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RESUMO

No diabetes, hiperglicemia persistente tem sido implicada na producdao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e em alteracdes nas vias de sinalizagdo, com alteragdes no balanco
oxidante/antioxidante estando diretamente relacionada a patogenia das complicagdes da doenga. O
objetivo deste estudo foi quantificar o sfatus antioxidante do plasma e a produ¢do de ROS por
granuléceitos de diabéticos tipo 1, nos primeiros cinco anos apos o diagnostico, em comparacao a nao
diabéticos, correlacionado-os com parametros clinicos e bioquimicos. Observamos semelhanca no
status antioxidante do plasma entre diabéticos tipo 1 e ndo diabéticos (p> 0,05), maior producao de
ROS nos diabéticos tipo 1 (p < 0,05) e correlagdo direta entre aumento da capacidade antioxidante e
producdo de ROS nos dois grupos. Em relagdo aos pardmetros avaliados (idade, dura¢do da doenga,
dose diaria de insulina, IMC, controle glicémico, perfil lipidico e PCR ultra-sensivel), ndo
encontramos correlagdo com status antioxidante ou producio de ROS no grupo de diabéticos.

Os nossos resultados sugerem, que a0 menos nos primeiros anos apos o diagnodstico, o organismo
mantém uma resposta antioxidante compensatdria ao estresse oxidativo, preservando o balango

oxidante/antioxidante.
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INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) representa um grupo heterogéneo de disturbios metabolicos que
apresentam em comum a hiperglicemia. Essa hiperglicemia ¢ resultado de alteragdes entre a insulina e
seu respectivo receptor, na secrecao de insulina ou em ambos (1).

Com base em um significativo conjunto de evidéncias, tem sido sugerido que uma epidemia de
diabetes esta em curso. Em 1985 estimava-se 30 milhdes de adultos com DM no mundo; este niimero
alcangou 135 milhdes em 1995, atingindo 175 milhdes em 2002, com projecao de chegar a 360
milhdes em 2030. Cerca de dois tergos destes individuos vivem nos paises em desenvolvimento, onde
a epidemia tem maior intensidade, com crescente propor¢ao de pessoas afetadas em grupos etarios
mais jovens (1).

O ntmero de individuos diabéticos estd aumentando devido ao crescimento e ao
envelhecimento populacional, a maior urbanizacdo, & crescente prevaléncia de obesidade e
sedentarismo, além da maior sobrevida do paciente com diabetes. No Brasil, no final dos anos 1980,
a prevaléncia de DM na popula¢do adulta foi estimada em 7,6% (2); dados mais recentes apontam
para taxas mais elevadas, como 12,1 % no estudo de Ribeirdo Preto, SP (3). Segundo a Organizacio
Mundial de Satude (OMS), em 2030, o Brasil terd cerca de 11,3 milhdes de individuos diabéticos,
ocupando entdo o sexto colocado no ranking de nimeros de casos da doenca.

A classificacdo atual do DM, proposta pela OMS e pela Associagdo Americana de Diabetes
(ADA) inclui quatro classes clinicas, sendo as mais prevalentes (4,5):

1. Diabetes Mellitus tipo 1 (DM 1): representa 5-10% dos casos e € o resultado de uma destruicao
das células beta pancreaticas com conseqiiente deficiéncia de secre¢ao de insulina. Na maioria dos
casos, essa destruicdo ¢ mediada por efetores auto-imunes (auto-anticorpos): antiinsulina (IAA),
antidescarboxilase do acido glutimico (GAD) e antitirosina-fosfatase (IA2) (6). Clinicamente, o
diagnéstico de DM 1 ¢ definido pela OMS como hiperglicemia sintomética e/ou cetoacidose
diabética a apresenta¢do da doenga, com necessidade de tratamento com insulina imediatamente
apos o diagnostico (4).
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2. Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2): ¢ a forma presente em 90-95% dos casos e caracteriza-se por
defeitos na acdo (resisténcia a insulina) e na secrecao de insulina. A maioria desses pacientes
apresenta sobrepeso ou obesidade e cetoacidose diabética raramente ocorre. Os pacientes nao sao
dependentes de insulina exdgena para sobrevivéncia, porém podem necessitar desta modalidade
de tratamento para a obtencdo de um controle metabdlico adequado. Diferentemente do DM 1,
ndo ha indicadores especificos para 0 DM 2 (5).

Os principais sintomas do diabetes incluem poliuria, polidpsia, perda de peso e polifagia. As
conseqiiéncias agudas, que podem acarretar risco de vida ao paciente nao controlado, sdo a
cetoacidose e a sindrome hiperosmolar ndao cetdtica, respectivamente nos tipos 1 ¢ 2, além da
hipoglicemia, que pode ocorrer em ambos. A longo prazo, porém, € que se estabelece o grande
impacto social de sua morbidade e mortalidade, devido as complicagdes, que incluem: retinopatia
com potencial perda da visdo; nefropatia levando a insuficiéncia renal; neuropatia periférica com risco
de ulceras nos pés; neuropatia autondmica causando sintomas gastrointestinais e génito-urindrios e
doengas cardiovasculares (7).

As razdes para a arteriosclerose acelerada manifestada em pacientes com DM ainda nao sao
completamente compreendidas, tendo sido sugeridos como mecanismos provaveis os efeitos toxicos
diretos da glicose sobre a vasculatura, a resisténcia a insulina e a associa¢gdo do DM a outros fatores
de risco (8). Os resultados do The Diabetes Control and Complications Trial Research Group
(DCCT) (9) e do UK Prospective Diabetes Study (UKPDS) (10) demonstraram a relagdo direta entre
os niveis de hiperglicemia cronicamente mantida e as complicagdes micro e macrovasculares,
mostrando que a hiperglicemia ¢ o fator determinante inicial principal na patogénese das
complicacdes do DM. O aumento de glicose intra-celular € o principal determinante do dano tecidual
causado pelo DM, dano este que pode ser reversivel quando restaurada a condi¢cdo de normoglicemia,
ou irreversivel, mesmo revertida a hiperglicemia, porém em um momento em que ja ocorreram lesoes

em oOrgdos alvo (11).
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Viarios mecanismos bioquimicos tém sido propostos para explicar as anormalidades estruturais
e funcionais associadas com a exposicdo prolongada dos tecidos vasculares a hiperglicemia, tais

como:

A) Aumento da atividade da aldose redutase — Via dos polidis

A hiperglicemia, com conseqiiente aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) (tabela 1)
pode reduzir os niveis de o0xido nitrico (NO) e dai ativar a aldose redutase. O aumento do fluxo pela
via dos poliois, induzido pelo aumento de ROS, determina maior conversao de glicose a sorbitol, o
que acarreta concomitantemente reducdo de NADPH e glutationa (antioxidante intracelular),
aumentando o estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia. O sorbitol é convertido a frutose,
resultando em aumento da relagdo NADH: NAD" , o que aumentaria a sintese “de novo” de

diacilglicerol, e dai ativacdao da PKC (figura 1) (12).

% Aldose reductase Inactive alcohols

. Increased SDH

glucose Sorbitol = > : S

NAD+ NADH

Glutathione
reductase

Oxidized Reduced

Figura 1. Via dos polidis.
Fonte: Brownle,M. (13)
Tabela 1: Espécies Reativas de Oxigénio
Radicais Nao radicais
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Superoéxido O,
Hidroxila OH
Peroxila LO
Alkoxila LO
Hidroxiperoxila HO

Perdxido de hidrogénio H,O,
Acido hipocloroso HOCI
Ozdbnio Os

Oxigeénio “singlet”
Peroxidos lipidicos

Fonte: Darley-Usmar et al. (14)

B) Formacao de produtos avancados da glicosilacio ndo-enzimatica (AGEs)

Os AGE:s sao proteinas ou lipidios que se tornam glicados apos a exposicao a agucares oxidados

e contribuem para o desenvolvimento de arteriosclerose. Acredita-se que atuam modificando:

1. Proteinas intracelulares envolvidas na regulagao génica;

2. Moléculas da matriz extracelular vizinha, interferindo na sinalizagao entre a matriz e a c€lula,

causando disfuncao celular;

3. Proteinas, como a albumina, que entdo ativam os receptores de AGEs, levando a aumento da

produgdo de ROS, aumento da transcri¢ao do fator nuclear NF-KB, causando a produgao de

citocinas inflamatoérias e fatores de crescimento (figura 2) (15).
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Ergioinelial call

Figura 2. Aumento da producdo dos AGEs e suas conseqiiéncias patologicas.
Fonte: Brownle,M. (13)

C) Ativacgio da proteina quinase C (PKC) por diacilglicerol (DAG) induzido pela hiperglicemia

Estudos recentes (16) indicam que uma NAD(P)H-oxidase tipo fagocitica ¢ a maior fonte de
producdo de ROS em muitas células ndo fagociticas, incluindo fibroblastos, células musculares lisas,
células endoteliais, células mesangiais renais e células tubulares renais. Este sistema enzimatico foi
originalmente descoberto em neutréfilos, que sdo potenciais fontes de quantidades milimolares de
superoxido durante a fagocitose e sdo vitais para a defesa inata. A producdo de ROS pela oxidase, em
pequenas quantidades, pode funcionar na sinalizagdo metabdlica e, em grandes quantidades, pode
originar um dano oxidativo. Os tipos celulares encontrados nas paredes dos vasos geralmente
possuem NAD(P)H-oxidases semelhantes as fagociticas, as quais sdo ativadas em condigdes
fisiologicas. Essas oxidases parecem ter multiplas fungdes, controlando fungdes vasculares, respostas
a expressdo génica, sinalizacdo em numerosos processos celulares como crescimento, apoptose,

migracdo e remodelagdo da matriz extracelular. No entanto, em determinadas patologias, como o
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diabetes mellitus, ocorre um aumento na producdo de ROS que ultrapassa o limiar fisioldgico,
causando danos celulares, principalmente as células endoteliais (17).

A NAD(P)H-oxidase é formada por sub-unidades de membrana, tais como gp91°™* p22 Phox ¢
sub-unidades citosolicas, tais como p47™™* e p67°™*. Quando ativadas algumas sub-unidades sdo
fosforiladas por varias quinases, incluindo a PKC, sendo translocadas para a membrana, formando a
oxidase ativa cataliticamente (figura 3) (18,19).

A PKC ¢ uma das 3 principais quinases serina-treonina (fosforilam proteinas em residuos de
serina e de treonina). Ela esta envolvida em eventos de transdugao de sinais, respondendo a estimulos
especificos hormonais, neuronais e de fatores de crescimento. Atua catalisando a transferéncia de um
grupo fosfato do ATP (adenosina tri-fosfato) a varias proteinas. Da mesma forma, a PKC também
sofre fosforilagdes antes de ser ativada, o que ocorre durante sua translocagdo do citosol para a
membrana da célula. Sua ativacdo e translocacdo do citosol & membrana plasmatica ocorrem em
resposta a aumento transitorio de DAG ou exposi¢do a agentes exodgenos, como por exemplo, os
ésteres de forbol (20).

A familia PKC inclui 11 isoformas (a, B1, B2, y, o, € & n, 6, A, W), classificadas em
convencionais (cPKC, calcio-dependentes, ativadas pela fosfatidil-serina e pelo DAG); original
(nPKC, calcio-independentes, reguladas pelo DAG e fosfatidilserina) e atipicas (aPKC, calcio-
independentes, ndo requerem DAG para ativacdo, mas fosfatidil-serina para regular sua atividade)
(21).

O DAG ¢ o principal ativador fisiologico da PKC; deriva de multiplas fontes, incluindo a
hidrolise de fosfatidil-inositideos, metabolismo da fosfatidil-colina por agdo de fosfolipases ou pela
sintese “de novo”. Também ¢ possivel que a ativa¢do da via DAG-PKC induzida pela hiperglicemia
seja resultado de glico-oxidagdo, ja que existem evidéncias de que alguns oxidantes, como H,O,,

podem ativar a PKC (figura 4) (13).
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HIPERGLICEMIA

:PB? -PHOX PKC %& g
Pe7T-PHOX

/ NADPH NADP+

Prﬂ PHOX B> 5-; pHO

Gp91- Gps1
PHOX pHox

—
Jreares

Figura 3. Ativacao da NADPH oxidase. Em células em repouso, os componentes da NADPH oxidase
estao distribuidos no citosol € na membrana. Quando a célula ¢ ativada, os componentes citosolicos
pA7x p67P* e p40Ph* sio fosforilados e migram para a membrana, onde associam com os
componentes da membrana gp91P™* ¢ p22°"* Ao mesmo tempo, a rac 2 muda seu GDP para GTP,
dissocia de seu inibidor rho-GDI e migra para a membrana. O citocromo bsss, que contém grupos
heme e flavina, ¢ entdo ativado pelo p67°™* via ativa¢do do seu dominio e da rac 2, que promove a
interagdo entre p67™* e citocromo bsss. A NADPH oxidase ativada usa a NADPH citosolica para

reduzir o oxigénio e formar anions superoxido.
Fonte: El-Benna, J. et al. (19).

| Hiperglicemia

Gl 3.p | Sintese de novo ]

Acido Fosfatidico

Glicolise

| Fosfoinositideos Fusfatidilculina|

F W

Diacilglicerol (DAG)

F 3 F

w .

Monoacilglicerdis Triacilgliceréisl

Figura 4. Fontes de DAG.
Fonte: Brownle,M. (13)
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A via DAG-PKC ¢ importante na regulacdo da permeabilidade vascular, contratilidade,

proliferacao celular, angiogénese, acao de citocinas, adesao leucocitaria, sendo todas estas alteragdes

descritas e importantes no diabetes (esquema 1) (22).

HIPERGLICEMIA

v

T DAG

v

T PKC

v

v

1t ET-1 t VEGF t TGF-B 1 PAI-1 1 NF-k B 1
1 NO # % * ¢ NAD(P)H
v 4 )
Permeabilidade 1 colageno 1 Expressdo
Anormalidades Va}scular/ angio- t fibronectina genética pro- 1
fluxo sangiiineo genese inflamatoria

v

Oclusdo vascular

Oclusio capilar

v

Multiplos
efeitos

Esquema 1. Representacdo das anormalidades estruturais e funcionais decorrentes da ativagdo da via

DAG-PKC hiperglicemia induzida.

ET-1: endotelina-1; NO: o6xido nitrico; VEGEF: fator de crescimento celular derivado do endotélio; TGF-[3: fator
transformador do crescimento-beta; PAI-1: inibidor do ativador do plasminogénio 1; NF-K B: fator nuclear K-B;
NAD(P)H- Forma Reduzida de NADP" ; ROS: espécies reativas de oxigénio.
Fonte: Koya D e cols. (22)

D) Aumento da atividade da via das hexosaminas
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Por este mecanismo, o aumento da glicose intracelular resulta em metabolizacdo final de
frutose-6-fosfato a uridina difosfato-N-acetil glucosamina (UDPGIcNACc), resultando em mudangas
patologicas na expressdo génica, podendo aumentar a produgao de citocinas inflamatdrias e fatores de

transcricao (figura 5) (23).

Figura 5. Aumento da atividade da via das hexosaminas pela hiperglicemia.
Fonte: Brownle,M. (13)

Tem sido sugerido que o mecanismo que parece ser comum a todas as células lesadas, como

conseqiiéncia da hiperglicemia, ¢ a produ¢cdo aumentada de ROS, sendo esta uma hipotese capaz de
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unificar todos as vias. A hiperglicemia leva a aumento da PARP (poli ADP-ribose polimerase),
enzima envolvida no reparo de danos ao DNA, e consequentemente, a diminuicdo da GAPDH
(gliceraldeido-3- fosfato desidrogenase), responsavel pela metabolizagdo final da glicose, ativando

todas as vias (12).

QoD —>C D

| GAPDH

X v v “a

1 fluxo via dos polidis 1 AGES t PKC 1 fluxo vias das hexosaminas

t NF kB

Esquema 2. Mecanismo unificado de dano celular induzido pela hiperglicemia.

ROS: espécies reativas de oxigénio; PARP: poli ADP-ribose polimerase; GAPDH: gliceraldeido-3- fosfato
desidrogenase; AGES: produtos avangados da glicosilagdo nao-enzimatica; PKC: proteina quinase C; NF-k B: fator
nuclear K B.

Fonte: Brownle,M. (12)

O grande aumento de ROS sem o equivalente aumento dos efetores antioxidantes origina o
« e . .. . .
estresse oxidativo”. Normalmente, o organismo possui sistemas de defesa antioxidantes que incluem
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as moléculas degradadoras de ROS (ROS scavengers), acido urico, acido ascoérbico, a-tocoferol,
moléculas que contém sulfidril e enzimas antioxidantes como catalase, glutationa peroxidase e
superoxido dismutases (24,25). Em condigOes patoldgicas, onde a producdao excessiva de ROS
ultrapassa a defesa antioxidante, o estresse oxidativo pode modificar irreversivelmente
macromoléculas biologicas tais como DNA, proteinas, carboidratos e lipideos, contribuindo para a
aterogénese (26). Acredita-se que a capacidade antioxidante do plasma deva-se principalmente a
presenca de albumina, através de seus grupos tiois, sendo esta considerada a principal molécula
antioxidante extracelular (27).

O ensaio de metabolizacao dos sais de tetrazolio (MTT) [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide], reacdo usada na medida de viabilidade e proliferagao celular, tem sido
utilizado na avaliagdo do status antioxidante e baseia-se na redugdo do MTT através da succinato
desidrogenase mitocondrial (SHD), que age como doadora de elétrons na redugdo do MTT. Esta
reducdo, descrita inicialmente como um fendémeno intracelular, envolve NADH2 ¢ FADH2 ¢ ¢
primariamente uma medida da taxa de produ¢do de NADH na hiperglicemia, resultando na formacao
de cristais de formazan, um produto insoltvel (28).

Recentemente, Medina e cols. (29) demonstraram, em pacientes diabéticos tipo 2, que o plasma
pode reduzir diretamente o MTT, como um fendmeno extracelular, envolvendo mecanismos
enzimaticos ¢ ndo enzimaticos. Estes mesmos autores relataram ainda uma redugdo do status
antioxidante do plasma nestes pacientes.

Calsolari et al. (30) demonstraram, em pacientes diabéticos tipo 2, um aumento de ROS na
auséncia de equivalente aumento na capacidade antioxidante de granuldcitos. Observaram ainda
correlacdo positiva e negativa entre producao de ROS e niveis de LDL e HDL, respectivamente, em
individuos ndo diabéticos. Sugeriram que a auséncia de correlagdo entre ROS ¢ LDL ¢ HDL em
diabéticos tipo 2 seria devido ou influenciado pelos medicamentos usados. Muitos questionamentos
sobre os exatos mecanismos envolvidos e as possiveis formas de regulacdo destas anormalidades

ainda sdo levantados, principalmente quando a populagao em estudo inclui pacientes diabéticos tipo 1,
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com poucos artigos encontrados na literatura abordando o balango oxidante/antioxidante nestes
pacientes.

Na presente dissertacdo, pretendemos avaliar a resposta antioxidante de pacientes diabéticos
tipo 1 pela quantificagdo do status antioxidante do plasma e a resposta oxidante, pela producdo de
ROS por granuldcitos, assim como correlacionar fatores deste balangco com parametros bioquimicos e
clinicos.

Para alcangar este objetivo pretendemos comparativamente:

1. Quantificar o status antioxidante do plasma entre diabéticos e nao diabéticos;

2. Quantificar a producao de ROS entre diabéticos e nao diabéticos, na presenca ou nao de estimulo
com éster de forbol (PDB);

3. Correlacionar o status antioxidante do plasma com a produ¢do de ROS por granulécitos, em
diabéticos e ndo diabéticos.

4. Identificar marcador clinico e/ou bioquimico correlacionavel com o status antioxidante do plasma
e/ou com a producao de ROS por granuldcitos, em diabéticos € ndo diabéticos. Os seguintes
parametros foram avaliados:

4.1. Glicemia de jejum; colesterol total, HDL e LDL; triglicérides; albumina; 4cido trico; PCR ultra-

sensivel, IMC: em diabéticos e ndo diabéticos.

4.2. Glicohemoglobina, tempo de doenga e dose diaria total de insulina (unidades/Kg/dia): apenas nos

diabéticos.

MATERIAIS E METODOS
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A - REAGENTES

1.1) PDB: (12, 13 forbol dibutirato) diluido em dimetilsulféoxido (DMSO) originando uma

solugdo de 10*M. (SIGMA Co., St. Lovis)

1.2) PBS: solu¢do salina tamponada foi preparada como abaixo:

pH=17,3 PBS = tampao fosfato salino
NaHPO; anidro ----------- 8,12 g
KPI2PO4 1,35 g
NaCl 80¢g
H,0 destilada, q.s. --------- 1 litro

1.3) Luminol: 1,77 g de luminol (SIGMA, Co.) foram diluidos em 1,0 ml de dimetilsulfoxido

(DMSO) originando uma concentragdo de 102 M. A partir dai, a solugdo foi diluida em PBS e usada a

10* M.

1.4) Solucgoes de Leukopaque e Monopaque:

As solucdes de leukopaque e monopaque, nas diferentes densidades, foram preparadas

segundo a técnica de Bicalho e cols. (31). Estas solu¢des foram fornecidas pela BION LTDA.

1.5) Azul de Trypan (SIGMA Co.): O azul de Trypan foi usado a 1% em PBS.

B - EQUIPAMENTOS

2.1) Luminometro: Ciba-Corning — Magic Lite Analizer
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2.2) Microscépios: Edu VU 1300 — WESCO
Ken — A vision TT — 1500 N acoplado a cdmara “digital color” SDC- 312

(Samsung) e ao monitor de computador Proview.

2.3) Centrifugas: Centrifugador Excelsa Fanem Ltda

Bio Eng — 6000

C- SELECAO DE PACIENTES

O projeto foi aprovado pelo comité de ética (CEP) da Santa Casa de Belo Horizonte (SCM-

BH). Os pacientes foram selecionados pela autora no ambulatorio de diabetes tipo 1 da Clinica de

Endocrinologia da Santa Casa de Belo Horizonte.

Critérios de inclusdo:

Diabéticos tipo 1, com idade inferior a 30 anos, com menos de 5 anos de diagnostico,

comprovadamente sem complicagdes da doenga ou outras doengas associadas, com indice de massa

corporal (IMC) inferior a 24,9 Kg/m* em uso exclusivamente de insulina NPH e regular. Todos os

pacientes incluidos tiveram o diagnostico de diabetes tipo 1 confirmado por histéria pregressa de

cetoacidose diabética e/ou anticorpos positivos (anti-GAD e/ou IA-2) e/ou peptideo C < 0.5 ng/mL.

Foram selecionados 13 controles, com idade inferior a 30 anos, saudaveis, com IMC inferior a

24,9 Kg/m’.

Critérios de exclusio:
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Pacientes diabéticos tipo 1 em uso de estatinas, metformina, polivitaminicos, fumantes, com

complicac¢des da doenca ou que durante o decorrer do estudo manifestassem complicagdes da doenga

ou outra patologia.

Entre os controles ndo foram selecionados pacientes fumantes, em uso de qualquer medicac¢ao

ou com qualquer morbidade.

Todos os participantes foram submetidos a entrevista e exame clinico.
O termo de consentimento foi assinado por todos os participantes.

As caracteristicas da populagao estudada sao apresentadas nos resultados (tabela 2).

D - COLETA DE SANGUE

Foram coletados 10 mL de sangue venoso periférico dos pacientes diabéticos tipo 1 e dos

controles, através da pun¢do venosa, em tubos vacutainer, contendo heparina como anticoagulante.

E - EXAMES REALIZADOS E METODOS DE ANALISES LABORATORIAIS

Os exames complementares solicitados, com seus valores de referéncia (VR), a todos os

participantes foram:

1.

2.

Glicemia de jejum (VR = 60 a 99 mg/dL)

Colesterol total e fragdes ( VR: total <200 mg/dL; LDL <100 mg/dL; HDL > 45mg/dL)
Triglicérides ( VR <150 mg/dL)

Acido urico (VR: homens = 3,5 a 7,0 mg/dL; mulheres: 2,6 a 6.0 mg/dL)

Albumina (VR =3,5 a 5,5 mg/dL)

Proteina C reativa ultra-sensivel ( VR: baixo risco< 1,0 mg/dL; médio risco = 1-3 mg/dL; alto

risco > 3,0 mg/dL)
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= A glicohemoglobina (HbAlc) foi realizada apenas nos pacientes diabéticos (VR = 4,5 a 6,5 %)
Hemograma, uréia, creatinina e TSH foram realizados em todos os participantes, afim de excluir

doencgas concomitantes, encontrando-se dentro dos valores de referéncia.

METODOS LABORATORIAIS:

1. CITOMETRIA DE FLUXO: hemograma
2. COLORIMETRICO (Jaffe modificado): creatinina
3. COLORIMETRICO ENZIMATICO: 4cido trico; colesterol total ¢ fragdes (LDL: Friedewald);
triglicérides; glicemia de jejum; uréia; hemoglobina glicada (HbAIc)
4. COLORIMETRICO — VERDE DE BROMOCRESOL: albumina
5. NEFELOMETRIA: Proteina C Reativa , quantitativa, ultra-sensivel
6. QUIMIOLUMINESCENCIA: TSH ultra-sensivel
Os exames foram realizados nos Laboratérios Analys e Cientificalab, utilizando os mesmos

métodos.

F - SEPARACAO DE GRANULOCITOS

Os diferentes tipos celulares foram obtidos a partir do sangue periférico, de acordo com
Bicalho e cols. (31), usando gradientes desenvolvidos pela BION LTDA. Quatro mililitros de sangue
periférico heparinizado foram adicionados a seis mililitros de gradiente duplo de leukopaque e
monopaque (densidade 1,12 e 1,08, respectivamente), em tubos siliconizados. Esses tubos foram
centrifugados a 200g por 15 minutos, originando duas fases separadas por dois anéis interfasicos,
sendo o anel superior formado por células mononucleares e o inferior por granuldcitos. O anel rico em
granulécitos foi recolhido e colocado em tubo siliconizado usando-se uma pipeta Pasteur e lavado trés
vezes em PBS. Apds as lavagens, os granuldcitos foram ressuspensos em 1 mililitro de PBS. A

contagem de granulécitos foi feita no microscopio usando-se uma camara de Neubauer € o numero de
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células ajustado para 1 x 10°/mL. A viabilidade celular de cada amostra foi superior a 95%, como
determinado pelo teste de exclusdo pelo azul de Trypan. O plasma foi recolhido para avaliagcdo do

poder redutor.

Esquema 3. Purificagdo de granulécitos.

F- ENSAIO DE QUIMIOLUMINESCENCIA DEPENDENTE DE LUMINOL:

QUANTIFICACAO DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)

O ensaio de quimioluminescéncia permite avaliar, indiretamente, a atividade da NAD(P)H-
oxidase, a enzima responsavel pela geragdo de ROS durante a fagocitose das células. A produgdo de
ROS, ao ser liberada, produz uma luminosidade natural, definida como quimioluminescéncia nativa
ou natural. Contudo, esta luminosidade pode ser amplificada usando-se reagentes quimicos de acordo

com a reagao abaixo:

Espécies oxidantes M
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Luminol » o aminofitalato + N, + Luz (425 nm)

A técnica baseia-se na reagdo entre luminol (5 — amino — 2, 3 — dihydro- 1,4 phthalozinedione)

e as espécies reativas de oxigénio geradas.

1. Quimioluminescéncia

Granulocitos (2 x 10°/200 pL); 200 pL de luminol (10 M) e 310 L de PBS foram incubados
durante 30 minutos em um tubo no lumindémetro. A quimioluminescéncia foi medida a cada minuto e
os resultados expressos em RLU/min (unidades relativas de luz/minuto).

Em alguns experimentos, tubo com o mesmo contetido foi acrescido de 10 UL de PDB e a

leitura realizada como descrito.

2. Quantificacdo do status antioxidante do plasma

Para avaliar o poder antioxidante do plasma, utilizamos o ensaio de redugdo direta do MTT
(27).

Em um tubo siliconizado colocamos plasma (200 pl); MTT (25ul a 5 mg/mL) e PBS (200p)
que foram incubados por 120 minutos a 37°C. Apos incubagao, foi adicionado 1,0 ml de uma solugao
de isopropanol: HCI (0,04N) aos tubos, e estes foram fortemente homogeneizados no Vortex, por 1
minuto, para dissolugdo dos cristais de formazan, produto da redu¢dao do MTT. Os tubos foram
centrifugados para clareamento do liquido.

O contetido dos tubos, apo6s recolhidos, foram analisados no espectrofotometro, no

comprimento de onda de 570 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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3. TESTE DE VIABILIDADE CELULAR: INCORPORACAO DE AZUL DE TRYPAN

O teste de viabilidade celular foi feito com o Azul de Trypan a 1%. As células que
incorporaram o Azul de Trypan foram consideradas mortas e contadas em uma camara de Neubawer.
Foram utilizadas no experimento apenas as amostras que continham, pelo menos, 95% de células

vivas.

ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi baseada em um estudo descritivo de caracterizacdo dos pacientes.

“t”

Foram usados os testes “t” de Student e o teste de Mann-Whitney na comparagdo de médias de grupos
independentes e o coeficiente de correlagdo de Pearson para avaliagdo das diversas variaveis. O nivel

de significancia considerado foi de 5%.

Parte da analise estatistica foi realizada por Aleida N. Soares.

Os resultados estdo representados em tabelas, figuras e graficos. Para facilitar o entendimento,

vamos apresenta-los dentro de um modelo de perguntas e respostas.
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A tabela 2 mostra as caracteristicas clinicas da populacdo estudada e como pode ser
observado, as duas se equivalem. Somente houve diferenca estatisticamente significativa entre a
pressao arterial sistolica e pressao arterial diastolica entre os dois grupos (p<0.05), no entanto, todos
os valores encontravam-se dentro dos limites da normalidade. Além dos parametros desta tabela,
quantificamos e avaliamos o perfil bioquimico da populacdo de diabéticos e ndo diabéticos. Estes

resultados encontram-se na tabela 3.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas da populagao avaliada.

DIABETICOS TIPO1  NAO DIABETICOS p*

n 16 13
Sexo F: 6 (37.5%) F: 7 (53.8%)

M: 10(62.5%) M: 6 (46.2%)
Idade (anos) 15,25+ 3,83 18 +£5,47 NS
IMC (Kg/m?) 19,52 £2,24 19,21 £ 1,71 NS
Circunferéncia abdominal 67,66 + 7,79 68,19 + 7,33 NS
(cm)
PAS (mmHg) 110 + 10,95 97,99 + 11,66 <0.05
PAD (mmHg) 72,5+ 10 66,07 £ 6,3 <0.05
Tempo de doenca (anos) 2,62 +224 Nao se aplica
Dose diaria de insulina 0,94 + 0,26 Nao se aplica
(unidades/Kg/dia)
Peptideo C (ng/mL) 0,46 +0.28 Nao realizado

Valores expressos em média + desvio-padrao

n: nimero de diabéticos e ndo diabéticos avaliados

IMC: indice de massa corporal [peso / altura (metros) ?)]

PAS: pressdo arterial sistolica

PAD: pressdo arterial diastolica

* As médias foram comparadas pelo teste “t” de Student no nivel de 5% de significancia.
NS: nédo significante

Tabela 3. Parametros bioquimicos da populacdo avaliada.
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DIABETICOS TIPO 1 NAO DIABETICOS p*
n 16 13
Glicemia de jejum (mg/dL) 200.87 + 92.8 86 +5.35 <0.05
Colesterol total (mg/dL) 160.44 + 28.96 162.08 +21.61 NS
Colesterol LDL (mg/dL) 92.85 +21.68 92.69 + 18.62 NS
Colesterol HDL (mg/dL) 51.81 £12.66 54.38 £12.28 NS
Triglicérides (mg/dL) 63.37 £24.45 71.07 £20.19 NS
Acido urico (mg/dL) 2.93 +0.63 4.06 £ 1.01 <0.05
Albumina (g/dL) 419031 427+0.20 NS
PCR-us (mg/dL) 1.85+2.91 1.34 £ 1.62 NS
HbAlc (%) 10.18 +2.56 Nao realizado

Valores expressos em média + desvio-padrao
n: numero de diabéticos e ndo diabéticos avaliados

PCR-us: Proteina C Reativa, ultra-sensivel, quantitativa.

HbAlc: glicohemoglobina

* As médias foram comparadas pelo teste “t” de Student no nivel de 5% de significancia.

NS: ndo significante

Ap0s analise destes pardmetros observamos que somente houve diferencga significativa (p < 0,05) para

os niveis de glicemia de jejum e acido urico. Resolvemos entdo avaliar, comparativamente, a resposta

antioxidante e oxidante dos diabéticos tipo 1 com os nao diabéticos. A resposta oxidante foi avaliada

pela produgdo de ROS por granulocitos e a antioxidante pela quantificacdo do status antioxidante do

plasma. Inicialmente avaliamos o status antioxidante do plasma.

PRIMEIRA PERGUNTA: EXISTE DIFERENCA NO STATUS ANTIOXIDANTE DO

PLASMA ENTRE DIABETICOS TIPO 1 E NAO DIABETICOS?
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O status antioxidante do plasma foi avaliado através da redugdo direta do MTT (sal de
tetrazolio) pelo plasma. As médias foram comparadas pelo teste “t” de Student no nivel de
significancia de 5% e observou-se que ndo existe diferenga significativa na capacidade de redugdo

direta do MTT pelo plasma entre diabéticos tipo 1 e ndo diabéticos (p > 0,05).

Tabela 4. Quantificacdo do status antioxidante do plasma de diabéticos tipo 1 e ndo diabéticos.

Origem do plasma DO s79,m +EPx 10°" p
Diabéticos tipo 1 32+3,0
(n=16)
NS
Naéo diabéticos 41 £5,0
(n=13)

Valores expressos em média * erro-padrdo
n= numero da populagao avaliada

DO: densidade optica

EP: erro padrao

NS: ndo significante

Apés avaliagdo do status antioxidante do plasma quantificamos o poder oxidante de
granuldcitos de diabéticos tipo 1 e ndo diabéticos, na auséncia e em presenga de éster de forbol

(PDB), afim de mimetizar a acao “in vivo” do diacilglicerol. Os resultados aparecem na figura 6.

SEGUNDA PERGUNTA: A PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)
POR GRANULOCITOS DE DIABETICOS TIPO 1 DIFERE DOS NAO DIABETICOS?
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A producdo de ROS por granuldcitos de pacientes diabéticos tipo 1 e ndo diabéticos foi
quantificada através de quimioluminescéncia dependente de luminol e os resultados foram expressos
em RLU/min x 107. Para comparacdo das médias utilizou-se o teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney no nivel de significancia de 5% e observou-se que existe diferenga significativa na produgao

de ROS entre diabéticos tipo 1 e ndo diabéticos (p < 0,05).

G + PBS

o0 - p<0,05

Bl -

RLU/min =103

30 -

MNao diabetico Diabetico tipo 1

Figura 6. Producdo de ROS por granuldcitos de diabéticos tipo 1 e ndo diabéticos na auséncia de
PDB.

Valores expressos em média * erro-padrdo; G + PBS: granulécitos + PBS; RLU /min = unidades relativas de luz.

A seguir, comparamos a sensibilidade da proteina quinase C (PKC) ao estimulo com éster de
forbol. Os resultados aparecem na tabela 5.

TERCEIRA PERGUNTA: A SENSIBILIDADE DA PROTEINA QUINASE C (PKC) DE
GRANULOCITOS A ESTIMULACAO POR ESTER DE FORBOL (PDB) DIFERE ENTRE
DIABETICOS TIPO 1 E NAO DIABETICOS ?
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Para responder a pergunta acima, utilizamos o ensaio de quimioluminescéncia na presenca (E)
ou na auséncia (C) de PDB. Os resultados aparecem na tabela abaixo expressos em E/C. Como
podemos ver, ndo houve diferenga significativa na sensibilidade da PKC a estimulagao por PDB em

granuldcitos de pacientes diabéticos e nao diabéticos (p = 0,065).

Tabela S. Producao de ROS por granulécitos de diabéticos tipo 1 e ndo diabéticos na presenca de
PDB.

Origem dos granulocitos E/C +EP
Diabéticos tipo 1 6.2+2.5
(n=10)
NS
Nao diabéticos 9.7+45
(n= 08)

n = numero da populagdo avaliada
EP: erro padrdo
NS: nao significante

Com os resultados apresentados até o momento foi possivel concluir que o balanco
oxidante/antioxidante mostrava um aumento dos oxidantes (ROS) em diabéticos tipo 1 (figura 6) e
que a resposta antioxidante do plasma ndo se alterava pela doenca (tabela 4). Contudo, a resposta em
presenca de PDB (mimetizando o efeito do DAG) mostrou que ambas as populagdes respondem de
forma semelhante (tabela 5).

Em vista disso, passamos a estudar a possibilidade de correlagdo entre as respostas
antioxidante do plasma com a oxidante, dada pela producdo de ROS por granulocitos, com
parametros bioquimicos. A primeira avaliagdo foi com a resposta oxidante.

QUARTA PERGUNTA: EXISTE CORRELACA,O ENTRE O STATUS ANTIOXIDANTE DO
PLASMA E A PRODUCAO DE ROS EM DIABETICOS TIPO 1 E NAO DIABETICOS?
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Na tabela 6 aparecem os resultados da correlacdo entre a redu¢do do MTT pelo plasma e
produgdo de ROS. Observou-se que nao houve correlagao significativa entre a redugdo direta do MTT
e a produgdo de ROS, na auséncia de PDB, nos grupos avaliados.

Em relagdo a producdo de ROS, em presenca de PDB, observou-se uma tendéncia de
correlagdo média direta com a reducdo do MTT, tanto no grupo de diabéticos (r = 0.552; p = 0.098),

quanto no grupo de nao diabéticos (r = 0.645; p = 0.084) (graficos 1-2).

Tabela 6. Correlagdo entre status antioxidante do plasma e produgcdo de ROS em diabéticos tipo 1 e
ndo diabéticos.

Correlagdo entre: Diabéticos tipo 1 Nao diabéticos
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MTT/ROS - em auséncia de PDB r= 0,252 r=0.345

p=10.364 p=10.271
MTT/ROS - em presenca de PDB r=0.552 = 0.645
p=0.098 p=0.084

r: coeficiente de correlagdo de Pearson

300

250 -
200 -

150 -
100 -

ROS (RLU/min x 10 -3)

0 0,2 0,4 0,6

Status antioxidante do plasma (DO 570 nm)

Grafico 1. Correlagdo entre o status antioxidante do plasma e a produgdo de ROS, em presenga de
PDB, em diabéticos tipo 1.
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Grifico 2. Correlacdo entre o status antioxidante do plasma e a producdo de ROS, em presenca de
PDB, em ndo diabéticos.

Além da correlagdo cujos resultados foram apresentados na tabela 6, estendemos 0s nossos
estudos, avaliando a redu¢do do MTT pelo plasma e a produ¢do de ROS por granuldcitos com os
niveis de acido urico e albumina, considerados importantes antioxidantes extracelulares. Os resultados

sdo apresentados na tabela 7.
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QUINTA PERGUNTA: EXISTE CORRELAC,AO ENTRE O STATUS ANTIOXIDANTE DO
PLASMA, A PRODUCAO DE ROS E OS NIVEIS DE ACIDO URICO E ALBUMINA EM
DIABETICOS TIPO 1 E NAO DIABETICOS?

Os resultados apresentados na tabela 7 mostram que houve correlagdo significativa e inversa
entre os niveis de acido Urico e reducdo direta do MTT pelo plasma somente na populagdo de nao
diabéticos (r= - 0.694; p = 0,008) (grafico 3).

Os niveis de albumina nao foram correlacionaveis com a reducao direta do MTT pelo plasma

de diabéticos tipo 1 ou de ndo diabéticos.

Tabela 7. Correlagdo entre status antioxidante do plasma e niveis de albumina e acido urico em
diabéticos tipo 1 e ndo diabéticos.
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CORRELACAO

MTT/ALBUMINA MTT/ACIDO URICO
DIABETICOS TIPO I r=-0.013 r=-0.016
(n=16) p=0,96 p=0,95
NAO DIABETICOS r=0.202 r=-0.694
(=13 p=0,5 p=0.008

n = numero da populagdo avaliada
r: coeficiente de correla¢do de Pearson
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Grifico 3. Correlagdo entre o status antioxidante do plasma e os niveis de acido Urico em nao
diabéticos.

Esta mesma analise foi realizada com a produgdo de ROS. Os resultados nas tabelas 8 e 9
mostram que ndo houve correlagdo significativa entre os niveis de acido urico e albumina e a
producdo de ROS por granuldcitos, na auséncia de PDB, nos grupos avaliados, sendo que, em
presenca de PDB, observou-se uma tendéncia a correlagdo média inversa com o acido urico (r = -

0.53; p=0,18), somente no grupo de ndo diabéticos (grafico 4).
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Tabela 8. Correlagdo entre a producdo de ROS em auséncia de PDB e niveis de albumina e acido
urico em diabéticos tipo 1 e ndo diabéticos.

CORRELACAO
ROS/ALBUMINA ROS/ACIDO URICO
DIABETICOS TIPO 1 r=0,189 r=-0.06
(n=15) p=0,5 p=0,81
NAO DIABETICOS r=-0,192 r=-0.248
m=12) p=0,5 p=0.43

n = numero da populagdo avaliada
r: coeficiente de correla¢do de Pearson

Tabela 9. Correlagdo entre a produ¢do de ROS, em presenca de PDB (ROS-PDB), ¢ niveis de
albumina e acido urico em diabéticos tipo 1 e nao diabéticos.

CORRELACAO
ROS-PDB/ALBUMINA ROS-PDB/ACIDO URICO
DIABETICOS TIPO 1 r=0,370 r=0,119
(n=10) p=029 p=0,74
NAO DIABETICOS r=-0,06 r=-0.53
n=38) p=0_87 p=0.18

n = nimero da populacdo avaliada
r: coeficiente de correlagdao de Pearson
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Grifico 4. Correlagdo entre a producdo de ROS, em presenca de PDB, e os niveis de acido urico, em
nao diabéticos.

Em seguida, correlacionamos o status antioxidante do plasma e a produ¢do de ROS por

granuldcitos, entre diabéticos tipo 1 e ndo diabéticos, com outros pardmetros clinicos e bioquimicos.
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SEXTA PERGUNTA: EXISTE CORRELACAO ENTRE O “STATUS”ANTIOXIDANTE DO
PLASMA, A PRODUCAO DE ROS E OUTROS PARAMETROS CLINICOS E
BIOQUIMICOS EM DIABETICOS TIPO 1 E NAO DIABETICOS?

Inicialmente, avaliamos a correlacdo entre o status antioxidante do plasma com parametros
clinicos e bioquimicos, nas duas popula¢des. Os resultados sdao apresentados nas tabelas 10 e 11 e
mostram que ndo houve correlacdo significativa entre as varidveis analisadas e a reducdo direta do

MTT pelo plasma.

Tabela 10. Correlagado entre o status antioxidante do plasma e parametros clinicos e laboratoriais em
diabéticos tipo 1.

Correlagdo entre a reducdo do MTT DIABETICOS TIPO 1*
por plasma e: r Significdncia

Idade (anos) - 0,071 NS
Tempo de doenga (anos) -0,232 NS
Dose diaria de insulina -0,169 NS
(unidades/Kg/dia)

IMC (Kg/m?) -0,108 NS
Circunferéncia abdominal (cm) -0,09 NS
PAS (mmHg) 0,111 NS
PAD (mmHg) 0,410 NS
Glicemia de jejum (mg/dL) 0,069 NS
Colesterol total (mg/dL) 0,084 NS
Colesterol LDL (mg/dL) -0,038 NS
Colesterol HDL (mg/dL) 0,169 NS
Triglicérides (mg/dL) -0,143 NS
PCR-us (mg/dL) 0,328 NS
HbAlc (%) 0,018 NS

* n=16; IMC: indice de massa corporal [peso / altura (metros) ?)]; PAS: presséo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial
diastdlica; PCR-us: Proteina C Reativa, ultra-sensivel, quantitativa; HbAlc: glicohemoglobina; r: coeficiente de
correlag@o de Pearson ; NS: ndo significante
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Tabela 11. Correlacdo entre o status antioxidante do plasma e parametros clinicos ¢ laboratoriais em

ndo diabéticos

Correlagdo entre a redugdo do NAO DIABETICOS*
MTT por plasma e:
r Significancia

Idade (anos) - 0,195 NS
IMC (Kg/m?) -0,312 NS
Circunferéncia abdominal (cm) -0,06 NS
PAS (mmHg) -0,105 NS
PAD (mmHg) - 0,200 NS
Glicemia de jejum (mg/dL) -0,220 NS
Colesterol total (mg/dL) 0,224 NS
Colesterol LDL (mg/dL) 0,149 NS
Colesterol HDL (mg/dL) 0,068 NS
Triglicérides (mg/dL) 0,069 NS
PCR-us (mg/dL) 0,420 NS
*n=13

IMC: indice de massa corporal [peso / altura (metros) ?)]

PAS: pressao arterial sistolica; PAD: pressao arterial diastdlica
PCR-us: Proteina C Reativa, ultra-sensivel, quantitativa.

r: coeficiente de correlacdo de Pearson

NS: nao significante
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Em seguida, avaliamos a correlagdo entre a producao de ROS, na auséncia e presenca de PDB,
com parametros clinicos e bioquimicos, nas duas populagdes. Os resultados sdo apresentados nas
tabelas 12-15 e mostram uma tendéncia a correlagdo média inversa entre produgao de ROS, em
presenga de PDB e o IMC (r = - 0.602; p = 0.11), somente no grupo de nao diabéticos (tabela 15,

grafico 5).

Tabela 12. Correlagdo entre a producdo de ROS, em auséncia de PDB, e parametros clinicos e
bioquimicos em diabéticos tipo 1.

Correlagdo entre a produgdo de DIABETICOS TIPO 1*

ROS por granulocitos e: o

r Significdncia

Idade (anos) -0,275 NS
Tempo de doenca (anos) -0.352 NS
Dose diaria de insulina -0.453 NS
(unidades/Kg/dia)
IMC (Kg/m?) -0.197 NS
Circunferéncia abdominal (cm) -0.240 NS
PAS (mmHg) 0.031 NS
PAD (mmHg) 0.305 NS
Glicemia de jejum (mg/dL) -0.038 NS
Colesterol total (mg/dL) -0.320 NS
Colesterol LDL (mg/dL) -0.501 NS
Colesterol HDL (mg/dL) -0.121 NS
Triglicérides (mg/dL) -0.202 NS
PCR-us (mg/dL) - 0,352 NS
HbAlc (%) -0.016 NS
*n=15

IMC: indice de massa corporal [peso / altura (metros) ?)]

PAS: pressao arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastélica
PCR-us: Proteina C Reativa, ultra-sensivel, quantitativa.
HbATlc: glicohemoglobina

r: coeficiente de correla¢do de Pearson

NS: nao significante
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Tabela 13. Correlagdo entre producdo de ROS, em presenga de PDB, e pardmetros clinicos e

bioquimicos em diabéticos tipo 1.

Correlagdo entre a produgdo de DIABETICOS TIPO 1*

ROS por granulocitos e: o

r Significdncia

Idade (anos) -0,358 NS
Tempo de doenca (anos) -0.173 NS
Dose diaria de insulina -0.081 NS
(unidades/Kg/dia)
IMC (Kg/m?) 0.017 NS
Circunferéncia abdominal (cm) -0.272 NS
PAS (mmHg) -0.183 NS
PAD (mmHg) -0.125 NS
Glicemia de jejum (mg/dL) 0.032 NS
Colesterol total (mg/dL) -0.327 NS
Colesterol LDL (mg/dL) -0.176 NS
Colesterol HDL (mg/dL) -0.435 NS
Triglicérides (mg/dL) -0.061 NS
PCR-us (mg/dL) -0.214 NS
HbAlc (%) -0.059 NS
*n=10

IMC: indice de massa corporal [peso / altura (metros) ?)]
PAS: pressao arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastélica
PCR-us: Proteina C Reativa, ultra-sensivel, quantitativa.

HbATlc: glicohemoglobina
r: coeficiente de correla¢do de Pearson
NS: nao significante
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Tabela 14. Correlagdo entre a producdo de ROS, em auséncia de PDB, e parametros clinicos e

bioquimicos em nao diabéticos.

Correlagdo entre a produgdo de NAO DIABETICOS*
ROS por granulocitos e: o
r Significancia

Idade (anos) -0,017 NS
IMC (Kg/m?) -0.413 NS
Circunferéncia abdominal (cm) 0.269 NS
PAS (mmHg) -0.209 NS
PAD (mmHg) -0.263 NS
Glicemia de jejum (mg/dL) -0.043 NS
Colesterol total (mg/dL) 0.208 NS
Colesterol LDL (mg/dL) 0.014 NS
Colesterol HDL (mg/dL) 0.357 NS
Triglicérides (mg/dL) 0.005 NS
PCR-us (mg/dL) -0,073 NS
*n=12

IMC: indice de massa corporal [peso / altura (metros) ?)]

PAS: pressao arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastolica
PCR-us: Proteina C Reativa, ultra-sensivel, quantitativa.

r: coeficiente de correlagdo de Pearson

NS: ndo significante
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Tabela 15. Correlagdo entre a producdo de ROS, em presenca de PDB, e parametros clinicos e
bioquimicos em nao diabéticos.

Correlagdo entre a produgdo de NAO DIABETICOS*

ROS por granulocitos e: . Significancia
Idade (anos) -0,392 NS
IMC (Kg/m?) -0.602 -0.11
Circunferéncia abdominal (cm) -0.634 NS
PAS (mmHg) -0.366 NS
PAD (mmHg) -0.135 NS
Glicemia de jejum (mg/dL) 0.072 NS
Colesterol total (mg/dL) 0.114 NS
Colesterol LDL (mg/dL) 0.061 NS
Colesterol HDL (mg/dL) 0.074 NS
Triglicérides (mg/dL) 0.151 NS
PCR-us (mg/dL) -0.029 NS

*n=8§

IMC: indice de massa corporal [peso / altura (metros) ?)]

PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastdlica
PCR-us: Proteina C Reativa, ultra-sensivel, quantitativa.

r: coeficiente de correlagdo de Pearson

NS: néo significante
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Grifico 5. Correlacdo entre a produgdo de ROS, em presenca de PDB, e o IMC, em ndo diabéticos.
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DISCUSSAQ

Na presente dissertagao estudamos, comparativamente, o stafus antioxidante do plasma e a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por granuldcitos de diabéticos tipo 1 e ndo
diabéticos. Avaliamos ainda, a correlagdo entre as respostas antioxidantes/oxidantes com diversas
varidveis bioquimicas e clinicas. Nosso objetivo primordial foi descrever pardmetros que pudessem
refletir o controle metabodlico nos pacientes diabéticos tipo 1.

Estabelecer controle metabolico adequado € o objetivo principal no tratamento de pacientes
diabéticos. Estudos clinicos como o DCCT e o UKPDS, demonstraram redu¢ao de complicacdes
cronicas (retinopatia, neuropatia e nefropatia) com o adequado controle glicémico, com maiores
beneficios observados no grupo de pacientes com glicohemoglobina média de 7%, sendo menos
expressivos os efeitos benéficos nas complicagdes macrovasculares (9,10).

A doenga aterosclerdtica ¢ causa importante de morbimortalidade em pacientes diabéticos,
sendo a lesdo endotelial considerada o evento critico inicial. Diversos fatores, considerados de risco,
predispoem a lesdo endotelial, como hipertensdo arterial, fumo e dislipidemia, ndo sendo, porém,
suficientemente esclarecedores para a alta incidéncia de lesdo vascular nestes pacientes (32).

Nas ultimas décadas, acumularam-se evidéncias de que a geragcdo de ROS e o estresse oxidativo
tém importante papel na patogénese das complicagdes diabéticas. Vias metabdlicas estimuladas pela
hiperglicemia, como oxidacdo da glicose, via dos polidis e formacdo de produtos finais da
glicosilacao avancada, levam a injiria celular em resposta ao estresse oxidativo. Em adicdo, a
exposicdo de células endoteliais a alta concentracdo de glicose aumenta a producdo de anions
superoxido, com diminui¢ao do 6xido nitrico, um potente vasodilatador endotelial, reduzindo o
relaxamento dependente do endotélio e prejudicando a restauragdo celular (33). Em condigdes
normais, defesas antioxidantes naturais mantém um balanco oxidante/antioxidante, preservando a
integridade celular. Considerando a importancia destas vias na patogenia do diabetes, o estudo e

quantificagdo das mesmas poderiam fornecer subsidios tanto para o entendimento dos mecanismos
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basicos envolvidos, quanto para uma mais eficaz abordagem clinica, o que procuramos fazer
avaliando diabéticos tipo 1.

Observamos que o status antioxidante do plasma, avaliado através da reducao direta do MTT,
foi semelhante entre os diabéticos e ndo diabéticos (p > 0,05) (tabela 4). Em relacdo aos antioxidantes
individuais, aten¢do especial foi dada ao 4acido urico e a albumina. Encontramos diferenca
estatisticamente significativa nos niveis de 4cido trico entre os dois grupos (p= 0.001) e nenhuma
diferenca em relag@o aos niveis de albumina (p > 0,05) (tabela 3). Ao correlacionarmos estas variaveis
com o MTT, encontramos correlagdo significativa e inversa entre status antioxidante do plasma e
acido turico no grupo de nao diabéticos (r = - 0.694; p=0.008) (tabela 7).

As controvérsias em relacdo ao sfatus antioxidante em diabéticos tipo 1 ainda persistem.
Willems e cols. (34), avaliando um grupo de diabéticos tipo 1 com menos de 5 anos de doencga, ndo
observaram reducao nas defesas antioxidantes, independente da presenca de complicagdes subclinicas
e com controle glicémico nao distante das metas desejadas. Entretanto, redugdo do stafus antioxidante
total do soro foi descrita em outros estudos (35). Santini e cols. (36), utilizando dosagens diretas de
vitaminas C e E e 4cido trico, demonstraram diminui¢ao da capacidade antioxidante nos diabéticos,
porém, nao encontrando diferengas estatisticas entre diabéticos e ndo diabéticos, em relacdao aos niveis
de acido urico.

O 4cido urico responde por cerca de 60% da capacidade antioxidante do plasma, ja as vitaminas
A, C e E, proteinas contendo grupos tidis e bilirrubina, dentre outros, sendo implicados em
propor¢oes diferentes na defesa antioxidante. Acredita-se que a melhor resposta antioxidante seja
alcangada com a ac¢do conjunta de todos estes fatores (37, 38).

Tendo em vista que a hiperglicemia no diabetes induz a um aumento da excrecdo de acido
urico, levando a hipouricemia (39), talvez uma possivel explicacdao para a auséncia de diferenga no
status antioxidante entre os dois grupos seja um aumento compensatorio da atividade dos outros
agentes antioxidantes no diabetes.

Recentemente foi demonstrado que a albumina ¢ um potente antioxidante devido a sua

capacidade de reduzir diretamente o MTT (29). Usualmente, seus niveis plasmaticos encontram-se em
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torno de 4,0 g/dL. Assim, discretos aumentos ou diminui¢do em sua quantidade ou mesmo a produgao
de albumina alterada (oxidada) em quantidades minimas, tornam-se diluidas em relagdo a quantidade
total, induzindo a obtencdo de resultados comparativos ndo significativos. Acreditamos que a
auséncia de correlagdo em nosso estudo possa, a principio, ser devido a este fato, tendo em vista que
os niveis de albumina nos dois grupos foram semelhantes (tabela 3).

Calsolari e cols. (40), em recente estudo, demonstraram uma modula¢ao na producao de ROS
por granuldcitos, em pacientes diabéticos tipo 2, apds serem submetidos a terapia antioxidante com
vitaminas A, C e E, por curto periodo de tempo.

No presente estudo, ndo encontramos qualquer outra variavel que se correlacionasse com o
status antioxidante do plasma, em nenhum dos grupos avaliados (tabelas 10, 11). Uma possivel
explicagdo seria a grande semelhanga no perfil bioquimico entre o grupo de diabéticos tipo 1 e nio
diabéticos (tabela 3), visto que os pacientes selecionados tinham menos de cinco anos de diagnostico,
periodo onde sdo infreqiientes as complicacdes clinicas e metabolicas da doenga.

Na avaliagdo do estresse oxidativo, observamos uma diferenga estatisticamente significativa na
produgdo de ROS por granuldcitos de diabéticos tipo 1 em relacdo aos nao diabéticos, na auséncia de
estimulo com PDB (p < 0.05) (figura 6), embora nao tenhamos encontrado diferenca na sensibilidade
da PKC a estimulagdo pelo PDB entre os dois grupos. Isto pode sugerir que o tempo de doenca
(menos de 5 anos) ndo tenha sido suficiente para indugdo das altera¢des ou adaptacdes metabdlicas
dependentes da hiperglicemia e relacionadas a via de sinalizagdo DAG-PKC. Esta sugestdo parece ser
reforcada pela semelhanga dos diversos parametros estudados entre os dois grupos.

Nao observamos correlagao entre controle glicémico e producao de ROS na populagdo avaliada.
Em relacdo as demais varidveis, observamos uma tendéncia a correlacdo média inversa entre
producdo de ROS, em presenca de PDB, com o acido urico (r = -0.527; p = 0.18) e com o IMC (r =
-0,602; p=0.11) na populacao de ndo diabéticos (tabelas 9, 15).

Os poucos estudos que avaliaram o estresse oxidativo em diabéticos tipo 1 ainda apresentam
resultados conflitantes. Dominguez e cols. (41), avaliando pacientes entre 7 e 10 dias apds o inicio

clinico do diabetes, quando o controle metabdlico ja estava restaurado, demonstrou concentracdes
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elevadas de malonaldeido (MDA) plasmatico, um produto final da oxidacdo de &cidos graxos
poliinsaturados, sugerindo que radicais livres do oxigénio podem exercer seus efeitos toxicos em
estagios precoces da doenca, mantendo-se elevados no curso da mesma. Estes mesmos autores ndo
encontraram correlacdo entre estes achados e os parametros de controle glicémico (glicohemoglobina
e frutosamina). Estes dados sdo concordantes com o que observamos em nosso estudo (tabelas 12-15).

Em estudo mais recente, Hata e cols. (42) demonstraram correlacdo direta entre 8-OhdG (8-
hidroxi-2’-deoxiguanosina), um marcador de estresse oxidativo, com o controle glicémico e a
presenga de microalbuminuria. Em outros estudos, estas conclusdes se confirmaram (43, 44).

A associagdo entre aumento de peso (IMC > 24.9 Kg/m?), relacionado ou ndo a sindrome
metabolica e ao estresse oxidativo ja se encontra bem estabelecida, com evidéncias consistentes de
aumento do risco cardiovascular e diabetes nos individuos acometidos (45). Também ¢ bem
documentado o aumento dos marcadores do estresse oxidativo nesta situagdo (46, 47). Entretanto,
pouco estudada ¢ a associa¢do entre IMC normal ou baixo e estresse oxidativo. Higashi e cols. (48)
demonstraram que prejuizo na vasodilatagdo endotélio-dependente e aumento de marcadores do
estresse oxidativo (8ohDG e MDA) estdo presentes tanto em obesos, quanto em individuos com IMC
<18,5 Kg/m®. Villas Boas e cols. (49) demonstraram maiores niveis d¢ MDA em pacientes idosos
com IMC < 22 Kg/m?, quando comparados a IMC > 22 Kg/m*. Ndo encontramos relatos na literatura
da associagdo entre baixo peso no diabetes e estresse oxidativo.

Ao correlacionarmos o status antioxidante com a producdo de ROS, observamos que houve
uma tendéncia a correlacdo média direta entre a producdo de ROS, em presenca de PDB, com a
reducao direta do MTT pelo plasma no grupo de diabéticos tipo 1 (r = 0,552; p = 0,098) e nos ndo
diabéticos (r = 0,645; p = 0,084). Na auséncia de PDB, ndo observamos correlagao entre as variaveis
na populacdo estudada (tabela 6).

Ao compararmos intrinsecamente os resultados apresentados em relagdo ao balanco
oxidante/antioxidante, observamos: os dois grupos apresentaram semelhantes poder antioxidante do
plasma (tabela 4) e aumento antioxidante proporcional ao estimulo da via DAG-PKC (produgao de

ROS ao estimulo com PDB) (tabela 6), o que ndo caracteriza “estresse oxidativo tipico”. Este ¢
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definido como aumento da atividade da via oxidante com simultdnea diminui¢do da resposta
antioxidante (29).

Calsolari e cols. (30), utilizando semelhante metodologia de quantificagio de ROS,
demonstraram, em diabéticos tipo 2, um aumento na producao de espécies reativas de oxigénio em
comparagdo com nao diabéticos, com aumento simultdneo na resposta antioxidante. Este achado,
refletindo uma condigdo intracelular, também ndo caracterizou um estresse oxidativo tipico, o que
pode estar relacionado ao uso de medicamentos com efeitos antiinflamatorios e/ou antioxidantes por
este grupo. Estes resultados sdo corroborados por Dandona e cols. (50), que observaram resultados
similares em células mononucleares de diabéticos tipo 1 e tipo 2, em relagdo a produgdo de ROS.

Tem sido observado que a superoxido dismutase (SOD) pode ser rapidamente ativada em
condi¢des nas quais células ou organismos sdo expostos ao estresse oxidativo (51). O aumento da
atividade da SOD, demonstrada por Dominguez e cols. (41), no inicio do diabetes, pode ser
interpretada como um mecanismo de ativacdo compensatdrio ao aumento da geracdo de radicais
superoxido. Este grupo também observou que a atividade desta enzima diminui com a progressao da
doenga, desde que passam a predominar os produtos finais da glicagdo ndo enzimatica.

Estes dados sugerem que ao longo da doenca o balango oxidante/antioxidante ¢ deslocado,
ocorrendo diminuicao das respostas antioxidantes e aumento das vias oxidantes (estresse oxidativo).

O nosso estudo relata, pela primeira vez, o status antioxidante do plasma de diabéticos tipo 1 e
demonstra a auséncia de estresse oxidativo tipico nos primeiros anos de doenca.

Os nossos resultados sugerem, que ao menos nos primeiros cinco anos apos o diagndstico, o
organismo mantém uma resposta antioxidante compensatdria ao estresse oxidativo, independente dos
niveis glicémicos. Esta condi¢do pode, em principio, funcionar como protegdo as lesdes sabidamente
predominantes nos diabéticos, porém, como relatado anteriormente, esta resposta adaptativa nao
perdura indefinidamente e com a hiperglicemia mantida ao longo dos anos, vias metabolicas de
sinalizacdo sdo ativadas, outras adaptadas, com evolucdo para lesdes vasculares patologicas.

O estudo entitulado Epidemiology of Diabetes Intervention and Complication (EDIC) (52),

observacional e longitudinal, com ex-pacientes do DCCT, surpreendentemente demonstrou que nos 8
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anos de acompanhamento ap6s término do DCCT, apesar dos niveis de glicohemoglobina entre o
grupo tratado anteriormente com terapia convencional ou intensiva ndo diferirem mais, o grupo
inicialmente em terapia intensiva continuou com menor prevaléncia de complicagcdes micro e
macroangiopaticas, quando comparados ao grupo previamente em terapia convencional. Para explicar
este fato, os autores postularam a teoria da “memoria metabolica”, pela qual as células menos
agredidas pelo insulto hiperglicémico no inicio do diabetes se manteriam por um maior tempo livres
dos efeitos deletérios da glicotoxicidade, enquanto as mais agredidas no inicio da patologia
precisariam de um maior tempo para se recuperarem do insulto metabolico.

A luz dos conhecimentos adquiridos com nossos resultados, acreditamos que ainda sdo
necessarios estudos para esclarecimento do real prejuizo ao organismo, como conseqiiéncia da
hiperglicemia per se, na fase inicial da doenga. Ainda permanece sem uma explicacdo clara a relagdo
entre a auséncia de um estresse oxidativo tipico neste periodo e o aumento da incidéncia de lesdes
futuras, em pacientes com controle inadequado, nos primeiros anos de doenca. Estas respostas
certamente irdo fornecer importantes subsidios para o entendimento da fisiopatologia das
complicacdes diabéticas, abrindo novas perspectivas terapéuticas adicionais a insulina para pacientes

diabéticos tipo 1, visando a modulagao de lesdes futuras.

CONCLUSAQO

Os nossos resultados mostram, em diabéticos tipo 1, um discreto aumento na producao de espécies
oxidantes (ROS), auséncia de alteracdes na resposta antioxidante e de correlagdes entre estas
respostas (oxidante/antioxidante) e diversos parametros bioquimicos e clinicos. Isto nos permite
concluir auséncia de “estresse oxidativo tipico”. Contudo, ¢ possivel inferir que esta situagdo evolua
para um desequilibrio metabdlico com conseqiiéncias diretas e futuras sobre a lesdo vascular, tao
presente nos diabéticos. Com isso, € possivel sugerir que se obtenha um controle metabdlico

satisfatorio desde o inicio da doenga e em qualquer idade. Trabalhos futuros serdo necessarios para
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identificar e esclarecer os pardmetros metabolicos correlaciondveis com o aparecimento e

agravamento das lesoes vasculares em diabéticos tipo 1.
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