SP), administradas por via IM. A eutanasia foi feita

por hipovolemia e seccao da veia cava infradiafragmatica.
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6.2. Método de inducao do diabetes experimental

O diabetes foi induzido pela administracado de aloxana (5,6
dioxiuracil monohidrato — Sigma Co, USA), por via endovenosa, na dose
Unica de 42mg/kg de peso corporal, utilizando uma das veias da cauda
do animal, apos jejum de 12 horas. O diabetes foi confirmado em duas
avaliacdes consecutivas, realizadas com 7 e 14 dias apos a inducéo,
tendo por base a observacdo de parametros clinicos de diabetes grave
(poliurria, polidpsia e polifagia) e a determinacdo da quantidade de
glicose no sangue e na urina destes animais.

Neste experimento somente foram utilizados ratos com glicosuria
+++ e com glicemia >200mg/dl, determinadas no periodo inicial por

fitas reagentes e hemoglicoteste (HGT), respectivamente.

6.3. Metodologia utilizada na obtencao de parametros clinicos e

laboratoriais em gaiolas metabélicas

No inicio do experimento (14° dia apos a inducao do diabetes ou de
seguimento nos animais normais) e, no dia anterior, a cada um dos
momentos definidos para o sacrificio (1, 3 e 6 meses), os animais foram
colocados em gaiolas metabdlicas individuais, durante um periodo de
24 horas, sendo oferecida, ao final da tarde, quantidade padronizada de
racao e agua. Ao término de um periodo noturno de 12 horas a racao
consumida foi registrada (ingestao alimentar em g/12h) e ao término de
24 horas, foram registrados: o volume de agua ingerido (ingestao hidrica
em ml/24h), a quantidade de urina coletada (diurese em ml/24h) e o
peso corporal (g). Um volume de 10 ml da wurina coletada foi
armazenado para a dosagem de glicose urinaria de 24h.

Para obtencdo dos parametros laboratoriais iniciais, os animais
ficaram de jejum por 12h noturnas, sendo o sangue coletado por seccao
da cauda. Para tanto, os mesmos foram colocados em uma caixa com
luzes incandescentes, por um periodo de 10 minutos, visando aquecé-

los e promover a vasodilatacdo da cauda. A seguir, a cauda foi
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seccionada em sua extremidade distal, sendo obtidos, por gotejamento,
1,5 ml de sangue para as dosagens bioquimicas. A seguir, a
extremidade da cauda seccionada foi amarrada com fio de algodao 2-0,
com finalidade hemostatica. A coleta de sangue nos demais momentos
de avaliacdo do experimento foi feita durante o sacrificio dos animais,
por puncao cardiaca, com o térax aberto. A Fig. 1 ilustra a metodologia

utilizada na coleta de parametros clinicos e laboratoriais em gaiolas

metabodlicas.

Figura 1 - [lustracdo da metodologia utilizada na coleta das variaveis clinicas
e laboratoriais estudadas: A) animal em gaiola metabdlica para obtencao dos
dados clinicos; B) processo de aquecimento dos animais para coleta de
sangue da cauda; C) contencdo do animal e exposicao da cauda; D) coleta de
sangue por seccao da cauda para realizacdo dos exames bioquimicos no

seguimento.
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6.4. Exames laboratoriais

As dosagens de glicose sangliinea e urinaria foram realizadas pelo
método enzimatico da Johnson & Johnson, para utilizacdo em
equipamento Vitro. A glicosuria e cetonuria foram quantificadas através
de fitas reagentes (Gluketur test), o hemoglucoteste por dispositivo
digital (Accur — Check - Roche), a hemoglobina glicosilada (HbA1C) pelo
perfil eletroforético da hemoglobina, utilizando kits da marca Sebia, e a
insulina plasmatica por radioimunoensaio, pela técnica do duplo
anticorpo em fase solica (COAT-A-COAT INSULIN), utilizando kits da
DPC -MedLab., Sao Paulo).

6.5. Avaliacao dos marcadores bioquimicos do estresse oxidativo

hepatocelular

Para o estudo do estresse oxidativo hepatocelular, os figados de
todos os animais de ambos os grupos experimentais foram retirados e
pesados, tendo sido obtidos fragmentos representativos de todos os
lobos hepaticos. A seguir, os fragmentos foram cortados com lamina de
barbear sobre uma placa de cera rosa de parafina, em fragmentos
longitudinais menores com S5 mm de comprimento por 3mm de
espessura. Parte destes fragmentos foi colocada em tubos de Ependorff
e congelada a -80°C para a medida da concentracdo de radicais
oxidantes HPO e a atividade das enzimas anticoxidantes SOD, CAT e
GSH-Px. Outra parte foi colocada em frascos contendo formol
tamponado a 10% ou glutaraldeido a 2,5% e encaminhada para os
laboratérios de anatomia patologica e microscopia eletronica, para
estudo histopatolégico e ultraestrutural do figado, a ser realizado em
projeto futuro, em continuidade ao trabalho ora apresentado.
Apbs haver sido completada a coleta de amostras do figado de
todos os animais sacrificados com 1, 3 e 6 meses de seguimento, os
fragmentos ultra-congelados deste o6rgao foram resfriados em cuba de

isopor, com gelo picado, a 4°C. Posteriormente, o tecido hepatico de
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cada animal foi homogeneizado em Potter Elvehjem, com pistilo de
teflon, com 4 ml de tampao HEPES (20 mM e pH 7,2), contendo 1mM de
EGTA, 210 mM de manitol e 70 mM de sacarose. Os homogeneizados
foram centrifugados a 3000rpm, por S5 minutos, em centrifuga
refrigerada a -4°C (PEREIRA et al., 1998). O sobrenadante foi utilizado
para a determinacdo da concentracdo e atividade das enzimas de
interesse neste estudo. As leituras foram realizadas no
espectrofotometro para microplacas SpectraMAX (modelo 190). Todos os
reagentes utilizados para a determinacdo dos parametros anteriores
foram fabricados pela Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI,
USA).

6.5.1. Determinacao da concentracao de hidroperodxidos lipidicos
(HPO)

O método utilizado para a quantificacao de HPO consistiu,
inicialmente, no tratamento do tecido hepatico com cloroférmio, a fim
de eliminar qualquer interferéncia causada por ions férricos endogenos
ou por peroxido de hidrogénio. Através deste método os hidroperoxidos
presentes na amostra devem reagir com ions ferrosos (Fe2*) produzindo
ions férricos (Fed*). Apos a adicao de um cromoégeno, os ions férricos
formados foram medidos pelo espectrofotometro a S00nm (MIHALJEVIC
et al., 1996).

6.5.2. Determinacao da atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD total foi determinada com base na
capacidade de a enzima inibir a reducdo do NBT (nitrobluetetrazélio)
por radicais livres gerados pela xantina oxidase em meio alcalino. Neste
processo, a xantina oxidase gera fluxo de (O27) do NBT em temperatura
ambiente. A atividade da SOD, expressa em unidade (U) da enzima por

mililitro (ml), foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
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exibir 50% da dismutacdo do radical superéoxido (O2’), medida através

de leitura espectrofotométrica a 450nm (MAIER & CHAN, 2002).

6.5.3. Determinacao da atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada com base na capacidade de a
enzima reagir com o metanol, na presenca de peroxido de hidrogénio. O
formaldeido produzido foi medido a 540nm, apés adicdo do cromoégeno

Purpald (JOHANSSON & BORG, 1988).

6.5.4. Determinacao da atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px)

A atividade da GSH-Px foi medida através da oxidacao da
glutationa em presenca de cumene hidroperéxido. A glutationa
oxidada (GSSG) formada através da GSH-Px foi convertida em
glutationa reduzida (GSH), na presenca de glutationa redutase (GR) e
NADPH + H*. Uma unidade da enzima (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para oxidar lumol de GSH por
minuto, que corresponde a 0,5 umol de NADPH + H* oxidado por

minuto, com absorbancia a 340nm (URSINI et al., 1985).

6.6. Exame anatomopatologico

Durante a necropsia foram avaliadas todas as alteracoes
macroscopicas determinadas pelo diabetes, no longo prazo, tais como:
debilidade muscular, caquexia, presenca de infeccoes, catarata ocular e

neuropatia autonémica do colon.

7. Analise estatistica

O estudo das variaveis clinicas (peso corporal, ingestao hidrica,

ingestdo alimentar e diurese), laboratoriais (glicose sangliinea, glicose

urinaria, hemoglobina glicosilada e insulina plasmatica), dos
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marcadores bioquimicos do estresse oxidativo hepatocelular (HPO, SOD,
CAT e GSH-Px), segundo os 2 grupos experimentais e 3 ou 4 momentos
de avaliacao (inicial e nos sacrificios), foi realizado através da analise de
varidncia para o esquema fatorial 2x3 ou 2x4, no delineamento
inteiramente casualizado, complementado com o teste de comparacoes
multiplas de Tukey (MONTGOMERY, 1991), ou pela analise nao-
paramétrica de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, para as variaveis que
tiveram resultados com distribuicao heterogénea.

Todas as discussoes estatisticas do estudo foram realizadas no

nivel de significancia de 5% ou P<0,05.
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RESULTADOS

1. Achados clinicos e laboratoriais

Ratos controles (GN) apresentaram parametros clinicos e
laboratoriais compativeis com o observado para a espécie e idade, em
todos os periodos avaliados, com 1, 3 e 6 meses de seguimento. Nao
houve 6bitos neste grupo.

Em contraste, ratos diabéticos, sem qualquer tipo de tratamento
(GD) evoluiram com progressiva perda de peso corporal (Fig. 2) e
aumento significante da ingestao hidrica, ingestao alimentar e diurese,
quando comparado com os animais do GN (P<0,01). Neste grupo, os
animais diabéticos também apresentaram aumento significante da
glicose sangliinea, glicose urinaria e da porcentagem de hemoglobina
glicosilada (HbA:C), com niveis significantemente mais baixos de
insulina plasmatica em relacao aos ratos controles (P<0,01).

O indice de mortalidade também foi extremamente elevado nos
animais que receberam aloxana. Do lote inicial de animais tratados com
esta droga, aproximadamente 37,5% dos ratos morreram nos primeiros
14 dias apos a inducao do diabetes, em decorréncia de alteracoes
metabolicas e/ou, pela acao toxica da droga. Cerca de 20% dos animais
que receberam aloxana foram refratarios a droga, nao tendo
desenvolvido diabetes, ou a apresentaram na forma leve ou moderada,
tendo sido excluidos do estudo.

Dos 30 animais colocados em seguimento no GD,
aproximadamente 16,7% (S animais) morreram no seguimento tardio

até 6 meses, devido a desnutricao e/ou infeccao pulmonar.
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As tabelas numeradas de 1 a 8 e as figuras numeradas de 3 a 10
demonstram os achados clinicos e laboratoriais obtidos em ambos os

grupos experimentais, com 1, 3 e 6 meses de seguimento.

Figura 2 - [lustracao comparativa do estado nutricional de um rato
diabético (A) e de um rato normal (B) sacrificados com 6 meses de

seguimento.



40

Tabela 1 — Médias + desvios-padrao da evolucao do peso corporal (g) em

animais dos 2 grupos experimentais, nos respectivos periodos de

seguimento.
Seguimento
Grupos
Inicio (14d) 1M 3M 6M
GN 250,5+ 10,3 320,6 £ 15,6 436,4 + 30,0 532,0 £47,3
GD 265,4 + 8,4 270,3 + 10,5*  296,5+ 18,6*  310,3 + 20,8*

*GN = GD (inicio); GN > GD para P<0,01, com 1, 3 e 6 meses de seguimento

Evolucao do peso corporal (g)
600 - OGN

m GD

500 A

400 -

300 -

200 -

100 A

Inicio(14d) 1M 3M 6M

Seguimento

Figura 3 - Evolucdo do peso corporal (g em animais dos 2 grupos

experimentais, ao longo do seguimento.
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Tabela 2 - Médias = desvios-padrao da ingestado hidrica (ml/24h) em

animais dos 2 grupos experimentais, nos respectivos periodos de

seguimento.
Seguimento
Grupos
Inicio (14d) 1M 3M 6M
GN 50,4 + 17,5 50,0 + 8,1 45,6+ 13,2 52,4 + 12,0
GD 112,2 £+ 32,0 136,4 £ 12,4* 128,5+* 10,8* 140,6 = 15,6*

*GN < GD (inicio); GN < GD para P<0,01, com 1, 3 e 6 meses de seguimento

Ingestao hidrica (ml/24h)

OGN
m GD

160 -

140 4

120 -

100 4

80

60

——

40 -

20 -

Inicio(14d) 1M 3M 6M

Seguimento

Figura 4 - Evolucado da ingestao hidrica (ml/24h) em animais dos 2

grupos experimentais, ao longo do seguimento.
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Tabela 3 - Médias * desvios-padrao da ingestdo alimentar (g/12h) em

animais dos 2 grupos experimentais, nos respectivos periodos de

seguimento.
Seguimento
Grupos
Inicio (14d) 1M 3M 6M
GN 20,6 £ 5,0 23,0+ 5,8 23,5+ 7,2 22,5+ 4,0
GD 35,0 £ 7,4* 32,8 £ 6,0* 32,0 £ 5,4* 30,0 + 4,2*
*GN < GD (inicio); GN < GD para P<0,05, com 1, 3 e 6 meses de seguimento

45

40

35

30

25

20

15

10

Ingestao alimentar (g/12h)

OGN

B GD

Inicio(14d) 1M 3M 6M

Seguimento

Figura 5 - Evolucao da ingestdo alimentar (g/12h) em animais dos 2

grupos experimentais, ao longo do seguimento.
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Tabela 4 — Médias * desvios-padrao da diurese (ml/24h) em animais

dos 2 grupos experimentais, nos respectivos periodos de seguimento.

Seguimento
Grupos
Inicio (14d) 1M 3M 6M
GN 8,0+ 1,8 10,2 £+ 2,5 8,8+ 3,2 10,5+ 2,5
GD 110,6 + 36,5* 146,6 £ 32,8* 125,0 £ 30,3* 138,4 + 28,8*

* GN < GD (inicio); GN < GD para P<0,01, com 1, 3 e 6 meses de seguimento

Diurese (ml/24h

180 - @ GN
160 - mGD

140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

Inicio(14d) 1M 3M 6M

Seguimento

Figura 6 - Evolucao da diurese (ml/24h) em animais dos 2 grupos

experimentais, ao longo do seguimento.
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Tabela 5 - Médias * desvios-padrao da glicemia de jejum (mg/dl) em

animais dos 2 grupos experimentais, nos respectivos periodos de

seguimento.
Seguimento
Grupos
Inicio (14d) 1M 3M 6M
GN 108,0 £ 16,6 100,5 + 12,6 100,6 £ 15,4 96,0 £ 12,4
GD 412,6 + 46,5* 396,4 + 40,3* 417,8 +36,4* 458,4 +40,2*

*GN < GD (inicio); GN < GD para P<0,01, com 1, 3 e 6 meses de seguimento

Glicemia de jejum (mg/dl)

o GN
550 -~
500 A

m GD

450 -
400 -
350 A
300 ~
250 -
200 -
150 A
100 A

Inicio(14d) 1M 3M 6M

Seguimento

Figura 7 - Evolucao da glicemia de jejum (mg/dl) em animais dos 2

grupos experimentais, ao longo do seguimento.
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Tabela 6 — Médias * desvios-padrao da glicose urinaria (mg/dl) em

animais dos 2 grupos experimentais, nos respectivos periodos de

seguimento.
Seguimento
Grupos
Inicio (14d) 1M 3M 6M
GN 10,4 6,5 10,8 + 4,6 9,6+ 5,0 8,8+ 4,6

GD 4830,0 £ 930,0* 4112,6 + 1005,0* 5326,4 £ 978,0* 4946,5 + 1040,0*

*GN < GD (inicio); GN < GD para P<0,01, com 1, 3 e 6 meses de seguimento

Glicose urinaria (mg/dl) x10
700 - GN
600 - mGD
500 A
400 -
300 -
200 -
100 A
0
Inicio 1M 3M oM
Seguimento

Figura 8 - Evolucdo da glicose urinaria (mg/dl) em animais dos 2

grupos experimentais, ao longo do seguimento.
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Tabela 7 — Médias = desvios-padrdao da porcentagem de hemoglobina
glicosilada (HbA:1C) em animais dos 2 grupos experimentais, nos

respectivos periodos de seguimento.

Seguimento
Grupos
Inicio (14d) 1M 3M 6M
GN 4,6 £ 0,5 4,8+1,0 4,4 +0,6 4,6 £0,8
GD 12,2 +£0,9* 12,0+0,6* 11,2+0,8* 11,8 £ 1,0*

*GN < GD (inicio); GN < GD para P<0,01, com 1, 3 e 6 meses de seguimento

Hemoglobina glicosilada (HbA1C)
OGN

14 - B GD

12 A

Inicio(14d) 1M 3M 6M

Seguimento

Figura 9 - Evolucdao da porcentagem de hemoglobina glicosilada
(HbA:1C) em animais dos 2 grupos experimentais, ao longo do

seguimento
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Tabela 8 — Médias * desvios-padrao da insulina plasmatica (uU/ml) em

animais dos 2 grupos experimentais, nos respectivos periodos de

seguimento.
Seguimento
Grupos
Inicio (14d) 1M 3M 6M
GN 40,6 = 4,0 46,0 £ 4,2 44,8 + 4,5 42,4 + 4,5
GD 20,8 £2,8* 22,0 = 3,0* 26,4 £2,2* 25,6 £2,3*

* GN > GD (inicio); GN > GD com 1, 3 e 6 meses de seguimento, para P<0,01

Insulina plasmatica (uWU/ml)

= GN
60 -

m GD

50 A

——

30 A

20 -

10 4

Inicio(14d) 1M 3M 6M

Seguimento

Figura 10 - Evolucao da insulina plasmatica (uU/ml) em animais dos 2

grupos experimentais, ao longo do seguimento.
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2. Marcadores bioquimicos do estresse oxidativo hepatocelular

A concentracdo de hidroperoxidos lipidicos (HPO) no tecido
hepatico foi significantemente elevada (P<0,01) em animais do grupo
GD, nas dosagens efetuadas com 1, 3 e 6 meses de seguimento, quando
comparadas com as observadas em ratos do GN. Contrariamente, a
atividade antioxidante do tecido hepatico ligada as enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px) foram
reduzidas nestes periodos, sendo significantemente baixas (P<0,01) em
todos os periodos de sacrificio. Observou-se, também, que a atividade
antioxidante da CAT teve aumento no 3° més de seguimento, muito
possivelmente para compensar a queda significativa dos niveis de GSH-
Px. Este aumento, no entanto, nao foi estatisticamente significante. O
estresse oxidativo do tecido hepatico também guardou relacdo positiva
com a duracdo do estado hiperglicémico, sendo mais intenso nos
animais sacrificados mais tardiamente, independentemente da variacao
dos valores glicémicos. As Tabs. 9 a 12 e as Figs. 11 a 14 mostram os
resultados encontrados em animais dos 2 grupos experimentais, nos

respectivos periodos de sacrificio.
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Tabela 9 — Médias * desvios-padrao da concentracado de hidroperoxidos

lipidicos (nmol/g tecido hepatico) em animais

experimentais, durante o periodo de seguimento.

dos 2 grupos

Seguimento
Grupos
1M 3M 6M
GN 42,92 + 0,65 45,23 +0,53 52,14 £ 0,93
GD 115,82 £ 0,74* 128,36 + 1,18* 147,63 £ 2,43 *

* GD > GN para P= 0,0002 com 1, 3 e 6 meses de seguimento.

160 -
140 A
120 A
100 A

60 -
40 -
20 -

Hidroperoéxidos lipidicos (nmol/g tecido hepatico)

OGN
®m GD

1M 3M

Seguimento

Figura 11 - Variacdo da concentracdo de hidroperéxidos lipidicos

(nmol/g tecido hepatico) em animais dos 2 grupos experimentais, nos

respectivos periodos de seguimento.
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Tabela 10 - Meédias * desvios-padrao da atividade superoxido
dismutase (U/g tecido hepatico) em animais dos 2 grupos
experimentais, durante o periodo de seguimento.
Seguimento
Grupos
1M 3M 6M
GN 10,72 + 0,33 10,36 + 0,47 9,51 £0,28
GD 6,79 £ 0,25 * 5,54 £ 0,24* 5,48 £ 0,42*
*GD < GN para P= 0,0002 com 1, 3 e 6 meses de seguimento
Superéxido dismutase (U/g tecido hepatico)
OGN
m GD

3M 6M

Seguimento

Figura 12 - Variacao da atividade da superoxido dismutase (U/g tecido

hepatico) em animais dos 2 grupos experimentais, nos respectivos

periodos de seguimento.
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Tabela 11 - Médias + desvios-padrao da atividade da catalase
(micromol/g tecido hepatico) em animais dos 2 grupos experimentais,

durante o periodo de seguimento.

Seguimento
Grupos
1M 3M 6M
GN 77,47 £ 1,05 72,73 £ 0,60 69,27 + 0,69
GD 47,79 +0,99* 61,25+ 0,43~ 56,41 £0,84 *

* GD < GN para P= 0,0002 com 1, 3 e 6 meses de seguimento

Catalase (micromol/g tecido hepatico)

90 _ @GN

80 - B GD
70 A
60 -
50 -
40 -
30 -
20 A
10 -

1M 3M

Seguimento

Figura 13 - Variacdo da atividade da catalase (micromol/g tecido
hepatico) em animais dos 2 grupos experimentais, nos respectivos

periodos de seguimento.
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Tabela 12 - Meédias * desvios-padrao da atividade da glutationa
peroxidase (micromol/min/g tecido hepatico) em animais dos 2 grupos

experimentais, durante o periodo de seguimento.

Seguimento
Grupos
1M 3M 6M
GN 10,61 + 0,29 9,87 £ 0,44 9,07 £ 0,20
GD 5,80 + 0,20* 5,65 £ 0,25* 4,75 + 0,16*

* GD < GN para P= 0,0002 com 1, 3 e 6 meses de seguimento

Glutationa peroxidase (micromol/min/g tecido hepatico)
@GN
12 + m GD
10 -
8
6 -
4 |
2
0
1M 3M oM
Seguimento
Figura 14 - Variacdo da atividade da glutationa peroxidase

(micromol/min/g tecido hepatico) em animais dos 2 grupos

experimentais, nos respectivos periodos de seguimento.
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3. Achados macroscopicos de necropsia

Durante a necropsia observou-se que ratos do GD apresentaram
significativa reducao da massa muscular e gordurosa de todo o corpo,
quando comparados com ratos do GN. Esta debilidade da massa
corporea foi mais evidente em animais sacrificados com 6 meses de
seguimento. Ratos do GD também apresentaram episédios frequentes
de infeccoes da pele (piodermites) e também estiveram mais sujeitos a
infestacodes por piolhos.

Em cerca de 83% dos ratos diabéticos foi observada catarata
bilateral em diferentes graus de maturacao, sendo mais prevalente em
animais diabéticos sacrificados com 6 meses de seguimento. Neste
subgrupo de estudo, 100% dos animais sacrificados estavam
completamente cegos devido a opacificacdo total do cristalino.

Distensao e dilatacao do intestino grosso (megacolon),
preponderantemente mais intensa no coélon direito, também foi um
achado freqiiente na necropsia dos animais diabéticos deste estudo,
acometendo quase que a totalidade dos animais sacrificados a partir do
3° més de doenca. A Fig. 15 ilustra comparativamente o aspecto geral
dos olhos de um animal normal e de um diabético, sacrificados com 6
meses de seguimento. A Fig. 16 ilustra o aspecto usual do intestino

grosso de um animal sacrificado com 6 meses de diabetes.
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Figura 15 - Ilustracdo do olho de um animal normal (A) e de um rato

diabético (B) sacrificados com 6 meses de seguimento. Note a total

opacificacao do cristalino no animal diabético.

am =
e T

g —

Figura 16 - Aspecto geral do colon de um animal diabético sacrificado

com 6 meses de diabetes. Observe a grande dilatacdo do cecum deste

animal.
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DISCUSSAO
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DISCUSSAO

A utilizacdo de modelos-experimentais de diabetes, capazes de
reproduzir as alteracoes clinicas, metabédlicas e histopatologicas
observadas no curso da moléstia, é bastante promissora no sentido de
melhor compreender a fisiopatologia e o tratamento do DM.

Neste estudo observamos que a aloxana, administrada por via
endovenosa, foi capaz de induzir diabetes persistente no rato,
caracterizado por sinais clinicos evidentes de diabetes grave, associados
a um estado de hiperglicemia e hipoinsulinemia crénicos, com altas
taxas de hemoblobina glicosilada.

A despeito dessas vantagens, o uso da aloxana acompanhou-se de
uma alta taxa de mortalidade, situada em torno de 37,5%, cujos Obitos
ocorreram em decorréncia dos efeitos toxicos da droga, principalmente
nas primeiras duas semanas apos a inducao do diabetes.

LUKENS (1948), em uma extensa revisao da literatura a respeito
da acdo da aloxana, em animais de varias espécies, incluindo o rato, o
cdo, o coelho, o macaco e o gato, relatou indices de mortalidade que
oscilaram entre 33% e 100% na mesma espécie. Atribuiu este fato a
existéncia de multiplos fatores capazes de mudar os efeitos da droga,
envolvendo desde a sensibilidade do hospedeiro, até o estado de
hidratacao da droga, a velocidade de infusao, a via de administracao, a
dieta, o tempo de jejum, o peso do animal e a utilizacdo concomitante
de algumas substancias capazes de influenciar o seu mecanismo de
acao, tais como os barbitaricos, o acido nicotinico e os aminobenzenos.

Segundo LUKENS (1948), os ratos, por exemplo, sdo mais
sensiveis a uma dose constante de aloxana, apds terem sido
alimentados previamente com uma dieta contendo alto teor de gordura.
As taxas de mortalidade, nestes casos, alcancam 90% a 100%. Por
outro lado, dietas pobres em gordura, com altas concentracoes de
proteinas e carboidratos, sdo capazes de diminuir essas taxas para 33%
a 40%, indices bastante similares aos nossos achados utilizando uma

dieta padrao para ratos.
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O jejum também tem papel importante na resposta das espécies a
aloxana. Cerca de 95% dos ratos tratados com aloxana, administrada
com o animal em jejum prolongado de 48 a 60 horas, tornam-se
diabéticos. A administracao de uma dose similar de aloxana, quando o
jejum nao foi observado, diminui este indice diabetogénico para 25%.
Em nosso estudo este indice esteve em torno de 41%, observado um
jejum de 12 horas.

Cerca de 22% dos animais do nosso estudo, submetidos a injecao
endovenosa de aloxana, foram refratarios a acdo diabetogénica da
droga, ou desenvolveram diabetes de intensidade leve ou moderada
(glicemia < 200mg/dl), tendo sido excluidos do estudo. Este achado ja
havia sido relatado por LAZAROW & PALAY (1946) quando estudavam
os efeitos da aloxana em relacao as diversas vias de administracao.

Segundo esses autores, a administracdo endovenosa deve ser a
via de escolha na maioria das espécies animais, onde os efeitos da
aloxana mais se aproximam daqueles originalmente descritos por DUNN
et al (1943), quando descreveram pela primeira vez a atividade
diabetogénica desta substancia, ao estudar os efeitos do acido urico e
seus derivados na producao da lesdao renal em coelhos. As vias
subcutanea e intraperitoneal também podem ser satisfatérias para a
obtencao de diabetes no rato; enquanto que no coelho, doses muito
elevadas devem se utilizadas para que se atinja o mesmo efeito.
Segundo LUKENS (1948), a via oral é usualmente insatisfatéria para a
obtencao de diabetes com aloxana.

Estudo classico de GITTER & PRIETO-DIAZ (1946) revela a
importancia do peso corporal na suscetibilidade das espécies aos efeitos
toxicos da aloxana. Em um estudo detalhado, realizado em ratos, por
estes pesquisadores, eles observaram que a toxicidade da aloxana se
altera numa relacao linear com o peso do animal, aumentando 0,73
poderes de toxicidade para cada unidade de peso corporal. Estes
autores observaram, também, que o uso da aloxana exibe uma estreita
margem de seguranca entre as doses letal e diabetogénica, motivo pelo

qual os indices de mortalidade costumam ser elevados em estudos do
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diabetes que utilizam o modelo experimental aloxanico. A morte, nestes
casos, habitualmente ocorre em decorréncia de distuirbio metabdlico
associado a necrose tubular renal aguda (GARCIA et al., 1998), que
difere clinica e morfolégicamente das lesdes renais diabéticas cronicas
ocasionadas pelo diabetes no longo prazo (MAUER et al., 1976).

A aloxana também nao produz diabetes com gravidade vinculada
a dose de substancia utilizada, como observado com a estreptozotocina,
(JUNOD et al.,, 1969), o que inviabiliza a obtencido de um indice
constante de DM com gravidade leve ou moderada. Todavia, a obtencao
de diabetes com estes niveis de gravidade fugia aos objetivos deste
trabalho.

Por outro lado, a aloxana é uma droga bastante seletiva para as
células Dbeta-pancreaticas, produtoras de insulina, destruindo
particularmente somente esta linhagem celular, com preservacdo da
integridade morfologica das células alfa e delta do pancreas (SPADELLA
et al., 2000), e praticamente toda a sua parte exocrina.

Por essas razodes, a aloxana é uma droga consagrada nos estudos
experimentais do diabetes porque reproduz, com fidelidade, todas as
alteracoes anatomopatologicas do DM, especialmente sobre os vasos,
rins, olhos e nervos do hospedeiro diabético (SCHELLINI et al., 1995;
MACHADO et al., 2000; LERCO et al., 2006; MACEDO et al., 2007;
SPADELLA et al., 2005).

A questdo que prevalece, todavia, € como o DM determina a
variedade de alteracoes que afeta indistintamente todos os orgaos e
sistemas de homens e animais, tendo como pressuposto basico um
estado de hiperglicemia cronica.

O estresse oxidativo celular €& considerado, hoje, um dos
principais mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na génese e evolucao
das complicacoes diabéticas cronicas, incluindo a degeneracao
gordurosa do figado, de etiologia nao-alcodlica (DGFNA) e suas formas
evolutivas. Todavia, estes mecanismos nao sao completamente
conhecidos, principalmente em relacdo a seqUiéncia de eventos que

resulta na lesao diabética cronica.
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Segundo MARITIM et al. (2003), o estresse oxidativo tanto pode
ser o agente indutor da destruicdo das células betas pancreaticas, que
resulta na hiperglicemia, como pode ser o agente promotor da
sequéncia de alteracdoes que resulta na microangiopatia, nefropatia,
retinopatia e neuropatia diabética cronica, bem como nas lesoes
provocadas pelo diabetes sobre o coracdo, os pulmoes, o figado e outros
orgaos.

Muito embora os radicais livres de oxigénio tenham papel
relevante na etiopatogenia das lesdes diabéticas cronicas, existem
evidéncias suficientes na literatura para afirmar que estes compostos e
os produtos avancados da glicacao protéica (AGEs) nado sao os unicos
mecanismos responsaveis pela agressao celular no paciente diabético.

Um mecanismo de agressao celular muito conhecido é a ativacao
da via dos polidis. Segundo KHAN et al. (2006), os tecidos corporais que
nao dependem de insulina para captar a glicose, como o sistema
nervoso, podem, em consequéncia dos altos niveis de glicose circulante
observados nos individuos diabéticos, levar também a um aumento da
glicose no meio intracelular. Esta hiperglicemia intracelular, por sua
vez, pode ativar a oxidacao de fosfato de adenosina dinucleotidio
(NADPH+), o qual atua na conversao de glicose em sorbitol. O acumulo
de sorbitol no meio intracelular aumenta a osmolaridade celular que
pode acasionar dano e morte da célula. A ativacado da via dos polidis no
individuo diabético também pode indiretamente diminuir a formacao da
enzima antioxidante glutationa peroxidase (GSH-Px), uma vez que este
processo depende de niveis normais de NADPH reduzido, o qual pode
ter sido consumido na transformacao de glicose em sorbitol. Como
consequéncia, a atividade antioxidante exercida pela GSH-Px pode estar
diminuida no paciente diabético, secundariamente a ativacao da via dos
poliois, podendo em parte explicar os baixos niveis da atividade desta
enzima no tecido hepatico de nossos animais diabéticos.

O aumento da glicose intracelular nos tecidos que independem de
insulina também pode ativar a via das hexosaminas. Nesta via a glicose

€ transformada em compostos derivados da acetilglicosamina (UDP-N-
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acetilglicosamina), os quais sdo responsaveis pela modulacdo da
expressao de proteinas que regulam a producado do fator inibidor do
plasminogénio-I (PAI-I) e do fator de crescimento transformador beta
TGF-B). O PAI-I ativado pela via das hexosaminas pode favorecer a
formacdo de trombos dentro dos vasos, uma vez que este composto €
um potente inibidor da fibrinélise. O TGF-B1 ativado atua na producao
excessiva de matriz colagénica no endotélio vascular, contribuindo para
o estreitamento dos vasos, a trombose e a esclerose vascular.

A hiperglicemia cronica também pode ativar a via da proteina C
quinase (PKC), um outro mecanismo responsavel pelas alteracoes
microvasculares do diabetes. Esta proteina pode ser ativada em
resposta a producdo aumentada de diacilglicerol, um composto
formado a partir da oxidacdo dos acidos graxos livres, na
impossibilidade de o organismo obter energia a partir da glicose
intracelular. A ativacao da PKC, porém, diminui as concentracoes de
o6xido nitrico (NO), um composto vasodilatador, aumentando as
concentracoes de endotelina-1 e, também, do fator de crescimento
transformador beta 1 (TGF-Bfl)os quais sao responsaveis pela
vasoconstricdo vascular, diminuicdo do fluxo sangliineo e
estreitamento do limen vascular da rede capilar da retina, rins, nervos
e artérias periféricas do paciente diabético, configurando a macro e a
microangiopatia diabética cronica.

Desta forma, € provavel que na génese e evolucdo da DGFNA, a
exemplo do que acontece nas demais lesdes diabéticas cronicas,
também haja a participacdao de diversos mecanismos, que isolada ou
associadamente, contribuam para o surgimento da lesdo hepatica
diabética e a sua eventual progressado para esteato-hepatitie e cirrose.

Em nosso estudo, observamos que o tecido hepatico de ratos
diabéticos, sem qualquer tratamento da doenca, apresentou acentuada
producao de radicais oxidantes hidroperdxidos lipidicos (HPO),
associada a queda persistente da atividade das enzimas antioxidantes
SOD, CAT e GSH-Px, em todos os periodos de avaliacdo do

experimento. Observou-se, também, que a magnitude do estresse
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oxidativo hepatico guardou estreita relacdo com a duracdo do estado
diabético, indicando que a intensidade das alteracdoes esta mais
propriamente relacionada ao tempo de doenca, do que com a
magnitude dos valores glicémicos.

A persisténcia de um estado diabético, segundo MENDEZ-
SANCHEZ et al. (2004), parece ser um dos fatores preditivos mais
importantes para o desenvolvimento de cirrose em pacientes obesos
com DGFNA.

Diversos mecanismos fisiopatologicos tém sido propostos para
explicar o dano hepatocelular nesses pacientes, os quais tém como
fator comum o aumento da capacidade do figado em oxidar substratos.

Segundo HAQUE & SANYAL (2002), o aumento da oxidacdo de
acido graxos livres (AGL) pelo figado pode gerar radicais livres do
oxigénio, ou espécies reativas do oxigénio (EROs), os quais pelos
mecanismos ja descritos, podem induzir aos processos de peroxidacao
lipidica, alteracoes estruturais das células, alteracdoes funcionais e
morte celular.

Em condicoes fisiologicas as defesas antioxidantes do organismo
conseguem neutralizar os efeitos nocivos destas substancias. Em
condicoes patologicas, porém, como no diabetes, o equilibrio
metabolico é rompido, iniciando-se o estresse oxidativo.

A manutencdo do estresse oxidativo ao nivel hepatico
desencadeia respostas de adaptacao do figado ao estresse cronico, que
incluem a ativacdo e/ou inibicao de varios sitios moleculares
responsaveis pela transducédo e transcricdo de sinais que comandam o
ciclo biolégico celular (YANG et al., 2001). As alteracoes do ciclo
biolégico celular, por sua vez, acabam por comprometer a capacidade
de replicacdo e regeneracdo hepatica, levando a apoptose ou morte
celular.

Por outro lado, o excesso de AGL no figado, por si s6 pode levar a
apoptose dos hepatocitos, o qual € um dos mecanismos de injuria
celular rotineiramente descrito em pacientes com DGFNA (FELDSTEIN

et al., 2003).
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Adicionalmente, varios estudos a respeito da fisiopatologia da
DGFNA tém demonstrado que o figado de homens e animais obesos €
muito mais sensivel aos estimulos nocivos do estresse oxidativo
cronico, especialmente em resposta a agressao de citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-o), e as
endotoxinas bacterianas (FELDSTEIN et al., 2004; VALENTI et al.,
2002; WIGG et al., 2001).

Evidéncias na literatura, porém, sugerem que o estresse
oxidativo cronico do figado ndo s6 € capaz de iniciar as alteracoes
moleculares que levam ao acimulo de gordura no 6rgao, como também
¢ capaz de promover as alteracoes que levam a esteato-hepatite e a
cirrose.

SANYAL et al. (2001) reportaram que a resisténcia a insulina
também tem importante papel na evolucdo da DGFNA para a esteato-
hepatite, haja vista ter influéncia negativa sobre diversas vias
metabolicas intracelulares no hepatécito. Esta hipotese €
compartilhada com os relatos de CHITURI & FARREL (2001) e
ROBERTSON et al. (2001), os quais descreveram a associacao da
resisténcia a insulina com a hipertrofia da funcdo oxidante
microssomal do figado, devido ao aumento da atividade do sistema de
citocromo P-450 intramitocondrial, que esta relacionada a perda do
efeito inibitorio da insulina, nos mecanismos de regulacdo do estresse
oxidativo celular.

E certo, porém, que na evolucio da DGFNA para a esteato-
hepatite, e desta para a cirrose, concorrem fatores que agem dentro e
fora do figado. Um exemplo disto € o aumento da resisténcia a acao da
insulina ao nivel periférico, a qual aumenta a oxidacao de acidos
graxos no tecido adiposo, incrementando a liberacao de acidos graxos
livres (AGL) para o figado, e consequentemente, a geracdo de EROs
(PORTINCASA et al., 2005; SANYAL et al., 2001).

Estudo experimental realizado por JENSEN et al. (1989) ja
sugeria que a relacdo entre obesidade, resisténcia a insulina e esteato-

hepatite tem como fator comum o aumento da liberacdo de AGL do



63

tecido adiposo, principalmente daquele localizado nas visceras. O
aumento da obesidade visceral favorece a liberacdo de AGL diretamente
no sistema venoso portal, e deste, imediatamente para o figado.

No figado, os AGL estimulam a neoglicogénese e a sintese de
triglicérides, comprometendo a habilidade da insulina em suprimir a
liberacao de glicose hepatica, o que agrava a hiperglicemia (KHAN &
FLIER, 2000).

Por outro lado, o acimulo de lipideos no figado, e sua posterior
oxidacao, também estdo sob a influéncia da quantidade secretada de
leptina e do nivel de sensibilidade dos tecidos a esta substancia. A
leptina € uma proteina codificada por um gene (ob) encontrado em
individuos obesos, a qual é expressa predominante nos adipocitos, e
que tem a capacidade de regular o peso corporal, o metabolismo e a
funcao reprodutiva (FRIEDMAN & HALHAS, 1998).

Segundo esses autores, alteracdoes na secrecao de leptina podem
contribuir para mudancas na sensibilidade dos tecidos a insulina,
surgindo a resisténcia. O aumento da insulino-resisténcia no figado e a
elevacao da concentracao de leptina neste 6rgao sao dois fatores que
favorecem a entrada de AGL para dentro do sistema mitocondrial
hepatico. Uma vez no figado, os AGL se ligam ao receptor de uma
proteina ativadora da proliferacao celular chamada PPARa da sigla em
inglés, peroxisomal proliferation-activator receptor-alpha, o qual é
responsavel pela transcricdo de alguns genes que codificam enzimas
com funcgées importantissimas no metabolismo lipidico, principalmente
envolvendo o processo de oxidacado peroxisomal beta, que resulta na
formacao dos radicais livres do oxigénio, com a participacao da
atividade microssomal do sistema citocromo P-450 induzida pela
resisténcia a insulina.

Segundo ADAMS & ANGULO (2005), uma vez estabelecida a
DGFNA, outros fatores, incluindo o estresse oxidativo, a disfuncao
mitocondrial e a producdo de lipopolissacarideos e adipocitocinas
derivadas do intestino, podem promover o dano hepatocelular, a

inflamacao, a cirrose, e eventualmente, o carcinoma do figado.
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Para PORTINCASA et al. (2005), o inicio e progressao da DGFNA
para esteato-hepatite e cirrose hepatica envolvem dois pontos cruciais: o
primeiro relacionado aos fatores de risco dos pacientes, como os defeitos
genéticos, a insulino-resisténcia, a hiperinsulinemia, a obesidade e o
estilo de vida; o segundo relacionado as alteracdées dos mecanismos
moleculares intra-e extracelulares que levam ao dano hepatico,
incluindo a P-oxidacdo dos AGL, a formacado das espécies reativas do
oxigénio, a peroxidacado lipidica e a liberacdo das citocinas pro-
inflamatorias, responsaveis pela inflamacdo, necrose e fibrose
hepatocelular.

Segundo DOWMAN et al. (2010), o acumulo de triglicérides no
figado, ou a esteatose, aumenta a suscetibilidade deste 6rgao a injuria
mediada por citocinas/adipocitocinas inflamatérias ou pelo estresse
oxidativo hepatocelular, favorecendo a evolucdo da DGFNA para
esteatohepatite e/ou fibrose. Segundo estes pesquisadores, os AGL
também sao capazes de agir diretamente no figado, promovendo a lesao
hepatica. Estes compostos tanto podem ser submetidos a B-oxidacéo,
como serem esterificados com glicerol para formar os triglicérides, que
conduzem ao acumulo de gordura no figado. No interior deste 6rgao, os
AGL também podem aumentar o estresse oxidativo hepatico e/ou ativar
diversas vias inflamatérias que contribuem para a progressdao da
DGFNA. ROSKAMS et al. (2003) postularam, porém, que em individuos
sadios as células hepaticas mortas estimulam a replicacao dos
hepatocitos maduros, no sentido de reconstituir o tecido hepatico
lesado. No entanto, na presenca de DGFNA, o estresse oxidativo
hepatico pode inibir a replicacdo dos hepatécitos maduros, resultando
na expansdo das células progenitoras hepaticas (células ovais), as quais
podem se diferenciar em células semelhantes aos hepatocitos
(hepatocyte-like cells, do inglés), mas que nao sdo hepatocitos. O
aumento da quantidade de células ovais e de células “hepatocyte-like”,
por sua vez, esta fortemente correlacionado com a evolucao da DGFNA

para fibrose hepatica, e também com a carcinogénese hepatocelular.
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NEUSCHWANDER-TETRI (2007) também acredita que o reticulo
endoplasmatico pode ter-se tornado um importante alvo da injuria
hepatica que se segue a DGFNA. Segundo este autor, em condicoes
como o diabetes, a obesidade e em varias formas de doenca hepatica,
incluindo a DGFNA, o estresse do reticulo endoplasmatico pode ser
responsavel pela ativacdo das juncoes terminais da C-quinase (c-Jun N
terminal-kinases, do inglés), as quais tém importante papel na génese
da esteatohepatite, por atuarem na resposta celular ao estresse e nos
processos de diferenciacéo e apoptose celular. CUSI (2009), por sua vez,
afirma que néao é a esteatose, por si, que conduz a evolucao da DGFNA
para esteatohepatite e fibrose, e sim, a lipotoxicidade induzida pela
disfuncdo mitocondrial causada pelo estresse do reticulo
endoplasmatico, que ao lado de diversas vias inflamatérias, conduzem
ao dano hepatico mais severo.

Todavia, o fato de a esteato-hepatite ser observada somente em
uma parcela de pacientes diabéticos sugere que outros fatores, como a
predisposicao genética, podem estar envolvidos na génese desta
patologia. Reforcam esta hipotese os relatos de acometimento do figado
por esteatohepatite e cirrose em membros de uma mesma familia
(WILLNER et al., 2001), e também o achado de varias anormalidades
envolvendo genes que controlam a atividade da citocinas, derivadas das
células gordurosas ou adipocitos, como a leptina, a resistina, a
adiponectina, o TNF-a e a interleucina 6 (MARRA, 2004). Estas
substancias modulam a sensibilidades a insulina nos tecidos sensiveis a
este hormonio, como o tecido gorduroso, o musculo e o figado.

Estudo realizado por ERION et al. (2009) em ratos com
diabetes tipo 2, induzido pela estreptozotocina, associada a
nicotinamida, que foram alimentados com dieta com alto teor de
gordura, mostrou que a diminuicdo da expressao genética da proteina
que regula a neoglicogénese hepatica, comandada pelo mediador cAMP
(CREB - da sigla em inglés: cAMP response element binding protein),
pode diminuir tanto a hiperglicemia destes animais, como também as

concentracoes séricas de coleterol e triglicérides e a concentracao
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hepatica de triglicérides, devido a reducdo da lipogénese hepatica. Os
resultados destes autores sugerem que o CREB parece ser um alvo
terapéutico atraente para corrigir a insulino-resisténcia e dislipidemia
associadas a DGFNA e ao DM.

Assim, considerando a importancia atual da DGFNA no curso do
diabetes, o trabalho ora apresentado abre perspectivas para a
investigacdo de cada uma das vias moleculares implicadas em sua
génese e evolucdo, bem como para o uso de agentes quimicos e
nutrientes capazes de proteger os hepatocitos da agressdo provocada

pelas EROs e por outros compostos.
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CONCLUSOES

1 - A aloxana a 2%, administrada por via endovenosa, induz DM no
rato, caracterizado por um estado de hiperglicemia e hipoinsulinemia
permanentes, associado a altos niveis de hemoglobina glicosilada e
sinais clinicos e anatomopatologicos evidentes de diabetes grave,
demonstrado por desnutricdo, polidipsia, poliuria, polifagia e catarata

ocular;

2 - O diabetes aloxanico determina aumento da concentracdo de
radicais livres (HPO) no tecido hepatico deste animal, com reducao
significante da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-

Px;

3 - O estresse oxidativo hepatico se correlaciona muito mais
propriamente com a duracao do estado diabético, do que com o grau de

hiperglicemia observado.

4 - O estresse oxidativo celular possivelmente exerce papel de grande
importancia na génese e evolucdo das lesdes hepaticas diabéticas

cronicas.
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RESUMO

Racional: O diabetes mellitus (DM) é tido como um problema de satide
publica mundial. No Brasil ele atinge mais de 14 milhdes de pessoas,
sendo acompanhado de altos indices de morbidade e mortalidade.
Entretanto, os mecanismos primariamente responsaveis pela agressao
dos tecidos e 6rgaos pelo DM ainda nao sao completamente conhecidos,
o que explica a dificuldade em se estabelecer um tratamento eficaz para
prevenir ou controlar a progressdo das lesdes diabéticas crénicas. O
estresse oxidativo celular é tido como um dos mecanismos importantes
na génese do dano tecidual relacionado a hiperglicemia. Através deste
mecanismo, o DM poderia aumentar a producao de espécies reativas do
oxigénio (EROs) ao nivel celular, que pela sua toxicidade, seria capaz de
promover o desenvolvimento das lesdes diabéticas cronicas. Evidéncias
clinicas sugerem que o figado de individuos diabéticos também poderia
sofrer a acdo das EROs, no longo prazo, levando a uma sequéncia de
eventos capaz de determinar a doenca gordurosa do figado de etiologia
nao-alcoodlica (DGFNA), com progressao para esteato-hepatite e cirrose.
Todavia, a presenca de estresse oxidativo no tecido hepatico de
portadores de DM, ainda nao esta bem estabelecida na literatura, o que
justifica a realizacdo de novas investigacoes em modelos-animais de
diabetes, no intuito de melhor esclarecer a real participacao deste
mecanismo na génese e evolucdo das lesdes hepaticas diabéticas
cronicas. Material e Métodos: Neste estudo foram utilizados 60 ratos
machos Lewis, distribuidos em 2 grupos experimentais, com 30 animais
cada um, assim designados: GN - Grupo Controle: constituido de ratos
normais, nao-diabéticos; GD - Grupo Diabético: constituido por animais
diabéticos induzidos pela aloxana, sem qualquer tratamento. Cada um
dos grupos experimentais foi dividido em 3 subgrupos de ratos, com 10
animais cada um, para serem avaliados e sacrificados, respectivamente,
em 4 momentos do experimento, a saber: M1l- animais dos 3
subgrupos, no momento inicial do experimento (14° dia), para obtencao

de parametros clinicos e laboratoriais; M2 — animais sacrificados com 1
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més de seguimento normal ou com diabetes; M3 — animais sacrificados
com 3 meses de seguimento normal ou com diabetes; M4 — animais
sacrificados com 6 meses de seguimento normal ou com diabetes. Em
todos os momentos de sacrificio, parametros clinicos (peso corporal,
ingestdo hidrica, ingestdo alimentar e diurese), laboratoriais (glicose
sanguinea, glicose wurinaria, hemoglobina glicosilada e insulina
plasmatica) e os marcadores bioquimicos do estresse oxidativo
hepatocelular (concentracao de hidroperéxidos lipidicos - HPO, e
atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase - SOD,
catalase - CAT e glutationa peroxidase - GSH-Px) foram analisados em
todos os animais. Resultados: Ratos controles (GN) apresentaram
parametros clinicos e laboratoriais compativeis com o observado em
ratos sadios da mesma espécie e idade, em todos os periodos avaliados
do experimento. Nao houve 6bitos neste grupo. Em contraste, ratos
diabéticos, sem qualquer tratamento (GD) evoluiram com perda de peso
corporal e aumento significante da ingestao hidrica, ingestao alimentar
e diurese, quando comparado com os animais do grupo GN (P<0,01). O
indice de mortalidade foi elevado nos animais que receberam aloxana.
Dos animais tratados com esta droga, cerca de 37,5% morreram nos
primeiros 14 dias apds a inducdo do diabetes, devido a alteracdes
metabolicas e/ou, pela acdo toxica da droga, tendo sido os mesmos
repostos de modo a nao comprometer o numero final de ratos da
amostra. Dos 30 animais diabéticos colocados em seguimento no GD,
cerca de 16,7% (5 animais) morreram até os 6 meses de seguimento,
devido a desnutricdo e/ou infeccdo pulmonar; 100% dos animais
diabéticos apresentaram catarata em ambos os olhos, aos 6 meses de
seguimento, além de sinais evidentes de neuropatia diabética
autondmica, revelada macroscopicamente por megacolon. Animais
diabéticos também apresentaram aumento significante da glicose
sangliinea, glicose urinaria e da porcentagem de hemoglobina
glicosilada, com niveis muito baixos de insulina plasmatica em relacao
ao GN (P<0,01). O estresse oxidativo hepatocelular também esteve

presente no tecido hepatico de todos os animais diabéticos do estudo,
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demonstrado pelo aumento significante da concentracdo de HPO e
reducao da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px,
quando comparado com os valores observados em ratos do GN (P<0,01),
em todos os periodos de avaliacao do experimento. O estresse oxidativo
hepatocelular se correlacionou muito mais propriamente com a duracao
do estado diabético, do que com a gravidade da hiperglicemia.
Conclusodes: Nos concluimos que: 1) A aloxana a 2%, administrada por
via endovenosa, induz DM no rato, caracterizado por um estado de
hiperglicemia e hipoinsulinemia permanentes, associado a altos niveis
de hemoglobina glicosilada e sinais clinicos e anatomopatologicos
evidentes de diabetes grave, demonstrado por desnutricao, polidipsia,
poliuiria, polifagia, catarata ocular e megacélon; 2) O diabetes aloxanico
determina aumento da concentracdo de radicais livres (HPO) no tecido
hepatico deste animal, com reducdo significante da atividade das
enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px; 3) O estresse oxidativo
hepatico se correlaciona muito mais propriamente com a duracao do
estado diabético, do que com o grau de hiperglicemia observado. 4) O
estresse oxidativo celular possivelmente exerce papel de grande
importancia na génese e evolucdo das lesdes hepaticas diabéticas

cronicas.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus; Aloxana; Sindrome Metabdlica;
Doenca Gordurosa do Figado de Etiologia N&ao-Alcodlica; Estresse

Oxidativo; Antioxidantes.
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SUMMARY

Background: Diabetes mellitus (DM) is considered to be a public-health
problem worldwide. In Brazil, it affects 14 million people, and it is
accompanied by high morbidity and mortality rates. However, the
mechanisms primarily responsible for tissue and organ aggression by
DM are not yet fully known, which explains the difficulty in establishing
effective treatment to prevent or control the progression of chronic
diabetic lesions. Cellular oxidative stress is considered to be one of the
important mechanisms in the genesis of hyperglycemia-related tissue
damage. Through this mechanism, DM could increase the production of
reactive oxygen species (ROS) in the cellular level, which, due to their
toxicity, could promote the development of chronic diabetic lesions.
Clinical evidence suggests that the liver of diabetic individuals could
also suffer the action of ROS in the long term, thus leading to a
sequence of events that can determine non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD), with progression to steatohepatitis and cirrhosis. However, the
presence of oxidative stress in the hepatic tissue of individuals with DM
has not been yet well established in the literature, which justifies the
performance of new investigations in diabetes animal models with the
purpose to clarify the actual participation of such mechanisms in the
genesis and development of chronic diabetic hepatic lesions. Material
and Methods: In this study, 60 males Lewis rats were used. They were
distributed into 2 experimental groups, each containing 30 animals and
designated as follows: GN — Control Group: consisting of non-diabetic
control rats; GD - Diabetic Group: consisting of alloxan-induced
diabetic rats without any treatment. Each experimental group was
divided into 3 subgroups of rats with 10 animals each to be evaluated
and sacrificed respectively at 4 experimental moments, namely: M1-
animals from the 3 subgroups, at the initial moment of the experiment
(14th day) for collection of clinical and laboratory parameters; M2 -
animals sacrificed one month after normal or diabetic follow-up; M3 -

animals sacrificed 3 months after normal or diabetic follow-up; M4 —



75

animals sacrificed 6 months after normal or diabetic follow-up. At all
sacrifice moments, clinical parameters (body weight, water intake, food
intake, urine output), laboratory parameters (blood glucose, urinary
glucose, glycosylated hemoglobin, plasma insulin) and biochemical
markers of hepatocellular oxidative stress (concentration of lipid
hydroperoxides — HPO, activity of antioxidant enzymes superoxide
dismutase - SOD, catalase — CAT, glutathione peroxidase - GSH-Px)
were analyzed in all animals. Results: Control rats (GN) showed clinical
and laboratory parameters that were compatible with those observed for
healthy rats of the same species and age at all evaluated experimental
periods. No deaths occurred in this group. In contrast, diabetic rats
without any treatment (GD) developed with weight loss and significantly
increased water intake, food intake and urine output as compared to
animals in the GN group (P<0.01). A high mortality rate was observed
for rats receiving alloxan. Of the animals treated with that drug,
approximately 37.5% died in the first 14 days after diabetes induction
due to metabolic alterations and/or to the toxic action of the drug.
Those animals were replaced so as not to compromise the final number
of rats in the sample. Of the 30 diabetic animals placed under follow-up
in GD, approximately 16.7% (5 animals) died after 6 months of follow-
up due to starvation and/or pulmonary infection; 100% of the diabetic
animals showed cataract in both eyes at 6 months of follow-up, in
addition to evident signs of autonomic diabetic neuropathy, which was
macroscopically revealed by megacolon. Diabetic animals also showed
significantly increased blood glucose, urinary glucose and glycosylated
hemoglobin percentage, with very low levels of plasma insulin in
relation to GN (P<0.01). Hepatocellular oxidative stress was also
observed in the hepatic tissue of all diabetic animals under study,
which was shown by the significantly increased concentration of HPO
and reduced activity of antioxidant enzymes SOD, CAT and GSH-Px as
compared to the values found for GN rats (P<0.01) in all experimental
periods evaluated. Hepatocellular oxidative stress was much more

correlated with the duration of the diabetic condition itself than with
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hyperglycemia severity. Conclusions: It was concluded that: 1) 2%
alloxan administered endovenously induces DM in rats, which is
characterized by a state of permanent hyperglycemia and
hypoinsulinemia associated with high levels of glycosylated hemoglobin
and evident clinical and anatomopathological signs of severe diabetes
shown by starvation, polydipsia, polyuria, polyphagia, ocular cataract
and megacolon; 2) Alloxanic diabetes determines increased
concentration of free oxygen radicals (HPO) in the hepatic tissue of such
animals, with significantly reduced activity of antioxidant enzymes
SOD, CAT and GSH-Px; 3) Hepatic oxidative stress is much more
correlated with the duration of the diabetic state itself than with the
level of hyperglycemia observed. 4) Cellular oxidative stress possibly
plays a major role in the genesis and development of chronic diabetic

hepatic lesions.

Key words: Diabetes Mellitus; Alloxan; Metabolic Syndrome; Non-

Alcoholic Fatty Liver Disease; Oxidative Stress; Antioxidants.
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