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RESUMO

Este estudo teve como objetivo analisar o metabolismo oxidativo dos leucécitos em
ratos Wistar com diabetes mellitus (DM) induzido por estreptozotocina (STZ), antes e
apés controle da glicemia com insulina humana. Para o estudo do metabolismo
oxidativo utilizou-se teste com o corante nitroblue tetrazolium (NBT). Esse teste
reflete a producdo de superdxido na explosio respiratdria depois da fagocitose. Para a
inducdo do DM foi utilizada STZ 90 mg/kg, via intraperitoneal. Consideraram-se DM
os ratos que apresentaram dosagem de glicemia maior ou igual a 200 mg/dl, sem
restricao dietética, 72 horas apds a indugdo. O grupo diabético tratado recebeu insulina
NPH humana, apés diagndstico de DM, na dose de 10 a 20 U/kg/dia, por quatro dias.
Quantificando o nimero de células redutoras NBT, o grupo diabético reduziu o NBT
em 20,45%7,07%, enquanto o grupo controle o reduziu em 36,9+15,55% (p<0,044). O
grupo diabético tratado reduziu o NBT em 66,8%11,14% (p<0,002) quando comparado
ao grupo controle, e teve p<0,00013 quando comparado ao grupo diabético.
Analisando o nimero de células redutoras de NBT em liquido de cavidade peritoneal,
o grupo diabético reduziu o NBT em 15,0515,64%, enquanto o grupo controle o
reduziu em 29,95+14,22% (p<0,044). O grupo diabético tratado reduziu o NBT em
liquido peritoneal em 38,72+16,61% (p<0,30) quando comparado ao grupo controle, €
teve p<0,002 quando comparado ao grupo diabético. Diante desses resultados, pode-se
sugerir que a terapia com insulina melhora os niveis de producdo de radicais livres
intrafagociticos. Os radicais livres intrafagociticos produzidos através desse
metabolismo tém importante papel na efetiva destrui¢do de microrganismos pelos
fagécitos.

Palavras chaves: Estreptozotocina, diabetes mellitus, nitroblue tetrazolium, metabo-
lismo oxidativo.



ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the oxidative metabolism of leukocytes in Wistar
rats with streptozotocin (STZ) induced Diabetes mellitus (DM), before and after
glycemic control with insulin. The nitroblue tetrazolium (NBT) assay was employed to
study the oxidative metabolism efficiency. This assay evidences superoxyde
production in the respiratory burst following phagocytosis. Intraperitoneal STZ at
90/mg/kg was used to induce DM. Rats with no dietary restriction and with glycemia
equal to or above 200 mg/dl, 72 hours after induction, were considered has having
DM. After having DM diagnosed, the treated group received NPH insulin at 10 to
20 U/kg per day, for 4 days. When the number of NBT-reducing cells was quantified,
it was found that the diabetic group reduced NBT by 20.45+7.07%, while the control
group reduced it by 36.9+15.55% (p<0.044). The treated diabetic group reduced NBT
by 66.8+11.14% (p<0.002) in contrast to the control group, and p<0.00013 when
compared to the diabetes group. Analyzing the NBT-reducing cells in the peritoneal
fluid, the diabetic group reduced NBT by 15.05+5.64%, while the control group
reduced it by 29.95+14.22% (p<0.044). The treated diabetic group reduced NBT in the
peritoneal fluid by 38.72+16.61% (p<0.30) in contrast to the control group, and
p<0.002 when compared to the diabetic group. In the face of those results, it may be
suggested that insulin therapy improves intraphagocytic free radical production. The
intraphagocytic free radicals produced by this metabolism play a key role in the
effective destruction of microorganisms by phagocytes.

Keywords: Streptozotocin, diabetes mellitus, nitroblue tetrazolium, oxidative meta-
bolism.



1 INTRODUCAO

A infeccdo estd entre as complicagdes mais graves para o diabético e €
reconhecida como causa significante de morbimortalidade nessa populagio de
pacientes (SMITHERMAN e PEACOCK, 1995).

Antes do advento da insulina, 15-20% de todas as mortes por diabetes
mellitus (DM) tinham relagdo com infecgdo (DAVID, 1975). A antibioticoterapia
reduziu esse indice para 1,5%. Entretanto, apesar dessa diminuicao significativa, a
infeccdo ainda determina importante morbidade (SMITHERMAN e PEACOCK,
1995).

Um conceito clinico de longa data € de que a infec¢@o tende a ser mais
freqiente e grave nos pacientes diabéticos (RAYFIELD; KLUSCH; GILBERT;
KOVACS; SMITH, 1978; SMITHERMAN e PEACOCK, 1995). Contrapondo-se a
essa “verdade clinica”, a revisio de WHEAT constatou em 1980, que apenas a
bacteridria era prevalente em mulheres adultas diabéticas.

As primeiras observagdes sugeriam que pacientes com diabetes controlado
apresentavam a mesma suscetibilidade a infec¢do dos ndo-diabéticos. Entretanto havia
maior freqiiéncia de infec¢do nos pacientes com diabetes nio-controlado durante a
cetoacidose (SMITHERMAN e PEACOCK, 1995). Contudo, com KENTON citado
por SMITHERMAN e PEACOCK em 1995, surgiu o conceito de que a propria
hiperglicemia pode alterar certas etapas chaves na defesa humoral do hospedeiro e até
mesmo aumentar a viruléncia de alguns microrganismos.

Niveis de glicemia entre 199 mg/dl e 270 mg/dl t€m sido relacionados com
piora da fungdo fagocitaria, in vitro e nas triagens clinicas (MCMAHON e BISTRIAN,
1995).

RAYFIELD; AULT e KEUSCH em 1982, observaram em pacientes
diabéticos assintomdticos, correlacdo entre a prevaléncia de infecgdo e glicemia

elevada. Foram documentadas 282 infec¢des em 114 pacientes, com o percentual de



infecgdo crescendo de maneira linear direta, de acordo com a glicemia. A incidéncia
de infec¢do foi duas vezes mais alta quando os niveis de glicemia ficaram entre
216 mg/dl e 291 mg/dl (30% versus 60% de prevaléncia).

Inimeras varidveis podem contribuir para tornar o diabético ndo-controlado
vulnerdvel a infecc¢do, incluindo-se a desidratacdo secundiria a diurese osmética, o
estado nutricional comprometido e as complica¢es de longo prazo préprias da
doenga, tais como insuficiéncia vascular e neuropatias. Além disso, a hiperglicemia e a
cetoacidose diabética podem por si s produzir alteragdes no soro e em tecidos,
favorecendo o crescimento € a replicagdo de algumas bactérias e fungos (ESMANN,
1962; ARTIS, FOUNTAIN e DELCHER, 1982).

Apesar de inimeras evidéncias apontarem para aumento na freqiiéncia de
infecgdo em pacientes diabéticos, anormalidades dos mecanismos de defesa ndo tém
sido convincentemente demonstradas. H4 hipéteses de que alguns mecanismos de
defesa do hospedeiro em vigéncia de infecgdo apresentam funcionabilidade diminuida
em pacientes diabéticos. Fatores como fagocitose (BAGDADE; STEWART e
WALTERS, 1978), opsonizag@o sérica ¢ imunidade celular imediata (RAYFIELD;
KLUSCH; GILBERT; KOVACS e SMITH, 1978), quimiotaxia dos neutréfilos
(HIGGINS; LIU; REMOLD e DAVID, 1980), aderéncia ao endotélio vascular (PIRES
e SATO, 1994) e morte intracelular, estariam alterados no diabético.

Poucos estudos t€m examinado mais que um pardmetro de defesa nesses
pacientes. As defesas do hospedeiro sdo sobrepostas, e o achado laboratorial de
alteracdo imunoldgica ndo significa obrigatoriamente suscetibilidade clinica.

Entretanto, a combina¢do de defeitos no paciente com diabetes ndo-
controlado pode aumentar ndo sé a possibilidade de ele adquirir infec¢des, como
também o grau de severidade da doenca. A relacdo comensal das bactérias de baixa
viruléncia s6 € mantida se a fun¢do do neutréfilo for normal. Andlises dos defeitos das

funcbes dos neutréfilos tém mostrado que a atividade dos fagécitos na defesa do



hospedeiro ndo pode ser restituida por anticorpos, complemento, linfécitos ou outros
fatores, e que o metabolismo fagocitico de oxigénio € essencial para a morte da
maioria das bactérias e fungos (JOHNSTON, 1982).

Por outro lado, a insulina tem efeito promotor do metabolismo oxidativo das
células, melhorando a capacidade fagocitica dos macréfagos, bem como a produgéo de
peréxido de hidrogénio (H,0,), e aumentando o metabolismo de glicose (JOHNSTON,
1982).

Assim, considerando as controvérsias na literatura consultada sobre diabetes
mellitus e os fagdcitos, objetivou-se no presente estudo analisar comparativamente o
metabolismo oxidativo dos fagdcitos no sangue e no liquido de cavidade peritoneal
em ratos Wistar normais, ratos diabéticos com glicemias acima de 200mg/dl induzidos
por estreptozotocina € em ratos diabéticos tratados com insulina humana através do

uso do corante nitroblue tetrazolium.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ALTERACOES DAS FUNCOES IMUNOLOGICAS HUMORAIS E
MEDIADAS POR CELULA

Estudos mostram que no Diabetes Mellitus existem anormalidades na funcio
imune humoral e mediadas por célula (ESMANN, 1968; TAN, ANDERSON,
WATANAKUNAKORN e PHAIR, 1975; PETERSON, AMBE, VALDES e
ARQUILLA, 1981; ARTIS, FOUNTAIN e DELCHER, 1982; DZIATKOWIAK,
KOWALSKA e DENYS, 1982; COOPPAN, 1985; DRACHMAN, ROOT e WOOD,
1986; HOSTETTER, 1990).

LUDWIG, EIBI e SCHERNTHANER, em 1976, encontraram em pacientes
diabéticos deficiéncia na circulagdo de anticorpos contra certos produtos bacterianos,
apds imunizagdo.

MAHMOUD e RODMAN, citados por LUDWIG, EIBI e
SCHERNTHANER em 1976, observaram alteracdo da resposta imune celular em
diabéticos, como diminui¢do da hipersensibilidade retardada — medida por
sensibilidade de contato, testes cutdneos a antigenos especificos, ensaios de
transformac3o de linfécitos e intradermorreagao.

PETERSON, AMBE, VALDES e ARQUILLA, em 1981, estudando ratos
sob acdo de aloxano demonstraram reducdo no nimero de células formadoras de
colénia durante a resposta primdria e secunddria em animais imunizados com

antigenos T dependentes e T independentes .

2.2 QUIMIOTAXIA

PERILLIE, NOLAN e FINCH, em 1962, estudaram a resposta exsudativa

local a inflamacdo na pele de pacientes diabéticos (10 pacientes sob controle da



doenga, 6 com cetoacidose e 4 com acidose urémica), usando a técnica da janela
cutdnea de Rebuck. Esse procedimento avalia a morfologia e a mobilidade das células
da reagdo inflamatéria.

Nao houve resposta local precoce dos neutréfilos nas primeiras trés horas em
pacientes com acidose, bem como em diabéticos ou urémicos, em compara¢do aos
grupos com DM controlado e com nZo-diabéticos. Entretanto, com a melhora da
acidose, a resposta celular local era marcadamente aumentada em ambos os grupos. Os
autores concluiram que a presenca de acidose no hospedeiro reduz a resisténcia contra
a invasdo e a disseminacao bacteriana.

Investigagcdes conduzidas por BRAYTON, STOKES, SCHWARTZ e
LOURIA, em 1970, usando a mesma técnica, confirmaram os trabalhos anteriores do
grupo de PERILLIE, mas também demonstraram defeito na mobilizagido leucocitaria
em 18 diabéticos ndo-acidGticos, ndo conseguindo documentar a mobilizagdo
leucocitéria defeituosa em pacientes urémicos.

Usando método in vitro para avaliar quimiotaxia, MOWAT e BAUM, em 1971,
demonstraram defeitos na quimiotaxia em 31 pacientes diabéticos. O indice
quimiotatico foi obtido por compara¢io do nimero original de PMNs com o nimero
de PMNs que haviam cruzado completamente a barreira filtro, em resposta a
quimiotaticos. A diminui¢do do indice quimiotético foi encontrada em PMNs de todos
os pacientes diabéticos, sem nenhuma correlagdo entre o indice quimiotatico e o tipo
de terabia ou nivel plasmatico de glicose em jejum. A incubagdo de PMNs do grupo
controle com glicose entre 100 e 900 mg/dl ndo alterou o indice quimiotitico dos
PMNs. Entretanto a incubacio de PMNs do grupo diabético com insulina na
concentracdo de 10 a 100 pU/ml melhorou o indice quimiotatico.

Contrapondo-se a esse estudo, BAGDADE, ROOT e BULGER, em 1974,

utilizando técnica similar, porém com células lavadas, ndo demonstraram diferenca no



indice quimiotatico dos PMNs do grupo controle em relagdo a pacientes diabéticos
com vérios graus de glicemia ou duragdo da doenca.

MOLENAAR, PALUMBO, WILSON e RITTS, em 1976, estudando
quimiotaxia em pacientes diabéticos em relagdo a parentes de primeiro grau, notaram
piora da quimiotaxia leucocitiria em 36 diabéticos e em 23 irmdos ndo-diabéticos,
quando comparados com 26 pais nao-diabéticos e a 108 pacientes do grupo controle.

PETERSON, AMBE, VALDES e ARQUILLA, em 1981, avaliando a
fagocitose in vitro e a quimiotaxia in vivo atraves da resposta inflamatéria peritoneal
em modelo animal diabético induzido por aloxano, ndo verificaram diferenca na
quimiotaxia e fagocitose dos macréfagos em relacao ao grupo controle. Com 0 mesmo
modelo, em outro estudo, pelos mesmos autores, foi observado defeito na formagdo de
anticorpos e imunidade mediada por célula.

JONES, SEIFERT e DIXIT, 1982, observaram que o Fator Inibitério de
Macréfagos (FIM) tem pouca atividade inibitéria na migra¢ao de macrofagos de ratos
DM. Embora n3o tenha sido esclarecido se macréfagos de diabéticos respondem
igualmente a todos os quimioatrativos quando comparados a0 grupo controle sem
diabetes, diminui¢cdo da sensibilidade a fatores de migracdo pode excluir os fagdcitos
de acumulacdo no sitio de lesdo, com resultante aumento da proliferagdo bacteriana e
infecgdo. O tratamento com insulina por 10 a 15 dias restaurou a sensibilidade dos
macréfagos ao FIM.

Alguns autores consideram que linfécitos de pacientes diabéticos ndo
respondem a mitégenos como fito-hemaglutinina e concanavalina A (TAN,
ANDERSON, WATANAKUNAKORN e PHAIR, 1975; SMITHERMAN e
PEACOCK, 1995).



2.5 ADERENCIA

Comparativamente, poucos estudos t€ém especificamente verificado a questio da
aderéncia dos PMNs de pacientes diabéticos.

BAGDADE, ROOT e BULGER, em 1974, verificaram aumento de aderéncia
dos PMNs em coluna de fibra de ndilon apdés melhora da glicemia. A aderéncia
aumentou de 53% para 74% em relagao aos valores do grupo controle.

PETERSON, JONES e KOENIG, em 1977 observaram que células de 6 entre 7
pacientes com diabetes ndo-controlado tinham aderéncia prejudicada em coluna de
vidro. A aderéncia melhorou 1 a 2 meses mais tarde, apds controle da glicemia, porém
o estudo ndo era controlado.

Posteriormente em 1980, BAGDADE e WALTERS demonstraram relagao
direta da aderéncia com o grau de controle da glicemia.

ANDERSEN, GOLDSMITH e SPAGNUOLO em 1980, estudaram a aderéncia
dos PMNs de maneira mais fisioldgica, utilizando endotélio da aorta bovina. Nesse
trabalho, 60% dos PMNs de diabéticos, comparados aos do grupo controle,
apresentavam funcdo diminuida. Ndo havia déficit de agregacdo entre PMNs, ndo
sendo observado defeito quantitativo na fibronectina, embora defeito qualitativo néo

possa ser excluido.

2.4 FAGOCITOSE

BYBEE e ROGERS estudando em 1964, células de pacientes diabéticos com
e sem acidose in vitro, demonstraram que a acidose diminuiu a capacidade fagocitaria,
deficiéncia essa que desapareceu apés corregdo da acidose. Fagocitose era considerada
normal quando ao menos um Staphylococcus aureus era ingerido. Ndo houve

quantificacio do nimero de organismos capturados por c€lula.



BAGDADE, ROOT e BULGER, em 1974, examinaram a fagocitose de
Streptococcus pneumoniae tipo 25 por leucdcitos de pacientes ndo-acidéticos com
diabetes nao-controlado. Diminui¢do da fagocitose foi observada com glicemia de
jejum acima de 250 mg/dl. Apds controle da glicemia, a atividade fagocitdria se
normalizou, mas ndo como nos grupos controles ndo-diabéticos. Contudo essa técnica
empregada ndo dissocia o defeito fagocitario de morte intracelular da bactéria. Em
contraste com os achados de BYBEE e ROGERS, a atividade dos PMNs controles
diminuia quando as c€lulas eram incubadas com soro de pacientes diabéticos,
enquanto a atividade de PMNs de diabéticos aumentava quando incubados com soro
normal. Esse fato sugeriu defeito de opsonizacdo nesses pacientes.

TAN, ANDERSON, WATANAKUNAKORN e PHAIR, em 1975,
demonstraram defeito de fagocitose do Staphylococcus aureus, utilizando lisostafin
para diferencia-la da morte intracelular. A presenca desse defeito, entretanto, no se
correlacionou com controle da glicemia ou histéria de infec¢do recorrente.

NOLAN e BEATY, em 1978, observaram que PMNs de pacientes com
diabetes ndo-controlado ingeriam menor quantidade de indculo de Staphylococcus
aureus do que PMNs controles durante 20 minutos, intervalo em que ocorre a maioria
dos processos de fagocitose sob condic¢Oes fisioldgicas. Essa diferenca desapareceu
ap6s 60 minutos.

RAYFIELD, AULT e KEUSCH, em 1982, sustentam a possibilidade de
defeito de opsoniza¢do dos PMNs no diabetes. PMNs normais, quando incubados com
soro de pacientes diabéticos, tém diminuida a capacidade de captacdo de Escherichia
coli ou Staphylococcus aureus marcados.

DRACHMAN, ROOT e WOOD, em 1986, demonstraram depressao
fagocitaria no exsudato alveolar em ratos albinos diabéticos nao-acidéticos, inoculados

intrabronquio com Streptococcus pneumoniae, sugerindo no estudo in vitro que o



defeito primdrio no animal diabético estava mais relacionado com alta concentragio de

glicose do que com algum defeito intrinseco dos PMNss.

2.5 ASPECTOS DO METABOLISMO DA GLICOSE NOS LEUCOCITOS

Ap6s a fagocitose ocorre uma seqiiéncia complexa de acontecimentos
morfoldgicos e bioquimicos com grande gasto metabdlico de energia-ATP.

Os principais eventos bioquimicos da fagocitose incluem aumento no
metabolismo fosfolipidico, estimulo marcante do desvio hexose-monofosfato e
geracdo de peréxido de hidrogénio, que culmina com a morte intracelular do patégeno
(DOUGLAS, 1970; ROSA, SAFI, CURY e CRI,1992).

Atualmente, sabe-se que o transporte de glicose dentro de tecidos nao-
epiteliais, incluindo células circulantes, € do tipo difus@o facilitada. Captacao de
glicose facilitada € mediada por transportadores de glicose (GLUT), que diferem em
relagdo aos tecidos estudados. A insulina aumenta o transporte de glicose através da
translocagdo dos transportadores de glicose dos sitios de estoque microssomal para a
membrana plasmatica. A resposta insulinica na populagcdo de mondcitos € mediada
pelo GLUT1 e GLUT-3 (FELDMAN,1988; FOSTER e MCGARRY,1996).

Uma vez dentro da célula, a glicose € convertida rapidamente em glicose-
6-fosfato, para manter o gradiente de concentragdo de glicose para difusdo facilitada.
A glicose-6-fosfato pode entrar em numerosas vias metabdlicas para futura
degradacao.

ESMANN em 1964, demonstrou que in vitro, o acimulo de glicose-6-
fosfato e frutose-6-fosfato no diabético induz menor atividade da fosfofrutoquinase,
com marcada redu¢do na sintese de glicogénio.

ESMANN em 1968 e DRACHMAN, ROOT e WOOD em 1986,

verificaram que os leucdcitos de diabéticos apresentam taxa diminuida de glicdlise.



O catabolismo aerdbico de diferentes hexoses nos PMNs ocorre
principalmente pela via Embden-Meyerhof (EM), principal via da glicélise, onde a
glicose € metabolizada em duas moléculas de piruvato. A glicélise € a principal via
fornecedora de energia para internalizacio de particulas (SBARRA e KARNOVSKY,
1959).

Entretanto, menor quantidade de glicose (10-15%) € convertida em
glicogénio pela via Leloir (DZIATKOWIAK, KOWALSKA e DENYS,1982). A via
EM € imreversivel para leucécitos devido a auséncia de frutose-1,6-difosfato
(ESMANN, 1968). A descarboxila¢do de piruvato pela acetilcoenzima A € responsavel
pela producao de um ter¢co do CO, em leucdcitos; o restante € formado na via
oxidativa do ciclo pentose.

A contribui¢do do ciclo de Krebs para a formagédo de CO, € baixa. O célculo
do ciclo da pentose mostrou que uma pequena quantidade (0,1-0,5%) da glicose €
metabolizada por essa rota, mas a fagocitose aumenta essa fracdo em duas a trés vezes
(ESMANN, 1968; FELDMAN, 1988).

ESMANN em 1968 demonstrou que a via glicolitica ciclo pentose e Krebs,
nio difere em relagdo a c€lulas normais, mas leucécitos de pacientes com DM
respondem de modo diferente em relacio a células normais com respeito a
incorporacdo de radioatividade. O autor verificou que houve diminui¢@o da sintese de
glicogénio em leucdécitos diabéticos in vivo e que com o uso da insulina ocorreu
melhora da atividade de glicogénio transferase em 77%, o que ndo se observou in
vitro, excluindo defeito no mecanismo de transporte de glicose. ESMANN sugere que
a resposta observada a insulina, in vivo, € consistente com a regulagdo do nivel

enzimatico.



DZIATKOWIAK, KOWALSKA e DENYS, em 1982 em estudos
experimentais com leucécitos de pacientes DM, comprovaram deficiéncia na captagio

de glicose, na produgdo de 4cido lactico e na sintese de glicogénio.

2.6 ATIVIDADE BACTERICIDA

A atividade microbicida dos PMNs € o resultado final de complexos
mecanismos, uns dependentes de oxigénio e outros independentes. Os mecanismos
independentes de oxigénio sdo realizados por enzimas microbicidas, como a lisozima e
as catepsinas (PEAKMAN e VERGANI, 1980).

H4 dois caminhos dependentes de oxigénio: a explosdo respiratdria € o
sistema perdxido de hidrogénio-mieloperoxidase halogeneto. O mais conhecido € a
explosdo respiratoria, assim chamada devido ao uso do oxigénio. Os principais
metabdlitos téxicos ja identificados s3o: anion superdxido (027), peréxido de
hidrogénio (H,0,), oxigénio singlete (1O,) e radical hidroxila (OH) (PEAKMAN e
VERGANI, 1980).

O grande aumento no consumo de oxigé€nio por neutréfilos durante a
fagocitose foi descrito inicialmente por Baldridge e Gerard em 1933, citado por
PEAKMAN e VERGANI,1980. A demonstragdo de que esse fendmeno ndo € inibido
pelo cianeto mostrou que € distinto da respiracdo mitocondrial. Esse fen6meno,
conhecido como explosdo respiratdria, tem o oxigénio como produto inicial da redugzo
de um elétron do O,, sendo 0 NADPH o doador especifico de elétrons.

O complexo enzimético que catalisa a reducdo do O, para O,  é chamado
NADPH oxidase. A fonte continua de NADPH para os fagécitos € a via glicose-6-
fosfato. Se a glicose nao for incorporada na c€lula, ndo haverd disponibilidade de
NADPH, o que em conseqiiéncia, levara a ndo formacao dos radicais livres.

A superéxido dismutase constitui o principal mecanismo fisiolégico de

remog¢do do O, , reduzindo-o para H,0,. O H,0, em altas concentragdes danifica o
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DNA, rompe membranas e libera cdlcio, ativando enzimas proteoliticas intracelulares
célcio-dependentes. Além disso, o H,O, € uma fonte potencial de OH".

O H,0, € também o substrato para a mieloperoxidase gerar produtos
oxidativos como o0 HOCl e 'O,.

No sistema per6xido de hidrogénio-mieloperoxidase-halogeneto, o H,0,
gerado pela explosdo respiratdria, a mieloperoxidase dos granulos primdrios € o
halogeneto, tais qual o Cl-, combinam-se para formar cloreto e ions hidroxil, ambos
téxicos para os microrganismos (PEAKMAN e VERGANI, 1980).

REPINE, CLAUSON e GOETZ, em 1980, utilizando -células

. ..incubadas com colonias contadas de Staphylococcus aureus, demonstraram que Os

PMNs de pacientes com diabetes ndo-controlado, apresentaram menor atividade
bactericida, especialmente quando eram usadas altas taxas de bactérias por células
brancas. Entretanto o funcionamento dos PMNs de pacientes com diabetes controlado
era similar a0 do grupo controle. A fungdo bactericida dos PMNs de pacientes com
diabetes nao-controlado era menor do que os de todos os grupos.

DZIATKOWIAK, KOWALSKA, DENYS, em 1982, comparando o nimero de
Staphylococcus aureus vivos no granuldcito com o nimero de bactérias fagocitadas,
para calcular a propor¢ao de organismos mortos, demonstraram dimihuiga"lo da morte
intracelular de pacientes diabéticos.

RAYFIELD, AULT e KEUSCH, em 1982, demonstraram que o controle da
glicemia em diabéticos e ndo-diabéticos € importante para aumentar a fungdo
leucocitéria. Esses relatos suportam o ponto de vista de NIELSON e HINDSON em
1989, aonde os PMNs de pacientes sauddveis apresentam redugdo significante na
- explosido respiratdria depois da exposi¢ao in vitro, por 30 minutos, a concentragdes de

glicose acima de 186 mg/dl.



NAGHIBI, SMITH e BALTCH, em 1987, observaram diminuicio da atividade
bactericida dos PMNs contra Pseudomonas aeruginosa, mas ndo estudaram nenhum
grupo infectado.

MCMAHON e BISTRIAN, em 1995 avaliaram vias de ativagao distintas de
NADPH-oxidase neutrofilica em humanos. O mecanismo pelo qual ocorre a
diminui¢do de geragc@o do superéxido sugere a interferéncia da glicose na ativagio da
fosfolipase D dos neutréfilos. Concentragdes de glicose entre 270 mg/dl e 900 mg/dl
reduziam severamente a hidrélise de fosfatidilcolina e a produgio de acido fosfatidico,
refletindo inibicdo da fosfolipase D. Entre as varias possibilidades oferecidas pelos
autores, a mais intrigante € o envolvimento das quinases na regulagio de fosfolipases.
A glicose € ativadora da proteina C quinase por estimular a produgio de diacilglicerol.
A proteina C quinase, por fosforilagdo, poderia levar ao ndo-acoplamento da
proteina G da fosfolipase D e desse modo diminuir a ativacio de neutrdfilos e
macréfagos.

ROSA, SAFI, CURY e CRI, em 1996, avaliando a migragdo celular e o
efeito da insulina sobre o metabolismo e fun¢do do macréfago através da resposta ao
BCG, tioglicano e a producdo de H,0O, através de condi¢Oes lineares de captagdo de
2-deoxiglicose, demonstraram que a capta¢do de hexose basal € significativamente
menor em cé€lulas mononucleares circulantes de DM1 do que em controles normais,
fato em parte explicado pela reduc@o na atividade intrinseca dos transportadores. A
resposta a insulina na populag@o monocitaria era mediada pelo transportador GLUT-1.
A insulina n3o afetou a migracio celular em resposta aos fatores de estimulo, mas
melhorou a capacidade fagocitica e a producdo de H,O,, aumentando o metabolismo

de glicose e reduzindo o da glutaminase. .



3 MATERIAL E METODO

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia e
Imunologia da Faculdade Evangélica de Medicina do Parana.

Adotou-se como indicador do metabolismo oxidativo em fagécitos a reducéo
do corante nitroblue tetrazolium (NBT) em amostras de sangue e liquido de cavidade
peritoneal de animais normais, diabéticos e diabéticos tratados com insulina.

Foram adotadas as Normas para Apresenta¢cdo de Documentos Cientificos da
Universidade Federal do Parand (2000), Nomina Anatdmica Veterindria (1983), bem
como os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, propostos pelo Colégio
brasileiro de Experimentacdo Animal, propostos pelo Colégio Brasileiro de

Experimenta¢do Animal (COBEA-1985).

3.2 ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados 30 ratos albinos machos (Rattus norvergicus, Rodentia,
Mammalia, Wistar) provenientes do biotério da Faculdade Evangélica de Medicina do
Parand, com peso variando entre 250 e 312 g. Os animais foram alojados em grupos de
5 em caixas de polipropileno, em temperatura controlada entre 19 e 22°C, umidade
relativa do ar de 50 a 60%, recebendo 4gua e racdo especifica para a espécie (Nuvilab®
CR1, Nuvital), ad libitum, durante 15 dias, para adaptagdo as condi¢des laboratoriais.
Acido picrico foi utilizado na identificagdo dos animais.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em grupo controle, grupo

diabético e grupo diabético tratado. Cada grupo foi constituido de dez animais.
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3.3 INDUCAO DO DIABETES MELLITUS

Utilizou-se estreptozotocina (Zanozar-UPJOHN®) na dose de 90 mg/kg
(MOLENAAR, PALUMBO, WILSON e RITTS,1976; BONER, TRENT, HONEY e
WEIR,1981; JOHNSTON, 1982), inoculada na cavidade peritoneal no quadrante
inferior direito, com seringa de 1 ml e agulha 13x4,5 mm, descartdveis, recebendo
dgua e racdo especial por 7 dias. O grupo controle foi inoculado com solugio salina

isotOnica intraperitoneal.

3.4 DOSAGEM DE GLICEMIA

Ap0s 72 horas da indug@o do diabetes, os ratos eram anestesiados e pesados
em balanga eletrdnica Helmac®. Depois era coletada amostra de sangue por pun¢ao
caudal.

Procedeu-se 2 dosagem de glicemia em monitor de glicemia capilar
Advantage (Boehringer Mannheim®) com tiras especificas. Previamente ao uso, 0
aparelho era calibrado de acordo com solugdo padronizada de glicose. Considerou-se
diabético o rato com nivel glicémico 2200 mg/dl, sem restricdo dietética segundo a

padronizacdo proposta por OLIVEIRA, 1997.

3.5 TERAPIA COM INSULINA

Setenta e duas horas apds a indugio do diabetes, no grupo diabético tratado
era iniciada terapia com insulina NPH humana 10 a 20 U/kg/dia, por 72 horas
(OZTURK, AYDIN, OZCELIKAY, ALTAN e YILDIZO, 1997). A glicemia e o peso
eram avaliados no primeiro, segundo, terceiro e quarto dia da terapia com insulina. A
dose de insulina NPH era adequada diariamente ao peso do animal. No dia da
eutanasia (quarto dia da terapia com insulina), os animais recebiam a dose de insulina

NPH humana apés exame da glicemia capilar, e 12 horas depois eram eutanasiados,



verificando-se entdo peso, leucograma, glicemia e metabolismo oxidativo pelo teste do

NBT em sangue periférico e liquido da cavidade peritoneal.

3.6 TESTE DO NITROBLUE TETRAZOLIUM E LEUCOGRAMA

Para a exe.cugﬁo do teste do nitroblue tetrazolium cumpriram-se as etapas
descritas a seguir.

Cada animal era anestesiado por inalagdo de éter sulfiirico e submetido a
punc@o intracardiaca realizada com seringa heparinizada. O material era colocado em
tubo de propileno Corning® 25319-15, para posterior realizagdo do teste do NBT e
leucograma num prazo maximo de 30 minutos. A eutandsia ocorria apds a pungio
cardiaca.

Posteriormente 0 animal era submetido a laparotomia com incisdo da pele e
tecido celular subcutdneo com rebatimento de retalhos laterais. Puncdo da cavidade
peritoneal para infusdo de 10 ml de solucdo tampio fosfato pH 7,2 (PBS) (LIMA e
SILVA,1970). A fascia peritoneal era aberta para retirada de amostra do liquido da
cavidade peritoneal, o qual era colocado também em tubo de polipropileno para
posterior realizagio do teste do NBT. |

As amostras de sangue e liquido da cavidade peritoneal, tanto dos animais
diabéticos como dos animais controles, foram processadas simultaneamente. De cada
amostra eram recolhidos, com pipeta automitica Gilson®, 50 pl das amostras de
sangue e liquido de cavidade peritoneal e incubados com 50 ul de solugio de
lipopolissacarideo (Sigma® 2630) durante 15 minutos em temperatura ambiente e 15
minutos a "37°.C. Apés esse periodo, eram adicionados 50 ul de NBT previamente
diluido em 1 ml de PBS e a mistura novamente incubada por 15 minutos a 37°C.

Ap6s adicdo de 50 pl de solugdo de Turck em 20 pl da suspensdo celular
incubada com NBT, eram preparadas ldminas com essa soluc@o e feita a contagem em

microscépio sob magnificacdo de 40x. Por microscopia Optica era visualizada a
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formazana no citoplasma dos fagécitos e quantificada num total de 100 fagécitos por
amostra. O resultado era expresso em porcentagem de células portadoras de formazana
citoplasmatica.

O nimero e o aspecto morfolégico dos neutréfilos e mondcitos periféricos

era avaliado através de laminas com esfregaco de sangue periférico.

3.7 METODOLOGIA ESTATISTICA

Avaliou-se a suposi¢do de normalidade das varidveis peso, dose de
estreptozotocina € glicemia, para posterior aplicacdo de testes estatisticos paramé-
tricos. N4o atendida essa suposi¢ao, aplicava-se um teste nao-paramétrico.

Para comparacdo dos grupos controle, diabético e diabético tratado foi
aplicado o teste de Kruskal-Wallis, complementado com o teste d.m.s. quando havia
pelo menos uma diferenca significativa.

No grupo diabético tratado, para comparac¢io dos periodos de avaliacdo foi
aplicado o teste de Friedman complementado com o teste d.m.s.

No grupo diabético, para comparagdo do peso inicial com o peso final foi
aplicado o teste de Wilcoxon.

Quando a suposicdo de normalidade era atendida para aplicacdo de teste
paramétrico (NBT sangue e liquido de cavidade peritoneal), aplicava-se a andlise de
variancia simples (“ANOVA oneway™).

Na ilustragdo grafica dos resultados foram utilizados os graficos box-plots e

Whisker-plots.



4 RESULTADOS

4.1 PESO INICIAL DOS RATOS

De acordo com o teste ndo-paramétrico de Kruskal Wallis (H=0,51377), ndo

existiu diferenga significativa entre os grupos com relagdo ao peso inicial dos ratos

(p=0,77). A tabela 1 demonstra estes resultados.

TABELA 1 - PESO MEDIO INICIAL DOS GRUPOS ESTUDADOS (em gramas)

GRUPOS MEDIAS N D.P.
Controle 279,2 10 40,85
Diabético 265,2 10 18,07
Diabético Tratado 279,3 10 47,94

N= nimero de animais

DP= desvio padrao

p=0,77

4.2 AVALIACAO DO PESO NO GRUPO DIABETICO

Comparando o peso inicial € 0 peso na eutandsia no grupo diabético utilizou-se

o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon (T=12), o qual ndo identificou diferenca

significativa entre o peso inicial € 0 peso no momento da eutandsia dos ratos do grupo

diabético (p=0,065). A tabela 2 relaciona as médias dos pesos observados no grupo

diabético.

TABELA 2 - PESO INICIAL E PESO NA EUTANASIA (gramas) NO GRUPO DIABETICO

PESO N MEDIA MINIMO MAXIMO D.P.
Inicial 10 265,2 237,6 300 18,07
Eutanasia 10 242 39 187 331 43,09

N= numero de animais; D.P.= desvio padrdo; p= 0,065.
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43 AVALIACAO DO PESO NO GRUPO DIABETICO TRATADO

A tabela 3 explicita a variagdo média do peso dos animais do grupo diabético

durante o periodo da terapia com insulina.

TABELA 3- AVALIAGAO DA EVOLUGAO DO PESO (g) DURANTE A TERAPIA COM INSULINA NO GRUPO

DIABETICO TRATADO
N MEDIA MiNIMO MAXIMO D.P.
Peso Dia 1 da 10 261,3 203 342 46,97
terapia com
insulina
Peso Dia 2 da 10 260 207 344 44,81
terapia com
insulina
Peso Dia3 da 10 267,9 211 385 55,10
terapia com
insulina
Peso Dia 4 da 10 2773 224 357 44,00
terapia com
insulina

N= numero de animais; D.P.= desvio padrao

Através do teste ndo-paramétrico de Friedman para comparacao de K trata-
mentos relacionados, foi encontrada diferencga significativa entre os pesos durante o
experimento [ANOVA Qui-quadrado (N=10, df=3)=10,86735 (p<0,01247)].

Através do teste d.m.s. observou-se diferencas significativas entre 0s pesos
dos ratos do grupo diabético tratado no dia 4 da terapia com insulina em relacdo aos

pesosdodia2e 3.

4.4 TAXA DE GLICEMIA

Considerando que essa varidvel ndo apresentava a suposi¢ao de normalidade,
realizou-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (H=21,25), verificando-se a

existéncia de diferencas significativas entre os grupos (p=0,00001).
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Essas diferencas foram identificadas através do teste de d.m.s, verificando-se
existir diferenca significativa entre o grupo diabético e o grupo controle (p<0,005) e
entre o grupo diabético € o grupo tratado (p<0,001), n3o havendo diferenga
significativa entre o grupo controle e o grupo tratado no dia da eutandsia (p=0,30). A

tabela 4 resume os resultados das médias de glicemias nos grupos estudados.

TABELA 4 - GLICEMIA DOS GRUPOS ESTUDADOS (mg/dl)

GRUPOS MEDIAS N D.P.
Controle 122,5 10 23,42
Diabético 368,3 10 56,25
Diabético Tratado 100,2 10 32,90

N= ndmero de animais

DP= desvio padrao

p< 0,005 controle x diabético ;

p< 0,001 diabético tratado no dia da eutanasia x diabético ;
p= 0,30 controle x diabético tratado no dia da eutandsia

4.5 EVOLUCAO DA GLICEMIA DURANTE O TRATAMENTO COM INSULINA
NO GRUPO DIABETICO TRATADO.

Realizado o teste ndo-paramétrico de Friedman para comparacdo das
glicemias observadas durante o periodo de terapia com insulina NPH humana obteve-
se p<0,0005. Segundo o teste d.m.s., as glicemias no momento da eutanésia (dia 4 a
tarde da terapia com insulina) foram significativamente diferente das glicemias do
primeiro, segundo e terceiro dia da terapia com insulina. A tabela 5 demonstra a

glicemia média observada durante o periodo de terapia com insulina.



TABELA 5 - GLICEMIA OBSERVADA DURANTE O PERIODO DE INSULINIZAGAO (mg/di)

T

MEDIA

| N MINIMO MAXIMO D.P.

Dia 1 10 379,6 292 476 53,27

da terapia com insulina
Dia 2 10 414 194 532 110,43

da terapia com insulina
Dia 3 10 436,7 335 527 58,97

da terapia com insulina
Dia 4 manha 10 2247 70 467 162,64

da terapia com insulina
Dia 4 tarde " 10 100,2 70 179 32,90

da terapia com insulina

(1) Glicemia no momento da eutanasia; N= nimero de animais; D.P.= desvio padrao.

4.6 DOSES DE INSULINA ADMINISTRADAS AO GRUPO DIABETICO

TRATADO

A Tabela 6 refere-se a variacdo das doses de insulina administradas

durante o periodo da terapia com insulina

TABELA 6 - VARIAGAO DAS DOSES DE INSULINA ADMINISTRADAS DURANTE O PERIODO DE TERAPIA
COM INSULINA NO GRUPO DIABETICO TRATADO

N MEDIA MINIMO MAXIMO D.P.
Dose do Dia 1 10 2,128 0,14 4 1,23
Dose do Dia 2 10 3,428 0,28 5 1,27
Dose do Dia 3 10 4,416 2,78 5 0,87
Dose do Dia 4 10 54 4 7 0,96

N= nimero de animais; D.P.= desvio padrao

Através do teste ndo-paramétrico de Friedman para comparacio de K

tratamentos relacionados, comprovou-se diferenca significativa entre as doses

utilizadas para o controle da glicemia [(ANOVA Qui-quadrado (N=10, df=3)=

=26,01176) (p<0,00001)]. O teste d.m.s. revelou as diferencgas significativas entre as

doses utilizadas nos dias um,dois, trés e quatro da terapia com insulina. O grafico 1

demonstra as doses administradas no grupo diabético tratado.



4.7 TESTE DO NITROBLUE TETRAZOLIUM
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GRAFICO 1 - GRAFICO COMPARATIVO DAS DOSES DE INSULINA
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Na tabela 7 avaliou-se comparativamente fagécitos de sangue e liquido de

cavidade peritoneal dos grupos controle, diabético e diabético tratados em relagido ao

teste do nitroblue tetrazolium.

TABELA 7 - DEMONSTRATIVO DA AVALIAGAO DO METABOLISMO OXIDATIVO EM SANGUE E LIQUIDO DE
CAVIDADE PERITONEAL ATRAVES DO TESTE DO NITROBLUE TETRAZOLIUM (NBT) (%)

Grupos SANGUE LiQUIDO DE CAVIDADE PERITONEAL
Médias N Mediana DP Médias N Mediana DP
Controle 36,9 10 35 15,55 29,95 10 26,5 14,22
Diabético 20,45 10 15 7,07 15,05 10 14,0 5,64
Diabético 62,8 10 70 11,14 38,72 10 34,0 16,61

tratado

Na avaliagdo do metabolismo oxidativo através da quantificagdo de células

redutoras do nitroblue tetrazolium em sangue periférico, realizou-se andlise de
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varidncia simples, uma vez que a suposi¢do de normalidade e de homogeneidade das
variancias foi atendida.. Essa andlise apontou diferenca significativa entre os grupos
(p<0,00001). Realizado o teste de Tukey para identificar as diferencas significativas,
constatou-se que o grupo controle diferia significativamente do grupo tratado
(p<0,002) e do grupo diabético (p<0,044). Essa diferenga significativa também foi
observada quando comparou-se 0 grupo tratado e o grupo diabético (p<0,00013).
Para a varidvel NBT peritdnio, realizou-se o teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis
(H=12,30), verificando-se existirem diferencas significativas entre os grupos
(p=0,0021). As diferencas apontadas foram identificadas através do teste de d.m.s.,
segundo o qual o grupo diabético era diferente do grupo controle (p<0,04) e do grupo
tratado (p<0,002); mas nenhuma diferenca foi observada entre o grupo controle e o
grupo tratado(p=0,30)..
GRAFICO 2 - COMPARAGAO  DOS  GRUPOS ~ ESTUDADOS
EM RELAGAO AO TESTE NITROBLUE TETRAZOLIUM

COMPARAGAO DOS GRUPOS
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4.8 AVALIACAO DO LEUCOGRAMA

Nenhuma diferenca quantitativa estatisticamente significante foi observada

entre os grupos em relag@o a contagem de leucécitos e seu diferencial (Tabela 8).

TABELA 8 - COMPARAGAO DO LEUCOGRAMA ENTRE OS GRUPOS CONTROLE, DIABETICO E TRATADO

CONTROLE DIABETICO DIABETICO TRATADO
Leucécitos totais 10,9x10%mi _ 9,20x10%/ml 9,13x10%/mi
Neutréfilos polimorfonucleares 10% - 16% . . 14%
Eosindfilos 1% 0 1%
Mondcitos 0 0 0

Linfocitos 88% 76% 81%




5 DISCUSSAO

5.1 FUNCAO FAGOCITARIA

Diferentes ensaios laboratoriais realizados por vérios investigadores tém
apresentado resultados conflitantes a respeito da funcdo fagocitdria dos pacientes
diabéticos . Por essa razao, apés décadas de investigacoes, questoes como a forma pela
qual o diabetes culmina em defeitos imunolégicos especificos e como esses defeitos
poderiam predispor o organismo a infeccdo sdo, até hoje, ativamente discutidas
(DOUGLAS, 1970; RUBIN, 1988; SRIVASTAVA, ANSARI, LIU, IZBAN, DAS,
SZABO, BHATNAGAR, 1989 e GILLERY, MONBOISSE, MAQUART, BOREL,
1989).

A participagdo dos fagdcitos nos mecanismos efetores do sistema
imunolégico € conhecida desde 1883, quando pela primeira vez Metchnikoff observou
a habilidade dos leucécitos de fagocitar microrganismos. Sua teoria de que 0s
fagdcitos sd@o os detectores de materiais estranhés e a primeira linha de defesa do
organismo contra agentes infecciosos s6 foi reconhecida muitas décadas depois, e
atualmente representa o fundamento dos principais conceitos adquiridos na area de
imunologia (PIRES e SATO, 1994).

O primeiro encontro do hospedeiro com agentes infecciosos, conduz a
resposta estereotipada, com mobilizacdo de elementos fagocitdrios para as dreas onde
os patégenos foram introduzidos, em coordenada seqii€ncia de eventos. Essas células
podem reconhecer, aderir e englobar particulas (fagocitose), descarregar o contetido
dos granulos citoplasmaticos para o vacuiolo fagocitico (degranulagdo) e gerar
metabolismo oxidativo. Os produtos desse metabolismo e o conteddo granular t€m
papel importante na efetiva destrui¢do de microrganismos pelos fagécitos (PIRES e

SATO, 1994).



A atividade fagocitica dos macréfagos € influenciada pela ativagdo inicial de
linfécitos, os quais entdo produzem e secretam vérios fatores humorais (DUMONDE,
WOLSTENCROFT, PANAYI, MATTHEWS, MORLEY, HOWSON,1969 e WARD,
REMOLD, DAVID, 1972), como o0 agente quimiotatico que atrai macréfagos para o
‘sitio de invasdo do antigeno e os ativa — fator ativador de macréfagos (FAM) —, e
outro que inibe — fator inibidor de macréfagos (FIM). O aumento da suscetibilidade a
infeccdo, no diabetes, pode resultar entre outros fatores, na ativagdo diminuida dos
leucdcitos a antigenos e falta de sensibilidade dos fagdcitos aos fatores humorais FAM
e FIM( DOUGLAS, 1970).

Em muitos tipos de infeccdo os neutrdfilos desempenham o papel primario
como efetor ou célula assassina. Entretanto na corrente sangiiinea € nos espagos
extravasculares os neutrdfilos exercem seus efeitos antimicrobianos através de
interacdo complexa com anticorpos, complementos e fatores quimiotaticos.

As deficiéncias nas funcdes dos neutrdfilos podem ser divididas em duas
categorias gerais: quantitativas e qualitativas. Nas desordens quantitativas o nimero
total de neutréfilos que funcionam estdo reduzidos abaixo do nivel critico, permitindo
que a infeccdo se instale. Nas desordens neutrofilicas qualitativas o nimero total de
PMNs circulantes estd normal ou, algumas vezes, realmente elevado, mas as células
nio exercem suas fungdes microbicidas normais (STITES, 1970 e PIRES e SATO,
1994).

Neste estudo conseguiu-se desenvolver grupos homogéneos de animais
diabéticos, sem defeitos quantitativos dos PMNs, com o uso de estreptozotocina

(STZ).

5.2 GRUPOS ANIMAIS

Na literatura consultada nio encontrou-se estudo comparativo entre

avaliacdo do metabolismo oxidativo através do uso do corante NBT e ratos Wistar



normais, diabéticos induzidos por STZ e diabéticos tratados com insulina. Portanto,

padronizou-se grupo controle para o estudo do teste NBT nos ratos Wistar.

5.3 INDUCAO DO DIABETES MELLITUS COM ESTREPTOZOTOCINA

O diabetes mellitus pode ser reproduzido em animais por cirurgia, infecgdo
viral, administracdo de dietas e agentes quimicos. A doenca também pode ser
desenvolver de forma espontanea, como ocorre nos ratos BB, NOD.

Em 1943, iniciaram-se experimentos com Aloxana e, em 1963 RAKIETEN,
descreveu a estreptozotocina (MENDEZ e RAMOS, 1994). Essas drogas demonstram
signiﬁcantes seletividade e citotoxidade para a célula beta, revelando-se como potentes
substancias diabetogénicas.

A estreptozotocina induz diabetes tipo 1 pela destruicdo de células beta por
linfécitos T CD4 e CD8, via liberagdo de interferon gama (IFNY). Essa citocina
produz dano pancredtico por aumentar as classes I e II dos antigenos MHC e,
conseqiientemente, a identificac@o das células beta por células T citotéxicas (MOSCI,
VECCHIARELLI, CENCI, PULITI e BISTONI,1993). Essa substancia € derivada da
cultura do Streptomyces acromogenes, em cuja composi¢do quimica inclui a 2-deoxi-
Dglucose com uma cadeia no segundo atomo de carbono. O componente glicose
funciona como responsavel pela incorporagdo da metilnitrosuréia na célula beta, a qual
seria a indutora de citotoxidade (BEDOYA, SOLANO e LUCAS, 1996; BURKART,
BRENNER, HARTMANN e KOLB, 1996).

5.4 TESTE DO NITROBLUE TETRAZOLIUM NOS FAGOCITOS

No estudo das etapas da morte intracelular, o teste do NBT foi desenvolvido
como adaptagdo pritica de fatos conhecidos previamente sobre os eventos oxidativos

que ocorrem durante a fagocitose, os quais incluem aumento do consumo de oxigénio,
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aumento da atividade do desvio hexose monofosfato e aumento da formagio do
perdxido de hidrogénio. Tais eventos sdo associados com atividade da NADH oxidase
(MOWAT e BAUM,1971; PIRES e SATO, 1994).

Para avaliar a formagdo desses radicais livres utilizou-se a coloragdo
nitroblue tetrazolium, que € receptor de elétrons: apds a ativacdo do metabolismo
oxidativo por lipopolissacarideo de bacilos gram-negativos, o corante é reduzido pela
NADH-oxidase, formando um produto azul-escuro insolivel denominado formazana.

Esse teste € relativamente facil de realizar e reflete a produgdo de superéxido
na explosdo respiratéria depois da fagocitose. E utilizado principalmente para triagem
da doencga granulomatosa cronica. A doenga granulomatosa € exemplo de desordens
neutrofilicas qualitativas aonde o nimero total de PMNs circulantes estd normal ou,
algumas vezes, realmente elevado, mas as c€lulas nd3o exercem suas funcGes
microbicidas normais (STITES,1970). O teste vpode ser realizado sem adigdo de
NADH, porque a producdo de NADH enddgeno pela via glicolitica anaerdbica nio €
alterada em leucdcitos normais ou em cé€lulas de pacientes com doenga granulomatosa
cronica (BYBEE e ROGERS,1964; MOWAT e BAUM, 1971).

MOLENAAR, PALUMBO, WILSON e RITTS, em 1976 comparam as
fungbes bacteriostitica, fagocitica e bactericida no diabetes em relagdo a doenca
granulomatosa cronica. Observaram que os neutréfilos no diabetes sdo capazes de
limitar a evolucdo populacional infectiva de bactérias nio-produtoras de catalase
(enzima que destrdi o perdxido produzido pelo sistema bactericida dos
neutréfilos),como o Streptococcus sp, mas nio sdo capazes de destruir Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, como na Doen¢a Granulomatosa Cronica.

A auséncia total da atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase leucocitaria
tem sido associada a um quadro clinico semelhante ao da doenca granulomatosa
cronica. Acredita-se que o distirbio dos leucécitos seja resultante da producgdo

deficiente de NADPH. A avaliagdo laboratorial desses pacientes revela anormalidades
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no teste do NBT, destrui¢@o intracelular, resposta de quimioluminescéncia e produgio
do peroxido de hidrogénio. O diagndstico pode ser estabelecido pela andlise
espectrofotométrica, na qual a producdo inicial do NADPH € medida numa reagio em
que o NADP e a glicose-6-fosfato sdo incubados. Se nio houver enzima, nio havera
producdo do NADPH (PACHECO, S. E.; SHEARER, W. T.,1994).

No diabetes mellitus a infec¢do pode ser explicada pelo fato de que a
formagdo de radicais livres de perdxido estd comprometida. Os dnions superéxido,
radical hidroperoxil € a cloramina sdo dependentes da formacio de NADPH,
subproduto da via da glicose-6-fosfato desidrogenase na metabolizagdo da glicose. Se
a glicose ndo for incorporada a célula, ndo haverd disponibilidade de NADPH, o que
em conseqiiéncia reduz a formagdo dos radicais livres (RAYFIELD, KLUSCH,
GILBERT, KOVACS e SMITH, 1978).

A avaliacdo laboratorial da reducio do corante nitroblue tetrazolim nos ratos
wistar, no presente estudo, demonstrou que a redugdo do NBT no grupo diabético foi
significativamente menor que no grupo controle quando se avaliou fagécitos do
sangue e liquido de cavidade peritoneal. Esse fato foi revertido e melhorado quando se
tratou o grupo diabético com insulina.

Sabe-se que a insulina tem efeito promotor do metabolismo oxidativo das
células, melhorando a capacidade fagocitica dos macréfagos, bem como a producio de
peréxido de hidrogénio, aumentando o metabolismo de glicose e diminuindo o
metabolismo da glutaminase (JOHNSTON, 1982; ROSA, SAFI, CURY e CRI,1996).

Neste estudo, o emprego da insulina melhorou a redug@o do corante NBT
nos fagécitos dos ratos Wistar grupo diabético tratado Essa reducdo foi
significativamente maior em relagdo a andlise dos fagdcitos do sangue no grupo
controle. Os fagécitos do liquido peritoneal do grupo diabético tratado ndo
apresentaram diferenca significativa na redu¢cio do NBT quando comparados ao grupo

controle. A insulina foi responsavel pela melhora na reducdo do NBT nessas amostras.
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5.5 AVALIACAO DO LEUCOGRAMA

No modelo de diabetes induzido pela estreptozotocina € observada supressio
da funcio das células T, associada com atrofia do timo e dos tecidos linféides
periféricos (OLIVEIRA, 1997). Entretanto apenas grandes doses de STZ (250 mg)
podem induzir inibi¢io da sintese de DNA na medula éssea (COOPPAN, 1985). Neste
experimento, em que foi utilizada a dose de 90 mg de STZ, nio se notou alterag¢do no

leucograma em relagio ao grupo controle.



CONCLUSOES

A analise dos resultados obtidos através da avaliagdo do metabolismo
oxidativo pelo teste do nitroblue tetrazolium permitiu chegar as seguintes conclusdes:

1. Os amimais do grupo diabético apresentaram diferenca significativa menor
na redugdo do NBT em relacdo ao grupo controle na andlise dos fagdcitos do sangue e
do liquido de cavidade peritoneal.

2. Os ratos do grupo diabético tratado com insulina humana apresentaram
diferenca significativamente maior em relagdo ao grupo controle na redugdo do
nitroblue tetrazolium nos fagécitos do sangue, ndo havendo diferenca na redugdo do

NBT em fagdcitos do lavado peritoneal.

3. Os animais do grupo diabético tratado apresentaram diferenca
significativamente . maior na reducdo do nitroblue tetrazolium em relagdo ao grupo

diabético na andlise dos fagécitos do sangue e liquido peritoneal.
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APENDICES

APENDICE 1 - LISTA DE MATERIAIS UTILIZADOS

1 INDUCAO DO DIABETES

- FEter 7% para anestesia;

- balanga;

- estreptozotocina (Zanosar- UPJOHN) diluida em tampao citrato para
manter o pH entre 3,5 e 4,5. Onde 1 mi=100 mg de estreptozotocina;

- tampao citrato (pH 4);

- solucdo A: 0,IM de &cido citrico (21,01 g/1);

- solugdo B: 0,1 M de citrato de sédio (29,41 g/1), 33 cm’ de solucdo
A+17 cm’ de solucdo B completadas até 100 cm’ com 4gua destilada;

- seringa de insulina, agulha 25x7;

- monitor de glicemia capilar Advantage Lilly.

2 AVALIACAO DO METABOLISMO OXIDATIVO

- Eter 7% para anestesia;

- balanga;

- monitor de glicemia capilar;

- seringa 5 ml, agulha 25x7;

- heparina;

- tubos de propietileno;

- material de disseccao;

- solucdo tamp3o citrato;

- pipeta Pasteur;

- pipetas microlitros;

- banho-maria;

- nitroblue tetrazolium (Sigma);

- LPS;

- soluc¢@o de Turck: 2 ml de 4cido acético glacial gsp 100 ml 4gua
destilada.
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APENDICE 2
ANEXO - PRINCIPIOS ETICOS DE EXPERIMENTACAO ANIMAL PRE.

CONIZADOS PELO COLEGIO BRASILEIRO DE EXPERIMEN-
TACAO ANIMAL (COBEA - 1994)

O progresso dos conhecimentos humanos, notadamente os referentes a biologia, 2 medicina
humana e dos animais, € necessdrio. O homem precisa utilizar animais em busca de
conhecimento, para se nutrir, se vestir e trabalhar. AsSim, ele deve respeitar o animal, seu
auxiliar, como um ser vivente como ele.

Postula-se:

Artigo I - Todas as pessoas que pratiquem a experimentagdo bioldgica devem tomar
consciéncia de que o animal € dotado de sensibilidade, de meméria, e que sofrem sem
poder escapar a dor.

Artigo I - O experimentador € moralmente responsavel por suas escolhas e por seus atos
na experimentagao animal.

Artigo II - Procedimentos que envolvam animais devem prever € se desenvolver
considerando sua relevancia para a saide humana ou animal, a aquisigdo de conhecimentos
ou o bem da sociedade.

Artigo IV - Os animais selecionados para um experimento devem ser de espécie e
qualidade apropriadas e apresentar boas condigdes de saidde, utilizando-se o nidmero
minimo para obter resultados vilidos. Deve-se ter em mente a utilizacdo de métodos
alternativos, tais como modelos matematicos, simulagdo por computador e sistemas
biolégicos in vitro.

Artigo V - E imperativo que se utilizem os animais de maneira adequada, incluindo ai
evitar-lhes desconforto, angustia e dor. Os investigadores devem considerar que os
processos determinantes de dor ou angiistia em seres humanos causam 0 mesmo em outras
espécies, a nao ser que o contrario tenha sido demonstrado.

Artigo VI - Todos os procedimentos com animais, que pessam causar dor ou angistia,
precisam se desenvolver com sedag@o, analgesia ou anestesia adequadas. Atos cinirgicos
ou outros atos dolorosos ndo podem ser realizados em animais ndo-anestesiados, que
estejam apenas paralisados por agentes quimicos e/ou fisicos.

Artigo VII - Os animais que sofram dor, angiistia intensa ou cronica, que nao possam ser
aliviadas e os que ndo serdo utilizados devem ser sacrificados por método indolor e que
ndo cause estresse.

Artigo VIII - O uso de animais em procedimentos didaticos e experimentais pressupoem
disponibilidade de alojamento que proporcione condigdes de vida adequadas, contribuindo
para sua satde e conforto. O transporte, a acomodagao, a alimentagio e os cuidados com os
animais criados para fins biomédicos devem ser dispensados por técnicos qualificados.

Artigo IX - Os investigadores e funcionarios devem ter qualificagdo e experiéncia
adequadas para exercer procedimentos em animais vivos. Deve-se criar condi¢des para seu
treinamento no trabalho, incluindo aspectos de trato e uso humanitirio dos animais.



