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RESUMO

A resposta inflamatoria esta diminuida em ratos portadores de diabetes
mellitus tipo 2. O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia do
tratamento com metformina (300mg/kg) e clorpropamida (200mg/kg) sobre
esta resposta alterada. O estado diabético foi induzido pela injecao
intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) (160mg/kg) em ratos machos
Wistar neonatos. O diabetes foi caracterizado através da determinacado da
glicosuria 7 semanas apos o tratamento com STZ. Os animais diabéticos
foram tratados com metformina ou clorpropamida, por via oral, em dose
Unica diaria, durante 7, 14 e 21 dias. A resposta inflamatéria foi avaliada
pela formacao do edema de pata e pelo teste da pleurisia induzidos pela
carragenina. O tratamento com metformina por 7, 14 e 21 dias nao
restaurou a resposta inflamatéria dos animais diabéticos. Entretanto, o
tratamento com clorpropamida por 7 e 14 dias corrigiu esta resposta. Os
resultados obtidos indicam que na correcao da resposta inflamatoria, neste
modelo experimental de diabetes, podem estar envolvidos os mecanismos de
liberacao e manutencao dos niveis circulantes de insulina, sugerindo o papel

pro-inflamatéorio deste hormonio.

Palavras chaves: diabetes tipo 2; resposta inflamatoria; drogas

antidiabéticas.



ABSTRACT

The inflammatory response is decreased in type 2 diabetes. The aim of this
work was to investigate the influence of metformin and chlorpropamide
treatment on these altered responses. The diabetic state was induced by
streptozotocin injection (160mg/kg) in male newborn Wistar rats. Diabetes
was confirmed by the presence of glucose in 24h urine 7 weeks after
diabetes induction. The animals were treated with metformin (300mg/kg) or
chlorpropamide (200mg/kg), per os, one daily dose during 7, 14 and 21
days. The inflammatory response was evaluated using paw edema and
pleurisy test induced by local carrageenan injection. The metformin
treatment during 7, 14 and 21 days did not restore the inflammatory
response in diabetics rats. However, chlorpropamide treatment during 7 and
14 days corrected this altered response. The results showed that the
normalization of the inflammatory response in this experimental diabetes
model would involve insulin release mechanisms and sustained circulating

levels of this hormone, suggesting it’s pro-inflammatory role.

Keywords: type 2 diabetes; inflammatory response; antidiabetic drugs.
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I - INTRODUCAO

O diabetes mellitus € um grupo de doencas metabodlicas caracterizadas
por hiperglicemia resultante da falta absoluta ou relativa de insulina, que
pode estar ou nao associada a deficiéncia na acao deste hormonio. Pode ser
classificado como diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, outros tipos especificos e
diabetes gestacional (THE EXPERT COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND
CLASSIFICATION OF DIABETES MELLITUS, 1997).

O diabetes tipo 1 € dividido em diabetes imune-mediado e diabetes
idiopatico. O primeiro resulta da destruicdo auto-imune da células [-
pancreaticas (ATKINSON & MACLAREN, 1994). O diabetes idiopatico nao
possui etiologia conhecida. Alguns pacientes apresentam insulinopenia
permanente, sao predispostos "a cetoacidose, portanto, portadores desta
patologia nao sobrevivem sem a reposicdo de insulina (THE EXPERT
COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND CLASSIFICATION OF DIABETES
MELLITUS, 1997).

O diabetes tipo 2 se origina aparentemente pela reducao da secrecao
de insulina e/ou da sensibilidade de tecidos alvo para a acao da insulina.
Pacientes com diabetes tipo 2 caracterizam-se por sobreviverem longos
periodos sem a reposicao de insulina, apesar de diversos individuos
receberem este hormonio para melhorar o seu controle glicémico (PICKUP &
WILLIANS, 1991).

Na literatura ha alguns modelos experimentais em animais que se
aproximam do diabetes humano. Para o estudo do diabetes tipo 1,

normalmente utilizam-se modelos cuja administracao de drogas, em animais
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adultos, causam a destruicao do pancreas ou este orgao € removido
(pancreatectomia). Ja o diabetes tipo 2 pode ser reproduzido em modelo
experimental apos a administracao de drogas em animais recém-nascidos.

Varios trabalhos demonstram o envolvimento da insulina no
desenvolvimento da resposta inflamatoria e mostram que muitos aspectos
desta resposta sao afetados pelo estado diabético.

Edlung et al. (1952) verificaram que o edema induzido pela dextrana
estava diminuido em ratos diabéticos tipo 1 e atribuiram este efeito a propria
aloxana e nao ao estado diabético. Subsequentemente, outros estudos
revelaram que independente do efeito imediato que a aloxana possa ter, a
resposta inflamatéria reduzida em animais diabéticos estaria obviamente
relacionada ao proprio estado diabético do animal. Neste sentido, Garcia-
Leme et al. (1973) verificaram que a reacdo inflamatéria induzida pela
dextrana, carragenina ou sulfato de celulose, estava marcadamente reduzida
em ratos tornados diabéticos pela injecao de aloxana ou em ratos
submetidos a pancreatectomia subtotal. Por outro lado, em animais
diabéticos tipo 2 foi demonstrado que a formacdo do edema de pata
induzido pela carragenina estava reduzido, enquanto que pela dextrana, a
resposta foi semelhante para animais diabéticos e controles (CUMAN et al.,
2001). Ainda, no diabetes tipo 1, Garcia-Leme et al. (1973) observaram que a
resposta inflamatoria também estava diminuida em animais diabéticos
tornados normoglicémicos apos um periodo de jejum. A administracao de
insulina, antes da injecao do irritante, reverteu tal inibicao, sugerindo que a
deficiéncia de insulina, mais do que a hiperglicemia, parece ser o fator

responsavel pela reducao da resposta inflamatéria nos animais diabéticos
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(GARCIA-LEME et al., 1973, 1974). No diabetes tipo 2, o tratamento com
insulina promoveu reducao da glicemia de animais diabéticos, sem contudo
reverter as alteracoes da resposta inflamatoria observada neste modelo
experimental (CUMAN et al., 2001).

A inibicao do desenvolvimento da resposta inflamatéria nos animais
diabéticos parece estar relacionada, pelo menos em parte, as alteracoes
vasculares e celulares que ocorrem neste estado. Varios estudos
demonstram que a reatividade e as propriedades dos vasos sanguineos estao
alteradas no animal diabético (ALTURA et al., 1979; LLORACH et al., 1976;
GARCIA-LEME, 1981; FORTES et al.,, 1983a, b, 1984; LONGHURST &
HEAD, 1985). Foi observado que o estado diabético tipo 1 nao altera a
liberacao de substancias endogenas vasoativas como histamina, serotonina e
bradicinina; porém, altera a resposta vascular dos animais a estes fatores de
permeabilidade. Estes fatos sugerem que se um agente inflamatorio € capaz
de liberar substancias que afetam a permeabilidade vascular em animais
diabéticos, seu efeito final sobre os vasos pode estar reduzido, sugerindo
uma influéncia da insulina no controle da permeabilidade vascular e,
portanto, na inflamacao (GARCIA-LEME et al. 1973, 1974). Entretanto, em
ratos diabéticos tipo 2, foi observado que a diminuicao da resposta de
aumento da permeabilidade vascular induzido pela serotonina e bradicinina,
nao era revertida pelo tratamento com insulina, mas pela remocao das
adrenais (adrenalectomia) sugerindo, portanto, a participacao de corticoides
endégenos na diminuicdo da resposta inflamatéria neste modelo
experimental de diabetes (CUMAN et al., 2001).

Outras observacoes indicam que a reacao celular no foco de lesao se
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encontra alterada no animal diabético dependente de insulina e, isto parece
estar associado tanto a uma diminuicdo da resposta migratoria de leucocitos
a agentes quimiotaxicos (PEREIRA et al., 1987) como a uma reducao da
atividade fagocitica dos leucocitos (BAGDADE et al., 1970; TAN et al., 1975).
Sannomiya et al. (1990) verificaram que a alteracao da capacidade
migratoria dos leucocitos pode ser devida a presenca de um fator protéico
existente no plasma de animais diabéticos, o qual interage com receptores de
neutrofilos para agentes quimiotaxicos derivados do complemento, e que a
resposta pode ser restaurada apos tratamento do animal com insulina.
Fortes et al. (1991) observaram ainda, que os animais tornados diabéticos
pela injecao de aloxana apresentavam uma reducao marcada do numero de
leucocitos "rollers" sugerindo uma interacao leucocito-endotélio defeituosa.
Esta alteracdo foi revertida apos o tratamento dos animais com insulina.
Em animais diabéticos tipo 2, nao foi observada alteracao da resposta
migratoria de leucocitos em experimentos de pleurisia induzida pela
carragenina (CUMAN et al., 2001).

A inducao do diabetes tipo 2 (experimental) pode ser realizada através
da injecao intraperitoneal ou subcutanea de estreptozotocina em ratos
recém-nascidos, com dois dias de idade. Neste modelo, proposto por Bonner-
Weir et al. (1981), ocorre uma hiperglicemia dois a quatro dias apos a injecao
de estreptozotocina, quando entao os niveis de glicose plasmatica
permanecem proximos ao normal até a sexta semana de idade. A partir de
entdo, os animais desenvolvem um estado de hiperglicemia permanente, e
quando submetidos ao jejum, apresentam concentracoes de glicose

plasmatica variando entre 200 a 350 mg/dL. A injecao de estreptozotocina
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induz um estado de diabetes pouco severo, onde o animal apresenta
pequena alteracao de peso corporal a semelhanca do diabetes mellitus tipo 2
(DULIN & SORET, 1978; WEIR et al., 1981).

Uma possibilidade para justificar a resposta diminuida das células 5 a
glicose, neste modelo experimental, seria que a estreptozotocina
administrada em ratos recém-nascidos, os quais apresentam uma populacao
heterogénea de células f3, destruiria apenas as cé€lulas 5 sensiveis a glicose
provocando defeito créonico no mecanismo de secrecao de insulina
dependente de glicose (WEIR et al., 1981). Ainda, outros estudos indicam
que defeito na expressdo do transportador de glicose, seria a causa da
resisténcia a insulina observada no diabetes tipo 2 e, ainda, a
dessensibilizacao destas células mediante a estimulacao cronica com glicose
poderia ser responsavel pelas alteracoes funcionais e estruturais que
ocorrem nesta patologia (LUCKENS et al., 1942; DOHAN et al., 1947).
Cuman et al. (2001), utilizando este modelo ligeiramente modificado,
demonstrou que estes animais apresentaram poliuria, glicosuria,
intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e nao apresentam hiperfagia e
alteracao no peso corporal quando comparados aos animais controles.

A sintomatologia do diabetes mellitus tipo 2 caracteriza-se por
hiperglicemia, glicosuria, poliuria, e em alguns casos resisténcia a secrecao
de insulina, podendo a hiperglicemia ser devido a variagoes nos graus de
resisténcia a insulina e reducao na secrecao deste hormoénio (DE FRONZO,
1992).

No diabetes tipo 2 ocorre deterioracao progressiva da funcdo normal

das células beta. Inicialmente, tecidos hepaticos e musculares perdem a
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sensibilidade a acao da insulina (ERIKSSON et al., 1989; PORTE & KAHN,
2001). Nos estagios iniciais da doenca, a reducao na captacao de glicose pelo
musculo parece ser o defeito primario (GROOP, 1992), e a hiperglicemia
resultante pode contribuir para a reducao da funcao das células beta. Assim,
estas células compensam a diminuicao da sensibilidade a insulina pelo
aumento da secrecao deste hormoénio. Com a progressao da doenca, a
reducao na secrecao de insulina permanece e a sensibilidade a sua acao
continua a reduzir. Neste estado de diabetes, a producao hepatica de glicose
e a captacao de glicose pelo musculo sao resistentes a acao da insulina.
Neste sentido, o diabetes tipo 2 pode ser caracterizado tanto por uma
disfuncao das células R-pancreaticas como por uma resisténcia dos tecidos
periféricos a acao da insulina (WEIR et al., 1981; DE FRONZO, 1988).

Estudos epidemiologicos indicam que a resisténcia a insulina seja o
provavel defeito primario do diabetes tipo 2, ja que ele ocorre antes do
quadro de intolerancia a glicose, freqiientemente quando a secrecao de
insulina esta aumentada. Dessa forma, foi observado que em grupos de
pacientes de diferentes etnias, a resisténcia a insulina com quadro de
hiperinsulinemia precede o desenvolvimento do diabetes tipo 2
(BLOOMGARDEN, 1998).

A resisténcia a insulina pode ser exacerbada durante a progressao da
doenca devido a uma alteracao na regulacao do metabolismo de carboidratos
e lipideos. As células beta normalmente respondem a resisténcia periférica a
insulina pelo aumento da secrecao basal e pés-prandial deste hormonio para
compensar este estado de resisténcia, mantendo normal ou apresentando

um quadro de intolerancia a glicose, mas prevenindo a deterioracdo da
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homeostase de glicose e o diabetes tipo 2. Eventualmente, as células beta
tornam-se inabeis para compensar a resisténcia a insulina por secretarem
grandes quantidades do hormonio. Neste estagio ha uma reducao na
secrecao de insulina induzida pela glicose, alterando a homeostase da glicose
levando ao subsequente diabetes (ROSAK, 2001).

Normalmente a secrecao de insulina pelas células beta pancreaticas
reflete a magnitude da concentracao de glicose sangliinea no jejum ou pos-
prandial. A secrecao de insulina ocorre em duas fases distintas: uma que
consiste na liberacdao de insulina inicial e rapida (0-10 minutos), quando a
concentracdo de glicose aumenta apés a refeicao (fase 1), e a outra que
corresponde ao aumento sustentado na concentracao de insulina circulante,
de acordo com os niveis plasmaticos de glicose (fase 2) (GROOP, 1992).

A resposta normal para a glicose administrada por via intravenosa é
bifasica (PORTE & PUPO, 1969). Em pacientes portadores do diabetes tipo 2,
a fase 1 da secrecao de insulina esta reduzida ou ela nao ocorre,
promovendo aumento na concentracao da glicose sangliinea (ERIKSSON et
al., 1989). Além disso, ha uma alteracao na fase 2, podendo a secrecao de
insulina ser normal ou exarcebada (GROOP, 1992). Nesta fase, a secrecao de
insulina deveria aumentar com o aumento da concentracao plasmatica de
glicose. Devido a hiperglicemia e também a deficiéncia na secrecao do
hormonio pelas células beta, as sulfoniluréias e outras drogas secretoras de
insulina sao utilizadas para melhorar este estado, visando a correcao da
hiperglicemia e o aumento da responsividade das células beta a estimulacao
pela glicose. Uma secrecdao inadequada de insulina na primeira fase

inevitavelmente resulta na hiperglicemia e auxilia um estimulo maior para a
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resposta da segunda fase. No ultimo estagio da doenca, a resposta a
segunda fase torna-se diminuida.

Para o tratamento farmacolégico do diabetes tipo 2, utilizam-se drogas
que aumentam a secrecao de insulina e a recaptacao de glicose, dentre
outros mecanismos que visam a reducao da sintomatologia deste estado. Ha
ainda poucos recursos farmacologicos disponiveis para tratamento da
resisténcia a acao da insulina, neste sentido tem sido estudado drogas que
teriam como mecanismo a sensibilizacdo dos tecidos a acao da insulina,
como por exemplo, as do grupo das tiazolidinedionas (BAILEY, 1999).

Estudos experimentais realizados em animais mostram que os danos
nas ilhotas pancreaticas devidos a prolongada hiperglicemia podem ser
prevenidos por tratamento com drogas hipoglicemiantes (CLARK et al., 1982)
e, alguns estudos mostram uma melhoria na resposta da insulina apos a
correcao da hiperglicemia.

Para o desenvolvimento desta pesquisa, utilizamos farmacos classicos
para o tratamento do diabetes: a clorpropamida e a metformina. A
clorpropamida € uma sulfoniluréia, que estimula a secrecao de insulina e
aumenta a sensibilidade dos tecidos periféricos a acao da insulina (GROOP,
1992), enquanto a metformina € um farmaco do grupo das biguanidas, que
aumenta a acao da insulina nos tecidos (BAILEY, 1992; NAGI & YUDKIN,
1993).

O tratamento com farmacos antidiabéticos orais é indicado para
pacientes diabéticos mantidos sob dieta alimentar, com glicemia em jejum
acima de 140mg/dL e, geralmente sado indicados quando a dietoterapia €

ineficaz. Os antidiabéticos orais podem ser classificados em: a) sulfoniluréias
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(p- ex. clorpropamida, glibenclamida e glipizida); b) biguanidas (p. ex.
metformina); c) tiazolidinedionas (p. ex. rosiglitazona e pioglitazona); d)
meglitinidas (p. ex repaglinida e nateglinida); e) inibidores da alfa-glicosidase
(p. ex. acarbose) (ROSAK, 2002).

As sulfoniluréias sao indicadas para pacientes diabéticos que
apresentam células [(-pancreaticas funcionantes, com quadro estavel,
resistentes a cetose e que nao tiveram controle adequado da glicemia apenas
com dieta. Promovem aumento da secrecao de insulina pelas células 3 e
também aumento da sensibilidade dos tecidos periféricos a acao da insulina
(PFEIFER et al., 1981).

Diferente das sulfoniluréias, as biguanidas nao promovem
hipoglicemia e a sua acdo nao depende de células [ pancreaticas
funcionantes. Para a metformina os mecanismos de acdo propostos sao
diminuicao da gliconeogénese hepatica por interferéncia na oxidacao
respiratoria em mitocondria e aumento da captacao de glicose mediada pela
insulina em musculos esqueléticos e adipocitos, isto por aumentar a
atividade da enzima tirosina quinase em receptores de insulina
(KIRPICHNICHOV, 2002). Pelo seu efeito anorexigeno, promove uma reducao
do peso em pacientes diabéticos e obesos (HERMANN, 1979; JACKSON et
al., 1987; BAILEY, 1993).

Particularmente quanto ao diabetes tipo 2, a metformina tem sido
indicada quando o tratamento dietético isolado se mostra ineficiente
(BAILEY, 1993). Além disso, trabalhos tem demonstrado que este farmaco
pode corrigir os efeitos de resisténcia a insulina independentemente da

HIPERGLICEMIA (MELIN et al., 1990; GALUSKA et al., 1991; WIDEN et al.,
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1992). A metformina € também utilizada associada a outros antidiabéticos
orais (sulfoniluréias) principalmente em casos de faléncia ao uso de
monoterapia. Em pacientes portadores do diabetes mellitus tipo 1, a
metformina pode ser adicionada ao regime terapéutico para melhorar o
controle metabolico e mesmo diminuir a necessidade diaria de insulina
(BAILEY, 1993). Este farmaco, disponibiliza a glicose estimulada pela
insulina sendo empregado na terapéutica para pacientes portadores do
diabetes com resisténcia a insulina.

Neste trabalho, investigamos o efeito de tratamento com farmacos

antidiabéticos sobre a resposta inflamatoéria de animais diabéticos tipo 2.
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II - OBJETIVO

Considerando que:

- o modelo de diabetes induzido por estreptozotocina em ratos
neonatos € caracterizado por, intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e
hiperglicemia moderada;

- ha alteracao da resposta inflamatéria de animais portadores do
diabetes mellitus tipo 2 experimental;

-  no modelo experimental de diabetes tipo 2 o tratamento com
insulina nao corrige as alteracoes da resposta inflamatoria;

- a metformina e a clorpropamida sao farmacos empregados no

tratamento do diabetes tipo 2;

O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia do tratamento com
metformina e clorpropamida sobre a resposta inflamatoria no diabetes

induzido por estreptozotocina em ratos neonatos.
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III - MATERIAIS E METODOS

1. ANIMAIS
Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar mantidos no

biotério do Laboratoério de Inflamacao (DFF/UEM) desde o nascimento.

2. INDUCAO DO DIABETES TIPO 2

Ratos com dois dias de idade foram injetados por via intraperitoneal
com estreptozotocina (STZ) em dose unica de1l60mg/kg de peso corporal. Os
animais controles foram injetados com solucao tampao de citrato de sodio

(10mM, pH 4,5), veiculo utilizado para dissolver a STZ .

3. CARACTERIZACAO DO ESTADO DIABETICO

Entre a 7a. e 8a. semanas apos a injecao de STZ os animais tratados
com STZ e seus respectivos controles foram mantidos em gaiola metabdlica
individual por periodo de 24 horas (9:00 hs as 9:00 hs do dia seguinte) com
alimentacao e agua ad libitum. Foi determinada a concentracao de glicose

presente na urina destes animais.

3.1. DETERMINACAO DA GLICOSURIA

A determinacao da concentracdo de glicose na urina foi realizada
utilizando-se uma aliquota de 20ul da urina de 24 horas, através do método
enzimatico da glicose — oxidase (Labtestl]). Neste método, a glicose - oxidase
catalisa a oxidacdo da glicose produzindo o perdxido de hidrogénio. Este,

através de uma reacao oxidativa catalisada pela peroxidase, reage com a 4-
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aminoantipirina e fenol produzindo a antipirilquinonimina vermelha cuja
intensidade de cor € proporcional a concentracao da glicose na amostra. Os

resultados foram expressos em mg/dL.

4. TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE (GTT)

Os animais mantidos em jejum por 12 horas e anestesiados com
pentobarbital sodico (Hypnol 3%®, Fontover) (40mg/kg de peso corporal) por
via intraperitoneal foram submetidos a laparotomia e exposicao da veia cava
inferior. Foi coletada uma amostra de 0,5mL de sangue correspondendo a
glicemia basal (To). Apos esta coleta inicial, foi administrada dose unica de
glicose (0,5g/Kg de peso corporal ) por esta mesma via e foram coletadas
amostras de 0,5mL de sangue nos tempos 5, 10, 20, 30 e 60 minutos apos a
injecao de glicose, correspondendo entdao a TS5, T10, T20, T30 e T60. As
amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 rpm por cinco minutos. A
glicemia foi determinada pelo método enzimatico da glicose-oxidase

(Labtest®).

5. TRATAMENTO COM FARMACOS ANTIDIABETICOS

Os animais diabéticos foram tratados com metformina e clorpropamida
nas doses de 300mg e 200mg/Kg de peso corporal, respectivamente. Ambas
foram administradas através de sonda intragastrica em dose Unica diaria
por 7, 14 e 21 dias. Os animais dos grupos controle (normoglicémicos),
diabético e diabéticos tratados, foram utilizados para posterior estudo da

resposta inflamatoria.
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6. ESTUDO DA RESPOSTA INFLAMATORIA
6.1. PRODUCAO DE EDEMA NA PATA DO RATO

A carragenina dissolvida em salina estéril foi utilizada como agente
irritante. Um volume de 0,1mL da solucao de carragenina (0,5mg/mL) foi
injetado na area subplantar de uma das patas posteriores do rato. A pata
contralateral foi injetada com igual volume de salina (controle), conforme
técnica de Winter et al. (1962).

O volume das patas até a articulacao tibio-tarsica foi medido a varios
intervalos de tempo (1; 2; 4; 6 e 24 horas) apés a injecao podal de
carragenina em animais nao anestesiados, com auxilio de um pletismoégrafo
digital (UGO BASILE 0).

O edema foi expresso em termos de aumento do volume da pata (VF)
em relacao ao volume inicial (VI).

VF - VI = aumento do volume da pata (uL)

O resultado final foi obtido pela subtracdo dos valores controles
(obtidos em patas injetadas com salina) dos valores testes (obtidos nas patas
injetadas com carragenina).

Foram utilizados grupos de 8 a 10 animais para realizacao dos

experimentos.

6.2. PRODUCAO DA PLEURISIA

Inicialmente, procedeu-se a coleta de amostra de sangue da cauda de
cada animal para determinacao da leucometria total e diferencial. Os
animais foram anestesiados com éter etilico, submetidos a tricotomia e

receberam a injecao na cavidade intrapleural de 50pg/animal de carragenina
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diluida em 0,25mL de tampao PBS na regiao do mediastino direito, entre a
3° e 4° costelas, de acordo com a técnica descrita por Vinegar et al. (1973). A
carragenina foi utilizada em forma de suspensao em tampao PBS.

Apos 4 horas da injecao do agente irritante foi realizada nova coleta de
sangue para a determinacao do leucograma total e diferencial. Os animais
foram sacrificados e do exsudato coletado da cavidade intrapleural, foram
determinados os seguintes parametros: o volume e o numero de leucocitos.

Foram wutilizados grupos de 8 a 10 animais para realizacao dos

experimentos.

6.2.1. Volume de exsudato

Na 4° hora apdés a injecao de carragenina, os animais foram
anestesiados com éter etilico e sacrificados por decapitacdo. Em cada
animal, o mediastino foi aberto através de uma incisdo mediana e o exsudato
colhido com pipeta de Pasteur. O exsudato foi colocado em tubos de
centrifuga graduados de polietileno e o seu volume determinado. Procedeu-
se a lavagem da cavidade pleural com 2 mL de tampao PBS heparinizado
(25UI/mL) e o material coletado foi colocado no tubo contendo o exsudato,
sendo o volume final de 3 mL completado com o tampao. O material foi
homogeneizado por inversao lenta, sendo retirada uma aliquota de SOpL
para a contagem total de células em camara de Neubauer. O restante foi
centrifugado a 1500 rpm durante 5 minutos para a contagem diferencial de

leucocitos.

6.2.2. Leucometria global
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A aliquota de 50uL do homogenado foi adicionada a 950uL do liquido
de Turk (COSTA CURTA, 1969) e usada para contagem de leucocitos totais
em camara de Neubauer. Os resultados foram expressos em células/mm?3 x

103.

6.2.3. Leucometria diferencial

O precipitado celular obtido apos centrifugacao foi utilizado para
preparacao de laminas, sendo estas coradas com solucao corante de
Leishman. Foi determinado o numero de leucocitos mononucleares e

polimorfonucleares presentes no exsudato.
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7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média + erro padrao da média
(e.p.m.) e foram analisados utilizando o teste t de Student quando duas
meédias foram comparadas ou analise de variancia (ANOVA) para multiplas
comparacoes.

A analise da area sob a curva foi obtida a partir das curvas do teste de
tolerancia a glicose, determinada pelo programa Graphpad Prism® -

(Graphpad Software Inc., Microsoft Corp.)
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8. DROGAS E REAGENTES

Acido acético Glacial (Merck), Azul de metileno (Reagen), Carragenina
(Sigma), Citrato de Soédio (Merck), Cloreto de so6dio (Synth), Clorpropamida
(Diabinese®, Pfizer), Eosina/azul de metileno (Reagen), Estreptozotocina
(Sigma), Eter Etilico (Reagen), Fosfato monobasico de sédio (Merck), Fosfato
dibasico sodico hidratado (Merck), Glicose (Ecibra), Heparina (Liqueminel],
Roche), Kit enzimatico da glicose-oxidase (Labtestl]). Metformina

(Glucoformin ®, Biobras), Pentobarbital Sédico (Hypnoll], Fontover).
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IV - RESULTADOS

1. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE GLICOSE NA URINA
A concentracao de glicose na urina dos ratos tratados com STZ foi de
1022 * 95,4mg/dL. Nos animais controles o valor médio de glicose na urina

foi de 49,5 + 6,5mg/dL.

2. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE GLICOSE SANGUINEA -
TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE
2.1. EFEITO DO TRATAMENTO COM METFORMINA SOBRE O TESTE DE
TOLERANCIA A GLICOSE

As concentracoes de glicose sangliinea determinadas pelo teste de
tolerancia a glicose estao apresentadas na figura 1 para os tratamentos com
metformina durante 7, 14 e 21 dias. Os valores médios da glicemia no TO
(antes da injecao intravenosa de glicose - 0,5mg/kg) foram de 93,74 +
7,83mg/dL para os ratos controles, de 127,26 + 12,27mg/dL para os ratos
diabéticos e para ratos diabéticos tratados com metformina durante 7, 14 e
21 dias foram respectivamente de 148,48 + 8,13mg/dL, 142,01 + 8,40mg/dL
e 136,5 £ 6,4mg/dL. Como podemos observar nos tempos de 5, 10, 20, 30 e
60 minutos apos a injecao intravenosa de glicose os valores médios da
glicemia foram significativamente maiores nos ratos diabéticos e diabéticos
tratados com metformina quando comparados aos controles, indicando que
o tratamento com metformina nao corrige as alteracoes no GTT realizado em
animais diabéticos. Para os diferentes grupos o pico maximo da glicemia

ocorreu 5 minutos apos a administracao de glicose, sendo que a partir deste
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tempo houve um declinio da concentracao sangliinea desta substancia. Além
disso, pela analise da area sob a curva, obtida a partir das curvas do teste de
tolerancia a glicose, verificamos que a area foi maior para ratos diabéticos
(20230 £ 1047mg/dL. min!) e para os ratos diabéticos tratados com
metformina 7, 14 e 21 dias (30897,5 £ 1186,4 mg/dL. min-!; 22921,3 +
1221,4mg/dL. min! e 17460 + 810,8mg/dL. min!), respectivamente
(Tabela 1; Figura 2). Estes dados indicam que o tratamento com metformina

nao corrigiu as alteracoes no GTT de ratos diabéticos.

2.2. EFEITO DO TRATAMENTO COM CLORPROPAMIDA SOBRE O TESTE
DE TOLERANCIA A GLICOSE

As concentracoes de glicose sanglinea determinadas pelo teste de
tolerancia a glicose estao apresentadas na figura 3 para os tratamentos com
clorpropamida durante 7 e 14 dias. Os valores basais de glicemia
observados para o tratamento com clorpropamida durante 7 e 14 dias, foram
de 119,0 + 8,8 e 102,97 + 10,50mg/dL respectivamente. Ja ratos controles
apresentaram como valores médios de glicemia no TO 93,74 * 7,83mg/dL.
Este fato sugere que a clorpropamida atua sobre a glicemia basal de animais
diabéticos produzindo uma reducao da concentracao de glicose sangiinea.
Para ambos os grupos o pico maximo da glicemia ocorreu 5 minutos apos a
injecao de glicose, sendo que a partir deste tempo houve um declinio da
concentracao de glicose. Como podemos observar nos tempos de 5, 10, 20,
30 e 60 minutos apo0s a injecao intravenosa de glicose os valores médios da
glicemia foram significativamente maiores nos ratos diabéticos. Entretanto,

0os animais que receberam tratamento com clorpropamida durante 14 dias
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apresentaram resultados semelhantes aos controles, indicando que o
tratamento com clorpropamida durante 14 dias corrigiu as alteracoes no
GTT realizado em animais diabéticos.

No estudo da area sob a curva realizado com animais diabéticos
(20230 %= 1047mg/dL.min -!) e diabéticos tratados com clorpropamida
durante 7 dias (19360 £ 881mg/dL.min -1), observamos que, houve diferenca
significativa entre os valores apresentados pelos animais controles (13620 +
896mg/dL.min"1) (Tabela 2; Figura 4). Entretanto, o tratamento com
clorpropamida durante 14 dias (15920 = 759mg/dL.min-!) nao apresentou
diferenca significativa quando comparado ao grupo controle (Tabela 2;

Figura 4).

3. EFEITO DO TRATAMENTO COM FARMACOS ANTIDIABETICOS
SOBRE O DESENVOLVIMENTO DA RESPOSTA INFLAMATORIA EM
RATOS
3.1. EFEITO DO TRATAMENTO COM METFORMINA SOBRE O
DESENVOLVIMENTO DA RESPOSTA INFLAMATORIA INDUZIDA PELA
CARRAGENINA NA PATA DE RATOS

O estudo da resposta inflamatéria através da formacado do edema de
pata induzido pela carragenina foi realizado em ratos diabéticos, controles e
diabéticos apos 7, 14 e 21 dias de tratamento com metformina 300mg/kg. A
figura 5 mostra os dados obtidos apods este tratamento. Podemos observar
que, a resposta inflamatoria induzida pela injecao de S0pg de carragenina,

foi menos intensa nos animais diabéticos quando comparados aos controles
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e que, o tratamento com metformina nao corrigiu a resposta inflamatoria que

se encontrava reduzida nos animais diabéticos.

3.2. EFEITO DO TRATAMENTO COM CLORPROPAMIDA SOBRE O
DESENVOLVIMENTO DA RESPOSTA INFLAMATORIA INDUZIDA PELA
CARRAGENINA NA PATA DE RATOS

O estudo da resposta inflamatéria através da formacado do edema de
pata induzido pela carragenina foi realizado em animais controles, diabéticos
e diabéticos tratados com clorpropamida durante 7 e 14 dias. Como
podemos observar na figura 6, a resposta inflamatoéria induzida pela injecao
de 50pg de carragenina promoveu uma resposta menos intensa nos animais
diabéticos quando comparados aos controles. Para o tratamento com
clorpropamida durante 7 e 14 dias, observamos que o0s animais
apresentaram resultados semelhantes aos animais controles. Isto indica que
o tratamento com clorpropamida corrigiu a resposta inflamatoria que se

encontrava reduzida nos animais diabéticos.

3.3. EFEITO DO TRATAMENTO COM METFORMINA E CLORPROPAMIDA
SOBRE A PLEURISIA INDUZIDA PELA CARRAGENINA

O estudo da resposta inflamatoéria através da inducao da pleurisia foi
realizado em animais controles, diabéticos e diabéticos tratados com
metformina e clorpropamida. Em todos os grupos houve um aumento
significativo de leucocitos totais circulantes quatro horas apds a injecao de
carragenina na cavidade pleural. Nao houve diferenca significativa no

leucograma diferencial de animais controles, diabéticos e diabéticos tratados
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(Tabelas 3 e 4). O volume de exsudato coletado da cavidade intrapleural de
ratos diabéticos foi significativamente menor daquele obtido nos animais
controles. Ao analisarmos o numero de leucécitos totais presentes no
exsudato pela realizacao do leucograma diferencial, observamos nao haver
diferenca significativa entre os grupos de animais controles, diabéticos
(Tabelas 5 e 6).

Como podemos observar, o tratamento com metformina durante 7, 14
e 21 dias nao corrigiu a reducao do volume de exsudato, apresentada pelos
animais diabéticos (Tabela 5). Observamos que nao houve diferenca
significativa entre o niumero de leucocitos presentes no exsudato dos grupos
de animais diabéticos, diabéticos tratados com metformina durante 7, 14 e
21 dias quando comparados aos controle. Ao analisarmos o leucograma
diferencial, observamos nao haver diferenca significativa entre o niumero de
células polimorfonucleares e mononucleares obtidos do exsudato de animais
controles, diabéticos, diabéticos tratados com metformina.

O estudo da resposta inflamatoria através da inducado da pleurisia
para os animais controles, diabéticos e diabéticos tratados com
clorpropamida estdo apresentados nas tabela 6. Como podemos observar, o
tratamento com clorpropamida durante 7 e 14 dias corrigiu o volume de
exsudato encontrado diminuido em animais diabéticos. Nao houve diferenca
significativa entre o niumero de leucocitos presentes no exsudato dos grupos
de animais diabéticos, diabéticos tratados com clorpropamida durante 14
dias quando comparados aos controles. Entretanto, um aumento
significativo no volume de exsudato e no numero de leucocitos foi obtido

quando os animais diabéticos foram tratados durante 7 dias com



32

clorpropamida. Ao analisarmos o leucograma diferencial, observamos nao
haver diferenca significativa entre o numero de células polimorfonucleares e
mononucleares obtidos do exsudato de animais controles, diabéticos,
diabéticos tratados com clorpropamida durante 14 dias, porém quando os
animais que foram tratados com clorpropamida durante 7 dias, estes
apresentaram aumento significativo no numero de células

polimorfonucleares.
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FIGURA 1 - Teste de Tolerancia a Glicose (GTT) adbtem animais controles,
diabéticos, diabéticos tratados com metforminaf8§@g) durante 7 dias (A), 14 dias
(B) e 21 dias (C) antes e ap0s a administracdo lidesg por via endovenosa
(0,5mg/kg ). Cada ponto representa a médigp.m. de 8 a 10 animais por grupo.

* p<0,05 em comparac¢éo com os valores obtidos oosales.

A analise dos resultados foi realizada empregand@¥AA.
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FIGURA 2 - Area sobre a curva durante teste dedntsa a glicose (GTT) de animais
controles (C), diabéticos (D), diabéticos tratadosm metformina durante 7 dias (Met
7d), 14 dias (Met 14d) e 21 dias (Met 21d), antep@s a injecdo de glicose na veia
cava inferior (0,5 g/Kg). Cada barra representadiant e.p.m. de 8 a 10 animais por
grupo.

p < 0,05 em comparagdo com os valores obtidos*hesiftroles e £) diabéticos.

A analise dos resultados foi realizada empregandO¥A.



*

w B
o (@]
2

Glicemia (mg/dL)

0 10 20 30 40 50 60

w B
o o
T 9

200+

Glicemia (mg/dL)

C T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (minutos)

35

—— Controle
—— Diabético
—A— Diabético Tratado

FIGURA 3 - Teste de Tolerancia a Glicose (GTT) addtem animais controles,
diabéticos, diabéticos tratados com clorpropan2@@rhg/kg) durante 7 dias (A) e 14
dias (B), antes e apds a administracdo de glicoseig endovenosa (0,5mg/kg). Cada
ponto representa a média.p.m. de 8 a 10 animais por grupo.
* p<0,05 em comparacéo com os valores obtidos oosales.

A analise dos resultados foi realizada empregandO¥AA.
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FIGURA 4 - Area sobre a curva durante teste dedntda a glicose (GTT) de animais
controles (C), diabéticos (D), diabéticos tratadom clorpropamida durante 7 dias
(Clor 7d) e 14 dias (Clor 14d), antes e aposecay de glicose na veia cava inferior
(0,5g/Kg). Cada barra representa a média = e.per8.al10 animais por grupo.

*p < 0,05 em comparagéo com os valores obtidoxanBoles.

A analise dos resultados foi realizada empregand@¥AA.
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FIGURA 5 - Formagdo de edema de pata de rato ajpesab local de carragenina
(50ug/pata) em animais controles, diabéticos, diebttratados com metformina
durante 7 dias (A), 14 dias (B) e 21 dias (C). @sultados (média + e.p.m.) estdo
expressos como aumento do volume das pptgsde 8 a 10 animais por grupo.

* p<0,05 em relacdo aos valores obtidos nos cadrol

A analise dos resultados foi realizada empregandOA.
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FIGURA 6 - Formacéo de edema de pata de rato aypeésap local de carragenina
(50ug/pata) em animais controles, diabéticos, diabetratados com clorpropamida
durante 7 dias (A) e 14 dias (B). Os resultadod{an£ e.p.m.) estdo expressos como
aumento do volume das patas) de 9 a 10 animais por grupo.

* p<0,05 em relacado aos valores obtidos nos caegrol

A analise dos resultados foi realizada empregand@¥AA.
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V - DISCUSSAO

Os nossos resultados mostraram que a glicemia de ratos diabéticos,
avaliada pelo teste de tolerancia a glicose (GTT), foi corrigida apodés o
tratamento dos animais com clorpropamida por 14 dias, permanecendo
inalterada quando o tratamento foi realizado por 7 dias. E interessante que o
valor basal de glicemia observado nos ratos diabéticos apds o tratamento
com clorpropamida por 14 dias, eram semelhantes aos observados nos ratos
normais, indicando que a clorpropamida pode estar atuando sobre a
glicemia basal de animais diabéticos no estado de jejum. Estes dados
corroboram com os estudos de Rosak (2002) que demonstrou que as
sulfoniluréias sao potencialmente efetivas na reducao dos niveis de glicose
tanto no estado de jejum como no pos-prandial.

O tratamento dos ratos diabéticos com metformina durante 7 e 14 dias
nao corrigiu a glicemia dos animais avaliada através do GTT. No entanto, tal
tratamento mostrou uma tendéncia para corrigir a intolerancia a glicose
apenas apos tratamento prolongado (21 dias). Assim, nossos resultados
indicam que a efetividade terapéutica da metformina depende, dentre outros
fatores, do tempo de tratamento.

Estudos realizados em humanos demonstraram que a acao potencial
da metformina € observada principalmente em pacientes submetidos ao
jejum. No entanto, outros estudos como o de Evis & Abdel-Rahman (1995)
demonstraram que, embora o tratamento com metformina (60 mg/kg), por
via oral, durante 14 dias nao tenha alterado a concentracao de glicose

sanguinea de animais controles em jejum, ele reduziu significativamente a
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glicemia de animais diabéticos. Em nossos experimentos, no teste do GTT,
observamos pelos valores médios da glicemia basal de ratos diabéticos
tratados com metformina durante 7, 14 e 21 dias que o tratamento nao
corrigiu a hiperglicemia observada nestes animais. Adicionalmente,
verificamos que os animais controles tratados com metformina apresentaram
um aumento significativo da glicemia basal (dados nao apresentados). Tal
efeito pode indicar que a administracao da metformina poderia promover
dessensibilizacdo de transportadores ou estruturas onde ela iria atuar,
promovendo um quadro de intolerancia aguda a glicose, o que levaria ao
quadro de hiperglicemia.

Em camundongos KK, o tratamento com metformina (50 mg/kg/dia)
durante 16 semanas corrigiu em 60% dos animais a tolerancia oral a glicose
(REDDI & JIOTHIRMAYI, 1993). Em outro estudo, avaliando a cinética da
glicose realizado em pacientes portadores de diabetes tipo 2, Jackson et al.
(1987) demonstraram que através do teste de tolerancia oral a glicose que o
tratamento com metformina promoveu uma reducdo significativa na
concentracao de glicose sangliinea, enquanto que a tolerancia a glicose como
um todo, observada pela analise da area sob a curva estava inalterada. Os
autores sugeriram que este efeito era devido a uma reducao da concentracao
basal de glicose. Como os niveis de glicose em jejum sao determinados
predominantemente pela taxa de producao hepatica de glicose e ja que a
concentracao de insulina esta inalterada pelo tratamento com metformina,
Jackson et al. (1987) sugeriram que a diminuicao basal da producao de

glicose hepatica e a concentracao de glicose em jejum seriam o resultado de
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um aumento de sensibilidade hepatica a acao da insulina induzida pela
droga.

A alteracao da resposta inflamatoria tem sido demonstrada em
diferentes modelos experimentais de diabetes. Neste sentido, Cuman et al.
(2001) demonstraram que a resposta inflamatoria esta alterada em ratos
diabéticos tipo 2. Através do teste de pleurisia induzida pela carragenina foi
demonstrado que o volume do exsudato inflamatoério formado na cavidade
pleural era significativamente menor nos ratos diabéticos quando
comparados aos animais controles (normais). No entanto, o numero de
leucocitos totais, presentes no exsudato de ratos diabéticos tipo 2, era
semelhante ao numero encontrado nos respectivos controles. Estes dados
permitiram sugerir que a capacidade migratoria dos leucoécitos nao esta
alterada neste modelo experimental de diabetes. Em nossos experimentos
verificamos que o tratamento com clorpropamida durante 7 dias promoveu
um aumento significativo tanto do volume do exsudato inflamatério como no
numero de leucocitos presentes no exsudato de ratos diabéticos.

Dados da literatura indicam que a deficiéncia e a resisténcia a insulina
sdo fatores importantes para a alteracdo da resposta inflamatéria em
animais diabéticos. Garcia-Leme et al. (1973, 1974), demonstraram que a
reducao da resposta inflamatoria de ratos, no modelo experimental de
diabetes tipo 1, era devida a deficiéncia de insulina, ja que a suplementacao
deste hormonio corrigiu as alteracoes observadas. Também foi relatado por
Cuman et al. (2001) que a resisténcia a insulina € um fator importante na
hiporreatividade de ratos diabéticos frente ao estimulo inflamatorio, e que o

tratamento com insulina nao corrige esta resposta. Este fato pode indicar
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que a resposta inflamatoéria, alterada neste tipo de diabetes, parece estar
relacionada apenas parcialmente a presenca de insulina, pois estes animais
apresentam niveis sangliineos deste hormoénio e a suplementacado dele nao
restaurou a diminuicao do volume de exsudato.

Cuman et al. (2001) demonstraram que neste modelo de diabetes tipo
2 ha uma reducao na secrecao de insulina quando induzida pela glicose.
Portanto, o aumento da secrecao de insulina, induzida pela clorpropamida,
seria responsavel pela correcao da resposta inflamatéria, ou entao que
baixas concentracdées de insulina, mantidas neste modelo experimental,
poderiam nao ser suficientes para ativar o mecanismo de acao proposto para
a metformina, nao restaurando a resposta inflamatoria.

Os dados obtidos permitem sugerir que a menor resposta inflamatoéria
apresentada neste modelo experimental de diabetes esta relacionada, pelo
menos parcialmente, com a concentracdo de glicose plasmatica nestes
animais, pois quando o agente antidiabético corrigiu as alteracoes no GTT
também corrigiu a resposta inflamatoria, que estava anteriormente reduzida.
Garcia-Leme at al. (1973) demonstraram que a deficiéncia de insulina, mais
do que o estado hiperglicémico, era o fator responsavel pela resposta
inflamatoria reduzida no diabetes tipo 1, sugerindo o papel pro-inflamatorio
da insulina. Neste sentido, ja que somente a clorpropamida corrigiu a
resposta inflamatoria alterada, nossos dados poderiam sugerir que a
liberacao de insulina provocada pelo tratamento com sulfoniluréia tem
participacao na reversao desta resposta no modelo experimental de diabetes

tipo 2. Entretanto, isto ndo foi observado por Cuman et al. (2001) que
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demonstraram que o tratamento com insulina nao corrigiu a alteracao da
resposta inflamatoria em ratos diabéticos tipo 2.

Trabalhos mais recentes demonstram que pacientes portadores de
diabetes tipo 2 apresentam niveis elevados de algumas citocinas, dentre elas
a interleucina-6 (IL-6), interleucina-18 (IL-18) e fator de necrose tumoral
(TNF-a) (BRUUN et al., 2000; MORIWAKI, et al., 2003), substancias estas
envolvidas nas respostas inflamatoria e imunologica.

Recentemente o TNF-a tem sido associado ao mecanismo de
resisténcia a insulina. Moller et al. (2000), demonstraram que a
administracao de TNF-a em ratos promovia um quadro de hiperglicemia,
devido a diminuicao da captacao de glicose pelas células mediada pela
insulina e caracterizado por resisténcia a insulina. Além disso, foi observado
que a utilizacao de antagonistas de TNF-a reverteu este quadro.

Se niveis elevados de TNF-a induzem um quadro de resisténcia a
insulina e, pacientes portadores do diabetes tipo 2 apresentam altos niveis
de TNF-a, entdo o tratamento do diabetes com agentes antidiabéticos atuaria
sobre a producao e/ou acao do TNF-a corrigindo esta resisténcia.

Carlsen et al. (2000), demonstraram que o tratamento de individuos
nao obesos com metformina aumentava os niveis de TNF-a, o que poderia
em parte justificar nossos resultados em relacao ao GTT de animais
diabéticos tratados com metformina, em que o tratamento com esta droga
nao corrigiu o estado de intolerancia a glicose. Por outro lado, Fukusawa et
al. (1998) demostraram que a glicazida, uma sulfoniluréia, inibiu

significativamente a producao e acao de TNF-a. Portanto, se a
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clorpropamida apresenta efeito semelhante sobre o TNF-a, este dado,
justificaria parcialmente seu efeito sobre o perfil glicémico dos animais
diabéticos que receberam tal tratamento, ja que a clorpropamida foi efetiva
para corrigir os niveis glicémicos de ratos diabéticos avaliado pelo teste do
GTT. Além disso, os dados poderiam indicar que a insulina interfere sobre a
acao e/ou producao desta citocina, ja que a presenca da insulina €
necessaria para a acao da metformina.

Os glicocorticoides estao entre os mais potentes hormoénios contra-
regulatorios. Estes esterdides induzem o quadro de resisténcia a insulina em
humanos e podem promover o diabetes ou agravar o quadro de diabetes preé-
existente. Trabalhos experimentais tém mostrado que o excesso de
glicocorticoides promove uma reducao na captacao e oxidacao de glicose no
musculo (DIMITRIADIUS et al., 1997; PAQUOT et al., 1995; RIZZA et al.,
1982). Pacientes que recebem doses farmacologicas de esterdoides nao
controlam a hiperglicemia e freqientemente necessitam altas doses de
insulina.

Foi demonstrado que os glicocorticéides apresentam um potente efeito
sobre as vias de sinalizacdo do receptor de proliferacdo e ativacao de
peroxissomos (PPAR) (DIMITRIADIUS et al., 1997; LEMBERGER et al., 1982;
SHI et al., 2000; JOHNSON et al.,, 1999; GLORAIN et al.,, 1998). Estes
hormoénios podem diretamente regular a expressdao dos PPARs a nivel de
transcricao génica, influenciando o metabolismo de carboidratos e lipidios
(PAQUOT et al.,, 1995). Cuman et al. (2001), ao estudarem o modelo
experimental de diabetes tipo 2, verificaram que a reducao da resposta

inflamatoria era parcialmente dependente dos corticoides endogenos, ja que
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animais diabéticos adrenalectomizados apresentaram resposta inflamatoria
semelhante a de animais normoglicémicos. Portanto, a reducado da
concentracdo de corticéides endogenos poderia de alguma forma interferir
nesta resposta. As drogas agonistas para o PPAR-y, tais como aquelas que
atuam como sensibilizadoras de tecidos a acao da insulina, como as do
grupo das tiazolidinedionas, as quais sao efetivas no tratamento do diabetes
(SALTIEL & HORIKOSHI, 1995) poderiam também, corrigir a resposta
inflamatoria reduzida no modelo de resisténcia a insulina. No entanto, como
em nossos experimentos utilizamos somente drogas do grupo das
sulfoniluréias e das biguanidas nao foi possivel verificar o papel do PPAR-y
nesta resposta. No presente estudo, foi constatado que somente a
clorpropamida foi efetiva, sugerindo que a diminuicao da resposta
inflamatoéria neste modelo experimental nao é modulada pelo PPAR-y, o que
poderia descartar a influéncia de corticoides endogenos sobre estes
receptores que estariam promovendo o quadro de resisténcia a insulina.
Uma outra explicacao seria o fato da metformina estar elevando os niveis de
TNF-qa, isto estaria contribuindo com o quadro de resisténcia a insulina e
consequUentemente contribuiria para esta resposta inflamatéria reduzida.
Omi et al. (2002) demonstraram o papel da hiperglicemia na resposta
inflamatoéria através da cultura de células endoteliais humanas, em que o
quadro hiperglicémico aumenta a expressao de moléculas de adesao no
endotélio (ICAM-I, P-selectina e E-selectina) e a adesao de neutroéfilos,
principalmente em pacientes portadores da aterosclerose. O tratamento com
drogas antidiabéticas pode reverter este efeito. Neste sentido, alguns autores

sugerem que o aumento na expressao destas moléculas, também observada
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em animais diabéticos, seria fator responsavel pelas complicacoes vasculares
do diabetes (BANNAN et al., 1998; CERIELLO et al., 1996). Assim, drogas
antidiabéticas poderiam também estar reduzindo a resposta inflamatoria em
animais diabéticos, o que poderia justificar em parte a ineficacia da
metformina nos parametros avaliados. Por outro lado, isto nao foi observado
por Omi et al. (2002), que demonstraram que a metformina nao interfere na
expressao de moléculas de adesdo e na adesao destas moléculas no
endotélio. Entretanto, como a clorpropamida restaurou a resposta
inflamatoéria dos animais diabéticos podemos sugerir que pelo seu
mecanismo, promovendo a liberacdo de insulina, um hormonio pro-
inflamatorio, esta droga poderia também estar atuando sobre a expressao de
moléculas de adesao e aderéncia de polimorfonucleares no endotélio
vascular. De fato, o tratamento com clorpropamida durante 7 dias aumentou
o numero de células migradas e o volume de exsudato.

Os dados em conjunto sugerem que a funcionalidade das células
pancreaticas em secretar insulina, a presenca de insulina e seu efeito
normalizando a glicemia de animais diabéticos sao fatores importantes para
a normalizacao da resposta inflamatéria neste modelo de diabetes tipo 2

experimental.
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VI - CONCLUSAO

Considerando que:

¢ O tratamento com metformina (300mg/kg), durante 7, 14
e 21 dias nao corrigiu as alteracoes observadas no GTT de ratos
diabéticos.

¢ O tratamento com clorpropamida (200mg/kg) durante 14
dias, corrigiu as alteracoes no GTT observadas nesses animais,
indicando que a clorpropamida € efetiva na correcao das alteracoes
glicémicas deste modelo experimental de diabetes tipo 2.

¢ A resposta inflamatoria aguda, avaliada através do edema
de pata e teste de pleurisia, demonstrada reduzida em animais
diabéticos, foi corrigida pelo tratamento de 7 e 14 dias com
clorpropamida.

¢ O tratamento com metformina durante 7, 14 e 21 dias nao

reverteu a resposta inflamatoéria aguda de animais diabéticos.

O tratamento com drogas que aumentam a secrecao de insulina, pode
restaurar a resposta inflamatoria de animais diabéticos, provavelmente por
manter os niveis circulantes deste hormoénio necessarios para ativar esta

resposta, confirmando assim o papel pro-inflamatorio da insulina.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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