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O presente trabalho objetivou avaliar comparativamente a modulagao da
producao de ROS por granulécitos de diabéticos tipo 2 e ndo diabéticos pelo
plasma autdlogo. Utilizou-se o ensaio de quimiolumunéscencia dependente de
luminol na determinagdo da produgcdo de ROS por granuldcitos (poder
oxidante) e a reducado do MTT para quantificagdo da capacidade antioxidante
do plasma (poder antioxidante).

Os resultados demonstraram que o plasma autdlogo foi capaz de
modular a produgao de ROS por granulécitos e que esta produgéo foi maior em
diabéticos tipo 2 quando comparado com n&o diabéticos. Também, observou-
se que o plasma pode reduzir, de forma quimica ou enzimatica, o sal
tetrazolium (MTT) em auséncia de células. Este resultado, além de permitir
sugerir a redugdo do MTT como uma técnica simples para avaliagdo do poder
antioxidante, mostrou que a capacidade antioxidante do plasma de diabéticos é
menor que a de nao diabéticos.

Com base nos dados pode-se concluir que a maior producdo de ROS
em diabéticos e o menor poder antioxidante do seu plasma sugere a presenca
de um estado de estresse oxidativo. Possivelmente, esta condicdo pode estar

associada ao desenvolvimento da injuria endotelial nestes pacientes.
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O diabetes é uma doenca multifatorial que, de acordo com os dados
apresentados no trabalho "Global Prevalence of diabetes”, acometia, no ano
2000, 171 milhdes de pessoas ou 2.8% da populacdo mundial. Segundo
projecdes para 2030, este numero pode subir para 366 milhdes de casos, o
que representaria 4.4% da populacdo no planeta. No mesmo trabalho, as
estimativas para o Brasil apontavam uma populagdo aproximada de 4.6
milhdes de diabéticos no ano 2000 e de 11.3 milhdes para 2030. Esses dados’
ilustram a importancia do diabetes como causa da morbidade e mortalidade no
mundo e no Brasil.

A secregdo inadequada de insulina e/ou resisténcia dos tecidos a
mesma faz com que o diabético apresente altas taxas glicémicas no sangue e
alteragdes no metabolismo da glicose. As mesmas deficiéncias do diabético em
relacdo a insulina servem também como critério para classificar os pacientes
em duas categorias: Tipo 1, também denominado diabetes melittus insulino-
dependente (IDDM) - aqueles pacientes que devido a fatores hereditarios,
doencgas autoimunes ou infecgdes virais sofreram um comprometimento das
células beta do pancreas, principais responsaveis pela secre¢cao de insulina.
Essa categoria apresenta maior prevaléncia em criangas e adolescentes; Tipo
2, também denominada diabetes mellitus nao-insulino-dependente (NIDDM) -
aqueles pacientes que apresentam reducao da sensibilidade dos tecidos alvos
ao efeito metabdlico da insulina, isso em decorréncia da diminuicdo da
capacidade do receptor de insulina em se autofosforilar o residuo de tirosina
apds o estimulo?.

E muito comum o uso do termo “resisténcia & insulina” para a
sensibilidade diminuida da insulina em diabeticos do tipo 2. Nessa categoria,
que representa 90% dos casos de diabetes, o paciente pode permanecer
muitos anos sem diagnodstico, devido a seus estagios iniciais assintomaticos?.
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Em consequéncia disso, os individuos do tipo 2 apresentam maior risco para
acidente vascular cerebral, doenca cardiaca coronariana e doenga vascular
periférica®. Na tentativa de se normalizar as taxas glicémicas desses pacientes
sao utilizados, de acordo com a evolugdo do disturbio, sensibilizadores da agao
da insulina, secretagogos de insulina e a propria insulina.

As altas taxas glicémicas no sangue s&o a principal responsavel pelas
alteracbes de vias metabdlicas nos diabéticos®®. Em consequéncia, a
hiperglicemia é considerada como um importante fator no desenvolvimento de
danos aos tecidos, podendo esses efeitos serem reversiveis com controle
glicémico e de acordo com a gravidade das lesdes originadas’. Brownlee®
sugere em seus trabalhos, que as principais alteragbes causadas pela
hiperglicemia estdo ligadas ao aumento do fluxo na via dos polidis; ativagao da
proteina cinase C (PKC) e aumento da formacado de produtos avancados de
glicolizagdo nao enzimaticos (AGEs)

Em nosso organismo, a via metabdlica dos polidis é resposavel pela
conversao da glicose em sorbitol e frutose (Esquema 1). Para isso, num
primeiro momento, a glicose precisa ser reduzida em sorbitol por meio da
aldose redutase, uma enzima citosélica dependente de NADPH. Em seguida, o
sorbitol € oxidado em frutose pela sorbitol desidrogenase com consequente
reducdo de NAD a NADH. Brownlee®® em seus trabalhos, sugere que a
hiperglicemia no diabetes causa aumento do fluxo da via dos polidis e, com
isso, acarretando uma diminuicdo de NADPH e ao mesmo tempo aumento
citoplasmatico de sorbitol e NADH. Essas alteragdes podem originar estresse
osmotico nas ceélulas microvasculares, devido ao aumento dos niveis de
sorbitol intracelular®; alteragbes em outras vias de transducdo de sinais em
consequéncia do aumento da producdo de metioglioxial e diacilglicerol (DAG)

resultado do aumento dos niveis de NADH® um aumento, também, na

XV



producdo de ROS devido a ativagdo enzimatica da glutationa redutase

resultante das baixas concentracdes de NADPH'™,

_-Hiperglicemia

:.
Aldose

‘Gicose = poduiage JP>Soiol = SDH =P Frutose
i
77N

NADPH NADP*

Esquema 1: Efeito da hiperglicemia na via do polidis. A Aldose Redutase (AR) reduz a
glicose em sorbitol usando o NADPH. A Sorbitol Desidrogenase (SDH) oxida o sorbitol em
frutose usando o NAD". A hiperglicemia aumenta a atividade da AR, que acarreta aumento
dos niveis intracelulares de sorbitol, NADP* e NADH. Esquema baseado em artigo de
Bronwlee M.>.

Produtos avancados de glicolizacdo ndo enzimaticos (AGEs) sao
resultados das reacgdes entre proteinas e glicose. Os compostos dicarbonil,
derivados de glicose, também podem originar AGEs, a partir da sua reacéo
com grupo amina de aminoacidos. Nas células, os AGEs s&o responsaveis por
uma série de alteragdes como a perda de fungdo pelas proteinas alteradas™,

modificacdo de compostos da matriz extracelular'?, aumento da producgéo de

ROS ou ativagao de fatores de transcrigdo como NF-k[3 devido a sua interagéo
com receptores célulares™. No diabetes, o aumento da producdo de AGEs
devido a hiperglicemia pode causar a morte de células endoteliais, perda de
tbnus e elasticidade dos vasos sanguineos, além de alteragdes fisioldgicas
celulares. Trabalhos, usando inibidores de AGEs com animais, demonstraram
uma parcial inibicio de manifestacbes diabéticas como doengas

microvasculares na retina, rins e nervos™.
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As proteinas cinases C (PKC) compreendem uma familia de enzimas
com dezesete isoformas, sendo que nove sao ativadas pelo segundo
mensageiro DAG®. Estas cinases s&o responsaveis pela regulagéo da atividade
de varias moléculas intracelulares, por meio de transferéncia de energia, ou
seja, através da fosforilagdo das mesmas'. A hiperglicemia no diabetes é
responsavel pelo aumento da atividade da PKC devido ao aumento das
concentragbes de DAG’. Em conseqliécia disso, o diabético pode apresentar
anomalias no fluxo sanguineo devido a inibicdo da produgao de 6xido nitrico

(NO), oclusao dos capilares em consequéncia do aumento da expressao de

TGF e PAI-1, exarcebamento do processo inflamatério como resultado do

aumento da ativacdo de NF-k[3, aumento da producédo de ROS e, também, uma
neovascularizagdo desnecessaria em consequéncia do aumento da expressao
de VEGF™.

O ponto em comum a todas essas alteragdes metabdlicas no diabetes é
o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)*® (Esquema
2). O que, também associado com alteragdes no balango redox do organismo,

vai acarretar o estresse oxidativo.
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Esquema 2: Vias metabdlicas alteradas pela hiperglicemia no diabetes. Aumento da ativagéao
da PKC via fosfolipase A; (PLA;). Aumento do fluxo da via do poliol, resultando no estimulo da
aldose redutase. Formacao de produtos avangados de glicolizagdo nao enzimaticos (AGEs).
Sendo que a principal consequéncia resultante dessas alteragbes é o aumento da produgao de
ROS e o estresse oxidantivo. Figura baseada em artigo do Bronwlee M.5

Droge' definiu o estresse oxidativo observado no diabetes como o
resultado de um desequilibrio no balanco redox, uma vez que a quantidade de
espécies reativas de oxigénio produzidas supera a de enzimas e compostos
com capacidade antioxidante presentes no organismo. Consequentemente,
facilitando a reacdo direta desses radicais livres com proteinas, lipideos e DNA,
0 que pode causar danos e, até mesmo, a morte celular nos tecidos. Diferentes
estilos de vida, idade, atividade fisica e doengas como o diabetes sao fatores
que podem influenciar no aumento da quantidade de ROS sem o
correspondente aumento de substancias antioxidantes, assim, acarretando o

estresse oxidativo'.
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As espécies reativas de oxigénio sao moléculas muito instaveis
formadas a partir da reducéo do oxigénio (O;). Em concentracbes moderadas,
essas moléculas participam de fungdes importantes em nosso organismo como
na mediacdo de processos de sinalizacdo celular, eliminagdo de
microorganismos invasores e modulagédo dos processos inflamatérios'. Dentre
as principais espécies reativas de oxigénio estdo: o anion superéxido ("O,),
produto da redugdo da molécula de oxigénio por um elétron; o peroxido de
hidrogénio (H20.), resultante da redugédo do oxigénio por 2 elétrons; o radical
hidroxila (OH°), efeito da redugdo do oxigénio por 3 elétrons e o oxigénio
singlet ('0,), conseqiiéncia da doacdo de 4 elétrons para a molécula de
oxigénio'. A mitocdndria e o complexo enzimatico da NADPH-oxidase que sdo
considerados as principais fontes celulares de ROS no organismo e podendo
ambas serem estimuladas pela hiperglicemia®*®.

Na mitocéndria a producdo de ROS esta associado com a
metabolizagdo da glicose™. Nesse processo durante a fosforilagdo oxidativa,
grande parte do oxigénio consumido é reduzido a agua. Entretanto, uma fracéo
pequena, porém significativa, de O, consumido pode sofrer escape da cadeia
transportadora de elétrons e ser transformado em ROS?. Estima-se que de
dois a cinco por cento do oxigénio utilizado pela mitocdndria sdo convertidos
em radicais livres?'.

O processo de producdo de ROS na mitocdndria, através do
metabolismo da glicose, tem inicio com a glicélise, fase em que ocorre a
oxidagdo da glicose, com consequente geragdao de NADH e piruvato no
citoplasma celular. O NADH pode doar seus elétrons para a cadeia de
transporte de elétrons na mitocondria ou reduzir o piruvato para lactato, o qual
serve de substrato para a gluconeogénese hepatica. O piruvato pode ser,
também, oxidado através do ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA), produzindo
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dioxido de carbono, agua, NADH e FADH,. Essas moléculas fornecem energia
para a producdao de ATP, através da fosforilacdo oxidativa na cadeia de
transporte de elétrons na mitocondria. Nishikawa et a2, em seus trabalhos com
uso de inibidores, demonstraram que a hiperglicemia induz ao TCA, um
aumento na produgao de substratos (NADH e FADH.), responsaveis pela
geragao de espécies reativas de oxigénio na fosforilagao oxidativa.

O fluxo de elétrons através da cadeia de transporte de elétrons na
mitocondria ocorre por intermédio do citocromo ¢ (Cyt;), ubiquinona (Q) e 4
complexos enzimaticos associados a membrana (Esquema 2). O NADH
derivado da oxidagdao da glicose e do ciclo TCA doa seus elétrons para
complexo |. Esse, por sua vez, transfere os elétrons para a ubiquinona, que
também pode ser reduzida por elétrons do complexo Il transferidos pelo
FADH,. A ubiquinona reduzida vai transferir seus elétrons para o complexo lIl.
Estes sdo conduzidos pelo citocromo C para o complexo IV, quando a molécula

de oxigénio é reduzida em agua.
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Esquema 3: Produgéo de anion superéxido através da cadeia de transporte de elétrons
na mitocdéndria. A hiperglicemia aumenta a quantidade de doadores de elétrons
originados a partir da glicdlise e ciclo TCA, resultando em um aumento do potencial de
membrana e consequentemente num aumento da produgdo de ROS. Figura baseada
em artigo de Nishikawa T. et al*2.

A transferéncia de elétrons através dos complexos |, Ill e IV gera um
gradiente de prétons responsavel pela sintese de ATP através da ATPase.
Trabalhos de Korshunov et al® demonstraram que a hiperglicemia aumenta a
diferenga de potencial eletroquimico na membrana da mitocondria, o que vai
contribuir para o aumento da producao de anion superdxido por intermédio da
ubiquinona e complexos | e l11°?*, podendo levar ao estresse oxidativo.

Outra fonte celular de ROS, e tdo importante quanto a mitocéndria, é
através do complexo enzimatico da NADPH-oxidase. Esse complexo vai
desempenhar papel-chave nas células fagociticas durante o processo de
defesa do organismo contra patégenos microbianos™. A vital importancia da
NADPH-oxidase € bem ilustrada em individuos com doenga granulomatosa
crobnica. Em decorréncia de alteracbes genéticas nas subunidades desse
complexo enzimatico, os pacientes apresentam deficiéncia na defesa do
organismo contra infecgdes geradas por bactérias e fungos®.

A NADPH-oxidase € constituida por varias subunidades, estando
algumas localizados no citoplasma como a p47fox, p67fox e a p40fox e outras
na membrana plasmatica como a gp97fox e a p22fox #**. Quando a NADPH
oxidase € estimulada, as subunidades do citoplasma p47fox, p67fox e p40fox
sdo fosforiladas e migram para a membrana plasmatica, onde estdo os
componentes gp971fox e p22fox, com o0s quais se associam (Esquema 3). Ao
mesmo tempo a subunidade rac2 se dissocia de seu inibidor e, também, migra
para o complexo na membrana'. Uma vez estando a associagdo de todos os
componentes da NADPH oxidase completa, tem inicio a redugcéo do oxigénio e

formagao do anion superoxido.

XXI



Varios trabalhos mostraram que a hiperglicemia no diabetes estimula o
aumento da producdo de ROS pela NADPH-oxidase, por intermédio da
proteina cinase C°>?. Isso ocorre porque a hiperglicemia eleva os niveis de
DAG intracelular e esse segundo mensageiro aumenta a atividade da PKC.
Essa cinase por sua vez, de grande importancia na sinalizagao intracelular, é
responsavel pela fosforilagdo das subunidades citoplasmaticas da NADPH
oxidase e com isso a ativagdo desse complexo enzimatico?® (Esquema 4) que
passa entdo a produzir ROS. Esse aumento na produgcdo de ROS em
pacientes diabéticos pode causar estresse oxidativo nos pacientes diabéticos.
Giugliano et al”® mostraram em seus trabalhos a existéncia de uma associagéo
entre o aumento da producido de ROS, por meio da PKC, com o
desenvolvimento de complicagbes micro e macrovasculares como

arterosclerose, retinopatia e hipertensao no diabetes.

HIPERGLICEMIA
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Esquema 4: Ativagdo da NADPH-Oxidase. Em um primeiro momento, os componentes p47-phox, p40-
phox e p67-phox sao fosforilados € migram para a membrana para se associar com 0s componetes
gp91-phox e p22-phox. Ao mesmo tempo, Rac se dissocia de seu inibidor e também migra para a
membrana. Uma vez estando todos os componentes da NADPH oxidase associados, a p67-phox é
ativada pelo dominio de ativagdo (AD), que vai ativar os grupos Heme do citocromo bsss € assim
através do consumo de NADPH e oxigénio produzir anion superoxido. Sendo que a hiperglicemia
aumenta a ativagcdo de PKC e consequentemente a fosforilagdo dos componentes citoplasmaticos,
dessa forma estimulado a ativagdo da NADPH oxidase e na producao de ROS. Essa figura foi baseada

no artigo de El-Benna J."8.
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Em nosso organismo, a principal defesa contra as espécies reativas de
oxigénio, produzidas pela mitocéndria e pela NADPH-oxidase, sdo os
compostos e enzimas com capacidade antioxidante®. Estas substancias
antioxidantes sdo capazes de competir com outros substratos pela oxidagao
sofrida pelos radicais livres e, assim, evitar ou diminuir os danos causados a
proteinas, DNA e lipideos'. Esse sistema de defesa pode ser dividido em

quatro grupos:

I-  Antioxidantes nutricionais como acido ascorbico (vitamina C), alfa-
tocoferol (vitamina E) e o betacaroteno (vitamina A)*;

[I-  Antioxidantes enzimaticos como o superéxido dismutase (SOD); as
catalases; e a glutationa peroxidase (GSH-Px)*';

lll- Antioxidantes soluveis como glutationa, acido urico, albumina,
haptoglobina e hemopexina®?;

IV- Sequestradores de metais de transicdo como transferrina,

lactoferrina, ferritina, albumina e ceruloplasmina®.

Dentre todos esses, os antioxidantes soluveis sdo os de maior concentragao no
sangue circulante ou nos fluidos intersticiais, podendo agir neutralizando
diretamente os radicais livres ou através da participagdo de sistemas
enzimaticos.

Em decorréncia da presenca de varios compostos antioxidantes na
constituicdo corporal®, muitos estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de
se avaliar a capacidade antioxidante total do plasma e seu papel como defesa
antioxidante contra doengas associadas ao estresse oxidativo***. Dentre os
inumeros antioxidantes, os mais importantes sdo o acido ascoérbico, o acido
urico, o alfa-tocoferol e a albumina®. Além desses, grupos de proteinas com
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radicais sulfidrilicos,também, sdo considerados importantes antioxidantes do
plasma®*. Ja a transferrina e a ceruloplasmina s&o consideradas sustancias
antioxidantes preventivas do plasma, porque sequestram metais de transicao,
impedindo sua participagdo em reacdes de formacdo de radicais livres®. O
plasma, também, apresenta as enzimas superoxido desmutase extracelular e a
glutationa dismutase dependente de selénio, as quais apresentam uma alta
capacidade antioxidante®2°

Entretanto, Halliwell et al?, demonstraram existir uma baixa quantidade
de enzimas antioxidantes no plasma sanguineo. Isto os levaram a sugerir que o
plasma apresentaria uma baixa capacidade em neutralizar ROS produzidas por
neutréfilos durante os processos patolégicos, o que poderia resultar em lesées
teciduais. Contudo, trabalho recente de Frei et a’® demonstraram a importancia
de outros compostos ndo enzimaticos presentes no plasma, como o acido
ascorbico e o acido urico, na diminuicdo da peroxidacéao lipidica causada por
radicais livres produzidos por leucécitos estimulados com éster de forbol
(PMA). Sendo assim, eles conseguiram demonstrar a importancia da
capacidade antioxidante do plasma na prevencdo a possiveis lesbes em
tecidos causadas por ROS.

Outros autores®3 tém demonstrado que a albumina desempenha
importante papel, no plasma, como defesa antioxidante, uma vez que os
grupos sulfidrilas (HS-) e amina (HN-), presentes em sua estrutura, permite-
Ihes a neutralizagdo de radicais livres. Outro fator importante, que também
reforca a idéia da albumina como defesa antioxidante, € que, em termos de
quantidade, ela é a principal proteina no plasma humano, com uma
concentracdo normal de aproximadamente quatro a seis gramas por decilitro e
uma meia vida de vinte dias. Kouoh et al**, através de resultados obtidos com a
investigacdo da interacdo da albumina do soro bovino (BSA) com ROS
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produzido por granulécitos, sugerem o uso da albumina como droga
complementar no combate ao estresse oxidativo.

Estudo realizado por Santini et aP® com o objetivo de avaliar o poder
antioxidante do plasma do diabético no balango oxi-redutor, demonstraram uma
significativa redugdo na capacidade antioxidante do plasma e, ao mesmo
tempo, um aumento significativo nos marcadores de peroxidagao lipidica nos
pacientes diabéticos quando comparado com os nao diabéticos. Marra et al®
demonstraram que a capacidade antioxidante do plasma das mulheres
diabéticas € significativamente menor que a o dos homens diabéticos. Outro
dado importante desse trabalho € que as taxas de acido urico no plasma dos
pacientes diabéticos e principalmente nas mulheres diabéticas também foram
significativamente menores, possivelmente devido a lesdo renal associada.
Com isso, os autores sugerem que as baixas concentracbes de uréia no
plasma, consequéncia da hiperglicemia e que causa um aumento na sua
excrecdo, seja um dos responsaveis pela redugdo da capacidade antioxidante
do plasma em diabéticos, o0 que pode servir como explicagdo para a maior
suscetibilidade das mulheres diabéticas a complicagdes cardiovasculares.

Assim, o estresse oxidativo € uma das principais consequéncias das
alteragbes metabdlicas em decorréncia da hiperglicemia no diabetes. Pode-se
esperar também estas alteragcdes em células do sistema imuni interferindo com
a resposta inata e/ou adaptativa. Assim, ao avaliarmos a fungdo dos
granulécitos teremos subsidios sobre a reatividade inflamatéria nos pacientes
diabéticos, além de obtermos informagdes sobre a imunidade inata. No
presente trabalho, resolvemos medir a produgdo de ROS nos granulécitos e
quantificar a defesa antioxidante dada pelo plasma em pacientes diabéticos

tipo 2.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

No presente trabalho avaliar-se-a o estresse oxidativo no diabetes
através da quantificagcdo da produgdo de ROS por granulécitos de pacientes
diabéticos tipo 2 em conjunto com o papel do plasma autélogo como modulador

desta producéo de ROS.

2.2 Objetivos Especificos

* Quantificar a producdo de ROS em granulécitos de pacientes
diabéticos e ndo diabéticos, na auséncia de estimulo;

* Quantificar a produgdo de ROS em granuldcitos de pacientes
diabéticos e nao diabéticos na presenca de estimulo (éster de forbol)
visando mimetizar o efeito da hiperglicemia na produgcdo de DAG
(Diacilglicerol);

e« Comparar o efeito do plasma de diabéticos e ndo diabético como

agente da modulagao da produgao de ROS por granuldcitos;
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e Identificar efetores soluveis do plasma com funcio neutralizadora do
ROS, e
e Sugerir uma técnica simples para quantificacdo da atividade

antioxidante do plasma.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de estudo

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Santa Casa de
Misericordia de Belo Horizonte (SCM-BH) e desenvolvido no préprio Hospital
da SCM-BH. Os experimentos foram realizados no laboratério do Nucleo de
Pos-graduacgéo e Pesquisa, enquanto que a selegdo de pacientes foi realizada

no Ambulatorio de Diabetes entre o periodo de 2002 a 2005.

3. 2. Selegao de pacientes

Os pacientes com o diagnéstico de Diabetes mellitus tipo 2 incluidos no
estudo foram selecionados pela Doutora Maria Regina Calsolari e pela Doutora
Telcia Vasconcelos Barros Magalhdes, através de exames clinicos e
laboratorias. Estando parte dos dados referentes a estes exames apresentados

na tabela1.

Tabela 1: Dados clinicos e laboratoriais dos doadores diabéticos e nao diabéticos
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N&o diabético P Diabético tipo 2

N 15 27
Glicose (mg/dl) 87+2 <0,05 169120
Hbai. (%) 4,9+0,08 <0,05 8,0+0,30
IMC Kg/m? 249+14 >0,05 28,4+1,6
Colesterol (mg/dl) 194,827 .4 >0,05 18919
LDL (mg/dl) 125,6+17,3 >0,05 11015
HDL (mg/dl) 55,6+2,8 >0,05 48,5+2,7
Triglicérides (mg/dl) 198,5+77 1 >0,05 161,1£59,9

Hbas;. = Glicohemoglobina, IMC = indice de massa
corporal, LDL colesterol, HDL colesterol. Dados relativos
a parte dos nossos pacientes.

3. 2.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo, aqueles pacientes com diagndstico de
diabetes mellitus tipo 2, conforme os critérios estabelecidos pela American
Diabetes Association (ADA) (Tabela 2) e que também se propuseram a assinar

o Termo de Consentimento.

Tabela 2: Critérios estabelecidos pela American Diabetes Association (ADA)
para o diagnéstico da diabetes

mg/dI
Glicemia jejum Glicemia p6s dextrosol
Normal <99 <140
Intolerante a glicose 99 até 126 140 até 200
Diabetes 2126 =200

3. 2.2 Critérios de exclusao
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Os pacientes com alcoolismo, histérico de cetoacidose anterior,
patologia crénica como céancer e insuficiéncia renal, gravidas e os que se

recusaram a assinar o Termo de Consentimento foram excluidos do estudo.

3. 3. Controles

Foram considerados controles aqueles individuos sadios, avaliados por
meio de histéricos clinicos e exames fisicos, que ndo apresentavam diabetes,
doencas crbénicas ou de carater inflamatério e, também, ndo faziam uso
continuo de medicamentos.

3. 4. Solugoes

- PBS (Tamp3ao fosfato pH 7.4)%":
- 8,129 de NaHPO,
- 1,35g de KH,PO,

- 8gde NaCl

1 litro de H,O destilada.

=  Luminol:
- 1,77g de luminol (Sigma) diluido em 1ml de dimetilsulféxido
(DMSO) para obtegdo da concentragdo de 10°M. Para uso, essa

solucao era diluida em PBS para concentragédo 10“M.

- O MTT (Sigma) foi diluido em PBS a concentracao de 5,0

mg/ml para uso direto.
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= 12,13 forbol dibutirato (PDB):

- 1'mg de PDB (Sigma) era diluido em 1ml de dimetilsulféxido
(DMSO) originando uma concentragdo de 2x10°M. Para uso
nos experimentos, sua concentracao foi corrigida com PBS
para 10°M.

= Azul de Trypan
- O azul de Tripan (Sigma) foi preparado a concentragdao de
1% em PBS.
» Gradientes de separacao de celular
- Monopaque: Gradiente para separacdo de células
mononucleares, com densidade iqual a 1.08%, preparado pela
Bion LTDA.

- Leucopaque: Gradiente utilizado para a separagcao de

leucécitos, com densidade iqual a 1.12%, preparado pela Bion

Ltda.

= |sopropanol/HCI

- 29,9ml de alcool isopropilico + 0,1 de HCI

3. 5. Equipamentos

= Luminbébmetro (Ciba Corning - Magri Lite Analizer).

= Espectrofotébmetro (Bioplus)._

= Centrifugas (Excelsar Fanem LTDA)
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= Microcentrifuga (Micromax)

= Banho Maria (Hemoquimica)

= Estufa de CO,(Jouan - IG 150)

= Microscépios:
- (Edu VU 1300)
- (WESCO)
- (Ken)
- (A vision TT) acoplado a uma camera “digital color” SDC-312

(Samsung) e um monitor (Pro view).

3. 6 Obtencao de granulécitos e plasma

A obtencao do plasma e dos granulécitos foi realizada de acordo com
Bicalho et al’®, com pequenas alteragbes. Em um tubo de ensaio siliconizado
eram adicionados 4.0ml de sangue periférico heparinizado sobre 6.0ml de
gradiente duplo de Ficoll-Hypaque, com densidades 1,08 (3.0ml) e 1,12 (3.0ml).
Esses tubos eram centrifugados a 200g por 15 minutos, formando, assim, uma
primeira camada, na regido superior do tubo, de cor amarelada translucida que
correspondia ao plasma. Logo abaixo, dois anéis esbranqui¢gados, sendo o
primeiro constituido por células mononucleares e 0 segundo, um pouco mais

abaixo, formado por granulécitos (Esquema 5).
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Purificacao de granulocitos

Plasma

3 ml de manopague m——-
—» granulocitos

3 ml de leucopague L
hemacias

Esquema 5: Técnica para obtengéo de plasma e granulécitos. Em um tubo de ensaio era
adicionado 4.0ml de sangue sobre 6.0ml de gradiente com densidades 1,08 (monopaque) e
1,12 (leucopaque). Apos 15 minutos de centrigugacdo formava no tubo uma primeira
camada de plasma e dois anéis de células, um de mononucleares, outro de granuldcitos.

4 ml de sangue

A partir dai, o plasma e o anel de granulécitos eram entao transferidos
para tubos separados. Em seguida o plasma era centrifugado novamente por
15min a 200g, para certificar-se da total auséncia de células. Enquanto os
granuldcitos passavam por um processo de lavagem, que consistiu em uma
centrifugacéo a 50g por 20 minutos com 6.0 ml de PBS, seguida de mais duas
a 100g por 10 minutos, também com PBS. Terminado esse processo, as
células foram entéo levadas ao microscépio, numa camera de Neubawer, para
serem contadas e determinada sua viabilidade pelo Teste de Azul de Trypan,
que mostrou-se sempre superior a 95%. No microscopio, também era avaliada

a total auséncia de células no plasma.

3. 7 Quimioluminescéncia

O ensaio de quimioluminescécia dependente de luminol (5-amino-2,3-
dihidro-1,4 falozinediona), conforme descrito por Gomez et al.*, foi utilizado

para quantificar as espécies reativas de oxigénio produzidas pelos granulécitos
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de pacientes diabéticos e nao diabéticos e, também, para avaliar o efeito
modulador do plasma nessa produgdo. Sabe-se que as espécies reativas de
oxigénio, ao serem produzidas liberam uma luminosidade natural. Quando
esses radicais livres reagem com o luminol, a luminosidade sofre uma
amplificacdo que pode entdo ser captada pelo luminbmetro conforme a reagcao

abaixo:

ROS

Luminol » | a-aminofitalato + N, + luz (425nm)

Para determinacdo do ROS produzido pelos granuldcitos sem

estimulacdo e com estimulagdo de éster de forbol (PDB), foram adicionados,
em uma tubo préprio para luminémetro, 100ul de granuldcitos (0,1x10°), 200ul
de PBS e 200ul de luminol (10* M). Este tubo era, entdo, levado ao

lumindmetro durante 15 minutos iniciais. Apds este tempo, era adicionado 30pl
de PDB a 10® M e uma segunda corrida era realizada durante 30 minutos
adicionais, totalizando 45 minutos de reagao. Os resultados eram expressos
em RLU/minuto (unidades relativas de luz/minuto).

Na avaliacdo da modulacdo da producédo de ROS pelo plasma, um tubo
recebia 100ul de granulécitos (0,1x10°), 200ul de PBS, 200ul de luminol (10*
M), 30ul de PDB (10° M) e 100ul de plasma. Como controle, um segundo tubo
recebia todos os reagentes, exeto o plasma, e, um terceiro tubo recebia apenas

os granulécitos, PBS e luminol. Todos os tubos eram lidos separadamente

durante 30 minutos no luminémetro e os resultados expressos em RLU/minuto.
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3. 8 Medida da atividade antioxidante do plasma e da albumina

O MTT é um sal de tetrazdlio, que pode ser reduzido pelas
desidrogenases, formando cristais de formazana soluveis em isopropanol.
Desta forma, o MTT passa de uma cor amarela (forma oxidada) para uma cor
purpura (forma reduzida).

Para a avaliagdo do poder antioxidante do plasma, 50ul de MTT com
50,100 e 200ul de plasma foram incubados em estufa de CO, 5% a 37°C por
um periodo de 120 minutos. Apds a incubacdo, o volume final nos tubos era

ajustado com PBS para 500ul e adicionado mais 1000ul de isopropanol/HCL
para solubilizar os cristais de formazan. A leitura da redu¢do do MTT em fase
alcodlica era realizada no espectrofotdbmetro a 570nm e os resultados
expressos em D.Os7onm.

O mesmo protocolo foi utilizado para avaliacdo da capacidade
antioxidante da albumina. Sendo 50ul de MTT incubado com 2, 4 e 8mg/20, 40,
80ul de albumina sérica bovina (BSA) durante 120 minutos em estufa de CO.

5% a 37°C. Apds a incubagédo, o volume final nos tubos era ajustado com PBS

para 500ul e adicionado mais 1000ul de isopropanol/HCL para solubilizar os
cristais de formazan. As reacdes em fase alcodlica eram lidas no
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 570nm e os resultados

expressos em D.Os7onm.

3.9 Avaliacao do efeito das plaquetas na capacidade antioxidante do

plasma
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Nessa avaliacdo, as plaquetas presentes no plasma eram separadas
através de uma centrifugagao de 9.300g durante 20 minutos e, a confirmagéao
da auséncia de plaquetas no plasma, era realizada por meio da microscopia.

Para a avaliagao do efeito das plaquetas na capacidade antioxidante do
plasma, 50ul de MTT eram adicionados a 100ul de plasma com auséncia e
com presencga de plaquetas em tubos distintos. Apds uma incubagao de 60
minutos em estufa de CO, 5% a 37°C, o volume final dos tubos era ajustado
para 500ul com PBS e adicionado 1000ul de isopropanol/HCL para interromper

a reacao. As leitura de reducido do MTT eram realizadas no espectrofotometro

e os valores expressos em D.Os7onm.

3. 10 Avaliagcao do efeito da temperatura na capacidade antioxidante do

plasma

Para esta avaliagdo, 100pl de plasma foi pré-incubado em 37°C e 56°C

por 30 minutos. Apds esta pré-incubacio, os dois plasmas foram novamente
incubados com 50ul de MTT em estufa de CO,5% a 37°C por mais 60 minutos.
Apdbs a incubacgao, o volume final dos tubos era ajustado para 500ul com PBS e

adicionado 1000ul de isopropanol/HCL para interromper a reacgao. As leituras
da redugao do MTT eram realizadas no espectrofotdbmetro. Sendo os valores

expressos em D.Os7onm.

3.11 Avaliagao da capacidade antioxidante do plasma de diabéticos e nao

diabéticos.
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Neste protocolo, 50ul de MTT mais 100ul de plasma foram incubados por
30, 60, 120 minutos em estufa de CO, 5% a 37°C. Apds a incubagéao, o volume

final dos tubos era ajustado para 500ul com PBS e adicionado 1000ul de
isopropanol/HCL para interromper a reagao. As leituras da reducdo do MTT
eram realizadas no espectrofotbmetro. Sendo os valores expressos em

D . O570nm-

3.12 Anadlise estatistica

Para analise estatistica dos dados foi utilizado o teste “t” de Student ndo
pareado, sendo considerado estatisticamente significante P<0.05.

4. Resultados

Os resultados serao apresentados na forma de perguntas e respostas.
Aceita-se que a producdo de ROS seja ativada “in vivo” pela hiperglicemia via
producao de diacilglicerol (DAG) e consequente ativacdo da PKC. Com estas

informacdes, formulamos a nossa primeira pergunta.

- Primeira pergunta: A produgdo de ROS por granulécitos de diabéticos

Tipo 2 difere da observada em nao diabéticos “in vitro™?

Para responder a esta pergunta, a produgdo de ROS por granulécitos foi
avaliada durante 15 minutos em ensaio de quimiluminescéncia. Os valores
obtidos durante o experimento foram expressos em RLU Total x10° e pela
relagdo E/C onde E representa o valor de produgdo de ROS dos diabéticos e C

o de nao diabéticos.
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Os resultados (Tabela 3) demonstraram que mesmo na auséncia de
estimulacao “in vitro” existe uma diferenga significativa (p<0,05) na produgéo
de ROS entre os granulécitos de pacientes diabéticos (DM2) e n&o diabéticos
(ND): DM2 = 559+62; ND = 381+57 (valores expressos em RLU Total x107).
Em diabéticos a producido de ROS foi 50% maior em comparagdo com 0s nao
diabéticos (Tabela 3). O grafico 1 mostra uma curva cinética representativa da

producao de ROS por granuldcitos.

Tabela 3: Avaliacdo da producdo de ROS por granulécitos de
diabéticos tipo 2 e nao diabéticos.

Doadores RLU Total x 10°*+EP E/C
ND 38157

P <0,05 1,5
DM2 559162

ND= Nao diabéticos (n=26), DM2= diabético tipo 2 (n=23), RLU/min= unidade
relativa de luz, EP = Erro padrao, E/C= Valor em RLU Total de DM2/ Valor em RLU
Total de ND e p é considerado significante quando p<0,05. Dos pacientes
diabéticos 14 faziam uso de insulina.
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Grafico 1: Curva representativa da evolugao cinética da produgao de
ROS por granulécitos de diabéticos e ndo diabéticos na auséncia de
estimulo. DM2 = Diabéticos, ND = N&o diabéticos, RLU = Unidade
relativa de luz.

Comprovado que os granuldcitos de diabéticos parecem “in vitro” manter

a sua ativagao em consequéncia da hiperglicemia “in vivo”, buscamos avaliar o

efeito de um ativador de PKC no aumento da produgao de ROS em diabéticos,

objetivando mimetizar “in vitro” o efeito da hiperglicemia. O ensaio foi realizado

utilizando o PDB, uma substancia semelhante ao diacilglicerol, que ativa a
PKC.

- Segunda pergunta: Em relagédo a produgédo de ROS, os granuldcitos

de diabéticos e de ndo diabéticos reagem de forma semelhante a

estimulagao?

Com o objetivo de responder a essa pergunta, a producédo de ROS por
granuldcitos estimulados com PDB foi avaliada durante 30 minutos em um
ensaio de quimiluminescéncia. Os valores obtidos durante o experimento foram
expressos em RLU Total x10 e pela relagdo E/C (Produgdo média de ROS por
granuldcitos na presenga de PDB/ Produgédo média de ROS por granulécito na

auséncia de PDB).
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Os resultados da Tabela 4 mostraram que os granuldcitos de diabéticos
Tipo 2 (DM2=2162+182; E/Cow= 3,5+0,3) apresentam uma ativacdo e
producéao de ROS significativamente maior (p<0,05) em comparagéo a dos néo
diabéticos (ND=610+75; E/Cnp= 1,6+0,2) quando estimulados com PDB. Esta
maior sensibilidade dos diabéticos ao estimulo com PDB também pode ser

percebida a partir do grafico 2, que mostra uma curva cinética representativa

da produgao de ROS por granuldcitos.

Tabela 4: Produgcdo de ROS por granulocitos de diabéticos e
nao diabéticos estimulados com PDB.

Doadores RLU Total x10°+EP E/C
ND 610175 1,6+0,2
P <0,05 <0,05
DM2 21621182 3,5+0,3

ND= Nao diabéticos (N=6), DM2= diabético tipo 2 (n=14), RLU = Unidade
relativa de luz, EP = Erro padrao, E/C= Valor em RLU total do experimento em
presencga de PDB/ Valor em RLU total do experimento em auséncia PDB. p é
considerado significante quando p<0,05.

140000 -
120000
—ND
100000 | — DM2
80000 |
£ 60000
o]
z
40000 /_/_A/\,/—/\,
20000 |
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27
Tempo (min)

Grafico 2: Curva representativa da evolugao cinética da producgéo
de ROS por granulécitos de diabéticos e ndo diabéticos
estimulados com PDB. DM2 = Diabéticos, ND = Nao diabéticos,
RLU = Unidade relativa de luz.
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Como vimos na tabela 3 e 4, existe uma maior produ¢cdo de ROS total
por granuldcitos de diabéticos em comparagdo com os ndo diabéticos. Os
mesmos resultados foram também observados quando expressos em rlu/min.
Isto caracteriza um dos pardmetros identificados na definicdo do estresse
oxidativo. Contudo, talvez seria possivel haver uma neutralizacdo desta
resposta dos granulécitos por agentes antioxidantes. Neste contexto, resolveu-
se estudar a capacidade do plasma autélogo como um efetor antioxidante na

modulagao da produgédo de ROS por granuldcitos.

- Terceira pergunta: A producdo de ROS por granuldcitos de
pacientes diabéticos e néo diabéticos estimulados com PDB pode ser

modulada por plasma autologo?

A capacidade do plasma em modular a producdo de ROS por
granuldcitos foi avaliada através do ensaio de quimioluminescéncia durante 30
minutos. Os valores obtidos durante o experimento foram expressos em RLU
total x10° e pela relagdo  granulécito+PDB/  granulécito e
granuldcito+PDB+plasma/ granulécito+PDB.

Os resultados obtidos (Tabela 5) e analisados de acordo com a Tabela 6
e Figura 1 demonstraram que o plasma autdlogo acarreta uma redugéo

significativa (p<0,05) da producao de ROS por granuldcitos estimulados com
PDB tanto em pacientes diabéticos (G+PDB/G+PBSpw.=4,4+0,7;
G+PDB+Plasma/G+PDBpv; =0,32+0,08) como em n&o diabéticos

(G+PDB/G+PBS\p = 3,2+0,6; G+Plasma+PDB/G+PDBnp= 0,26+0,08). N&o

houve diferencga significativa (p>0,05) entre a modulag¢ao da produgao de ROS
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pelo plasma do nao diabético comparado com o plasma de diabético
(G+Plasma+PDB/G+PDBpw,=0,32+0,08; G+Plasma+PDB/G+PDByxp= 0,26+
0,08). Estes resultados nos permitem sugerir que o plasma autélogo modula a
producao de ROS por granuldcitos de diabéticos e nao diabéticos estimulados
por PDB. De forma semelhante, os graficos 3 e 4 mostram curvas médias da

modulagao exercida pelo plasma sobre a produ¢ao de ROS por granuldcitos.
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Tabela 6: Efeito do plasma autélogo sobre a produgdo de ROS por granulocitos
Tabelg§oRpuiitados eRY erasmIbos esiilasdesiadrodpgio de ROS em granuldcitos por

plasma autologo.

RLU Total /@R+EP

Doadores  G¥PDB/G+PBS p G+PDB+Plasma /G+PDB
RLU Total x10° E/C RLU Total x10° E/C RLU Total x10° E/C RLU Total x10° E/C
ND NN . NA a) | NN NO
M (2 2/19,47Y,0(3) 3/2 8,05 (3) (2) YgPTIHUO (3) 3/2
G+PBS G+PDB G+PDB+Plas G+PBS G+PDB G+PDB+Plas
1 5387 8364 1,56 2933 0,35 467 1269 2,7 645 0,5
DM2 4,4+0,7 <0,05 0,32£0,08

2 = N&o diabeticos(h=8), DM2= diabético tipo 2(n=7), = Valor em RLU tdtal do experimento/
rem otal do,gontrole, EPz erro padrago, G=gr. jcito, p, £ consi o signifigativo

3 gg ndo pf%)%gé pelo(i’t'é1r e “t" de1 tAl'J%ent. 82& %’},ﬂéa 3648 dzega"d 26%

4 797 4490 57 478 0,1 6756 46756 6,81 9061

5 1291 6483 4,97 433 0,06 1987 16055 7,94 10387

6 4009 12852 3,12 470 0,03 3283 10687 3,17 1152

7 2707 14797 542 1375 0,09 3101 10449 3,29 5590

8 420 924 2,2 644 0,69 - - - -

— 2337t 7209+ 3,240 1227+ 0,26+ 2572+ 13438+ 44+ 4059+

I 678 1656 ,6 315 0,08 799 5864 0,7 1612

0,64

0,10

0,53

0,32+
0,08

G=Granulécitos, Plas=Plasma, E/C = Experimento/Controle, I = média.

6,

B G+PDB/G+PBS
[l Plasma+G+PDB/G+PDB

5,

tEP
w

p<0,05

ND DM2

Figura 1: Modulacdo da produgdo de ROS em granulocitos de diabéticos e n&do diabéticos
estimulados por PDB por plasma autélogo. Diabéticos = DM2 (n=8) e nao diabéticos = ND
(n=7 ), E/C= Valor em RLU total do experimento/ Valor em RLU total do controle, p é
considerado significativo quando p<0,05 pelo teste “t” de Student.
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Grafico 3: Curva cinética representativa da modulagéo da produgéo de ROS
por granuldcitos de ndo diabéticos por plasma autdlogo. N=8 e RLU =
Unidade relativa de luz .

RLU/min  __ G+PBS Diabético tipo 2

600000 - G+PDB+Plasma
500000 -
400000 -
300000 -
200000 -
100000 -

0 T T T T T T T T T T T T T T T T
1 3 5§ 7 9 11 13 15 17
Tempo

19 21 23 25 27 29

Grafico 4: Curva cinética representativa da modulagcédo da produgdo de ROS
por granulécitos de diabéticos por plasma autélogo. N=7, RLU = Unidade
relativa de luz .

Se o plasma modula a producdo de ROS, ele deve apresentar uma forte
atividade antioxidante ou redutora, possivelmente mensuravel. Com este

enfoque, testamos a capacidade do plasma em reduzir diretamente o sal
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tetrazolio (MTT). Se correto o nosso raciocinio poderiamos sugerir uma técnica

simples para avaliagao global da atividade antioxidante do plasma.

- Quarta pergunta: E possivel quantificar a capacidade antioxidante do

plasma?

O nosso objetivo com esta pergunta € padronizagdo e otimizagdo de
uma técnica simples usando-se a redugdo do sal tetrazolium (MTT). Para isto,
plasma e MTT foram incubados durante duas horas e os valores obtidos da
reacao foram expressos em D.O s70nm X10°.

Os nossos resultados (Tabela 7 e Figura 2) demostraram uma reducgéo

significativa (p<0,05) do MTT pelas diferentes quantidades de plasma tanto de
diabético (DM2so = 49111, DM24g0u = 119114, DM2500 = 284+19) como de néo
diabéticos (NDsou = 48+4, ND1oou = 122415, NDgoouw = 276+21). A redugdo do

MTT ocorreu em fungdo da quantidade de plasma. Este dado sugere que o

poder antioxidante do plasma pode ser quantificado pela redugcéo do MTT.

350 , [1°0H
Tabgla 7m100u 30 da capacidade antioxidante do plasma de diabéticos
e nao diajggoooyl
. 250 -
S p<0.05 D.OS70nm X1 03 iEnPru:
X200 - p=0-05
g a — Quantidade em
DPoadares 100 =
100
%\(P 276x21
® >0,05
DM2 49+1ND <0,05 119+14 DMZ0,05 284+19

ND= Nao diabéticos (n=7), DM2= diabético tipo 2 (n=9), D.Os7n.m = densidade éptica em 570
nanémetros, EP = Erro padréo. p é considerado significativo quando p<0,05 pelo teste “t”
de Student.
Figura 2: Comparagéo entre a capacidade antioxidante do plasma de diabéticos e
nao diabéticos. Diabéticos = DM2 (n=7) e nao diabéticos = DM2 (n=9), D.Os7onm =
densidade o6ptica em 570 nandmetros, P é considerado significativo quando P<0,05
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pelo teste “t” de Student. (), (~), (=) diferenga nao significativa (p>0,05) entre 50,
100 e 200 pl de plasma de diabéticos e nao diabéticos.

A partir dai pode-se inferir que o poder antioxidante do plasma é capaz
de reduzir o MTT e este teste pode inferir a atividade antioxidante do plasma.
Contudo, este efeito poderia ser devido a presencga de plaquetas. Isso nos fez

levantar a seguinte questao.

- Quinta pergunta: O efeito antioxidante do plasma € devido a agao

direta de plaquetas?

Para esta avaliagao, parte do plasma, apés um processo para retirada
das plaquetas de sua composicao, e seu controle foram incubados com MTT
por um periodo de 60 minutos. Os valores da reacio de reducdo do MTT foram
expressos em D.Oszonm X103,

Os resultados obtidos (Tabela 8 e Figura 3) ndo demonstraram diferenca

significativa entre o plasma com ou sem plaquetas, tanto em n&o diabeticos
(NDpiasma comiplaquetas = 122+13; NDpiasma semplaqueta = 114+13, p>0,05), como em
diabéticos (DM2piasma complaqueta= 91115; DM2piasma semipiaqueta= 80£11, p>0,05). Os
resultados, também, nao permitiram discriminar os nao diabéticos dos

diabéticos por meio dos valores de reducdo do MTT, uma vez que a diferenca

observada nos dois grupos néo foi significativa, tanto no plasma total (ND piasma
com/plaqueta= 122i13, DM2 Plasma com/plaqueta= 91115, p>0,05), quanto no plasma ISentO

de p|aquetaS (NDF‘Iasma sem/plaqueta™ 114113, DMZPIasma sem/plaqueta™ 801 1, p>0,05) Os
resultados demonstram que a reducdo do MTT nao foi devida a acédo de

plaquetas, mas sim, possivelmente, a efetores soluveis do plasma.
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Tabela 8: Avaliagdo da redugao do MTT pelo plasma de diabéticos e nao
diabéticos na auséncia e na presenca de plaquetas

D.O570nm x1 OSiEP

Doadores Plasma rico em Plasma isento de
plaqueta P plaquetas
ND 122413 >0,05 114113
DM2 9115 >0,05 80+11

ND= Nao diabéticos (n=6), DM2= diabético tipo 2 (n=5), D.Os7mm = densidade Optica em
570 nanbémetros, EP = Erro padrdo. p é considerado significativo quando P<0,05 pelo
teste “t” de Student.

160 - W Plasma com plaqueta

p>0.05 O Plasma sem plaqueta
140 -

120 -
100 -
80
60
40 -

*%

p>0.05

*

*%*

D.O570nm x1 03

20
0 -

ND DM2

Figura 3: Comparacao entre a redugao do MTT por plasma com e sem plaquetas em
diabéticos e ndo diabéticos. ND= Nao diabéticos (n=6), DM2= diabético tipo 2 (n=5).
D.Os7nm = densidade 6ptica em 570 nanémetros, EP = Erro padrao, (-) diferenga nao
significtiva (p>0,05) entre o plasma com plaquetas de diabéticos e ndo diabéticos, ()
diferenga nao significtiva (p>0,05) entre o plasma sem plaquetas de diabéticos e nédo
diabéticos. P é considerado significativo quando p<0,05 pelo teste “t” de Student.

Excluindo a participacao das células na reducao do MTT, passou-se a

trabalhar com a hipotese de que os efetores antioxidantes do plasma seriam
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soluveis. A partir dai resolveu-se testar o papel da albumina neste fenbmeno

devido a sua grande quantidade no plasma.

- Sexta pergunta: Seria a albumina um dos efetores soluveis

responsaveis pela capacidade antioxidante do plasma?

Para se estabelecer uma comparagao qualitativa e quantitativa, testou-
se o poder redutor da albumina através do MTT em quantidades equivalentes
as concentragdes encontradas no plasma. As leituras das reacdes de reducao
do MTT, eram realizadas apds 2 horas de incubacéo e os valores expressos
em D.Os7onm X10°.

Os resultados obtidos (Tabela 9) demonstraram um aumento

significativo (p<0,05) da redugao do MTT de forma proporcional a quantidade

de albumina: BSAung = 2814, BSAumg = 4915, BSAsng = 8518, p<0,05. Sendo
assim, esses resultados reforcam a tese de que a albumina é uma importante
defesa antioxidante presente no plasma.

Os dados da tabela 9 nos permite estabelecer uma relacdo entre as

Tabela 9: Reducgao de MTT por plasma e albumina

(D.O570nm x1 03iEP)

BSA Plasma

2mg p 4mg p 8mg 50ul p 100ul p 200pl

BSA 28+4 <0,05 49+5 <0,05 85+8 -

ND - - - 49+3 <0,06 122+15 <0,05 276+21

DM2 - - - 49+1 <0,05 119+14 <0,05 284+19

BSA= Albumina Sérica Bovina (n=7), ND= N&o diabéticos (n=7), DM2= diabético tipo 2 (n=9),
D.Os70nm = densidade Optica em 570 nandmetros, EP = Erro padrao, P é considerado significativo
quando P<0,05 pelo teste “t” de Student.

densidades O6pticas das diferentes quantidades de BSA e de plasma. Estes
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resultados (Tabela 10) demonstraram que a albumina contribui com 31 a 57%
da reducdo do MTT pelo plasma: (2mg de BSA/50ul de plasma = 0,57; 4mg de

BSA/100ul de plasma = 0,40; 8mg de BSA/200pul de plasma = 0,31). Indicando
assim, que outros efetores, também sado responsaveis pela capacidade

antioxidante total do plasma.

Tabela 10: Relacao entre albumina e Plasma de nao diabéticos na reducao de MTT

Relagao BSA e plasma D.Os70nm X10° BSA/Plasma
2mg de BSA/50pul de plasma 28/49 0,57
4mg de BSA/100pl de plasma 49/122 0,40
8mg de BSA/200ul de plasma 85/276 0,31

BSA= Albumina sérica bovina (n=7), plasma de nao diabéticos (n=7), D.Oszm = densidade éptica em
570 nanOmetros.

Uma vez comprovada a possibilidade da participagdo da albumina
plasmatica na redugdo do MTT, resolveu-se avaliar se a capacidade
antioxidante do plasma pode sofrer alguma alteracdo por influéncia da

temperatura.

- Sétima pergunta: Os efetores antioxidantes do plasma séao resistentes

a temperatura?

Com o objetivo de responder esta pergunta, parte do mesmo plasma foi

pré-incubado em 37°C e 56°C por 30 minutos e novamente incubados na
presenca de MTT por mais 60 minutos. As leituras das reagdes foram

expressos em D.Os7onm X103,

XLVIHI



Os resultados (tabela 11 e figura 4) ndo demostraram diferenca
significativa entre o plasma incubado na temperatura de 37°C e 56°C, tanto
em nao diabéticos (NDsrc = 122+13; NDsec = 93+13, p>0,05), como em
diabéticos (DM237:c = 91+15; DM2s:c = 7619, p>0,05). Os resultados também
nao permitem discriminar diabéticos e nao diabéticos através do plasma a
temperatura ambiente (NDsrc = 122+13; DM23¢c = 9115, p>0,05) ou com
incubacdo 56°C (NDsgc = 93£13; DM2sc = 7619, p>0,05). Com isso, os

resultados obtidos sugerem que a temperatura ndo influécia na redugéo do

MTT pelo plasma.

Tabela 11: Efeito da temperatura na redugdo do MTT pelo plasma de diabéticos
e nao diabéticos na auséncia e na presenca de incubacéo.

D.0570nm X1 OBiEP

Doadores 37°C p 56°C
ND 122113 p>0,05 93+13
DM2 91+15 p>0,05 7619

ND= N&ao diabéticos (n=6), DM2= diabético tipo 2(n=5), D.Osnom = densidade éptica em 570
nanémetros, EP = Erro padrao. p é significante quando p<0,05 pelo teste “t” de Student.
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Figura 4: Comparagdo entre a redugdo do MTT pelo plasma de
diabéticos e nao diabéticos sob influéncia da temperatura. ND= Nao
diabéticos (n=6), DM2= diabético tipo 2 (n=5), D.Oswnm = densidade
Optica em 570 nanémetros. (+) diferenga nao significtiva ( p>0,05) entre
o plasma de diabéticos e nao diabéticos incubados em 37°C, (~)
diferenga néao significtiva (p>0,05) entre o plasma de diabéticos e nao
diabéticos incubados a 56°C.

Como demonstrado, o MTT pode ser reduzido diretamente pelo plasma
em auséncia de células. A partir dai, resolveu-se comparar o poder

antioxidante do plasma de diabéticos e nao diabéticos usando o sal tetrazdlio.

- Oitava pergunta: Baseado na capacidade antioxidante do plasma seria

possivel discriminar os diabéticos dos nio diabéticos?

Para responder a esta pergunta foi realizada uma cinética com a
incubacao de 100ul de plasma na presenca de MTT em estufa de CO;, 5% a 37

°C por 30, 60 e 120 minutos. As leituras de reducdo do MTT, nos diferentes
tempos de incubacao, foram realizadas no espectrofotometro, onde os valores
eram expressos em D.Os;onm x10°. Para andlise estatistica dos dados foi
utilizado o teste “t” de Student.

De acordo com os resultados (Tabela 12 e Figura 5), a redu¢cdo de MTT
pelo plasma aumentou significativamente (p<0,05) de forma proporcional ao

tempo de incubagdo em pacientes diabéticos (DM23min = 42+7, DM260min = 93+
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9, DM220min = 12619, p<0,05) . J& nos individuos néo diabéticos ndo existiu
diferencga significativa entre a incubacao de 30 e 60 minutos e nem entre 60 e
120 minutos: NDsomn = 107£10, NDgomin = 157127, ND12omn = 182+27 (valores
expressos em D.Oszomm X10°). Quando comparado a redugdo do plasma do
paciente diabético com nao diabético, os nossos resultados (figura 5)
mostraram que existe uma diferenga significativa (p<0,05) nos tempos de 30

minutos (NDzomin= 107£10, DM230min = 42+7, p<0,05) e 60 minutos (NDeomin = 157

127 e DM2¢omn = 9319, p<0,05) avaliados, permitindo descriminar os dois
grupos de pacientes. Com base nestes tempos de reacgdo, esta diferenca néo

foi observada no tempo de 2 horas.

Tabela 12: Avaliacdo do tempo de reducdo do MTT pelo plasma de
diabéticos e ndo diabéticos

Tempo de incubacgéo do plasma em D.Oszonm X 103

Doadores 30min p 60min p 120min
ND 107+10 >0,05 157127 >0,05 18227

P <0,05 <0,05 >0,05
DM2 42+7 <0,05 9349 <0,05 126+9

ND= Nao diabéticos (n=5), DM2= diabético tipo 2 (n=7), D.Os7nm = densidade Optica em
570 nanémetros, EP = Erro padrdo. p é significante quando p<0,05 pelo teste “T" de
Student.

LI



250 -

END
200 - OoDM2
= 0.05
<150 - P>
X
5 p<0.05
3100 -
a)
p<0.05
50 -
0 A L
30min 60min 120min

Figura 5: Comparagéo da redugcao do MTT por plasma de diabéticos e nao diabéticos.
DM = diabéticos (n=5) e ND = nao diabéticos (n=7), D.Os7n.m = densidade 6ptica em 570
nandmetros. p é significante quando p<0,05 pelo teste “T” de Student..

5. DISCUSSAO

No presente trabalho demonstrou-se que o plasma autélogo € capaz de
modular a producdo de ROS por granulécitos de pacientes diabéticos tipo 2 e
de nao diabéticos. Além disso, mostrou-se que o plasma de diabéticos tipo 2
apresenta uma menor atividade redutora ou antioxidante em tempos definidos,
e que o principal efetor desta funcéo é a albumina.

Segundo varios autores®?3¢ o estresse oxidativo é o responsavel pelas
lesdes tissulares no diabetes e pode ser definido como um aumento das
especies oxidantes, ou seus derivados, sem o equivalente aumento da

resposta antioxidante.
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Os resultados obtidos (Tabela 3, grafico 1) mostram que a produgéao de
ROS por granulécitos de diabéticos foi significativamente maior do que a
observada em células de doadores n&o diabéticos. Estes dados estdo de
acordo com os resultados de Mohanty et al*°, que observaram um significativo
aumento na producado de ROS por granulécitos e mondcitos de doadores néo
diabéticos que ingeriram doses elevadas de glicose, para simular uma situagéo
de hiperglicemia. Nesta mesma linha, Brownlee®®, em seus trabalhos, aponta a
hiperglicemia como responsavel por uma série de adaptacbes metabdlicas
intracelulares que vao se refletir no aumento da produg¢ado mitocondrial de ROS
pelas células de diabéticos.

Esta maior producdo de ROS, de acordo com Nishikawa et af?, é um
reflexo do aumento dos doadores de elétrons (NADH e FADH,) para a cadeia
de transporte de elétrons que em consequéncia altera o potencial da
membrana da mitocdndria, resultando em uma maior producao de ROS.

Os dados apresentados na Tabela 3 e Grafico 1 se referem a produgao
de ROS por granulécitos em repouso, ou na auséncia de estimulacdo. Se
assim considerarmos, podemos sugerir a origem predominantemente
mitocondrial desse ROS. Contudo, se considerarmos a hiperglicemia “in vivo®
como uma “pré-incubagao”, pode-se trabalhar com a sugestdo de que o ROS
produzido pode ser originado através da via NADPH-oxidase, além da
mitocondrial. Estas observacdes podem ser avaliadas pelos dados da tabela 4,
grafico 2.

Estes resultados (Tabela 4, grafico 2) indicam que a produgao de ROS,
em granuldcitos diabéticos estimulados por PDB, é significativamente maior
(p<0,05) do que em néo diabéticos. Isto nos permite sugerir que a producao de
ROS, via NADPH-oxidase em diabéticos, também €& importante no
estabelecimento do estresse oxidativo observado nesses pacientes.
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El-Benna et al'®, em seus resultados, demonstraram que as subunidades
p47fox, p67fox, p40fox e p22fox da NADPH-oxidase sao fosforiladas por vias
dependente e independente-PKC em neutréfilos humanos. Com isso, o éster
de forbol (ativador de PKC) pode ser utilizado como ativador indireto da
NADPH-oxidase em neutrdfilos e ocasionando o aumento da producdo de
ROS.

De acordo com Brownllee®, o aumento do ROS mitocondrial pode inibir a
enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase da via glicolitica e, por
consequéncia, promover o aumento dos niveis de gliceraldeido-3-fosfato,
originando uma maior formagao de diacilglicerol (DAG) intracelular. Esse é um
ativador fisiolégico de PKC, o qual ativa a NADPH-Oxidase aumentando a
producao de ROS.

Inoguchi et al*' demostraram, em seus resultados, que a produgéo de
ROS por células expostas a altos niveis de glicose é semelhante ao de células
estimuladas com PMA (ativador de PKC). Gallo et al** demonstraram que a
hiperglicemia aguda é capaz de induzir a translocagdo da PKC para a
membrana celular, somente em células que foram previamente expostas a uma
hiperglicemia crénica. No presente trabalho, foi possivel observar um
significativo aumento (P<0,05) da producdo de ROS por granulécitos de
diabéticos estimulados com PDB (ativador de PKC). Isto pode ser reflexo da
hiperglicemia crénica “in vivo”, responsavel por uma maior concentragdo de
DAG intracelular, resultando numa maior translocacdo da PKC para a
membrana e, conferindo, com isso, uma maior sensibilidade a estimulacao da
PKC nos granulécitos de diabéticos.

A comparagao dos resultados presentes na Tabela 3 (granuldcitos sem
estimulo com PDB) e na Tabela 4 (granulécitos estimulados com PDB)
demonstram que a diferenca na produgdo de ROS, entre granulécitos de
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diabéticos e nao diabéticos, fica maior na presenca de PDB. Isto também
permite sugerir que o estimulo com PDB atue na amplificagado da producgao de
ROS em diabéticos e nao diabéticos em propor¢des diferentes, em razao das
adaptagdes metabdlicas sofridas “in vivo” devido a hiperglicemia crénica.
Segundo Koya et al’, o pico hiperglicemico pode induzir ao aumento do DAG
intracelular que se mantém pelo periodo de 3 a 7 dias. Com este conjunto de
informacdes sobre o processo de sinalizagcdo no diabetes, e para melhor
visualizar as possiveis interrelagdes entre a hiperglicemia, DAG, PKC e ROS,

elaborou-se o esquema 6:

—— Glicemia
—— Concentragdo de DAG
—— Ativagao de PKC

—— Produgéo de ROS

16 20 2 10 16 20 2 10 16 20 2 10 16 20 2 10 16 2 10
Tempo (Horas do dia)

Esquema 6: Efeito da hiperglicemia no diabetes. A hiperglicemia crénica e/ou os
picos glicémicos durante o dia-a-dia do diabético s&o responsaveis por altera¢des
em vias metabdlicas, que resultam no aumento da concentragdo de diacilglicerol
(DAG) intracelular. Isto acarreta uma maior ativacdo de PKC e consequentemente
um aumento da sua translocagéo para a membrana. O que resulta em uma maior
sensibilidade a estimulacdo da PKC e numa maior produgao de ROS por pacientes
diabéticos. Podendo este efeito demorar de 3 a 7 dias para ser revertido por um
bom controle glicémico.

Este aumento da producdo de ROS em diabéticos, observado, tanto nas
células sem estimulo, como com estimulo do PDB, demostram a importancia

da mitocobndria e do sistema NADPH-oxidase no desenvolvimento do estresse
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oxidativo no diabetes. Como o estresse oxidativo € o resultado do balango
entre a resposta oxidante e antioxidante, resolveu-se avaliar o efeito do
plasma. Isto poderia refletir melhor o comportamento celular “in vivo”. Neste
contexto, a nossa primeira abordagem foi avaliar a capacidade neutralizadora
ou moduladora da producgao de ROS pelo plasma.

Os resultados da tabela 6, figura 1, grafico 3 e 4 demonstraram que o
plasma, tanto de diabéticos, como de nao diabéticos, foram capazes de
modular a produgédo de ROS por granuldcitos estimulados com PDB. Isto pode
sugerir que o plasma possa ser uma importante ferramenta do organismo no
combate ao estresse oxidativo. Se esta idéia tiver suporte, sera possivel
identificar, um ou mais, efetores deste efeito plasmatico.

Kouoh et aP* sugerem a existéncia de um baixo nivel de enzimas
antioxidantes como catalase, glutationa peroxidase e superéxido dismutase no
plasma sanguineo em comparagao com o meio intracelular.

De acordo com Halliwell et al*?, das substancias presentes na fase
aquosa do plasma, podem ser consideradas como importantes antioxidantes a
ceruloplasmina, albumina, acido ascorbico, transferrina, haptoglobina e a
hemopexina. Sendo que a atividade destas substancias vai se refletir na
neutraliazacdo de ROS.

Em seu trabalho, Frei et af°, demostraram que o plasma, através do
acido ascérbico e do acido urico enddgeno, reduzem a oxidagdo do éster de
colesterol, triglicerideos e fosfolipideos, causados pelo ROS produzido por
granulécitos estimulados com PMA (éster de forbol). A partir disso, eles
sugerem uma dieta suplementar de acido ascoérbico para prevengédo da
peroxidacgao lipidica.

Sendo assim, os nossos resultados, referentes a modulagcdo exercida
pelo plasma na producdo de ROS por granulécitos, vai de acordo com outros
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trabalhos presentes na literatura®*?, podendo esta propriedade do plasma ser
um reflexo das varias substancias com capacidade antioxidante presentes em
sua constituicdo. Consequentemente, em relagdo a producdo de ROS em
nosso organismo, o plasma de diabético vao apresentar uma dicotomia
funcional, uma vez que devido a hiperglicemia ele pode interferir na sinalizagéao
intracelular ativando a producdo de ROS e, ao mesmo tempo, neutralizando-o
no nivel extracelular ou modulando vias metabdlicas.

Os resultados obtidos na pesquisa, (tabela 6, figura 1, grafico 3 e 4)
mostram claramente que o plasma autdlogo tem um efeito modulador na
producao de ROS. A partir dai, resolveu-se identificar qual seria o principal
efetor desta modulacdo. Assim, testou-se comparativamente, e
simultaneamente, o efeito do albumina bovina sérica (BSA) e do plasma na
capacidade de reduzir um substrato. Neste caso, usou-se o 3-[4,5-dimethylthia-
zol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium (MTT) que, ao ser reduzido, muda de cor, de
amarelo para azul-castanho, e com isso facilitando a quantificagao da atividade
antioxidante do plasma ou da albumina por uma técnica direta usando a
espectrofotometria.

Os resultados presentes na Tabela 7 e 9 e figura 2 demonstraram uma
reducao significativa (P<0,05) do MTT pelas diferentes quantidades de BSA e
de plasma tanto de diabéticos como de nao diabéticos.

Varios autores®#* na literatura descrevem o MTT como uma técnica
usada para experimentos de proliferagao celular, citotoxidade, avaliagcao
enzimatica e procedimentos histoquimicos. Sua redugao pode ocorrer através
de enzimas dependentes de nucleotideos pirimidina (NADH e NADPH), através
da succinato desidrogenase e, até mesmo, pela acdo da I-cisteina e do acido

ascorbico, que sao capazes de reduzir o WST-1, um sal tetrazolium
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semelhante ao MTT. Contudo, o efeito sobre o WST-1 ainda nao foi descrito
para MTT.

Ja Kouoh et aP* demostraram que a albumina é capaz de inibir em até
50% a producao de superoxido por neutréfilos estimulados com PMA (ativador
de PKC). Sugerindo que esta propriedade em neutralizar ROS se deve aos
grupos amina e sulfidrilas presentes em sua estrutura. Com isso, eles propdem
0 uso da albumina na protecdo de tecidos e biomoléculas em situagdes de
estresse oxidativo.

Sendo assim, nossos resultados demonstram que a técnica colorimétrica
do MTT pode ser utilizada para avaliar a capacidade antioxidante tanto do
plasma como da albumina. Os resultados da Tabela 9 que comparam a
reducdo do MTT pela albumina pura e do plasma, com concentragcoes
semelhantes de albumina, permite sugerir que a albumina é um importante
efetor do poder antioxidante do plasma.

Os resultados da tabela 10 demonstram que a albumina representa de
31 a 57% da capacidade antioxidante total do plasma. Isto permite sugerir que
outros efetores antioxidantes como o acido ascérbico e o acido urico podem
estar participando da redugdo do MTT pelo plasma. Estes dados estdo de
acordo com a literatura, que sugere a participagcédo do acido ascérbico e o acido
urico na capacidade antioxidante do plasma.

Trabalhou-se com o plasma isento de plaquetas, para excluir ou
confirmar sua participagdo na reducdo do MTT. Uma vez que, varios
trabalhos**4"*8 na literatura demostraram a participacao de direferentes cinases
como PI-3K kinase e PKC e fontes como NADPH-Oxidase, mitocondria,
ciclooxigenase-1 e xantina oxidase na producgao de ROS pelas plaquetas.

Os resultados presentes na Tabela 8 e Figura 3 ndo demostraram
diferenca na reducdo do MTT pelo plasma rico ou isento de plaquetas tanto em
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diabéticos como em nao diabéticos. Isto indica que, a redugdo do MTT pelo
plasma, é um reflexo da sua capaxidade antioxidante devido a seus efetores
soluveis, uma vez que as plaquetas nao interferem na reducdo do MTT. E

como se pode perceber através dos resultados na Tabela 11 e Figura 4, estes
efetores soluveis ndo foram afetados pela temperatura a 37°C e 56°C, o que

sugere serem termoestaveis, nestas condigdes (56°C).

Confirmando a técnica de reducdo do MTT como ferramenta para a
avaliagao da capacidade antioxidante do plasma, resolvemos comparar plasma
de diabéticos e nao diabéticos.

Os resultados da Tabela 12 e Figura 5 demonstraram uma capacidade
antioxidante do plasma de nao diabéticos significaticativa maior (p<0,05) nos
periodos 30 e 60 minutos de incubagdo com MTT. Ja com 120 minutos de
incubacao essa diferenga ndo se mostrou significativa (p>0,05).

Stefano et al® demonstraram que o plasma de diabéticos tipo 1,
sobretudo em mulheres diabéticas, apresenta uma menor capacidade
antioxidante.

Marra et al’® sugerem que as baixas taxas de acido Urico em diabéticos
tipo 1 e, preferencialmente nas mulheres diabéticas, possivelmente devido a
problemas renais associados, sao responsaveis pela menor capacidade
antioxidante no plasma desses pacientes.

Em seu trabalho, Frei at aP’® demostraram que em situagdes de estresse
oxidativo, o acido ascorbico é totalmente consumido em menos de 15 minutos
e, boa parte do &acido urico e grupos sulfidrilicos, s&o consumidos em
aproximadamente 30 minutos.

Os nossos resultados (Tabela 12 e figura 5) mostram que existe uma

diferenca na capacidade antioxidante entre o plasma de diabéticos tipo 2 e ndo
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diabéticos usando a técnica de reducao do sal tetrazélio (MTT). Estes dados
podem ser um reflexo da diferenca quantitativa de antioxidades no plasma de
diabéticos e ndo diabéticos. Essa diferenga é mais evidenciada nos periodos
de 30 e 60 minuto de incubac&o. Podendo isso ser em raz&o do consumo total
ou parcial de alguns efetores antioxidantes, como previamente sugerido por
Frei et al°, ou ainda, pela afinidade dos efetores do sistema antioxidante.

Existem varias técnicas para avaliar o poder antioxidante do plasma.
Dentre elas se destacam o ORAC, TRAP e FRAP***° que sdo complexas e de
alto custo. No presente trabalho propde-se para a medida do poder
antioxidante do plasma a redu¢ado do MTT. Trata-se de uma técnica simples,
rapida e de baixo custo com significativa vantagem sobre os demais. No
modelo parece que o poder antioxidante da albumina é responsavel por 31 a
57% (Tabela 10) da reducao do sal tetrazdlio pelo plasma e possivelmente o
restante seja devido a outros efetores.

Os resultados mostram, em diabéticos, uma maior producédo de ROS por
granuldcitos e uma menor capacidade antioxidante do plasma. Estes dados
permitem sugerir que o estresse oxidativo observado em diabéticos, e tido
como responsavel direto pelas complicagdes nesses pacientes, € devido ao
desequilibrio redox no organismo. Os nossos dados em conjungdo com a
literatura reforcam a idéia da terapia antioxidante e o controle glicémico como
importantes ferramentas para preveng¢ao ou modulagdo das lesdes vasculares
no diabetes.

Além disso, pode-se sugerir que a avaliagdao do perfil oxidativo do
paciente diabético deve envolver a avaliacdo da producdo de espécies
oxidantes simultaneamente a determinagado da capacidade antioxidante intra e

extracelular.
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6. CONCLUSOES
No presente trabalho foi possivel demonstrar por meio dos nossos
resultados que:
* Os granuldcitos de diabéticos tipo 2 apresentam uma maior producao de
ROS, tanto mitocondrial, como via NADPH-Oxidase, em comparagao

aos nao diabéticos;
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« O plasma autélogo € capaz de modular a produ¢cdo de ROS por
granuldcitos estimulados com PDB em diabéticos e em nao diabéticos.

A albumina é um importante antioxidante e correspondendo com 30 a
57% da capacidade antioxidante total do plasma;

« O plasma de diabéticos tipo 2 apresenta uma menor capacidade
antioxidante em comparacéo aos nao diabéticos;

o Através da redugdo do MTT, propou-se uma técnica simples para

avaliagao do poder antioxidante do plasma.

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que: a maior producao de
ROS e a menor capacidade antioxidante do plasma em modular estas
produgdo em diabéticos tipo 2 sdo responsaveis pelo estresse oxidativo
observado nesses pacientes. Podendo a capacidade antioxidante do

plasma ser avaliada pela reducao do sal tetrazélio.
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