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RESUMO

A pentoxifilina (PTX) é um inibidor ndo-seletivo da fosfodiesterase, com acdes
antiinflamatdérias vasculares e reoldgicas que podem neutralizar algumas das
mudancas no diabetes mellitus (DM) que contribuem para amenizar 0s seus
efeitos secundarios como a neuropatia, a retinopatia e a nefropatia. Tendo em
vista as propriedades antiinflamatorias da pentoxifilina e o envolvimento da
inflamacdo com o DM, buscou-se investigar seus possiveis efeitos
hipoglicemiante e hipolipemiante no modelo de DM induzido por aloxano em
ratos. A pentoxifiina (PTX) em estudos pilotos apresentou efeito
hipoglicemiante e reduziu os niveis de triglicerideos em animais com diabetes
induzidos por aloxano, nas doses 5, 25, 50 e 100 mg/Kg. A administracéo oral
da associacdo de pentoxifilina (PTX) com glibenclamida (GLI), PTX5 + GLI2,
causou reducdes significativas nos niveis plasmaticos de glicose e
triglicerideos em curto e longo prazo, evidenciando que o mecanismo de acao
da PTX pode ser explicado via canais de K’ATP-dependentes. A administra¢&o
oral da associacdo de Pentoxifilina (PTX) com Metformina (MET), PTX5 +
MET5, ocasionou uma reducdo da hiperglicemia apenas a longo prazo,
sugerindo ndo compartilharem o mesmo mecanismo. A PTX n&o bloqueou a
hiperglicemia induzida pelo Diazoxido (DZD), um antagonista da GLI, que inibe
a secrecado de insulina prolongando o tempo de abertura dos canais de K*ATP-
dependentes, sugerindo que outros fatores, além do blogueio de canais de K*-
ATP dependentes, podem estar envolvidos. A reducdo nos valores de
hemoglobina glicada (A1C) e de frutosamina mostraram que o tratamento com
PTX50 e com a associacdo PTX5+GLI2 melhorou o controle glicémico dos
animais em estudo, indicando que esta droga pode inibir o desenvolvimento de
lesBes micro e macrovasculares advindas do DM. A PTX mostrou um marcante
efeito antiinflamatério, melhorando o estado geral dos ratos em
experimentacdo. Reduziu, de forma significativa, o edema de pata nas doses
de 50 e 100 mg/Kg, todavia foi visto que o perfil inflamatério no rato diabético
tem um padrao diferenciado do rato normal, evidenciando uma amplificacdo do
processo inflamatorio no rato diabético quando comparado ao rato normal. Foi
visto ainda que os niveis de TNF-x e IL-6 aumentaram de modo significante

apos a inducdo do edema de pata nos ratos diabéticos, entretanto nos ratos
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tratados com PTX o0s niveis teciduais destas citocinas mostraram-se
significativamente mais baixos, o que fala a favor de uma evidente acgao
antiinflamatéria da PTX. A PTX mostrou também um importante efeito
antioxidante reduzindo, de forma significativa, as liberagdes de nitrito tecidual e
sérica, atuando favoravelmente na reducdo de radicais livres. O tratamento
prolongado com PTX foi eficaz em manter o padrdo normal do pancreas, do
figado e dos rins nos grupos diabéticos tratados com PTX50 e com
PTX5+GLI2, indicando uma acgédo protetora da PTX contra a citotoxicidade
induzida pelo aloxano. Os efeitos hipoglicemiante e hipotrigliceridémico da
PTX, aqui demonstrados, podem esta correlacionado com sua a¢édo sobre o
estresse oxidativo e sobre a low grade inflammation, o que torna a PTX um

importante alvo terapéutico para o manejo do diabetes mellitus na clinica.

Palavras-chave: pentoxifilina, inflamacéo, hemoglobina glicada, diazoxido e

citocinas.
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ABSTRACT

Pentoxifylline (PTX) is a non-selective inhibitor of phosphodiesterase with anti-
inflammatory vascular and rheological properties. The drug can neutralize some
of the changes seen in diabetes mellitus (DM), contributing to attenuate
diabetes secondary complications as neuropathy, retinopathy and nephropathy.
Considering PTX anti-inflammatory properties and the known involvement of
inflammation with DM, we investigated its possible hypoglycemic and
hypolipidemic effects in the model of alloxan-induced DM in rats. Pentoxifylline
pilot studies in reduced plasma levels of glucose and triglycerides in animals
with diabetes induced by alloxan at the doses of 5, 25, 50 and 100 mg/kg. Oral
administration of the combination of PTX with glibenclamide (GLI), PTX5 +
GLI2, caused significant reductions in plasma levels of glucose and triglycerides
in the short and long term, indicating that the mechanism of action of PTX can
be explained via K'ATP-dependent channels. The oral administration of the
combination of pentoxifylline (PTX) with metformin (MET), PTX5+MET5, caused
a reduction of only the long term hyperglycemia, suggesting that these two
drugs do not share the same mechanism. PTX did not block the hyperglycemia
induced by diazoxide (DZD), an antagonist of GLI, which inhibits insulin
secretion by prolonging the opening time of the K’ATP-dependent-channel. This
result suggests that other factors, in addition to the blockade of the K'ATP
dependent channels, may be involved. The reduction in glycosylated
hemoglobin (A1C), and fructosamine showed that treatment with the
combination PTX5+GLI2 and PTX50, improved glycemia in the study, indicating
that this drug can inhibit the development of macrovascular and microvascular
injury resulting from DM. The PTX showed a marked anti-inflammatory effect,
improving the general condition of rats subjected to acute inflammation models.
PTX reduced significantly, the paw edema at doses of 50 and 100 mg / kg,
However, the inflammatory profile in diabetic rats have a different pattern of that
seen in non-diabetic rat, showing an amplification of the inflammatory process.
We showed that the levels of TNF-a and IL-6 were significantly increased after
the induction of paw edema in diabetic rats, but in the rats treated with PTX
tissue levels of these cytokines were significantly lower, which indicating a clear

anti-inflammatory action of PTX. PTX also showed a significant antioxidant
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effect reducing significantly the release of tissue and serum nitrite, acting
favorably in the reduction of free radicals. The prolonged treatment with PTX
was effective in maintaining the normal histological pattern of the pancreas, liver
and kidneys in diabetic groups treated with PTX50 PTX5 + and GLI2, indicating
a protective effect of PTX against alloxan-induced cytotoxicity. The
hypoglycemic and hypotriglyceridemic effects of PTX, shown here, may
correlate with its effect on oxidative stress and on low grade inflammation,
making PTX an important candidate for the management of diabetes mellitus in
the clinic.

Keywords:  pentoxifylline,  glibenclamide, anti-inflammatory,  glycated
hemoglobin, diazoxide and cytokines
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1. INTRODUCAO

1.1 Diabetes mellitus

A prevaléncia do Diabetes mellitus (DM) tem aumentado de forma
exponencial ao longo das décadas e transformado a doenca em uma das
epidemias da saude publica mundial. Estima-se que séo cerca de 10 milhdes
de pessoas com diabetes no Brasil. Dados da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) indicam que 3,2 milhdes de mortes no mundo sdo atribuidas todos os
anos ao diabetes (IDF, 2007) e, portanto um grande problema de saude publica
afetando cerca de 285 milhGes de pessoas no mundo (SHAW et al., 2010).

E interessante refletir que na primeira edicéo do atlas de diabetes da
Federacao Internacional do Diabetes (IDF), lancado em 2000, a prevaléncia de
DM global estimado era de 151 milhdes de pessoas. Na quarta edicédo, lancado
em 2007, aprevaléncia de diabetes estimado para 2010 aumentou para 285
milhdes, representando 6,6% da populacdo adulta do mundo, com uma
previsio de queaté 20300 numero de pessoas com diabetes tera
subido para 438 milhdes. Longe de ser uma doenca dos paises de renda mais
alta, o diabetes € uma doenca muito associada a pobreza, com o maior énus a
cargo dos paises de baixa e média renda e afetando desproporcionalmente
0S menores grupos socioecondmicos, os mais desfavorecidos e a minoria nos
paises mais ricos (WILD et al., 2004; WHO, 2006; IDF, 2007).

Especula-se que a maior parte desse crescimento ocorrera em paises
em desenvolvimento em razdo dos seguintes fatores: crescimento e aumento
da faixa etaria da populacédo, dietas ndo saudaveis, obesidade, estilos de vida
sedentarios e incidéncia crescente do diabetes mellitus tipo 2 em adolescentes
e criancas. A OMS também destaca uma importante diferenca entre o aumento
da prevaléncia do diabetes em paises desenvolvidos versus em paises em
desenvolvimento. As projecdes para 2030 sdo de que a maioria das pessoas
com diabetes nos paises desenvolvidos terdo 65 anos de idade ou mais,
enquanto a maioria dos pacientes com diabetes nos paises em
desenvolvimento tera de 45 a 64 anos de idade — idades mais produtivas (IDF,
2007).
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A Federacédo Internacional do Diabetes relata substancial variagdo na
distribuicdo regional do diabetes com o crescimento estimado superior nos
paises em desenvolvimento (Figura 1). A Africa apresenta o nimero estimado
mais baixo de pessoas com diabetes: 10,4 milhdes em 2007, com um
crescimento estimado de 80% para 2025. A regido do Pacifico Ocidental e o
sudeste da Asia respondem pelos nimeros mais altos, com prevaléncia de
67,0 milhdes e 46,5 milhdes, respectivamente, em 2007 e o crescimento
estimado para 2025 de 48% e 73% respectivamente. No mesmo ano, as taxas
na América do Norte e na Europa eram de 28,3 e 53,2 milhdes, e o
crescimento estimado para 2025 de 43% e 21% respectivamente. Na América
do Sul e Central a prevaléncia era de 16,2 milhdes com uma estimativa de 32,7
milhdes para 2025 representando um crescimento estimado de mais de 102%.
De um modo global o crescimento estimado do DM de 2007 a 2025
corresponde a mais de 55% da populacdo mundial (IDF, 2007).

Figura 1 - Distribuicdo Mundial do Diabetes mellitus

Global projections for the number of people with diabetes (20-79 age group), 2007-2025 (millions)

«2%

+43%

Eastern Mediterranean and Middle East [l ‘World
Eu

Morth America 2007: 246

South and Central America [l 2025: 380

South-East Asiz M increase:

Western Pacific

Fonte: Diabetes Atlas, third edition, 2007.
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O DM esta entre as sete doencas de maior mortalidade e morbidade em
diferentes grupos populacionais devido as suas complicagdes cronicas
macrovasculares, que podem se manifestar como doenca coronariana,
vascular cerebral e vascular de membros inferiores e, microvasculares como a
nefropatia, retinopatia e neuropatia diabética. A doenga macrovascular,
representada pelo infarto do miocardio e acidente vascular cerebral é a
principal causa de mortalidade em pacientes com DM tipo Il (DM2) (LEE et al.,
2001; MORRIS, 2001).

De acordo com o Comité Executivo para Diagnéstico e Classificacao do
DM da American Diabetes Association, a classificacéo atual do DM toma como
referéncia a etiologia dos distlrbios glicémicos. A grande maioria dos pacientes
diabéticos pertence a uma das duas classes etiopatogénicas: diabetes mellitus
tipo 1 (DM 1) e diabetes mellitus tipo 2 (DM 2) (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2007).

O DM1 antigamente era conhecido como diabetes mellitus insulino
dependente (IDDM). Apresenta-se geralmente em criangas, adolescentes e
jovens adultos, onde ha uma auséncia de secrecéo de insulina devido a uma
severa ou total destruicdo das células B pancreaticas (CNOP et al., 2005). A
incidéncia desta patologia se deve a associacdo de fatores genéticos,
ambientais e imunolégicos que sdo considerados 0s principais responsaveis
pela destruicdo das células do pancreas e, consequentemente, pela
manifestacdo da doenca. Também se verificou que infeccbes virais podem
desencadear o0 processo auto-imune caracteristico do DM tipo 1 (CNOP et al,
2005; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2007).

O DM2 que era conhecido como diabetes mellitus n&o-insulino
dependente (NIDDM) ou diabetes senil é considerado a forma mais comum da
doenca, afetando aproximadamente 90% dos diabéticos. Caracteriza-se por
graus variaveis de resisténcia tecidual a insulina e uma deficiéncia relativa na
secrecdo desse horménio pelas células B pancreéticas, manifestando-se
geralmente em pacientes com idade superior a 40 anos e apresenta elevado
componente hereditario. Somado a isso, fatores genéticos, ambientais e
obesidade contribuem para o surgimento do DM tipo 2 (ARNER et al., 1991,
GERICH,1998; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2007). Como
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consequéncia, os pacientes desenvolvem complicacées no sistema micro e
macrovascular (VERICEL, 2004).

Outro tipo de diabetes encontrado com frequéncia é o diabetes
gestacional que é diagnosticado durante a gestacdo, podendo ou nao persistir
apos o parto (GANON, 2001). H& também outros tipos especificos de diabetes,
porém menos freqlientes e que podem surgir de forma secundéria a destruicao
das células do pancreas como defeitos genéticos das ilhotas e na acdo da
insulina, doengas do pancreas exocrino, endocrinopatias, infecgfes e efeito
colateral de medicamentos e produtos quimicos (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2007).

O DM2 é a forma presente em 90%-95% dos casos e caracteriza-se por
defeitos na acéo e na secrecao da insulina. Em geral ambos os defeitos estéo
presentes quando a hiperglicemia se manifesta, porém pode haver predominio
de um deles. A maioria dos pacientes com essa forma de DM apresenta
sobrepeso ou obesidade, e cetoacidose raramente desenvolve-se
espontaneamente, ocorrendo apenas quando associada a outras condi¢des
como infec¢cdes. O DM2 pode ocorrer em qualquer idade, mas € geralmente
diagnosticado apos os 40 anos. Os pacientes ndo sédo dependentes de insulina
exdgena para sobrevivéncia, porém podem necessitar de tratamento com
insulina para a obtencdo de um controle metabdlico adequado (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2006).

A resisténcia a acao insulina € uma anormalidade primaria e precoce no
curso da doenca, sendo esta caracterizada pela diminuicdo da habilidade da
insulina estimular a utilizacdo da glicose pelo musculo e tecido adiposo
prejudicando a lipdlise induzida por este horménio (SKYLER, 2004).

A resisténcia a insulina € um aspecto fundamental da etiologia do
diabetes tipo 2 (KAHN, 2000). Dessa forma, a maioria dos pacientes que
desenvolve diabetes tipo 2 € resistente a insulina e a hiperglicemia ocorre
guando esses pacientes ndo podem mais suportar o grau de hiperinsulinemia
compensatiria para prevenir a descompensacao bruta da homeostase da
glicose (MCLAUGHLIN, 2003). A resisténcia a insulina vem sendo associada a
aterosclerose prevalente (HOWARD 1996), hipertrigliceridemia (MORO, 2003),
intolerancia a glicose, hiperlipidemia, hiperuricemia, hipertensdo (BONORA,
1998) e doenca ovariana policistica (KAHN, 2000).
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Estudos, tanto clinicos como em animais, mostraram que niveis
elevados de glicemia resultam numa acumulo de AGEs em tecidos de
individuos diabéticos. Os AGEs acumulados ligam-se ao receptor celular
(RAGE) e esta interagao inicia uma cascata de sinalizacdo que envolve um
aumento do fator de transcricdo NF-kB. Este processo leva a um aumento
adicional de stress oxidativo e producdo/secrecao de altos niveis de citocinas
inflamatérias, tais como IL-6 e TNF- a (SCHMIDT, 1996).

O TNF-a, juntamente com a IL-6, modula a sinalizagéo intracelular de
insulina (Figura 2). Isso acontece porque ele inibe a fosforilagdo da tirosina dos
IRS e fosforila a por¢cdo serina dos mesmos IRS. Uma vez que a serina é
fosforilada, os IRS se tornam substratos pobres para o receptor de insulina. Tal
bloqueio impede que as interagBes protéicas funcionem adequadamente na
translocacdo dos GLUTs para a membrana celular e posterior internalizacéo da
glicose nas células (PASCHOAL; NAVES; FONSECA, 2007).

Um estudo realizado com humanos demonstrou que a inibicdo do NF-kB
diminui a acdo do TNF-a (LAURENCIKIENE et al, 2007). Outra funcao
desempenhada pelo TNF- a é a ativacdo do NF-kB, o que estimulara producéo
de citocinas pré-inflamatorias (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005). Isso contribui
para o ciclo vicioso de inflamacéo cronica.

A ideia de que a inflamacédo esta associada a resisténcia a insulina é
conhecida ha muito tempo (BARON, 1982) e é compativel com o achado de
gue citocinas induzidas por estresse, como TNF-a, causam resisténcia a
insulina. As cascatas de sinalizacdo reguladas pelo TNF-a sdo complexas e
envolvem muitos pontos de ramificacéo, inclusive a ativacdo de varias serina
guinases e fatores de transcricdo que promovem a apoptose ou a proliferacéo
(BAUD & KARIN, 2001). Uma das ramificacbes da via de sinalizacdo do TNF-a
envolve a ativacdo da c-Jun N-terminal quinase (Jnk) (AGUIRRE et al, 2000). A
Jnk € uma quinase induzida por estresse prototipica que € estimulada por
muitos agonistas durante uma inflamacdo aguda ou crénica. A Jnk fosforila
inimeras proteinas celulares, inclusive IRS-1 e IRS-2, Shc e Gabl. Um papel
para a Jnk durante a acdo da insulina é for¢coso, ja que tanto o IRS-1 como o
IRS-2 contém motifs de ligacdo ao Jnk. Este motif medeia a associacao
especifica da Jnk com o IRS-1, que promove a fosforilagdo de um residuo de

serina especifico que esta localizado no lado COOH-terminal do dominio de
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ligacdo a fosfotirosina (PTB — phosphotyrosine-binding) (Ser307 no IRS-1
murino; Ser312 no IRS-1 humano). A fosforilagdo deste residuo inibe a fungéo
do dominio PTB, que perturba a associagdo entre o receptor da insulina e o
IRS-1 e inibe a fosforilagéo de tirosina (AGUIRRE et al, 2000).

Figura 2. Inflamacao X Resisténcia insulinica
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Fonte: Modificado de ZECCHIN et al, 2004.

Nos ultimos anos, diversos estudos epidemiolégicos e fisiopatoldgicos
demonstraram que individuos com resisténcia a insulina apresentam valores
elevados de marcadores inflamatérios, destacando-se a proteina C-reativa
(PCR) como o mais citado. Ainda ndo ha consenso quanto ao uso desse
marcador como medida adicional para o diagnéstico de resisténcia a insulina, e

a maioria dos estudos aponta vantagens, ainda que reduzidas, de se associar
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essa determinacdo a outros critérios. Para a pratica clinica, a utilizacdo de PCR
deve seguir as recomendacdes do Seminério de Marcadores Inflamatérios dos
Centros de Prevencao e Controle de Doencas, da American Heart Association
(AHA) (SMITH, 2004), as quais, entretanto, ndo sao especificas para situacdes
de resisténcia a insulina.

Estdo com frequiéncia aparecendo na literatura evidéncias experimentais
e epidemiolégicas de que a resisténcia insulinica e 0 DM 2 sdo condi¢des que
envolvem processo inflamatério (de pouca intensidade). A inflamagé&o, portanto,
parece estar envolvida na etiologia destes disturbios. Corroborado pelo fato
gue doencas cardiovasculares, a principal complicagdo da resisténcia
insulinica, e o DM tém a inflamacdo como um dos principais componentes
(BARZILAY & FREEDLAND, 2003). Portanto, a inflamacéao parece ser um fator

comum para a resisténcia insulinica, o DM e a disfung&o endotelial.

1.2 Diabetes e inflamacéao

No inicio da doenca, a reacado inflamatoria resulta em um aumento da
citocina TNF-a (fator de necrose tumoral) e das interleucinas 18 (IL1B) e 6 (IL6)
gue apresentam uma inter- relacdo com as proteinas de fase aguda (ROMANO
et al., 2001). Com a evolucao da doenca, a persisténcia dessas proteinas em
niveis acima do normal representa um estado de inflamacao crénica leve, que
poderia ser um dos fatores responsaveis pela arterosclerose acelerada desta
populacdo (SCHALKWIJIK et al., 1999; HAYAISHI-OKANO et al., 2002).

Varios mecanismos poderiam induzir um estado inflamatorio crénico e
moderado no paciente diabético, representado pelo aumento de proteinas de
fase aguda, um dos principais seria a baixa insulinemia no sistema porta, o que
provocaria um aumento da producdo destas proteinas pelo figado, que
normalmente seria inibido pela insulina. Outros mecanismos incluem o
aumento do estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia, ativacdo de
macrofagos e a inducéo de citocinas (SCHALKWIJIK et al., 1999).

Uma das consequéncias fisiolégicas da hiperglicemia € o fenbmeno de
glicacdo nao-enzimatica e formacdo de produtos finais da glicacdo avancada

(VLASSARA et al., 1994), estes produtos podem ativar macrofagos a sintese
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de interleucina -1 e do TNF-a, que estao relacionados ao aumento de proteinas
de fase aguda (VLASSARA et al., 1994).

Na década de 90, quatro linhas de pesquisa levantaram o conceito de
que o DM é associado com a ativacdo do sistema imune inato e com a
inflamacédo, a saber: 1. a ativagcdo da coagulacdo € parte da resposta
inflamatéria e fatores da coagulagdo contribuem para os danos a 6rgéaos,
através da formacdo de microtrombos na microvasculatura (LEVI & CATE,
1999); 2. a aterosclerose envolve um baixo nivel de inflamacgé&o, que representa
uma resposta do endotélio e da parede dos vasos a injlria repetida causada
por fatores, tais como LDL oxidado, radicais livres e agentes infecciosos; 3. a
obesidade esta associada com secrecao de citocinas inflamatérias e proteinas,
tais como TNF-alfa, leptina, adinopectina e IL-6 (VISSER et al., 1999; FORD,
1999); 4. as citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-6 e TNF-alfa, afetam a
secrecdo e a eficiéncia na resposta da insulina (HOTAMISLIGIL &
SPIEGELMAN, 1994, 1996; GREENBERG & MCDANIEL, 2002). E possivel,
portanto, que agentes inflamatorios facam parte do arsenal terapéutico para o
tratamento do DM tipo 2, num futuro ndo muito distante (SORO-PAAVONEN &
FORBES, 2006).

Assim, € importante reafirmar que uma reacao inflamatéria subclinica
precede o inicio do DM tipo 2 e varias linhas de pesquisa estudam a
participacdo das citocinas inflamatorias IL-1beta, IL-6 e TNF-alfa no
desenvolvimento de DM tipo 2 (CARVALHO et al., 2006). As principais fontes
de citocinas (adipocinas) sdo os tecidos adiposos subcutaneo e visceral.
Assim, 0 aumento da massa do tecido adiposo esta associado com alteracdes
da producao de adipocina, com o aumento da expressdo do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-alfa), interleucina 6 (IL-6), inibidor do fator ativador de
plasminogénio 1 (PAI-1) e diminuicdo da expressdo de adiponectina no tecido
adiposo (CARVALHO et al., 2006). E importante ressaltar que a reducédo da
massa de tecido adiposo, por reducdo de peso, associada a exercicio fisico,
reduz os niveis de TNF-alfa, IL-6 e PAI-1 e aumenta os niveis de adiponectina,
melharando assim tanto a sensibilidade a insulina, quanto a funcao endotelial.

Tornou-se também claro, em alguns estudos, que a obesidade é
caracterizada por uma ampla resposta inflamatéria e que alguns mediadores

inflamatorios padrbes exibem impacto sobre a acdo da insulina de maneira
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similar a acdo do TNF-a na obesidade, em ratos, em gatos e em seres
humanos (PICKUP, 2004; DANDONA et al., 2004; MILLER, 1998).

E sabido que os niveis da PCR estdo elevados em individuos obesos
(PROIETTO, 2005; CERIELLO, 2006). Relativamente, poucos estudos sobre a
associacédo de PCR e DM1 tém sido publicados. A PCR tem se mostrado em
maiores concentracdes em pacientes diabéticos tipo 2 ou com intolerancia a
glicose que individuos controle (MCMILLAN, 1989).

Nos ultimos anos muitas evidéncias reforcam o papel das substancias
secretadas pelos adipdcitos, denominadas adipocinas. A leptina foi uma das
primeiras adipocinas identificadas. Embora a deficiéncia de leptina, dada a uma
mutacdo no gene da leptina, seja a causa de uma forma rara de obesidade, a
maioria dos obesos humanos tém elevacdes nos niveis de leptina. A leptina
atua também como um hormbnio que tem um importante papel tanto da
imunidade inativa como na adaptativa e falta a exibicdo da funcédo da leptina
tanto em ratos quanto humanos, causa danos a imunidade (FERNANDES et
al., 1978). Adiponectina e resistina sdo também exemplos das moléculas com
atividade imunoldgica que séao produzidas nos adipocitos (BERG et al., 2002;
STEPPAN & LAZAR, 2002; FUKUHARA, 2005).

A adiponectina € uma proteina plasmatica de aproximadamente 30 KDa,
relativamente abundante, que é secretada especificamente pelo tecido adiposo.
A adiponectina possui importantes efeitos no metabolismo, tais como efeito
antiinflamatérios, anti-aterogénicos e sensibilizadores da insulina. O gene da
adiponectina humana localiza-se no cromossoma 3927, um sitio associado
com suscetibilidade a DM2 (KISSEBAH et al., 2000).

A resistina € uma proteina pertencente a familia de proteinas secretorias
ricas em cisteina, denominadas “moléculas semelhantes a resistina” (RELM —
resistin-like molecules) ou “encontradas em locais de inflamacao” (FIZZ — found
in the inflammatory zone), foi descoberta em 2001 e representa a mais nova
das adipocinas. Ela foi denominada assim pela sua capacidade de promover
resisténcia a insulina (CARVALHO et al, 2006).

Finalmente, os proprios lipidios também participam na regulacéo
coordenada da inflamacédo e do metabolismo. A Hiperlipidemia na obesidade &
responsavel, em parte, por induzir a resisténcia a insulina em tecidos

periféricos e a dislipidemia contribui para o desenvolvimento da aterosclerose.
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O alto nivel de coordenacdo e interligacdo entre inflamacédo e
metabolismo é destacado pela sobreposicdo bioldégica e pela funcdo de
macroéfagos e adipécitos na obesidade (Figura 3), os macrofagos expressarem
muitos, se ndo a maioria dos genes produtores de “adipdcitos” tais como o
FABPaP2 adipdécito/macréfago (conhecido também como FABP4) e PPARYy,
enquanto os adipécitos expressam muitas proteinas de macrofagos, tais como
TNF-a, IL-6, e MMPs (MAKOWSKI et al, 2001; TONTONOZ et al., 1998;
BOULOUMIE et al., 2001). As potencialidades funcionais destes dois tipos de
células também se sobrepdem, os macrofagos podem armazenar e estocar
lipidios tornando-se células ateroscleroticas, pré-adipdcitos sob algumas
circunstancias, podem exibir propriedades fagociticas, antimicrobianas e até
mesmo diferenciarem-se em macré6fagos em alguns ambientes (COUSIN et al,
1999; CHARRIERE et al., 2003).

Além disso, macrofagos e adipdcitos co-localizam-se no tecido adiposo
na obesidade. O recente achado que a obesidade esta caracterizada pelo
acumulo de macrofagos no tecido adiposo branco fortaleceu a nossa
compreensdao do desenvolvimento da inflamacdo do tecido adiposo na

obesidade (WEISBERG et al., 2003 ; XU et al., 2003).

Figura 3: integracdo das respostas metabolicas e imunes nos adipdcitos e nos

macrofagos através de mecanismos compartilhados.
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Como vimos até aqui, hoje j& se estabelece como um entendimento
cientifico que a inflamag&o subclinica crénica é uma parte da Sindrome de
Resisténcia a Insulina (FROHLICH et al., 2000).

Os mecanismos exatos que ligam a resisténcia a insulina e a inflamacgéo
continuam pouco claros. Entretanto, a associacdo intima entre a resisténcia
insulinica e a inflamacdo na aterogénese sugere que as terapias que se
dirigem a ambos os parametros podem ter beneficios em reduzir complicacbes
macrovasculares relatadas no diabetes. A classe dos tiazolidinedionas, agentes
anti-diabeticos orais, tém também propriedades anti-inflamatérias. O tratamento
com estes agentes tem uma escala de efeitos anti-aterogénico, incluindo niveis
reduzidos de PCR, do fator ativador do plasminogénio (PAI-1), do TNF-a e das
espécies reativas do oxigénio. Adicionalmente, o efeito sensibilizador da
insulina dos tiazolidinedionas melhora outros fatores da Sindrome da

resisténcia a insulina, incluindo a dislipidemia e a hipertenséo (NESTO, 2004).

1.3 Complicacdes micro e macrovasculares do diabetes oriundos da

hiperglicemia

Outro ponto importante € que o DM é uma sindrome clinica
heterogénea, caracterizada por anormalidades endrécrino-metabdlicas,
caracterizada clinicamente por varios fatores como cetose, acidose e, em
casos mais graves, o coma. O estresse oxidativo pode ser responsavel pelos
sintomas apresentados pelos pacientes com DM; é definido quando ha
alteracdo no balanco pré-oxidante e antioxidante (BELLOMO et al., 1991;
NOUROOZ-ZADEH et al., 1995). As alteracdes por ele causadas podem
ocorrer na conducdo nervosa, na auto-oxidacdo da glicose sangiinea, na
formacédo de glicosilacdo avancada e na atividade da enzima aldose redutase
(LOW PA et al., 1997).

Véarios mecanismos tém sido propostos para explicar as anormalidades
estruturais e funcionais associadas a exposicdo prolongada dos tecidos
vasculares a hiperglicemia. O aumento da atividade da via dos polidis, a
glicacdo ndo-enzimética das proteinas com a producao dos produtos finais da

glicagdo avancada (AGEs — do inglés, Advanced Glycated End-Products), o
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estresse oxidativo, com o aumento dos radicais livres e as alteragcOes da
proteina kinase C, sdo mencionados na literatura como o0s principais
mecanismos envolvidos nas disfuncbes endoteliais e na aterogénese, que
precedem as graves complicacdes vasculares presentes no paciente diabético
(SCHALKWIJK, 2005).

Entre as teorias que explicam como a hiperglicemia crénica conduz aos
danos celulares e teciduais observados nessa doenga, a formacdo dos
produtos de AGEs, é considerada uma das mais importantes (BROWNLEE et
al, 2001; PEPPA et al, 2003).

Em estudo experimental realizado, utilizando estreptozotocina (STZ),
ficou demonstrado que 18 horas apo6s a indu¢cdo do DM ocorreu dano nas
células beta pancreaticas, provavelmente causado pelo desequilibrio nos
sistemas pro e antioxidantes (MELO, 2001).

Os AGEs tém efeitos diretos e indiretos. As atividades diretas incluem a
capacidade de alterar a arquitetura da parede dos vasos através da formacao
de ligacdes transversais intermoleculares, reduzindo a elasticidade. As
atividades indiretas sdo decorrentes da geracdo de mediadores da AGE,
espécies reativas do oxigénio, que podem levar a uma reducdo do
vasorelaxante enddgeno, oxido nitrico (LEI FENG et al., 2005).

Interagindo com o receptor para os AGE (RAGE), os AGEs ampliam
seus efeitos bioldgicos consideravelmente recrutando elementos celulares. A
RAGE é um membro da superfamilia das imunoglobulinas. Duas
consequéncias gerais da ativacdo celular mediada pelo RAGE incluem a
incitacdo de um fendtipo pro-inflamatoério, resultando da expressdo dos
mediadores (citocinas) e dos efetores (metaloproteinases e do fator tecidual), e
a “up regulation” do proprio receptor. O Ultimo tem o poder de criar uma
retroalimentacdo positiva para a inducdo do ligante, expressando mais
receptores na superficie da célula com o objetivo de potencializar ciclos
subsequentes de ativacdo celular (KISLINGER et al.,, 1999; NEEPER et al.,
1992).

Os trés mecanismos pelos quais os AGEs causam dano tecidual sdo: 1)
ligacdo a macromoléculas, 2) interacdo com receptores especificos e 3)

acumulacéo intracelular (SING et al, 2001). Estes se acumulam no organismo,
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sendo responséveis pelas complicacdes crénicas do diabetes como retinopatia,
nefropatia e neuropatia (LAPOLLA et al, 2004).

Os AGEs podem ser altamente deletérios a integridade e a funcdo dos
vasos sanguineos de diversas maneiras. No interior da parede dos vasos, 0s
AGEs formam ligagBes cruzadas intra e intermoleculares em proteinas da
matriz, “aprisionam” proteinas plasmaticas, causam enrijecimento da
vasculatura, extinguem a atividade do Oxido nitrico (NO) e da prostaciclina
(PGI2), além de interagirem com receptores para modular grande numero de
propriedades celulares. Os AGEs ndo apenas diminuem os niveis desses dois
importantes fatores relaxantes derivados do endotélio, mas também induzem a
producdo do potente vasoconstritor endotelina-1 pelas células endoteliais por
meio da ativacdo do NF-kB. Nas proteinas de baixa densidade plasmaticas
(LDL), os AGEs iniciam reac¢des oxidativas que promovem a formacéo da LDL
oxidada (BASTA et al, 2004; GOLDIN et al 2006).

A interacdo dos AGEs com células que se acumulam nas placas
arterioscleroticas, como os fagocitos mononucleares e as células musculares
lisas, gera estimulos que intensificam a resposta inflamatoria. Adicionalmente,
a interacdo dos AGEs com componentes da parede dos vasos aumenta a
permeabilidade vascular, a expressao da atividade pro-coagulante e a geracéo
de ROS, resultando na expressdao aumentada de moléculas de adeséo
leucocitarias endoteliais. Os AGEs modulam o0s estagios iniciais da
aterogénese, desencadeando processo inflamatorio-proliferativo e contribuindo
para a propagacao da inflamacéo e para a perturbacéo vascular na doenca ja
estabelecida (BASTA et al, 2004; GOLDIN et al 2006).

A determinacéo dos produtos de glicacao (produtos de Amadori - Figura
4) é rotineiramente analisada através da dosagem da HbAlc, a qual é utilizada
para avaliacdo do controle metabodlico nos pacientes diabéticos. A HbAlc
origina-se por meio de uma reacao irreversivel entre a glicose sangiiinea e o
aminoacido valina N-terminal da cadeia beta da hemoglobina A. A HbAlc
representa aproximadamente 80% da fracdo das hemoglobinas Al, também
chamadas de rapidas, sendo esta denominacdo resultado do processo de
separacao eletroforética (SACKS, 1999).

Em um individuo n&o-diabético, cerca de 4% a 6% do total de HbAlc

apresenta-se glicada, enquanto que no diabético com descontrole acentuado
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esta porcentagem pode atingir niveis duas a trés vezes acima do normal
(SACKS, 1999).

A dosagem da A1C passou a ser considerado parametro essencial na
avaliacdo do controle do DM apds a publicacdo dos resultados de dois grandes
estudos clinicos: Diabetes Control and Complications Trial (DCCT), em
1993(6), e UNITED KINGDOM PROSPECTIVE DIABETES STUDY (UKPDS),
em 1998, relativos ao diabetes mellitus tipos 1 e 2 (DM1 e DM2),
respectivamente. Esses estudos demonstraram, claramente, que manter o
nivel de A1C abaixo de 7% no portador de diabetes reduz significativamente o
risco de desenvolvimento das complicagbes micro e macrovasculares da
doenca em relacdo ao paciente cronicamente descontrolado (DCCT RE
SEARCH GRO UP, 1993; UK PROSPECTIVE DIABETES STUDY GROUP,
1998).

Figura 4 - Estagios da glicacado ndo-enzimatica das proteinas.
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O termo genérico “hemoglobina glicada” refere-se a um conjunto de
substancias formadas com base em reacdes entre a hemoglobina A (HbA) e
alguns acgucares. O termo “hemoglobina glicosilada” tem sido erroneamente
utilizado como sinénimo de hemoglobina glicada. O processo de “glicagéo” de
proteinas envolve uma ligagdo ndo enzimética e permanente com acucares
redutores como a glicose, ao contrario do processo de “glicosilagdo”, que
envolve uma ligagdo enzimética e instavel (ULRICH & CERAMI, 2001)

A HbA é a forma principal e nativa da hemoglobina, sendo que a HbAO é
o principal componente da HbA. Na pratica, esta corresponde a chamada
fracdo néo glicada da HbA. Por outro lado, a HbA1 total corresponde a formas
de HbA carregadas mais negativamente devido a adicdo de glicose e outros
carboidratos.

Existem varios subtipos de HbA1l cromatograficamente distintos, tais
como HbAlal, HbAla2, HbAlb e HbAlc. Desses todos, a fragdo HbAlc, ou
apenas Al1C, é a que se refere a hemoglobina glicada propriamente dita, cujo
terminal valina da cadeia beta esta ligado a glicose por meio de uma ligacao
estavel e irreversivel.

No decorrer dos anos ou das décadas, a hiperglicemia prolongada
promove o desenvolvimento de lesdes organicas extensas e irreversiveis,
afetando os olhos, os rins, 0s nervos, 0S vasos grandes e pequenos, assim

como a coagulacéo sanguinea (Figura 5).
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Figura 5 - A1C e risco relativo de complicagées microvasculares: DCCT

A1C e risco relativo de complicactes microvasculares: DCCT
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DCCT, Diabetes Control and Complicatione Trial

1. Adaptado de Skyler JB. Endocrinol Metad Clin Morth Am. 1996;25:243-254
2. DCCT. N Engl Med. 1993;329:97T-966

3. DCCT Diabets. 1995;44:968-983

Fonte: Tietz Textbook of Clinical Chemistry and Molecular Diagnostics. St. Louis, Elsevier
Saunders 2006. p.837-901.
Adaptado por Grupo Interdisciplinar de Padroniza¢do da Hemoglobina Glicada — A1C, 2009.

Do ponto de vista de recursos laboratoriais de avaliagdo do controle da
glicemia, a glicacdo da albumina é outro processo decorrente da glicacdo das
proteinas, gerando a chamada “albumina glicada”, analito considerado como
melhor marcador do controle glicémico do que a A1C, uma vez que a glicacao
da albumina ndo é afetada pela alteracdo no tempo de sobrevida das
hemacias, como acontece no teste de A1C, o qual pode ser profundamente
influenciado pela presenca de processos hemoliticos e de hemoglobinas
anormais. Alguns autores consideram que o uso da albumina glicada esta
especialmente indicado em pacientes com diabetes submetidos a hemodialise.
Entretanto, deve-se ressaltar que os niveis ideais de albumina glicada ainda
nao foram definitivamente estabelecidos e que os resultados desse teste
podem ser influenciados pela presenca de proteindria macica, doenca intestinal
perdedora de proteinas ou pelo tratamento com dialise peritoneal (ABE et al,

2008). O teste de albumina glicada reflete a média dos niveis glicémicos das
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tltimas duas a trés semanas, enquanto que o teste de A1C reflete a média dos
niveis glicémicos dos Ultimos dois a quatro meses. Ndo € um teste
regularmente disponivel na pratica laboratorial diaria (Grupo Interdisciplinar de
Padronizacédo da Hemoglobina Glicada - A1C, 2009)

O teste da frutosamina também tem como base a glicacdo de proteinas,
sendo resultante da interacdo da glicose plasmatica e a lisina, presente na
molécula de albumina e de outras proteinas. E mais comumente utilizado na
pesquisa experimental do que o teste de albumina glicada. Como a albumina,
maior componente da frutosamina, tem meia-vida curta, cerca de 2 a 3
semanas, o teste da frutosamina reflete o controle glicEmico de curto prazo. A
utilidade clinica do teste de frutosamina ndo esta bem estabelecida, sendo
esse recurso, geralmente, recomendado em situagdes nas quais o teste de
A1C apresente algum problema. Além disso, ndo ha estudos demonstrando a
utilidade do teste como marcador do desenvolvimento de complicacbes
relacionadas ao diabetes (ADA, 2008).

Tabela 1 - Correspondéncia entre niveis de A1C e niveis médios de glicemia

Nivel de AIC % Estudo DCCT Estudo ADAG
4 65 T0
5 100 98
6 135 126
6,5 Meta - SBD 152 140
7 Meta - ADA 170 154
8 205 182
9 240 21
10 275 239
1 310 267
12 345 295

MNatahan, DM et al Translating the A1C Assay into Estimated Average Glucose Values. Diabetes Care 31:1-6, 2008.

Fonte: Grupo Interdisciplinar de Padronizagcdo da Hemoglobina Glicada — A1C, 2009.
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1.4 Insulina

A insulina € um horménio peptidico sintetizado pelas células f3
pancreéticas das ilhotas de Langerhans a partir de um precursor de 110
aminoécidos, a pré-pro-insulina, que posteriormente, € clivada no reticulo
endoplasmatico dando origem a pro-insulina. Esta é transportada ao complexo
de Golgi onde é convertida a insulina. O produto final € composto por duas
cadeias peptidicas (A e B) unidas por duas pontes dissulfeto. A cadeia A (a) é
formada por 21 residuos de aminoacidos e a cadeia B () possui 30 residuos
(LE FLEM et al., 2002).

A secrecdao de insulina pelas células B inicia-se, basicamente, em
funcdo da hiperglicemia. No pancreas, a glicose é transportada para dentro da
célula através de transportadores de glicose tipo 2 (GLUT 2). Dentro da célula
existem canais compostos de quatro subunidades K* |z 6.2 (canal de potassio
com retificacéo interna), formando o poro do canal, e quatro subunidades SUR
1 (receptor de sulfoniluréia 1) que € requerida para ativacao e regulacéo. A
ligagdo intracelular de ATP ao K* | 6.2 fecha o canal, enquanto a abertura da-
se pela ligacdo de MgADP ao SURL1. O primeiro passo para o metabolismo da
glicose é a fosforilacdo pela enzima glicoquinase, formando glicose-6-fosfato,
consequentemente produzindo ATP. O aumento da razdo ATP/MgADP
resultante do metabolismo da glicose fecha o canal, levando a um aumento de
carga positiva dentro da célula B, e a conseqlente despolarizacdo da
membrana, abrindo canais de célcio (Ca2+) dependentes de voltagem. O
aumento de calcio intracelular desencadeia a secre¢cdo do hormdénio
(GRIBBLE; REIMANN, 2003; HENQUIN, 2004). A Figura 06 mostra o

mecanismo de secrecao de insulina.
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Figura 6. Mecanismo de secrec¢&o da insulina.
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Fonte: Adaptado de DEAN, 2004.

A insulina, uma vez secretada, promove a captacdo, armazenamento e
rapida utilizacdo da glicose pelos tecidos corporais, principalmente o figado,
musculo e tecido adiposo. Em relacdo ao metabolismo dos carboidratos, altos
niveis de insulina estimulam a glicolise para liberacdo de energia; a glicose
gue nao € imediatamente utilizada é captada pelo figado e musculo, onde é
convertido em glicogénio. No figado, a insulina estimula a producdo de
glicogénio através da estimulacdo da glicogénio sintetase, inibicdo da
glicogénio fosforilase e inibicdo da gliconeogénese. No musculo, a insulina
aumenta a sintese de glicogénio, estimula a glicélise e a captacdo de glicose
por aumentar o nimero de transportadores de glicose (GLUT-4) na membrana
plasmatica. No tecido adiposo, a insulina estimula a captacdo de glicose
semelhante ao musculo e promove a lipogénese, aumentando a atividade da
lipoproteina lipase, que libera acidos graxos para a sintese de triglicerideos e
inibe a lipase horménio-sensivel, enzima responsavel pela quebra dos
estoques de gordura.

Com relacdo ao metabolismo protéico, a insulina também possui um
efeito anabdlico, promovendo a entrada de aminodcidos nas células e
estimulando a sintese protéica (TAHA; KLIP, 1999; BEARDSALL et al, 2003;
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MOORE et al., 2003). A Tabela 2 representa as ac¢des da insulina no figado,

musculo e tecido adiposo.

Tabela 2. Resumo dos efeitos da insulina sobre o metabolismo de

carboidratos, lipidios e proteinas no figado, misculo e tecido adiposo.

Tipo de Células hepaticas Tecido adiposo Miusculo
metabolismo
. . N ~ - . A~ - .
Metabolismo de  + gliconeogénese captagdo de glicose T captagdo de glicose
carboidratos
. e A~ . A P,
~ glicogenalise sintese de glicerol glicolise
~ - g A~ - ~
glicolise glicogénese

A~ . -
glicogénese
. . - -~
Metabolismo de lipogénese sintesede =e-ee-

lipidios triglicerideos
+ lipdlise

A, ..
sintese de acidos

Sraxos

=

. — A -
Metabolismode  + degradagio das - captacio de

proteinas proteinas aminoacidos

A~ -
sintese de proteinas

Onde T significa aumento e  significa diminuicao.

Fonte: Adaptado de DEAN (2004).

Durante o jejum, os niveis de insulina na circulagdo sangilinea
diminuem, enquanto o glucagon e outros hormdnios contra-regulatorios
aumentam. O glucagon, horménio produzido pelas células a pancreaticas, é
um antagonista dos efeitos da insulina, tendo como prioridade fundamental o
aumento da glicemia estimulando a quebra de glicogénio e a gliconeogénese.
O figado € o 6rgado primario responsavel pela gliconeogénese, mas ap0s um
jejum prolongado (ser humano, 18 h para deplecdo total do glicogénio
hepatico), o rim também pode contribuir para a producao de glicose. Embora
os niveis de glicose plasmatica sejam inicialmente mantidos pela glicogendlise

hepética, o glicogénio estocado esgota-se e a contribuicdo da gliconeogénese
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a partir de glicerol, lactato e amino&cidos aumenta progressivamente (TAHA;
KLIP, 1999; BEARDSALL et al., 2003; MOORE et al., 2003).

A insulina é o hormbénio mais importante que regula o metabolismo
energético. Uma deficiéncia relativa ou absoluta, como no caso do diabetes,
leva a severas disfungdes nos principais 6érgaos-alvos da insulina, isto é,
figado, tecido adiposo e musculo (HEI, 1998). A falta de insulina leva ao
aumento dos niveis glicémicos, diminuicdo da captacdo de glicose pelos
tecidos periféricos e reducdo da sintese protéica, devido a diminuicdo do
transporte de aminoacidos para o musculo. Além disso, os amino&cidos séo
utilizados como substrato para a gliconeogénese. A acao lipogénica é perdida,
elevando os niveis plasmaticos de acidos graxos (MOORE et al., 2003;
RODEN; BERNROIDER, 2003).

1.5 Diabetes mellitus experimental

Os agentes diabetogénicos como o0 aloxano e estreptozotocina tém sido
utilizados em estudos experimentais para inducdo ao diabetes mellitus, pois
estas drogas tém a capacidade de reproduzir em animais de laboratorio o
guadro de alteracdes metabdlicas e sinais clinicos semelhantes ao diabetes
em humanos (MENDES & RAMOS, 1994). Ambos xenobidticos caracterizam-
se por seu efeito toxico seletivo as células das ilhotas de Langerhans do
pancreas (MORDES & ROSSINI, 1981; SZKUDELSKI, 2001).

O aloxano (2,4,5,6-tetraxipirimidina; 5,6-dioxiuracil) € uma substancia
hidrofilica e instavel, com meia vida em pH neutro a 37°C de
aproximadamente 2 minutos. A estabilidade aumenta em baixas temperaturas
(LENZEN & MUNDAY, 1991). Suas propriedades diabetogénicas foram
reportadas por Dunn, Sheehan e McLethie em 1943, quando a droga
administrada em coelhos provocou uma necrose especifica das ilhotas
pancreaticas. Desde entdo, o aloxano tem sido utilizado como indutor do DM
em modelos animais (LENZEN & MUNDAY, 1991).

O aloxano exerce suas ac¢les diabetogénicas quando administrado de
forma parenteral: intravenosa, intraperitoneal e subcutdnea. A dose de
aloxano requerida para indu¢cdo ao DM depende da espécie de animal, da

forma de administracdo e do status nutricional. Ja foi verificado que humanos
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apresentam ilhotas de Langerhans mais resistentes ao aloxano quando
comparadas as de ratos e camundongos (EIZIRIK et al, 1993).

O mecanismo de acdo do aloxano € evidenciado através da repentina
elevacao na secrecdo de insulina na presenca ou na auséncia de glicose. O
aloxano atua sobre as células beta do pancreas, induzindo a liberacdo macica
de insulina.

Outro aspecto importante € a formacéo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) através da reducdo do aloxano com posterior formacdo do acido
dialdrico (HEIKKILA et al., 1982; LENZEN & MUNDAY, 1991). Da reacao do
aloxano e do &cido dialtrico forma-se um radical aloxano intermediario (HA.) e
um composto chamado “composto 305", devido a sua absorgéo
espectrofotométrica maxima ocorrer no comprimento de onda 305 nm. Este
agente diabetogénico também reage com dois grupamentos —SH no sitio de
ligacdo da glicose na enzima glicoquinase, resultando na formagdo de
ligacdes dissulfeto e inativagdo da glicoquinase (LENZEN & MIRZAIE-PETRI,
1991).

Um dos alvos das EROs € o DNA das ilhotas pancreaticas que leva a
destruicdo das membranas celulares e inducédo de quebra no DNA (SAKURAI
& OGISO, 1995). Outro importante passo da acao diabetogénica do aloxano
sdo os distirbios na homeostase intracelular do célcio (Ca®"), onde foi
demonstrado que esta droga eleva a concentracdo de Ca?" livre citosélico nas
células beta do pancreas, despolarizando as ilhotas de Langerhans (PARK et
al., 1995). Desta maneira, a acdo toxica do aloxano sobre as células beta do
pancreas envolve diferentes processos, como a oxidacdo de grupamentos —
SH, inibicdo da glicoquinase, geracdo de radicais livres e distlurbios na
homeostase intracelular de célcio, sendo as ultimas duas causas as principais
responsaveis pela liberacdo supra fisiologica de insulina e consequente
desgaste das ilhotas de Langerhans (KLIBER et al.,, 1996; SZKUDELSKI,
2001, LENZEN, 2008).

Os ratos com diabetes induzida por aloxano apresentam sintomas
idénticos aos pacientes humanos, com danos no sistema ocular, renal,
cardiaco, vascular e nervoso, constituindo assim um importante modelo para o

estudo de complica¢cBes agudas e cronicas do DM (BIESSEL, 2005).
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1.6 Tratamento medicamentoso para o DM2

Quando o paciente com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) n&o responde ou
deixa de responder adequadamente as medidas ndo medicamentosas, um ou
mais agentes antidiabéticos devem ser indicados, com o objetivo de controlar a
glicemia e promover a queda da hemoglobina glicada (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2003). Os mecanismos de resisténcia a insulina
(R1), a faléncia progressiva da célula beta, os multiplos transtornos metabdlicos
(disglicemia, dislipidemia e inflamacgdo vascular) e as repercussdes micro e
macrovasculares que acompanham a historia natural do DM2 também devem
ser objetivos lembrados.

O tratamento do Diabetes deve ter como meta a normoglicemia,
devendo dispor de boas estratégias para a sua manutencdo em longo prazo.
Em verdade, um dos objetivos essenciais no tratamento do DM2 deve ser a
obtencao de niveis glicémicos tdo proximos da normalidade quanto e possivel
alcancar na pratica clinica. Os agentes antidiabéticos orais sdo substancias
gue, quando ingeridas, tem finalidade de baixar a glicemia e manté-la normal
(jejum < 100mg/dl e pos-prandial < 140mg/dl) (DIRETRIZES SBD, 2006). Sob
esse conceito amplo, de acordo com o mecanismo de acdo principal, os
antidiabéticos orais podem ser separados em: medicamentos que incrementam
a secrecao pancreatica de insulina (sulfonilureias e glinidas); reduzem a
velocidade de absorcédo de glicidios (inibidores das alfaglicosidases); diminuem
a producdo hepatica de glicose (biguanidas); e/ou aumentam a utilizacao
periférica de glicose (glitazonas). No entanto, com finalidade pratica, os
antidiabéticos orais podem ser classificados em duas categorias principais: 0s
gue aumentam a secrecdo de insulina (hipoglicemiantes) e os que nao

aumentam (anti-hiperglicemiantes) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Tratamento do DM2 com agentes antidiabéticos

FARMACO

PERFIL E MECANISMO DE ACAO

Inibidores da alfaglicosidase

Arcabose

Retarda a absorcéo intestinal de glicose. Baixo potencial de redugédo da
Al1C (0,5 — 0,8%). Intolerancia gastrointestinal. Eficacia associada ao uso
pré-prandial para prevencao da hiperglicemia pds-prandial.

Biguanidas

Metformina

Reduz primariamente a producdo hepatica de glicose e combate a
resisténcia a insulina. Alto potencial de reducédo da A1C (2%). Intolerancia
gastrointestinal. Nao causa hipoglicemia. Pode promover discreta perda
de peso. Contraindicada na disfuncdo renal, hepética, pulmonar ou
cardiaca, bem como no pré e no pés-operatério e em pacientes
submetidos a exames de imagem com contraste.

Glitazona

Pioglitazona

Combate primariamente a resisténcia a insulina e reduz a producdo
hepatica de glicose. Aumenta a sensibilidade do musculo, tecido
gorduroso e figado a insulina. Potencial intermediario de reducéo de A1C
(0,5 — 1,4%). Pode promover retencdo hidrica e ganho de peso,
aumentando o risco de insuficiéncia cardiaca. Também pode aumentar o
risco de fraturas. Promove reducéo do risco cardiovascular. A Franca e a
Alemanha suspenderam preventivamente a comercializagdo para avaliar
a suspeita de um possivel aumento de risco do cancer de bexiga.

Sulfonilureias

Glimepirida
Glibenclamida
Clorpropramida
Glicazida

Estimulam a produgdo enddégena de insulina pelas células beta
pancreaticas, com duracdo de acdo média a prolongada (8 — 24 horas).
Uteis para o controle da glicemia de jejum e da glicemia de 24 horas. Alto
potencial de reducdo da AlC (2%). Podem causar hipoglicemia.
Clorpropramida e glibenclamida apresentam maior risco de hipoglicemia.
Uma alegada acéo deletéria em células beta humanas ainda nao esta
estabelecida.

Glinidas

Repaglinida
Nateglinida

Estimulam a producdo enddgena de insulina pelas células beta
pancreaticas, com duracdo rapida de acdo (1-3 horas). Uteis para o
controle da hiperglicemia p6s-prandial. Potencial intermediario de reducéo
de A1C (1 — 1,5%). Podem promover aumento de peso e hipoglicemia. A
repaglinida é mais potente que a nateglinida.

Incretinomimeétic

os e inibidores da DPP-4

Exenatida
Liraglutida
Vildagliptina
Sitagliptina
Saxagliptina
Linagliptina

Nova classe, cujo mecanismo inclui o estimulo das células beta para
aumentar a sintese de insulina e a agdo nas células alfa do pancreas
reduzindo a producgédo de glucagon. O glucagon tem efeito de aumentar a
glicemia. Potencial médio de reducdo da A1C (0,5 — 0,8%, dependendo
do valor basal da Al1C). Nao causam hipoglicemia. Intolerancia
gastrointestinal. Os incretinomiméticos séo injetaveis e os inibidores da

DPP-4 sao para uso oral.

Fonte: Modificado das Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2011).
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1.7 A pentoxifilina como droga antiinflamatdria

Para testarmos a hipdtese de que uma reacgdo inflamatdria subclinica
precede o inicio do DM tipo 2 escolhemos a PTX, um farmaco que
comprovadamente apresenta atividade  antiinflamatéria e que também
apresenta evidencias cientificas de minimizar os danos secundéarios dessa
patologia (LEE et al., 2001; MORRIS, 2001; RODRIGUEZ & GUERRERO,
2008).

Clinicamente, a exploracdo mais consistente das acdes antiinflamatéria
e imunomoduladora da pentoxifilina se deram apenas nos ultimos dez anos. O
primeiro trabalho a utilizar o medicamento com este fim foi na redugdo do
processo imunologico de pacientes com esclerose multipla (RIECKMANN et al,
1996), onde os autores demonstraram que o farmaco modulou a resposta em
direcdo a resposta tipo Th2 com reducéo do TNF-a e da IL-12 e aumento da IL-
10 e da IL-4. No tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva uma série de
artigos demonstrou que o uso da pentoxifilina melhorou a funcéo sistdlica de
pacientes com insuficiéncia cardiaca avancada, com melhora dos sintomas
clinicos e reducéo da inflamacéo sistémica medida pelo TNF-a e através da
PCR (SKUDICKY et al, 2001; SLIWA et al, 2002; PETERS & ESSOP, 2004). A
pentoxifilina também demonstrou um bom perfil anti-inflamatdrio em pacientes
submetidos a cirurgia cardiaca, onde o uso de circulacdo extracorpérea
promove uma ativacdo importante da resposta inflamatéria (BOLDT et al,
2001).

Estudos realizados com a pentoxifiina comprovaram um resultado
positivo no tratamento da nefropatia diabética e de outras patologias de base
inflamatéria (LEYVA-JIMENEZ et al., 2009).

Outros motivos que justificam o seu uso para o tratamento de uma
doenca crbénica como o DM é o fato de ser um medicamento classico e seguro.
Sua farmacocinética permite que ele seja rapidamente absorvido pelo trato
gastrointestinal, com picos de concentracdo plasmatica atingidos em pouco
mais de uma hora, com meia-vida de cerca de quatro horas. A pentoxifilina tem
metabolismo predominantemente hepatico, sendo inicialmente utilizado em
pacientes com claudicacdo intermitente e doenca vascular periférica com um
excelente perfil de seguranca clinica (FRAMPTON & BROGDEN, 1995). O uso
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do medicamento para este fim se justificava pela acdo de relaxamento da
musculatura vascular (KAMPHUIS et al, 1994) e reducédo da viscosidade
sanguinea, efeito atribuido a sua capacidade de melhorar a flexibilidade da
membrana das hemécias e permitir sua passagem por capilares menores que
seus diametros (ANGELKORT et al, 1969).

A pentoxifilina (PTX), 3,7-dimetil-1(5"-oxo-hexil) (Figura 7), € um inibidor
nao-seletivo da fosfodiesterase, derivado da metilxantina, com efeitos
antiinflamatérios e imunomoduladores (RENKE et al, 2010), que atua
classicamente como agente redutor da viscosidade sangulinea, conhecido por
suas acbes em doencas oclusivas arteriais periféricas e disturbios arterio-
venosos de natureza aterosclerética ou diabética. O mecanismo de acdo desta
droga ainda néo foi totalmente esclarecido, mas sabe-se que a reducédo da
viscosidade sanglinea pode ser consequéncia das concentracdes diminuidas
do fibrinogénio plasmatico e inibicho da agregacdo dos eritrocitos e das
plaquetas. Acredita-se que a flexibilidade eritrocitaria € devida a inibicdo da
fosfodiesterase e ao aumento resultante do AMP ciclico nos glébulos
vermelhos. Também é capaz de inibir a producéo de Fator de Necrose Tumoral
alfa (TNF-a) por mondcitos e linfécitos T in vitro. (LOPRINZI & JATOI, 2004;
ANTUNES et al, 2008). Esta droga tem sido utilizada em outros estudos,
baseada na hipotese de que a mesma € capaz de inibir a producdo dessas
citocinas pro-inflamatérias (MACDONALD et al,1994; SLIWA et al, 1998;
COOPER et al, 2004; ANTUNES et al, 2008), presentes no DM2 desde 0 inicio

da doenca.

Figura 7 — Estrutura quimica da pentoxifilina
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A PTX possui propriedades antiinflamatorias e imunolégicas importantes,
com efeitos sobre a reducdo da migracdo de neutréfilos e leucocitos
(MANDELL, 1988; DE PROST et al, 1990). Estes estudos também
demonstraram que seu principal efeito antiinflamatério se dava sobre a
resposta do tipo Thl, sendo o farmaco considerado um agente supressor da
produgcdo do TNF-a (SAMLASKA & WINFIEL, 1994) uma das principais
citocinas deste tipo de resposta imunologica. Além deste efeito sobre o TNF-q,
posteriormente também foi demonstrado sua acdo sobre uma ampla gama de
citocinas, sempre promovendo a reducdo (a0 menos in vitro) de mediadores
pré-inflamatérios, como IL-6, e aumentando a acdo de citocinas anti-
inflamatérias, como IL-10, além da inibicdo da expressédo e atividade da PCR
(D'HELLENCOURT et al, 1996; RAMANI et al, 1994) . O mecanismo pelo qual
a pentoxifilina exerce este efeito imunolégico ainda ndo foi totalmente
elucidado. Sugerem atuacdo sobre a transcricdo protéica de citocinas pro-
inflamatorias. Trabalhos analisaram a expressdo do RNA mensageiro do TNF-a
em camundongos (KREMSNER et al, 1991).

A PTX previne o aumento da permeabilidade microvascular e a
formacdo de edema inibindo os efeitos mediados por polimorfonucleares, com
reducdo na ativacao celular, na fagocitose, na adesdo endotelial, na reducéo
na quimiotaxia, na producdo de superéxido e nas respostas a mediadores
inflamatorios (BESSLER, 1986; SULLIVAN e col., 1988; COE et al.,, 1997;
MULLER et al., 1997; SAVAS et al., 1997; TURKOZ et al., 1997; CLARK et al.,
2003). Adicionalmente, a pentoxifilina inibe a xantinaoxidase, diminui a
producédo do PAF, inibe a sintese da fosfolipase A2 e aumenta a producdo de
PGI2, assim revertendo a vasoconstricdo isquémica (STEEB et al., 1992;
HAMMERMAN et al., 1999; TIRELI et al., 2003).

A pentoxifilina é considerada um inibidor da formacdo de espécies
reativas de oxigenio (GAVELLA et al., 1991; YOVICH, 1993) e indicada para o
tratamento da claudicacéo intermitente, embora a eficacia clinica da droga para
esta indicacdo permaneca controversa. Tem sido sugerido também que a
pentoxifilina pode ser utilizada em doencas que afetam o fluxo sanguineo para
a retina, tais como retinopatia diabética (SONKIN et al, 1992; SCHMETTERER
et al, 1996) ou degeneracdo macular (KRUGER et al, 1998). O efeito
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terapéutico da pentoxifilina, nestas condi¢bes, pode ser relacionado com o
aumento do fluxo sanguineo capilar e pelo seu efeito vasodilatador direto.

Outro ponto relevante nos estudos da pentoxifilina € que esta parece ser
eficaz no tratamento da nefropatia diabética, pois o uso em curto prazo dessa
substancia resultou em diminuicdo de proteindria e de microalbumindria em
diabéticos, bem como em similar resposta quando comparada ao captopril em
individuos nd&o-hipertensos e diabéticos, com pequenos efeitos colaterais
(RODRIGUEZ & GUERRERO, 2008). Alguns estudos também indicam que a
inflamacdo mediada por citocinas pro-inflamatérias participa da progresséao da
nefropatia diabética e que o tratamento com a pentoxifilina produziu uma
regressao e prevencdo na progressdo na lesdo renal do paciente diabético
(LEYVA-JIMENEZ et al., 2009) e uma diminuicdo acentuada da proteinGria
nestes pacientes (MCCORMICK et al., 2008).

A pentoxifilina tem demonstrado ainda ser benéfica em desordens
imunologicamente mediadas, como por exemplo, na dermatite de contato,
hanseniase, artrite reumatéide, cancer e malaria (GRANINGER et al., 1991;
HUIZINGA et al., 1996; SAMPAIO et al., 1998).


http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1575939&tool=pmcentrez#bib38
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1575939&tool=pmcentrez#bib40
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1575939&tool=pmcentrez#bib63
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, estdo com frequéncia aparecendo na literatura
evidéncias experimentais e epidemiologicas de que a resisténcia insulinica e o
DM tipo 2 sao condicbes que envolvem processo inflamatério (de pouca
intensidade). Achados cientificos confirmam que doenca -cardiovascular
complicacdo da resisténcia insulinica e o DM tém a inflamagdo como um dos
principais componentes (BARZILAY & FREEDLAND, 2003).

Varios estudos também vém fortalecendo a hipotese de que o DM2 é
caracterizado por alteracbes das chamadas proteinas de fase aguda, como a
proteina C reativa (CRP) (PICKUP et al., 1997). Tem se observado que niveis
elevados de IL-6 (que estimula a producdo de muitas proteinas de fase aguda)
aumentam o risco de diabetes (PRADHAN et al., 2001). Além da IL-6, outras
citocinas tais como IL-1beta e TNF-alfa constituem mediadores centrais do
processo inflamatorio no diabetes porque afetam a secrecao e a eficiéncia da
resposta a insulina.

Estes dados sugerem que reacdes inflamatérias ndo dependem de um
unico mediador, mas da interacdo de varias citocinas, condicdo fundamental
para a perpetuacédo da resposta de fase aguda (GABAY & KUSHNER, 1999).
Aumentos nos niveis plasmaticos de IL-6, TNF-alfa e PCR foram observados
na obesidade, no DM tipo 2, na hipertensdo, na doenca das artérias coronarias
e na resisténcia insulinica, sugerindo que a inflamacéo subclinica exerce papel
importante em todas essas condi¢des patolégicas o que nos levou, no presente
projeto, a focalizar varios paradigmas que, de uma maneira ou de outra, estao
envolvidos na fisiopatogenia do DM tipo 2.

A pentoxifilina € um inibidor ndo-seletivo da fosfodiesterase com acdes
antiinflamatérias e reoldgicas gue podem neutralizar algumas das
mudancas no diabetes que contribuem para amenizar o0s seus efeitos
secundarios como a neuropatia, a retinopatia e a nefropatia, complicacdes
crbnicas temidas no DM e determinadas por um estado de inflamacao
subclinica (LEE et al., 2001; MORRIS, 2001; RODRIGUEZ & GUERRERO,
2008).

O efeito hipoglicemiante da insulina ou dos antidiabéticos orais pode ser

potencializado (risco aumentado de hipoglicemia) com o uso concomitante da
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pentoxifilina, condicdo motivadora para a uma investigacdo dos possiveis
mecanismos envolvidos na sua acgao hipoglicemiante e corroborada por
pesquisas que confirmam a participacdo do AMPc como mediador da secrecéo
de insulina (SOTOS et al., 1987) e como inibidor da sintese de TNFa in vitro
(TARNENBAUN e HAMILTON, 1989; TAFFET et al., 1989).

Pesquisas atribuem a pentoxifilina a capacidade de inibir a producéao de
citocinas proé-inflamatérias (MACDONALD et al,1994; SLIWA et al, 1998;
COOPER et al, 2004; ANTUNES et al, 2008) que estdo presentes no DM2
desde o inicio da doenca.

Embora tais achados evidenciem a atividade hipoglicemiante e
antiinflamatéria da pentoxifilina, os mecanismos envolvidos nessa agdo ainda
nao foram totalmente esclarecidos e/ou correlacionados com o Diabetes.
Assim, faz-se necessario verificar seu potencial antiinflamatorio/hipoglicemiante
frente a glibenclamida e a metformina, drogas de primeira linha para tratamento

de pacientes diabéticos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar os mecanismos de acédo envolvidos na atividade hipoglicemiante
e antiinflamatoria da pentoxifilina no diabetes mellitus induzido por aloxano em

ratos.

3.2 Objetivos especificos

1. Verificar os efeitos da Pentoxifilina (PTX), da Glibenclamida (GLI)
e da Metformina (MET) e das associagcbes (PTX + GLI e PTX +
MET) sobre os niveis seéricos de glicose, de triglicerideos, de
colesterol e das transaminases Aspartato aminotransferase (AST)
e Alanina aminotransferase (ALT) em ratos diabéticos induzidos
por aloxano tratados em curto e longo prazo.

2. Avaliar o efeito da PTX na glicacdo de proteinas através de dois
métodos de rastreio: hemoglobina glicada e frutosamina.

3. Verificar os efeitos da PTX na hiperglicemia induzida pelo
diazéxido (DZD)

4. Verificar os efeitos da PTX, da GLI, da MET e das associacoes
(PTX + GLI ou PTX + MET) sobre o peso e a mortalidade dos
ratos diabéticos tratados em curto e longo prazo.

5. Avaliar a atividade antiinflamatéria da PTX em modelo de
inflamacdo aguda (edema de pata induzido por carragenina) na
presenca e na auséncia do diabetes induzido por aloxano.

6. Verificar os efeitos da PTX sobre os niveis de nitrito e das
citocinas TNF-alfa e IL-6 no plasma de ratos diabéticos.

7. Verificar os efeitos da PTX sobre os niveis de nitrito e das
citocinas TNF-alfa e IL-6 em homegenatos de patas de ratos
diabéticos com edemas induzidos por carragenina.

8. Estudar, do ponto de vista histologico, possiveis alteracdes nos
rins, figados e pancreas de ratos diabéticos na presenca e

auséncia do tratamento com PTX.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este estudo, realizado no Laboratério de Biofisiologia da Faculdade de
Medicina de Juazeiro do Norte (FMJ), foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal do Ceard Campus Medicina Cariri
(CEUA - UFC - Cariri) sob numero 012011 em 04 de abril de 2012. Os
experimentos para dosagens das citocina TNFalfa e IL-6 foram realizados pelo
Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco.

4.1 Drogas

Aloxano, carragenina, etilenodiaminotetracético (EDTA) e diazéxido
foram adquiridos da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA), pentoxifilina,
glibenclamida e metformina do Laboratorio EMS.

Determinacdo de citocinas: Para a dosagem de TNF-alfa foram
utilizados os materiais fornecidos pelo kit da empresa eBioscience, que
contém: anticorpo de captura especifico, anticorpo de deteccdo especifico,
avidina-HRP, padrao, solucéo substrato tetrametilbenzidina (TMB), placa de 96

pocos, coating buffer e assay diluent.

Para a dosagem de IL-6 foram utilizados os materiais fornecidos pelo
kit da empresa BD Bioscience, que contém: anticorpo de captura especifico,
anticorpo de deteccdo especifico, avidina-HRP, padrdo, solucdo substrato

tetrametilbenzidina (TMB), placa de 96 pocos, coating buffer e assay diluent.

Determinacdo de nitrito/nitrato pela reacdo de Griess: A
concentracdo de nitrito/nitrato foi determinada pela reacdo de Griess apos
reducdo enzimatica de nitrato a nitrito com a enzima nitrato redutase em
solucdo de reducdo. Para tal reacdo foram utilizadas placas de 96 pocos de

fundo chato (Nunc-Maxsorp, EUA).

4.2 Animais

Foram utilizados Rattus norvegicus de linhagem Wistar albina, machos,
adultos pesando entre 200 a 250 g, provenientes do Biotério Central da
Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte (FMJ), mantidos em repouso por

no minimo 24 horas em caixas de plastico forradas com serragem, em salas
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com temperatura ambiente e livre acesso a racdo e agua, divididos em grupos
de 10 animais e sendo distribuidos cinco animais em cada caixa conforme as

drogas em estudo.

4.3 Avaliacdes dos efeitos da pentoxifilina e dos hipoglicemiantes
glibenclamida e metformina sobre os niveis séricos de glicose,
triglicerideos, colesterol, transaminases hepaticas, hemoglobina

glicada e frutosamina.

4.3.1 Testes Pilotos de curta duracdo (agudos) com ratos com
diabetes induzido por aloxano

Foram utilizados ratos machos Wistar (200 - 250 g) divididos em grupos
de 10 animais. O diabetes foi induzido com a administracdo intravenosa de
aloxano (40 mg/kg), através da veia peniana. Apos 48 h, coletou-se do plexo
retroorbital 1 mL de sangue para avaliacdo dos seguintes testes bioquimicos:
glicemia, trigliceridios, colesterol total e transaminases hepaticas ALT e AST.

Somente 0s animais que apresentaram glicemia igual ou superior a 200
mg/dL foram submetidos a administracéo diaria via oral de pentoxifilina (PTX)
(5, 25, 50 e 100 mg/kg), dos hipoglicemiantes orais glibenclamida ((GLI) 2 e 5
mg/kg) e metformina (MET) 5 e 50 mg/kg)) e das associacfes destes
(PTX5+GLI2 e PTX5+MET5) por 1 e 2 semanas. Uma hora apds a ultima
administracdo os animais foram pesados, o sangue foi coletado e submetido as

mesmas determinacdes bioquimicas.

4.3.2 Testes de longa duracédo (crénicos) com ratos com diabetes

induzido por aloxano

Foram utilizados ratos machos Wistar (200 - 250 g) divididos em grupos
de 10 animais. O diabetes foi induzido com a administracdo intravenosa de
aloxano (40 mg/kg), através da veia peniana. Apos 48 h, coletou-se do plexo
retroorbital 1ml de sangue para avaliacdo dos seguintes testes bioquimicos:

glicemia, trigliceridios, colesterol total e transaminases hepaticas (ALT e AST).
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Somente 0s animais que apresentaram glicemia igual ou superior a 200 mg/dL
foram submetidos a administracdo diaria via oral de PTX (50 mg/kg), dos
hipoglicemiantes orais glibenclamida (GLI) e metiformina (MET) (2 e 5 mg/kg
respectivamente) e a administracdo das drogas associadas (PTX5+GLI2 e
PTX5+METS5) durante um més, dois meses e trés meses de tratamento. Uma
hora apds a ultima administracado de cada periodo os animais foram pesados, o
sangue foi coletado e submetido as mesmas determinacfes bioquimicas,
acrescidas das dosagens de frutosamina (ap6s um més de tratamento) e

hemoglobina glicada (apds dois e trés meses de tratamento).

Determinacdes bioquimicas: As determinacdes de glicemia,
trigliceridios, colesterol total, as transaminases hepaticas AST (Aspartato
aminotransferase) e ALT (Alanina aminotransferase), hemoglobina glicada,
frutosamina foram realizadas segundo métodos enzimaticos. APENDICE A.

4.3.3 Investigacao do Mecanismo de Acgéo via blogueio de canais de
K* ATP-dependentes na hiperglicemia induzida por Diazoxido

Os ensaios foram realizados de acordo com estudos de LEAHY et
al.,1994; ZHAO et al., 2005 Grupos de seis a dez ratos Wistar, machos,
pesando entre 150 e 250 gramas foram utilizados e divididos em grupos de
animais diabéticos (inducdo com aloxano e tratamento durante 5 dias com as
drogas PTX 100 mg/Kg, PTX 50 mg/Kg, GLI 5 mg/Kg e agua) e animais néo
diabéticos. Nos grupos diabéticos apenas ficaram o0s animais que
apresentaram glicemia igual ou superior a 200 mg/dL.Todos os grupos, néo
diabéticos e diabéticos tratados por cinco dias, apos jejum de 12 horas foram
divididos em controle normal (CN), controle diabético (CD), PTX100 diabético e
nao diabético, PTX50 diabético ndo diabético, GLI5 diabético e ndo diabético e,
ap6s uma hora de tratados foi injetado intraperitonealmente diazoxido (DZ)
250 mg/Kg. O sangue dos animais foi colhido para avaliagdo da glicemia nos

tempos zero (antes da aplicacdo do DZ), 60, 120 e 180 apds a aplicacao.



Figura 8 — Inducéo do Diabetes com Aloxano

Figura 9 — Coleta de sangue pelo plexo retroorbital
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4.4 Efeitos da Pentoxifilina (PTX), da Glibenclamida (GLI), da
Metformina (MET) e das associagbes (PTX + GLI e PTX + MET)
sobre o peso e a mortalidade dos ratos diabéticos induzidos por

aloxano tratados em curto e longo prazo.

Os animais foram pesados semanalmente para adequacdo da dose
durante o tratamento, para o0 acompanhamento da evolucdo clinica e da

mortalidade.

45 Edema de patainduzido por Carragenina

O diabetes foi induzido com a administracéo intravenosa de aloxano (40
mg/kg), através da veia peniana. Apos 48 h, coletou-se do plexo retroorbital
1ml de sangue para avaliacdo da glicemia e somente 0s animais que
apresentaram glicemia igual ou superior a 200 mg/dL prosseguiram para

inducdo do edema de pata.
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Figura 10. Medida do volume da pata traseira de rato em
Pletismografo (Ugo Basile, Italia).

Fonte:
http://www.ugobasile.com/catalogue/category/pain_and_i
nflammation/product/7140_plethysmometer.html

Os animais foram tratados por via oral (v.0) com pentoxifilina (50,
100mg/kg), com 5mg/Kg de glibenclamida e com agua por 5 (cinco) dias. Antes
da inducdo do edema suas patas traseiras foram estendidas e introduzidas em
Pletismografo (Ugo Basile, Italia) até a borda péstero-proximal da proeminéncia
do calcanhar para a medida do tempo zero (Tzero). O modelo de edema de
pata induzido por carragenina foi realizado segundo o método de Winter et
al.(1962). Apés uma hora do ultimo tratamento foi realizada uma injecéo
intraplantar de 40uL/pata de uma solucdo de carragenina a 1% p/v, na pata
traseira direita. O volume das patas foi medido nos intervalos de 1, 2, 3, 4, 24h
(tempos padrbes) e 48 horas, 07 dias, 15dias e 30 dias para avaliagcdo da
progressdo atipica do edema que acomete os ratos diabéticos, mantendo-os
sob tratamento com as drogas ja citadas neste modelo. O volume do edema
(VE), decorrente de uma reacdo inflamatoria aguda, foi determinado pela

diferenca entre o volume final (VF) e o volume inicial (VI) das patas.



54

45.1 Anélise por Elisa de Citocinas (TNF-a e IL-6) e Nitrito no
homogenato das patas

Foram utilizados ratos machos Wistar (200 - 250 g) divididos em grupos
de 10 animais. O diabetes foi induzido com a administracédo intravenosa de
aloxano (40 mg/kg), atraves da veia peniana. Apés 05 dias de tratamento com
a pentoxifilina nas doses 50 e 100 mg/Kg e com a droga classica glibenclamida
(5 mg/Kg) foi realizada a inducdo do edema de pata com carragenina. O
volume das patas foi medido nos intervalos de 1, 2, 3, 4 e 24 horas, ap0s o
ultimo tratamento. Apds este periodo os animais foram sacrificados por
decapitacdo e uma amostra de 5 mm de suas patas traseiras direitas retiradas
e adicionadas a uma solucao de PBS. O homogenato da pata foi obtido através
de trituracdo com Polytron e entdo centrifugado e o sobrenadante foi retirado
para a realizacdo dos experimentos. As dosagens das citocinas foram seguidas
de acordo com as instrucdes dos fabricantes (eBiosciente para TNF-alfa e BD
Bioscience para IL-6).

Um volume de 48uL do anticorpo de captura (anti-TNF-a ou anti-1L-6) foi
diluido em 12 mL da solugéo coating buffer. Foram plaqueados 100uL dessa
mistura numa placa de 96 pocos, onde ficou armazenada a 4°C overnight. No
dia seguinte o anticorpo de captura diluido foi aspirado e feitas 5 lavagens com
duracbes de 1 minuto cada, com a solucdo de lavagem (PBS + Tween-20).
Apos as lavagens foram plaqueados 200uL de assay diluent por pogo e
esperado 1 hora em temperatura ambiente. Passado esse tempo foram
realizadas novas lavagens e 100uL das amostras incubadas. A curva padréo
foi feita nas concentracdes iniciais de 2000 pg/mL para TNF-a e 5000 pg/mL
para IL-6. Apds as amostras incubadas, foi esperado um tempo de 2 horas sob
temperatura ambiente. Passado esse tempo foram realizadas novas lavagens e
adicionados 100uL da solugao de anticorpo de detecgao (48uL do anticorpo em
12mL de assay diluent) e deixada em repouso por 1 hora sob temperatura
ambiente. Apds 1 hora, foi realizada uma nova série de lavagens e adicionados
100uL da solucao de avidina-HRP (48puL de avidina-HRP em 12mL de assay
diluent) e deixada em repouso durante 30 minutos. Transcorrido o tempo foram

realizadas novas lavagens e adicionados 100uL da solugdo substrato durante
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15 minutos. Apos esse tempo foram adicionados 50uL de acido sulfurico 10% e
feita a leitura no leitor de ELISA em 450nm.

A concentracdo de nitrito/nitrato foi determinada pela reagdo de Griess
apos reducao enzimética de nitrato a nitrito com a enzima nitrato redutase em
solucdo de reducéo. Para tal reacdo foram utilizadas placas de 96 pocos de
fundo chato (Nunc-Maxsorp, EUA) onde foram depositados 50uL de cada
amostra em duplicata. A reducdo de nitrato nas amostras de plasma foi
realizada pela incubagdo com tampédo de reducdo contendo nitrato redutase
(Sigma, EUA) a 37°C por aproximadamente 18 horas. Seguiu-se a detecgao do
nitrito com a adicdo 50uL de reagente de Griess (preparado pela mistura de
volumes iguais de sulfanilamida a 1% em H3;PO, a 2,5% e 0,1% de
nafitiletilienodiamida em agua). Apds 10 minutos, absorbancia foi medida a
540nm usando um leitor automatico de microplacas. As concentracbes de
nitrito foram calculadas por extrapolagdo para uma curva padrao de NaNO; e

os dados expressos em pmoles de nitrito e nitrato.

4.6  Analise por Elisa de Citocinas (TNF-a e IL-6) e Nitrito no Soro

Foram utilizados ratos machos Wistar (200 - 250 g) divididos em grupos
de 10 animais. O diabetes foi induzido com a administracdo intravenosa de
aloxano (40 mg/kg), através da veia peniana. Apos 48 h, coletou-se do plexo
retroorbital 1ml de sangue para avaliacdo da glicemia sanguinea. Somente 0s
animais que apresentaram glicemia igual ou superior a 200 mg/dL foram
submetidos a administracao diaria via oral de PTX (25, 50 e 100 mg/kg), e
glibenclamida (GLI 5 mg/kg) durante 01 semana. Uma hora apds a ultima
administracao coletou-se do plexo retroorbital 1ml de sangue. Para a obtencéo
do soro, o sangue foi centrifugado a 2000 rpm durante 10 minutos e o
sobrenadante utilizado para a realizacdo dos experimentos (glicemia e
dosagem de citocinas).

Um volume de 48uL do anticorpo de captura (anti-TNF-a ou anti-IL-6) foi
diluido em 12 mL da solugéo coating buffer. Foram plaqueados 100uL dessa
mistura numa placa de 96 pocos, onde ficou armazenada a 4°C overnight. No
dia seguinte o anticorpo de captura diluido foi aspirado e feitas 5 lavagens com

duragcbes de 1 minuto cada, com a solucdo de lavagem (PBS + Tween-20).
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Apos as lavagens foram plaqueados 200uL de assay diluent por pogo e
esperado 1 hora em temperatura ambiente. Passado esse tempo foram
realizadas novas lavagens e 100uL das amostras incubadas. A curva padrao
foi feita nas concentracdes iniciais de 2000pg/mL para TNF-a e 5000pg/mL
para IL-6. Apds as amostras incubadas, foi esperado um tempo de 2 horas sob
temperatura ambiente. Passado esse tempo foram realizadas novas lavagens e
adicionados 100uL da solugao de anticorpo de detecgao (48uL do anticorpo em
12mL de assay diluent) e deixada em repouso por 1 hora sob temperatura
ambiente. Apos 1 hora, foi realizada uma nova série de lavagens e adicionados
100uL da solugdo de avidina-HRP (48uL de avidina-HRP em 12mL de assay
diluent) e deixada em repouso durante 30 minutos. Transcorrido o tempo foram
realizadas novas lavagens e adicionados 100uL da solugdo substrato durante
15 minutos. Apoés esse tempo foram adicionados 50uL de acido sulfurico 10% e

feita a leitura no leitor de ELISA em 450nm.

A dosagem de nitrito foi realizada através da metodologia de Griess.
50uL das amostras foram plaqueadas numa placa de 96 pocos. A curva padrao
foi realizada com uma solucdo de nitrito a 100uM. Sob protecdo da luz, foram
adicionados 50uL do reagente de Griess e esperados 10 minutos. Apds esse

periodo as amostras foram lidas em leitor de ELISA em 540nm.

4.7 Avaliacdes histopatologica do pancreas, figado e rins

Para andlise morfologica dos 6rgédos do grupo controle negativo (ratos
nao diabéticos), dos ratos diabéticos, dos grupos tratados com pentoxifilna (5,
50 mg/kg), dos grupos tratados com glibenclamida e metiformina (5mg/kg) e
dos grupos tratados pela associacdo entre essas drogas, ao final de cada
experimento, os animais foram anestesiados por inalacdo em éter e seus
orgaos foram retirados e mantidos em frasco de vidro, contendo formalina
tamponada (pH 7,4), durante 3 dias, e em seguida submetidos ao
processamento histologico para preparacdo das laminas. Os fragmentos dos
segmentos, fixados em formalina tamponada e foram desidratados por uma

bateria de alcool etilico com concentracdo crescente (70%, 80%, 90% e alcool



57

absoluto), diafanizados em xilol, emblocados em parafina e cortados por
microtomo, em cortes com espessura de 5 mm. As secc¢des obtidas foram
secadas em estufa a 37°C e coradas com hematoxilina e eosina. A andlise
histopatoldgica foi realizada no Departamento de Morfologia da UFC, Ceara.

4.8 Métodos Estatisticos

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Os
dados foram analisados por meio da andalise de dois modos: 1. Através de
Teste t pareado avaliando-se o antes e o depois do tratamento em cada grupo.
2. Através da andlise de variancia simples dos grupos pos tratados seguida
pelo teste de Newman-Keuls (como teste post hoc). Os valores foram
considerados significativos a partir de p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 Parametros Bioquimicos: glicemia, triglicerideos, colesterol total e
transaminases hepaticas em ratos diabéticos (Selecdo de

doses/estudo piloto).

O diabetes foi induzido com uma Unica injecdo de aloxano (40 mg/Kg)
por via intravenosa. Apos 48 horas, os ratos diabéticos (glicemia = 200 mg/dL)
foram selecionados para o estudo e iniciou-se no dia zero o tratamento que
durou cinco dias com a pentoxifilina nas doses usuais de 25, 50 e 100 mg/Kg e
com as drogas de referéncia glibenclamida 5 mg/Kg e metformina 50 mg/Kg .
Neste ultimo dia (5° dia) o sangue foi coletado para as determinacfes da

glicemia, triglicerideos, colesterol total e transaminases hepaticas

A administracdo oral da pentoxifilina durante uma semana reduziu a
hiperglicemia (mg/dL) causada pelo aloxano de forma significativa, nas doses
100 mg/kg na ordem de 43,53% ***p<0,001 (359,54 + 18,85 para 203,01 +
9,31), 50 mg/kg 54,69% (408,34 + 22,20 para 185,01 + 17,35) e 25 mg/Kg
34,49% **p<0,01 (376,22 + 11,47 para 246,47 + 19,03). Os farmacos de
referéncia apresentaram as reducdes mais significativas, a glibenclamida
5mg/Kg reduziu os niveis de glicemia 64,77% ***p<0,001(440,35 + 24,84 para
155,13 = 18,33) e a metformina 48,59% ***p<0,001 (340,13 + 23,36 para
174,86 + 22,91) e o controle diabético manteve a hiperglicemia (338,91 + 31,46
para 369,22 + 29,30) conforme Tabela 4.

Sobre as concentracfes de triglicerideos (mg/dL), a pentoxifilina 100
mg/Kg reduziu os niveis plasmaticos na ordem de 66,39% ***p<0,001 (499,24 +
63,99 para 167,77 + 30,47), na dose de 50 mg/Kg 63,49%% ***p<0,001
(436,93 £ 64,03 para 159,49 + 24,13) e na dose 25 mg/Kg na ordem de
38,58%**p<0,01 (415,45 + 38,23 para 255,16 + 23,05). A glibenclamida 5
mg/kg reduziu na ordem de 62,76%% ***p<0,001 (413,54 + 47,89 para 153,99
+ 23,90), a metformina na ordem de 80,26% ***p<0,001 (370,94 *+ 39,51 para
81,63 £ 8,85) e o controle diabético manteve a trigliceridemia em (536,58 *
46,29 para 495,42 + 49,87) conforme. Tabela 4.
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Os valores de reducdo de colesterol total e das transaminases hepéticas
ALT e AST pela pentoxifilina e glibenclamida n&o foram estatisticamente
significativos, entretanto a metformina mostrou uma redugdo na ordem de
36,95% **p<0,01 (73,23 + 5,91 para 46,17 + 3,26). Nao houve alteracdo nos
niveis de colesterol, ALT e AST para o controle diabético, nem no tempo zero
(48 horas ap6s a administracdo de aloxando) nem apds o tratamento de 5 dias
com o veiculo (dgua). Tabela 4.

Triglicerides (mg/dL)

Drogas (mg/KQ)

Figura 11. Efeito do tratamento de cinco dias (agudo) com pentoxifilina sobre a glicemia em ratos
diabéticos.



60

i

S —

Triglicerides (mg/dL)

L ]
b R T T T T T T S
P R R R R S S

ORI SIN AP
OEORC IS
&"\%&"\L\/Q&Q& &"\3/

Drogas (mg/kg)

Figura 12. Efeito do tratamento de uma semana com pentoxifilina sobre as concentragfes plasmaticas de
triglicérides em ratos diabéticos.
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Figura 13. Efeito do tratamento de uma semana com pentoxifilina sobre o colesterol total em ratos
diabéticos.
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Figura 14. Efeito do tratamento de uma semana com pentoxifilina sobre as concentra¢des plasmaticas de
AST em ratos diabéticos.
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Figura 15. Efeito do tratamento de uma semana com pentoxifilina sobre as concentra¢gdes plasmaticas de
ALT em ratos diabéticos.



Tabela 4. Efeito da Pentoxifilina, Glibenclamida e Metformina (Estudo Piloto - cinco dias de tratamento) sobre os niveis de glicemia, de triglicerideos, de colesterol

e de transaminases (TGO e TGP) em modelo de diabetes induzido por aloxano em ratos. Significativo apos teste t pareado (*p<0,05, *p<0,01 e ***p<0,001).

Grupos Glicemia Triglicerideos Colesterol AST ALT
(mg/Kg, vo) Média + EPM (mg/dL)  Média + EPM (mg/dL)  Média + EPM (mg/dL) Média + EPM (U/I) Média + EPM (U/I)

CDA 338,91 + 31,46 536,58 *+ 46,29 70,95 £ 5,15 47,56 + 4,13 37,38 £ 3,25
CDD 369,22 + 29,30 495,42 + 49,87 67,07 £4,77 47,33+ 4,35 45,79 = 3,87
PTX100 A 359,54 + 18,85 499,24 + 63,99 57,98 £ 2,26 42,67 + 3,56 36,53+ 2,74
PTX100 D 203,01 £ 9,31 %** 167,77 £ 30,47*** 68,51 £+ 3,09 41,47 + 3,64 40,94 + 3,08
PTX50 A 408,34 + 22,20 436,93 + 64,03 59,63 £ 3,50 49,14 + 4,15 38,81+1,94
PTX50 D 185,01 £ 17,35*** 159,49 £ 24,13*** 64,37 £ 4,67 50,77 £ 3,37 39,56 * 3,38
PTX25 A 376,22 £ 11,47 415,45 + 38,23 76,57 £5,43 49,00 + 3,26 35,92 + 3,19
PTX25 D 246,47 £ 19,03** 255,16 + 23,05** 61,68 £ 5,27 40,11+ 2,89 29,28 £+ 3,20
GLI5 A 440,35 + 24,84 413,54 + 47,89 78,72 £ 4,97 54,00 £ 3,81 42,38 £ 4,41
GLI5D 155,13 £ 18,33*** 153,99 £ 23,90*** 64,78 £ 4,19 43,28 + 2,89 34,44 + 2,48
MET50 A 340,13 £+ 23,36 370,94 £ 39,51 73,23 £5,91 61,47 £ 2,67 39,20 +1,98
MET50 D 174,86 £ 22,91*** 81,63 £ 8,85*** 46,17 + 3,26** 44,43 + 4,76 32,40+ 2,04

Os valores representam médias+tEPM para os niveis de glicemia, de triglicerideos, de colesterol e de transaminases (TGO e TGP) (n=8 a 30 ratos). Niamero de
animais especificados em paréntese. CD=controle diabético; PTX 100=pentoxifilina 100mg/Kg; PTX50=pentoxifilina 50 mg/Kg; PTX25=pentoxifilina 25 mg/Kg;
GLI5=glibenclamida 5mg/Kg e MET50=metformina 50 mg/Kg. A=antes do diabetes e D=depois do diabetes. Valores para o controle normal apés 30 dias de
acompanhamento: glicemia (87,5+3.3 para 95.4+13.8), triglicerideos (90.1+12.3 para 130.7+6.3), colesterol (52.943.5 para 82.2+3.61), AST (68.8+5.1 para 45,313.2) e
ALT (32.6+3.22 para 42.6+1.98).
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5.2 Parametros bioquimicos: glicemia, triglicerideos, colesterol total e
transaminases hepaticas em ratos diabéticos (Definicdo das doses para
os estudos de associacdo das drogas)

O diabetes foi induzido com uma Unica injecao de aloxano (40 mg/Kg) por via
intravenosa. Apos 48 horas, os ratos diabéticos (glicemia = 200 mg/dL) foram
selecionados para o estudo. Neste estudo, antes de iniciar os estudos de associagao
(potencializacdo), decidiu-se por testar o tratamento com baixas doses das drogas
isoladas, usando a pentoxifilina, a glibenclamida e a metformina nas doses 5 mg/Kg, 2
mg/Kg e 5 mg/Kg respectivamente. Dos estudos anteriores a dose de 50 mg/Kg da
pentoxifilina apresentou o melhor resultado hipoglicémico e seguira nos préximos
estudos para efeito comparativo. No ultimo dia (5° dia) o sangue foi coletado para as

determinacgfes da glicemia, triglicerideos, colesterol total e transaminases hepaticas.

A administracéo oral da PTX50 durante uma semana reduziu a hiperglicemia
induzida por aloxano na ordem 54,69% ***p<0,001 (408,34 + 22,20 para 185,01+
17,34), a PTX5 apresentou uma redugéo inferior, todavia estatisticamente significativa,
na ordem 28,78% *p<0,05 (371,19 + 30,60 para 264,35 + 16,66). A GLI5 obteve uma
reducéo de 62,20% ***p<0,001(410,42 £+ 21,43 para 155,13 + 18,33) e a GLI2 manteve
0s niveis glicémicos originais (375,57 + 26,61 para 322,49 + 29,07). A MET5
apresentou uma reducdo na ordem 28,78% *p<0,05 (334,75 % 21,29 para 259,37
14,44). O controle diabético também ndo modificou os niveis de glicemia (342,81
23,35 para 373,33 + 21,60). Tabela 5.

I+

I+

Sobre os niveis de triglicerideos, mg/dL, a PTX50 reduziu os niveis plasmaticos
na ordem de 59,66% ***p<0,001 (332,02 + 36,52 para 133,93 + 13,22) e a PTX5 na
ordem de 29,21% *p<0,05 (319,27 + 24,09 para 226,00 £ 13,11). A GLI5 causou uma
reducdo na ordem de 63,71% ***p<0,001 (293,32 + 42,41 para 134,91 + 29,96) e a
GLI2 apresentou uma reducdao inferior de 27,45% *p<0,05 (333,46 + 34,27 para 241,92
+ 40,97). A MET5 apresentou uma reducéo de 24,74% *p<0,05 (361,55 £ 28,45 para
272,08 + 24,70). O controle diabético também ndo modificou os niveis de triglicerideos
(319,24 £ 29,94 para 286,91 + 26,41) Tabela 5.

Os valores de reducgéo de colesterol total e das transaminases hepaticas ALT e
AST pela pentoxifilina e glibenclamida ndo foram estatisticamente significativos. N&ao
houve alteracdo nos niveis de colesterol, ALT e AST para o grupo controle, nem no
tempo zero (48 horas ap6s a administracdo de aloxando) nem apdés o tratamento de 5
(cinco) dias com o veiculo (aAgua) Tabela 5.
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Figura 16. Efeito do tratamento com pentoxifilina, com glibenclamida e com metformina em baixas doses
sobre a glicemia em ratos diabéticos.
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Figura 17. Efeito do tratamento com pentoxifilina, com glibenclamida e com metformina em baixas doses
sobre a concentracdo plasmatica de triglicerideos em ratos diabéticos.
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Figura 18. Efeito do tratamento com pentoxifilina em mdltiplas doses sobre a concentragdo plasmética de
colesterol nos ratos diabéticos.
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Figura 19. Efeito do tratamento com pentoxifilina, com glibenclamida e com metformina em baixas doses
sobre a concentracdo plasmatica de AST em ratos diabéticos.

ALT (UN)
BN Wb
© 2 3 3 37
h
¢ -
H
- b
°
H

. H
O -
-

Al O

©
L 000wy

Drogas (mg/kg)

Figura 20. Efeito do tratamento com pentoxifilina, com glibenclamida e com metformina em baixas doses
sobre a concentracdo plasmatica de ALT em ratos diabéticos.
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Tabela 5. Efeito do tratamento com Pentoxifilina, com Glibenclamida e com Metformina em baixas doses (cinco dias de tratamento) sobre os niveis de glicemia, de
triglicerideos, de colesterol e de transaminases (TGO e TGP) em modelo de diabetes induzido por aloxano em ratos.Significativo apés teste t pareado (*p<0,05,

*#p<0,01 e **p<0,001).

Grupos Glicemia Triglicerideos Colesterol AST ALT
(mg/Kg, vo) Média £ EPM (mg/dL) Média + EPM (mg/dL) Média £ EPM (mg/dL) Média + EPM (U/1) Média £ EPM (U/1)

CDA 342,81 + 23,35 319,24 + 29,94 70,95 £ 5,15 41,55+354 39,72+ 2,86
CDD 373,33+ 21,60 286,91 + 26,41 66,83 £5,14 44,00 5,12 35,60 £ 2,99
PTX50 A 408,34 + 22,20 332,02 £+ 36,52 61,79 + 3,84 47,69 + 4,20 35,22 +2,30
PTX50 D 185,01+ 17,34*** 133,93 £ 13,22%** 65,80 £ 5,14 50,76 + 3,37 39,54 + 3,32
PTX5 A 371,19 £+ 30,60 319,27 £ 24,09 89,97 £ 7,08 39,25+ 2,03 35,60+1,44
PTX5 D 264,35 + 16,66* 226,00 = 13,11* 71,53 £ 9,09 38,25+ 3,82 30,90 + 1,09
GLI5 A 410,42 + 21,43 293,32 £42,41 85,61 +5,48 56,50 + 4,35 38,58 + 3,06
GLI5D 155,13 + 18,33*** 134,91 £ 29,96*** 70,25 + 4,97 43,28 + 2,88 35,83+1,71
GLIZ A 375,57 £ 26,61 333,46 + 34,27 76,67 + 7,04 49,33 £ 4,60 32,42 +2,10
GLI2D 322,49 £ 29,07 241,92 + 40,97* 83,40 + 9,00 44,00 £ 7,27 27,93+1,18
METS5 A 334,75 £ 21,29 361,55 + 28,45 68,70 + 5,88 54,00 £ 4,12 35,70+ 1,49
MET5 D 259,37 = 14,44~ 272,08 = 24,70* 73,35+ 5,05 49,11 + 3,59 35,00 +1,25

Os valores representam médias+tEPM para os niveis de glicemia, de triglicerideos, de colesterol e de transaminases (TGO e TGP) (n=7 a 29 ratos). Namero de

animais especificados em paréntese. CD=controle diabético; PTX50=pentoxifilina 50 mg/Kg;

PTX5=pentoxifilina 5 mg/Kg; GLI5=glibenclamida 5mg/Kg;

GLI2=glibenclamida 2mg/Kg e MET5=metformina 5 mg/Kg. A=antes do diabetes e D=depois do diabetes. Valores para o controle normal apés 30 dias de
acompanhamento: glicemia (87,5+3.3 para 95.4+13.8), triglicerideos (90.1+12.3 para 130.7+6.3), colesterol (52.9+3.5 para 82.2+3.61), AST (68.8+5.1 para 45,3+3.2) e
ALT (32.6+3.22 para 42.6+1.98).
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5.3 Associacao das drogas: avaliacdo dos efeitos do tratamento, agudo
e crdnico sobre os niveis plasméticos de glicose, triglicerideos,
colesterol e transaminases hepéticas em ratos diabéticos.

No estudo anterior as doses de 5 mg/Kg de pentoxifiina e 2 mg/Kg
glibenclamida apresentaram baixo efeito terapéutico sobre a glicemia plasméatica nos
ratos diabéticos tratados no decorrer de uma semana. O mesmo efeito foi observado
para a metformina 5 mg/Kg. Tais doses foram definidas como subdoses e foram
associadas com a pentoxifilina 5 mg/Kg nos estudos com o objetivo de identificar o

possivel mecanismo de a¢do hipoglicemiante da pentoxifilina.

A administracdo oral da associagdo de PTX5+GLI2 durante uma semana
reduziu significativamente (***p<0,001) a hiperglicemia (319,16 + 55,52 para 138,71 +
9,15), obtendo resultados glicEmicos semelhantes para duas semanas (373,56+28,95
para 112,62+13,09), 1(um) més (345,25+45,88 para 116,131£14,49), 2 (dois) meses
(334,85+22,67 para 100,26+12,83) e 3 (trés) meses (289,97+22,14 para 67,44+1,30).
A associagdo PTX5+GLI2 também reduziu os niveis de triglicerideos na seguinte
sequéncia uma semana (301,73+48,28 para 150,48+14,20), duas semanas
(321,75+46,88 para 105,99+14,29), 1 (um) més (297,42+68,04 para 87,04+4,82), 2
(dois) meses (319,50+34,88 para 148,63+16,26) e 3 (trés) meses (272,33+24,78 para
150,91+8,68). Os resultados evidenciam um importante sinergismo entre a drogas,
fato também evidenciado na diminuicdo dos sinais tipicos do diabetes e nas
caracteristicas fisicas dos ratos a longo prazo. A pentoxifiina 5 mg/Kg e a
glibencamida 2 mg/Kg, de forma isolada, mostraram uma importante reducdo nos

niveis glicémicos com o aumento do tempo de tratamento.

A administracdo oral da associacdo de PTX5+MET5 ocasionou uma reducao
da hiperglicemia menos significativa quando comparada com a associacao
PTX5+GLI2. Apés a primeira e segunda semana de tratamento ndo foram
evidenciadas reducbes nos niveis glicémicos, Nestes periodos a MET5 apresentou
reducbes da ordem de 22,5% *p<0,05 (334,75+21,28 para 259,37+14,44) apos a
primeira semana e 34,39% *p<0,01 (371,30+26,92 para 243,59+24,34) apds a

segunda semana de tratamento.

Conforme o aumento do tempo de tratamento percebe-se uma reducdo dos
niveis glicémicos com o uso da associagdo PTX5+MET5 na ordem de 25,90% *p<0,05
(313,30£19,29 para 232,15+27,62) ap6s um més e 20,93% *p<0,05 (347,57+15,66
para 274,81+20,32) apds dois meses e uma reducdo ndo significativa nos niveis

glicémicos apos trés meses. Uma vez que nestes mesmos periodos de tratamento a
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MET5 determinou reducdes da ordem de 22,16% *p<0,05 (337,18+18,71 para
262,44+21,63) ap6s um més, 17,85% *p<0,05 (326,19+16,31 para 267,97+19,53) apds
dois meses e 21,77% ns (299,38+21,78 para 234,19+46,74) apls trés meses, nao
houve acéo sinérgica entre as drogas, fato também observado na exacerbagéo dos
sinais do diabetes mellitus para este grupo.

Os valores para triglicérides também né&o foram uniformes para os grupos
MET5 e PTX+GLI2. Os valores de reducdo de colesterol total e das transaminases
hepéticas ALT e AST ndo foram estatisticamente significativos para as drogas em
nenhum periodo estudado. Também ndo houve alteracéo nos niveis de colesterol, ALT
e AST para o grupo controle, nem no tempo zero (48 horas ap6s a administracdo de
aloxano) nem apos todos os periodos de tratamento (Tabelas 6, 7, 8, 9 e 10).
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5.3.1 Estudo de associacdo das drogas - uma semana de tratamento
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Figura 21. Efeito do tratamento das associa¢des de pentoxifilina com glibenclamida e com metformina
sobre a glicemia plasmatica em ratos diabéticos.
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Figura 22. Efeito do tratamento das associacdes de pentoxifilina com glibenclamida e com metformina
sobre os niveis de triglicerideos plasméaticos em ratos diabéticos.
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Figura 23. Efeito do tratamento da associagdo de pentoxifilina com glibenclamida e com metformina
sobre a concentracdo plasmatica de colesterol em ratos diabéticos.
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Figura 24. Efeito do tratamento da associacdo da pentoxifilina com glibenclamida e com a metformina
sobre a concentragéo plasmatica de AST em ratos diabéticos.



72

60

ALT (U/)
N oS
o o (@]
- =
E H
H
H
¢
| ]
E | |]
E 7
E | ]
- h
o -

L L T
PO ¥ O T O, ¥ O ¥ O, ¥
S PILAL AL 22 <2 QO
SEE N ixc’ U AN
SN Q«“i/\‘\@

Drogas (mg/kg)

Figura 25. Efeito do tratamento da associagdo de pentoxifilina com glibenclamida e com metformina
sobre a concentracéo plasmatica de ALT em ratos diabéticos.
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Tabela 6. Efeito do tratamento com Pentoxifilina (estudo de potencializagdo — uma semana) sobre os niveis de glicemia, de triglicerideos, de colesterol e de
transamnases (TGO e TGP) em ratos com diabetes induzido por aloxano. Significativo apds teste t pareado (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).

Grupos

Glicemia Triglicerideos Colesterol AST ALT

(g, 1) Média+ EPM (mg/dL)  Média + EPM (mg/dL)  Média + EPM (mg/dL) Média + EPM (U/l) Média + EPM (U/)
CDA 345,05 + 31,60 267,07 + 24,84 70,95 + 5,15 49,33 % 4,33 39,72 + 2,86
CDD 375,40 + 30,41 242,44 + 26,45 66,83 + 5,14 43,55 + 4,06 37,44 + 2,99
PTX50 A 425,44 + 30,58 291,75 + 25,74 61,79+ 3,84 45,27 + 3,60 35,22 + 2,30
PTX50 D 143,85 + 15,23+ 135,91 + 10,67+ 65,80 + 5,14 47,08 + 3,92 39,54+ 3,32
PTX5 A 358,91 + 46,96 326,10 + 51,75 82,14 + 5,44 39,80 + 2,60 35,60 + 1,44
PTX5 D 273,67 + 27,69 189,99 + 10,69 75,37 £ 8,51 38,00 £ 2,65 30,90 + 1,09
PTX5+GLI2 A 319,16 + 55,52 301,73 + 48,28 72,07 5,95 37,71+ 0,80 32,78+ 1,64
PTX5 +GLI2 D 138,71 + 9,15+ 150,48 +14,20 ** 74,22 3,39 39,08+ 2,33 28,25 + 0.68
GLI2 A 387,33 + 32,08 293,18 + 38,56 75,00 £ 6,33 41,00 £ 2,04 32,41+2,10
GLI2D 334,99 + 36,71 161,21 + 7,18 80,32 + 8,36 34,28 + 2,07 27,92+1,18
MET5 A 334,75 + 21,28 356,18 + 32,11 62,42 5,33 4320237 35,70 + 1,50
MET5 D 250,37+14,44* 322,40 + 26,39 66,14+ 7,31 41,33+2,28 35,00+ 1,25
PTX5+MET5 A 381,13 + 38,01 264,52 + 20,55 66,62 + 5,46 4322+343 34,11+ 0,59
PTX5+MET5 D 321,18 + 42,08 290,77 + 27,60 61,03 4,92 46,66 + 3,98 35,70+ 1,36

Os valores representam médias+tEPM para os niveis de glicemia, de triglicerideos, de colesterol e de transaminases (TGO e TGP) (n=7 a 18 ratos). Namero de
animais especificados em paréntese. CD=controle diabético; PTX 50=pentoxifilina 50 mg/Kg; PTX5=pentoxifilina 5 mg/Kg; GLI2=glibenclamida 2 mg/Kg;
PTX5+GLI2=pentoxifilina 5 mg/Kg + glibenclamida 2 mg/Kg; MET5=metformina 5 mg/Kg; PTX5+MET5=pentoxifilina 5 mg/Kg + Metformina 5 mg/Kg. A=antes do
diabetes e D=depois do diabetes. Valores para o controle normal ap6s 30 dias de acompanhamento: glicemia (87,5+3.3 para 95.4+13.8), triglicerideos (90.1+12.3
para 130.7+6.3), colesterol (52.9+3.5 para 82.2+3.61), AST (68.8+5.1 para 45,3+3.2) e ALT (32.6+3.22 para 42.6+1.98.
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5.3.2 Estudo de associacao das drogas — duas semanas de tratamento
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Figura 26. Efeito do tratamento da associagdo de pentoxifilina com as drogas classicas glibenclamida e
metformina sobre a glicemia plasmatica em ratos diabéticos.
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Figura 27. Efeito do tratamento da associacédo de pentoxifilina com as drogas classicas glibenclamida e
metformina sobre as concentragdes plasmaéticas de triglicérides em ratos diabéticos.
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Figura 28. Efeito do tratamento da associa¢do de pentoxifilina com as drogas classicas glibenclamida e
metformina sobre a concentragdo plasméatica de colesterol em ratos diabéticos.
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Figura 29. Efeito do tratamento da associacéo de pentoxifilina com glibenclamida sobre a concentracao
plasmética de AST em ratos diabéticos.
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Figura 30. Efeito do tratamento da associa¢éo de pentoxifilina com glibenclamida sobre a concentracdo
plasmatica de ALT em ratos diabéticos.
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Tabela 7. Efeito do tratamento com Pentoxifilina (estudo de potencializagdo — duas semanas) sobre os niveis de glicemia, de triglicerideos, de colesterol e de
transaminases (TGO e TGP) em ratos com diabetes induzido por aloxano. Significativo apés teste t pareado (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).

ores Glicemia Triglicerideos Colesterol AST ALT
(g, 1) Média+ EPM (mg/dL)  Média + EPM (mg/dL)  Média+ EPM (mg/dL) Média + EPM (U/l) Média + EPM (U/l)
CDA 334,43 + 32,03 306,79 + 28,19 85,77 4,77 57,43 £ 8,59 39,72+ 2,86
CDD 369,75 + 64,54 269,66 + 29,92 74,01 £ 5,05 50,42 + 9,61 37,44+ 2,99
PTX50 A 358,54 + 25,88 328,71 + 32,15 66,22 + 6,54 38,33+ 3,36 35,22 2,30
PTX50 D 188,10 + 20,13 139,43 + 20,36%* 69,43+ 5,21 33,00 £ 2,00 39,54 + 3,32
PTX5 A 303,53 + 24,97 305,04 + 37,31 85,62 + 12,39 39,25 + 2,03 35,60 + 1,45
PTX5 D 215,98 + 22,81%* 174,40 + 37,30% 68,88 + 6,16 38,25 + 3,82 30,90 + 1,09
PTX5+GLI2 A 373,56 + 28,95 321,75 + 46,88 73,09 + 12,00 43,75 6,03 32,78+ 1,64
PTX5 +GLI2 D 112,62 + 13,09 105,99 + 14,29 76,35+ 6,14 43,00+ 7,81 28,25 + 0,68
GLI2A 380,34 + 25,87 329,50 + 25,10 84,82 + 8,90 84,82 + 8,90 32,42+ 2,10
GLI2D 388,86 + 18,90 249,16 + 24,29 69,71 + 4,43 49,33 £ 4,60 27,92 +1,18
METS5 A 371,30 £ 26,92 376,02 + 34,85 84,82 +7,47 54,28 + 5,98 35,70 + 1,49
METS D 243,59 + 24,34 284,23 + 25,70 61,53 + 5,67 44,25 % 4,73 35,00 + 1,25
PTX5+MET5 A 315,54 + 32,82 352,17 + 35,21 91,72 +8,47 39,66 + 1,50 34,11 +0,59
PTX5+METS D 240,08 + 33,84* 262,37 + 40,10 84,05 + 7,34 38,67 + 3,41 35,70 + 1,36

Os valores representam médias+tEPM para os niveis de glicemia, de triglicerideos, de colesterol e de transaminases (TGO e TGP) (n=6 a 16 ratos). Namero de
animais especificados em paréntese. CD=controle diabético; PTX 50=pentoxifilina 50 mg/Kg; PTX5=pentoxifilina 5 mg/Kg; GLI2=glibenclamida 2 mg/Kg;
PTX5+GLI2=pentoxifilina 5 mg/Kg + glibenclamida 2 mg/Kg; MET5=metformina 5 mg/Kg; PTX5+MET5=pentoxifilina 5 mg/Kg + Metformina 5 mg/Kg. A=antes do
diabetes e D=depois do diabetes. Valores para o controle normal apds 30 dias de acompanhamento: glicemia (87,5+3.3 para 95.4+13.8), triglicerideos (90.1+12.3
para 130.7+6.3), colesterol (52.9+3.5 para 82.2+3.61), AST (68.8+5.1 para 45,3+3.2) e ALT (32.6+3.22 para 42.6+1.98).
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5.3.3 Estudo de associacao das drogas — um més de tratamento
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Figura 31. Efeito do tratamento da associagdo de pentoxifilina com as drogas classicas glibenclamida e
metformina sobre a glicemia plasmatica em ratos diabéticos.
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Figura 32. Efeito do tratamento da associacdo de pentoxifilina com as drogas classicas glibenclamida e
metformina sobre as concentragdes plasmaticas de triglicérides nos ratos diabéticos.
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Figura 33. Efeito do tratamento da associagdo de pentoxifilina com as drogas classicas glibenclamida e
metformina sobre as concentragdes plasmaticas de colesterol em ratos diabéticos.
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Figura 34. Efeito do tratamento da associacdo de pentoxifilina com as drogas cléssicas glibenclamida e
metformina sobre as concentragdes plasmaticas de AST em ratos diabéticos.
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Figura 35. Efeito do tratamento da associagdo de pentoxifilina com as drogas classicas glibenclamida e
metformina sobre as concentragdes plasmaticas de ALT em ratos diabéticos.
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Tabela 8. Efeito do tratamento com Pentoxifilina (estudo de potencializacdo —um més) sobre os niveis de glicemia, de triglicerideos, de colesterol e de
transaminases (TGO e TGP) em ratos com diabetes induzido por aloxano. Significativo apés teste t pareado (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).

Grupos o Glicemia Triglicérides o Colesterol o AST o ALT
(mg/Kg, vo) Média + EPM (mg/dL) Média + EPM (mg/dL) Média + EPM (mg/dL) Média + EPM (U/I) Média + EPM (U/I)

CDA 385,36+ 21,78 315,73 £ 42,03 56,27 + 5,94 50,33 + 5,74 35,07 £ 2,60
CDD 345,26 £ 34,11 394,17 + 61,37 63,91 +3,11 55,66 + 10,47 39,57 £1,61
PTX50 A 421,93 £ 32,50 330,69 + 32,45 65,13 7,66 39,75 + 3,59 39,86 + 1,42
PTX50 D 175,71 £ 19,24 170,41 + 18,17 63,23 5,61 30,33+ 2,39 35,60 + 0,74
PTX5 A 371,83+30,64 351,47 + 26,11 59,81 + 7,64 36,30 + 2,39 30,64 + 1,11
PTX5D 232,20 + 24,88™ 206,91 + 26,89* 63,23+ 4,72 34,75+ 1,72 31,90+ 1,85
PTX5 + GLI2 A 345,25+ 45,88 297,42 + 68,04 70,87 4,08 37,00 £1,19 33,16 + 3,10
PTX5 + GLI2 D 116,13 + 14,49 87,04 + 4,82 71,11 + 4,39 32,87 + 2,59 27,92 + 0,58
GLI2 A 369,69 + 30,31 320,97 + 31,63 65,68 + 2,65 41,75 + 2,96 32,16 + 2,03
GLI2D 275,05+ 27,48 189,51 + 8,56+ 73,73 3,99 36,25 + 2,49 34,50 + 2,37
PTX5 + MET5 A 313,30+ 19,29 299,65 + 33,62 63,84 4,61 34,36+ 0,55 31,42+2,73
PTX5 + MET5 D 232,15+ 27,62* 257,60 + 20,00 57,34 + 4,08 37,00+ 3,13 33,58+ 2,16
MET5 A 337,18+ 18,71 274,03 + 40,66 73,31+5,12 49,75 + 5,96 37,56 + 3,29
MET5 D 262,44 £ 21,53* 197,10 + 26,95 62,25 + 3,45 44,25 + 4,72 36,28 + 3,22

Os valores representam médias+tEPM para os niveis de glicemia, de triglicerideos, de colesterol e de transaminases (TGO e TGP) (n=7 a 12 ratos). Namero de
animais especificados em paréntese. CD=controle diabético; PTX 50=pentoxifilina 50 mg/Kg; PTX5=pentoxifilina 5 mg/Kg; GLI2=glibenclamida 2 mg/Kg;
PTX5+GLI2=pentoxifilina 5 mg/Kg + glibenclamida 2 mg/Kg; MET5=metformina 5 mg/Kg; PTX5+MET5=pentoxifilina 5 mg/Kg + Metformina 5 mg/Kg. A=antes do
diabetes e D=depois do diabetes. Valores para o controle normal ap6s 30 dias de acompanhamento: glicemia (87,5+3.3 para 95.4+13.8), triglicerideos (90.1+12.3
para 130.7+6.3), colesterol (52.9+3.5 para 82.2+3.61), AST (68.845.1 para 45,3+3.2) e ALT (32.6+3.22 para 42.6+1.98).
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5.3.4 Estudo de associacao das drogas — dois meses de tratamento
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Figura 36. Efeito do tratamento da associac@o de pentoxifilina com as drogas classicas glibenclamida e
metformina sobre a glicemia plasmatica em ratos diabéticos.
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Figura 37. Efeito do tratamento da associagdo de pentoxifilina com as drogas classicas glibenclamida e
metformina sobre as concentragdes plasmaticas de triglicérides em ratos diabéticos.
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Figura 38. Efeito do tratamento da associacéo de pentoxifilina com as drogas classicas glibenclamida e
metformina sobre as concentra¢des plasmaticas de colesterol em ratos diabéticos.
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Figura 39. Efeito do tratamento da associagdo de pentoxifilina com as drogas classicas glibenclamida e
metformina sobre as concentragdes plasméaticas de AST em ratos diabéticos.
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Figura 40. Efeito do tratamento da associa¢@o de pentoxifilina com as drogas classicas glibenclamida e
metformina sobre as concentragdes plasmaticas de ALT nos ratos diabéticos.



Tabela 9. Efeito do tratamento com Pentoxifilina (estudo de potencializagdo — dois meses) sobre os niveis de glicemia, de triglicerideos, de colesterol e de

transaminases (TGO e TGP) em ratos com diabetes induzido por aloxano. Significativo ap0ds teste t pareado (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).

Grupos Glicemia Triglicérides Colesterol AST ALT
(mg/Kg, vo) Média + EPM (mg/dL) Média + EPM (mg/dL) Média + EPM (mg/dL) Média + EPM (U/I) Média + EPM (U/I)
CDA 375,07 + 13,07 404,08 + 48,04 78,97 +6,91 50,33 +5,17 44,00 + 2,48
CDD 370,33 + 28,26 368,91 + 54,12 76,75+ 5,93 49,33 + 6,06 45,64 + 3,71
PTX50 A 311,71 + 20,32 293,68 + 19,21 82,30 + 12,53 43,42 +3,16 34,16 +2,19
PTX50 D 121,83 + 16,70*** 158,64 + 15,90*** 68,73 + 10,73 40,28 + 4,90 39,50 + 2,28
PTX5 A 380,97 + 26,40 313,64 + 37,81 62,94 +2,79 39,25 + 2,03 31,12 +1,07
PTX5 D 131,39 + 14,87*** 213,10 + 16,93* 71,35+6,11 53,33 +7,69 43,68 + 3,33
GLIB2 A 470,20 + 51,93 336,14 + 36,88 62,68 +2,11 50,33 + 4,74 32,18 + 2,04
GLIB2 D 110,69 + 19,17+ 203,73 + 11,33* 62,04 + 2,65 62,67 6,72 40,67 + 2,31
PTX E GLI A 334,85 + 22,67 319,50 + 34,88 69,87 + 3,50 35,33 £ 3,33 32,37 £2,44
PTX E GLI D 100,26 + 12,83+ 148,63 + 16,26 76,25 + 8,00 40,00 + 1,46 42,71+ 4,07
METS5 A 326,19 + 16,31 274,03 + 40,66 71,86 + 5,36 47,67 +5,22 43,28 + 3,23
*

METS5 D 267,97 + 19,53 10710 + 26,95¢ 62,73 + 3,39 46,67 +7,91 39,64 + 4,73
PTX E MET A 347,57 + 15,66 286,84 + 26,22 76,87 + 3,80 38,33+ 3,36 38,86 + 2,72
PTX E MET D 274,81 + 20,32* 219,45 + 18,58 61,97 + 3,71 48,78 + 6,47 37,69 +3,44

Os valores representam médias+tEPM para os niveis de glicemia, de triglicerideos, de colesterol e de transaminases (TGO e TGP) (n=7 a 22 ratos). Namero de
animais especificados em paréntese. CD=controle diabético; PTX 50=pentoxifilina 50 mg/Kg; PTX5=pentoxifilina 5 mg/Kg; GLI2=glibenclamida 2 mg/Kg;
PTX5+GLI2=pentoxifilina 5 mg/Kg + glibenclamida 2 mg/Kg; MET5=metformina 5 mg/Kg; PTX5+MET5=pentoxifilina 5 mg/Kg + Metformina 5 mg/Kg. A=antes do
diabetes e D=depois do diabetes. Valores para o controle normal ap6s 30 dias de acompanhamento: glicemia (87,5+3.3 para 95.4+13.8), triglicerideos (90.1+12.3
para 130.7+6.3), colesterol (52.9+3.5 para 82.2+3.61), AST (68.8+5.1 para 45,3+3.2) e ALT (32.6+3.22 para 42.6+1.98).
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5.3.5 Estudo de associacéo das drogas — trés meses de tratamento
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Figura 41. Efeito do tratamento da associacéo de pentoxifilina com as drogas classicas glibenclamida e
metformina sobre as concentragdes glicEémicas em ratos diabéticos.
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Figura 42. Efeito do tratamento da associacédo de pentoxifilina com as drogas classicas glibenclamida e
metformina sobre as concentragdes plasmaticas de triglicérides em ratos diabéticos
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Figura 43. Efeito do tratamento da associagdo de pentoxifilina com as drogas classicas glibenclamida e
metformina sobre as concentragdes plasmaticas de colesterol em ratos diabéticos
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Figura 44. Efeito do tratamento da associagdo de pentoxifilina com as drogas classicas glibenclamida e
metformina sobre as concentragdes plasméaticas de AST em ratos diabéticos.
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Figura 45. Efeito do tratamento da associacéo de pentoxifilina com as drogas classicas glibenclamida e

metformina sobre as concentragdes plasmaticas de ALT em ratos diabéticos.



Tabela 10. Efeito do tratamento com pentoxifilina (estudo de potencializagdo — trés meses) sobre os niveis de glicemia, de triglicerideos, de colesterol e de

transaminases (TGO e TGP) em ratos com diabetes induzido por aloxano. Significativo apos teste t pareado (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).

Grupos Glicemia Triglicérides ~_Colesterol . AST ~ALT
(mg/Kg, vo) Média + EPM (mg/dL) Média + EPM (mg/dL) ~ Média+ EPM (mg/dL) Media + EPM (U/1) Média + EPM (U/1)
CDA 340,47 + 12,78 380,41 * 36,28 70,28 + 4,77 44,50 + 2,45 40,66 + 5,13
CDD 327,75 + 45,38 260,87 + 45,38 54,97 + 4,62 56,86 + 6,09 44,94 + 4,14
PTX50 A 311,71 + 20,32 316,68 + 47,75 62,81+ 2,55 55,07 + 1,85 35,22 2,30
PTX50 D 73,20 + 5,63+ 162,86 + 15,11* 54,55 + 5,24 42,76 + 2,51 39,54 + 3,32
PTX5 A 255,60 + 38,54 330,35 + 39,42 63,90 + 3,41 45,33 + 3,70 31,35+1,32
PTX5D 103,41 + 14,33+ 201,65 + 17,35* 67,44 7,50 53,00 + 6,04 38,33+ 3,16
PTX5 + GLI2 A 289,97 + 22,14 272.33 £ 24,78 60,36 * 3,00 39,80+ 2,39 29,65 + 1,36
PT5 + GLI2 D 67,44 + 1,30%* 150,91 + 8,68* 64,00 + 4,62 44,00 + 4,68 35,25 + 1,20
GLI2 A 312,74 + 34,00 317,65 + 53,83 68,36 + 3,34 46,00 £ 2,80 32,17 £ 2,03
GLI2D 106,86 + 16,88** 141,71 + 18,26* 57,75 + 6,69 45,12 + 3,52 34,50 £ 2,37
PTX5 + MET2 A 364,58 + 18,91 389,73 38,10 64,50 + 3,14 42,00 + 1,86 32,55+1,11
PTX5 + MET2 D 345,28 + 5,00 199,55 + 16,01 49,60 + 8,75 51,66 + 3,70 32,60 +1,80
METS5 A 299,38 + 21,78 219,17 + 29,26 63,85 + 3,38 46,80 + 4,39 33,10 £ 1,64
METS D 234,19 + 46,74 167,08 + 16,55** 55,38 + 8,58 56,75 + 4,91 35,00 £ 1,25

Os valores representam médias+tEPM para os niveis de glicemia, de triglicerideos, de colesterol e de transaminases (TGO e TGP) (n=6 a 12 ratos). Namero de
animais especificados em paréntese. CD=controle diabético; PTX 50=pentoxifilina 50 mg/Kg; PTX5=pentoxifilina 5 mg/Kg; GLI2=glibenclamida 2 mg/Kg;
PTX5+GLI2=pentoxifilina 5 mg/Kg + glibenclamida 2 mg/Kg; MET5=metformina 5 mg/Kg; PTX5+MET5=pentoxifilina 5 mg/Kg + Metformina 5 mg/Kg. A=antes do
diabetes e D=depois do diabetes. Valores para o controle normal ap6s 30 dias de acompanhamento: glicemia (87,5+3.3 para 95.4+13.8), triglicerideos (90.1+12.3
para 130.7+6.3), colesterol (52.9+3.5 para 82.2+3.61), AST (68.845.1 para 45,3+3.2) e ALT (32.6+3.22 para 42.6+1.98).
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54 Avaliacdo do peso e da mortalidade dos ratos diabéticos apds tratamento
com Pentoxifilina (PTX), Glibenclamida (GLI) e Metiformina (MET) e com
associacoes (PTX5 + GLI2 e PTX5 + MET5).

O ganho ou a reducdo ponderal para cada esquema de tratamento foi
registrado. Os pesos, em gramas, de todos os ratos formadores de cada grupo de
tratamento foram medidos no dia zero (TO — inicio do tratamento) e no fim de cada
periodo de tratamento (1 semana, 2 semanas e 4 semanas, 8 semanas e 12

semanas).

A variacdo no peso corporal e a mortalidade dos animais diabéticos tratados
com PTX50, PTX5, GLI2, PTX5+GLI2, MET5, PTX5+MET5 e agua, durante os
periodos experimentais, € demonstrada na Tabela 11. Percebe-se que na primeira
semana existe uma reducdo de peso em praticamente todos 0s grupos sendo mais
acentuada no grupo diabético induzido nao tratado 16,21% (228,15 * 4,55 para 191,17
+ 1,72), neste periodo percebe-se também a maior mortalidade dos grupos, ocorrida
apos as 24 horas da indugcdo do diabete com aloxano, seguindo a partir dai com

mortes eventuais.

Apds os trés meses de tratamento tem-se o seguinte quadro de perdas e
ganhos ponderais; PTX50 com ganho de 27,19% (225,30 + 3,31 para 286,57 + 12,73),
PTX5 com ganho de 1,24% (216,80 + 4,63 para 219,50 + 5,08), PTX5+GLI2 com
ganho de 42,29% (227,90 £+ 2,28 para 324,29 + 6,54), GLI2 com perda de 5,32%
(232,90 * 4,32 para 220,50 * 5,89), MET5 com perda de 27,36% (221,67 + 2,37 para
161,00 £ 3,85), PTX5+MET5 com perda de 25,69% (224,36 + 2,71 para 166,71 + 3,29
) e o controle diabético (Agua) com perda de 28,47% (224,54 + 4,49 para 160,60 +
2,52).

A analise estatistica do peso corporal (Teste de Duncan) demonstrou que 0s
grupos METS5, PTX5+MET5 e o placebo (agua) ndo possuem diferengas

estatisticamente significantes entre si (p > 0,07).
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Figura 46. Curva ponderal dos ratos diabéticos tratados com pentoxifilina, glibenclamida e metformina.
Significativo apés Andlise de Variancia (ANOVA) seguido de teste de Student Newman-Keuls.
(**p<0,01 e ***p<0,001).
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Tabela 11. Avaliacdo do peso e da mortalidade de ratos com diabetes induzido por aloxano e tratados com pentoxiflina, glibenclamida e metformina durante
3 (trés) meses. Significativo apés Analise de Variancia (ANOVA) seguido de teste de Student Newman-Keuls. (**p<0,01 e ***p<0,001).

GANHO OU A REDUGAO PONDERAL

GRUPOS
DROGAS

(mg/Kg)

CD

PTX 50

PTX5
GLI2

PTX5+GLI2
METS

PTX5+MET5

2 (DUAS) 4 (QUATRO)
TZERO 1 (UMA)SEMANA SEMANAS SEMANAS 8 (OITO) SEMANAS 12 (DOZE) SEMANAS
. . . . . 2 0
MEDIA+EPM (N) MEDIAEPM MEDIA+EPM MEDIAXEPM MEDIAZEPM AEElREE ACRUALIEADE P

224,54 + 4,49 (13)
225,30 + 3,31 (10)

216,80 + 4,63 (10)
232,90 + 4,32 (10)

227,90 + 2,28 (10)
221,67 2,37 (12)

224,36 + 2,71 (14)

191,17 + 1,72 (6)
225,00 + 3,08 (8)
218,50 + 6,04 (6)
223,33 + 3,79 (6)
226,71 + 3,62 (7)
220,83 + 5,58 (6)

211,00 + 2,03 (9)

197,50 + 3,16 (6)
235,50 + 6,71 (8)
215,67 + 5,66 (6)
225,33 + 2,94 (6)
233,86 + 4,12 (7)
218,67 + 5,04 (6)

216,75 + 3,04 (8)

179,00 + 7,96 (5)
249,25 + 9,59 (8)*
215,00 + 6,31 (6)**
228,00 + 3,37 (6)**
281,86 + 8,82 (7)***

202,83 + 3,51 (6)

202,71 + 1,64 (7)

165,40 + 3,07 (5)
262,75 + 12,10 (8)**
214,17 + 5,23 (6)**
223,00 + 5,89 (6)**
313,71 + 3,27 (7)**

174,17 + 6,63 (6)

174,14 + 5,62 (7)

160,60 + 3,52 (5) 61,54%
286,57 + 12,73 (7)*** 30%
219,50 + 5,08 (6)** 40%
220,50 + 5,89 (6)** 40%
324,29 + 6,54 (7)*++ 30%
161,00 + 3,85 (6) 50%
166,71 + 3,29 (7) 50%

Os valores representam médiastEPM do nimero de animais especificados em paréntese. CD=controle diabético; PTX 50=pentoxifilina 50 mg/Kg; PTX5=pentoxifilina 5 mg/Kg;
GLI2=glibenclamida 2 mg/Kg; PTX5+GLI2=pentoxifilina 5 mg/Kg + glibenclamida 2 mg/Kg; MET5=metformina 5 mg/Kg; PTX5+MET5=pentoxifilina 5 mg/Kg + Metformina 5 mg/Kg.
A=antes e D=depois.
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5.5 Atividade hipoglicemiante da PTX e da GLI através de dois métodos de
rastreio da glicacdo: hemoglobina glicada e frutosamina.

Os resultados, analisados por ANOVA seguidos do teste Student-Newman-
Keuls, mostraram que ap6s os dois meses de tratamento, a pentoxifilina na dose de 50
mg/kg reduziu a dosagem da hemoglobina glicada (HBA1c) para o valor médio(%) de
4,57 + 0,49 e sua associacdo com a glibenclamida (PTX5+GLI2) reduziu ainda mais
(2,44 + 0,39) os niveis HBAlc. Esses valores séo significativos quando comparados
com os ratos tratados apenas com agua (12,00 + 1,01) e com glibenclamida 2 mg/kg (
6,66 + 0,89). Outro fato que traduz o importante sinergismo entre essas drogas dar-se
pela o resultado da HBALc dos ratos tratados com PTX5+GLI2 é semelhante ao valor

encontrado para os ratos normais néo tratados (2,13 + 0,68).

Os resultados mostraram que apés os trés meses de tratamento, a pentoxifilina
na dose de 50 mg/kg demonstrou valor médio(%) de 4,72 + 0,51 na dosagem da
hemoglobina glicada (HBAlc) e sua associacdo da dose de 5 mg/Kg com a
glibenclamida 2 mg/Kg (PTX5+GLI2) mostrou um valor semelhante de 4,82 + 0,57 nos
niveis HBA1c, valores significativos quando comparados com os ratos diabéticos nao
tratados (9,58 + 0,87), com os ratos tratados com a glibenclamida 2 mg/kg (8,10 +
0,71) e com metiformina 2 mg/kg (8,77 + 0,70). (Tabelas 12 a 15).

Os resultados da dosagem de frutosamina mostraram que apds cinco semanas
de tratamento, a pentoxifilina na dose de 50 mg/kg demonstrou valor médio sérico
(umol/L2) de 200,63 + 17,18 na dosagem da frutosamina e sua associa¢ao da dose de
5 mg/Kg com a glibenclamida 2 mg/Kg (PTX5+GLI2) mostrou um resultado ainda
inferior de 155,47+ 9,88 nos niveis frutosamina, valores significativos quando
comparados com o0s ratos tratados apenas com agua (343,20 + 34,92) e com
glibenclamida 2 mg/kg (255,02 + 28,74). (Tabelas 16 e 17).
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5.5.1 Determinacédo da hemoglobina glicada ap6s dois meses de tratamento com
PTX.

154

%HbA1C

Figura 47. Avaliagdo da hemoglobina glicada apdés 2 meses de tratamento de ratos diabéticos com
pentoxifilina e glibenclamida. **p<0,001 (PTX50 vs CD); *p<0,05 (PTX5 vs CD e GLI2 vs CD); ***p<0,001
(PTX5 + GLI2 vs CD; PTX5 + GLI2 vs PTX5; PTX5 + GLI2 vs GLI2) apés Analise de Variancia (ANOVA)

seguido de teste de Student Newman-Keuls.
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Tabela 12. Efeito do tratamento prolongado (2 meses) com pentoxifilina sobre as concentrages de
Hemoglobina Glicada (HbA1C) em ratos com diabetes induzido por aloxano.

Grupos HbA1C
(mg/Kg, vo) (N) % = EPM
CD (6) 12,00 + 1,01
PTX50 (7) 4,57 +0,49°
PTX5 (14) 6,51 £ 0,54%
GLI2 (10) 6,66 + 0,89%
PTX5 + GLI2 (9) 2,44 +0,39%"°

Os valores representam médias+tEPM dos niveis de hemoglobina glicada. O ndmero de animais
encontra-se especificado em paréntese. CD=controle diabético; PTX 50=pentoxifilina 50 mg/Kg;
PTX5=pentoxifilina 5 mg/Kg; GLI2=glibenclamida 2 mg/Kg; PTX5+GLI2=pentoxifilina 5 mg/Kg +
glibenclamida 2 mg/Kg. Valor da hemoglobina glicada do controle normal ndo tratado (2,13 + 0,68,
n=5)

Tabela 13. Efeito do tratamento prolongado (2 meses) com pentoxifilina sobre as concentragdes de
Glicemia e Hemoglobina Glicada (HbA1C) em ratos com diabetes induzido por aloxano.

Glicemia X Hemoglobina Glicada

- g?é;f’\‘/’g) W e (ma/dL) Mg
CD (10) 370,33 + 28,26 12,00 1,01
PTX50 (7) 121,83 + 16,70 4,57 +0,49
PTX5 (16) 131,39 + 14,87 6,51 + 0,54
GLIB2 (10) 110,69 + 19,17 6,66 + 0,89
PTX E GLI (14) 100,26 + 12,83 2,44 +0,39

Os valores representam médiastEPM dos niveis de glicemia e de hemoglobina glicada. O nimero
de animais encontra-se especificado em paréntese. CD=controle diabético; PTX 50=pentoxifilina 50
mg/Kg; PTX5=pentoxifilina 5 mg/Kg; GLI2=glibenclamida 2 mg/Kg; PTX5+GLI2=pentoxifilina 5
mg/Kg + glibenclamida 2 mg/Kg. Valor da hemoglobina glicada do controle normal nao tratado
(2,13 £ 0,68, n=5)
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5.5.2 Determinacdo da hemoglobina glicada em ratos diabéticos apos trés meses
de tratamento com PTX.
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Figura 48. Avaliagdo da hemoglobina glicada apdés 3 meses de tratamento de ratos diabéticos com
pentoxifilina e glibenclamida.*p<0,05 (PTX50 vs PTX5) e PTX5 + GLI2 vs PTX5); **p<0,01 (PTX50 vs
CD, PTX50 vs GLI2, PTX50 vs MET5, PTX50 vs PTX5 + MET5); **p<0,01(PTX5 + GLI2 vs CD, PTX5 +
GLI2 vs GLI2, PTX5 + GLI2 vs MET5 e PTX5 + GLI2 vs PTX5 + MET5) apés Andlise de Variancia
(ANOVA) seguido de teste de Student Newman-Keuls.
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Tabela 14. Efeito do tratamento prolongado (3 meses) com pentoxifilina sobre as concentragbes de
Hemoglobina Glicada (HbA1C) em ratos com diabetes induzido por aloxano.

Grupos HbA1C
(mg/Kg, vo) (N) %=+ EPM
CD (7) 9,58+ 0,87
PTX50 (6) 4,72 +0,517Pc0e
PTX5 (9) 6,94 + 0,78
GLIB 02 (7) 8,10+0,71
PTX5+GLI2 (8) 4,82 +0,57*Pc0e
METS5 (6) 8,77+ 0,70
PTX5+MET5 (5) 8,42 + 0,89

Os valores representam médiastEPM dos niveis de hemoglobina glicada. O nimero de animais
encontra-se especificado em paréntese. CD=controle diabético; PTX 50=pentoxifilina 50 mg/Kg;
PTX5=pentoxifilina 5 mg/Kg; GLI2=glibenclamida 2 mg/Kg; PTX5+GLI2=pentoxifilina 5 mg/Kg +
glibenclamida 2 mg/Kg; MET5=metformina 5 mg/Kg; PTX5+MET5=pentoxifilina 5 mg/Kg +
Metformina 5 mg/Kg. Valor da hemoglobina glicada do controle normal né&o tratado (2,13 £ 0,68,
n=5)

Tabela 15. Efeito do tratamento prolongado (3 meses) com pentoxifilina sobre as concentragfes de
Glicemia e Hemoglobina Glicada (HbA1C) em ratos com diabetes induzido por aloxano.

Glicemia X Hemoglobina Glicada

Grupos e i(arlng/d L) e e
(mg/Kg, vo) = +

Cb 327,75 + 45,38 9,58 + 0,87
PTX50 73,20 £ 5,63 4,72 +0,51
PTX5 103,41 + 14,33 6,94 +0,78
PT5 + GLI2 67,44 £ 1,30 4,82 + 0,57
GLI2 106,86 + 16,88 8,10+ 0,71
PTX5 + MET2 345,28 + 5,00 8,42 + 0,89
MET5 234,19 + 46,74 8,77 +0,70

Os valores representam médiastEPM dos niveis de glicemia e de hemoglobina glicada.
CD=controle diabético; PTX 50=pentoxifilina 50 mg/Kg; PTX5=pentoxifilina 5 mg/Kg;
GLI2=glibenclamida 2 mg/Kg; PTX5+GLI2=pentoxifilina 5 mg/Kg + glibenclamida 2 mg/Kg;
MET5=metformina 5 mg/Kg; PTX5+MET5=pentoxifilina 5 mg/Kg + Metformina 5 mg/Kg. Valor da
hemoglobina glicada do controle normal néo tratado (2,13 + 0,68, n=5)
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5.5.3 Determinagdo da frutosamina em ratos diabéticos ap6és um més de
tratamento com PTX.

a,b,c

Frutosamiana pmol/L2

Drogas mg/Kg

Figura 49. Avaliagdo da Frutosamina apés 1 més de tratamento de ratos diabéticos com pentoxifilina e
glibenclamida. PTX50 vs CD (*p<0,05); GLI5 vs CD (*p<0,05); PTX5+GLI2 vs CD (*p<0,01); *p<0,05
(PTX5+GLI2 vs GLI2, PTX5+GLI2 vs PTX5 ), apés Andlise de Variancia (ANOVA) seguido de teste de
Student Newman-Keuls.
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Tabela 16. Efeito do tratamento de médio prazo (1 més) com pentoxifilina sobre as concentraces de

Frutosamina em ratos com diabetes.

Grupos
(mg/Kg, vo) (N)

Frutosamina (umol/L2)

% + EPM

CD (6)
PTX50 (9)
PTX5 (6)
GLI2 (7)
GLI5 (5)
PTX+GLI2 (7)

343,20 + 34,92
200,63 + 17,187
247,94 + 26,41

255,02 + 28,74

187,95 + 11,25%
155,47 + 9,88%"°

Os valores representam meédiastEPM dos niveis de frutosamina. O niUmero de animais encontra-se
especificado em paréntese. CD=controle diabético; PTX 50=pentoxifilina 50 mg/Kg;
PTX5=pentoxifilina 5 mg/Kg; GLI2=glibenclamida 2 mg/Kg; GLI5=glibenclamida 5 mg/Kg e
PTX5+GLI2=pentoxifilina 5 mg/Kg + glibenclamida 2 mg/Kg.

Tabela 17. Efeito do tratamento de médio prazo (1 més) da pentoxifilina sobre os niveis de glicemia e de
Frutosamina em ratos com diabetes. Glibenclamida (2 e 5 mg/Kg) foi o farmaco de referéncia.

Glicemia X Frutosamina

Glicemia Frutosamina

Grupos (mg/Kg, vo) Média + EPM (mg/dL) % + EPM

CcD 345,26 + 34,11 343,20 + 34,92
PTX50 175,71 + 19,24 200,63 + 17,18
PTX5 232,20 + 24,88 247,94 + 26,41
GLI2 275,05 + 27,48 255,02 + 28,74
GLI5 185,02 + 14,70 187,95 + 11,25
PTX + GLI 116,13 + 14,49 155,47 + 9,88

Os valores sdo médiastEPM dos niveis de glicemia e frutosamina. CD=controle diabético; PTX

50=pentoxifilina 50 mg/Kg; PTX5=pentoxifilina 5 mg/Kg;

GLI5=glibenclamida 5 mg/Kg e PTX5+GLI2=pentoxifilina 5 mg/Kg + glibenclamida 2 mg/Kg.

GLI2=glibenclamida 2 mg/Kg;
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5.6 Determinacdo do mecanismo de acdo da PTX via bloqueio de canais de
K* na hiperglicemia induzida por Diazéxido (DZD) em ratos diabéticos e
nado diabéticos.

Conforme visto nos estudos de potencializagdo a pentoxifilina (PTX),
guando a associada a glibenclamida (GLI), reduziu, de forma significativa, os
niveis glicémicos em todos os periodos de tratamento pré-determinados. Com
a finalidade de melhor esclarecer 0 mecanismo de acédo da PTX, introduziu-se
neste estudo o diazoxido (DZD), um agente anti-hipertensivo que causa
hiperglicemia como efeito secundario por impedir o fechamento ou prolongar o
tempo de abertura dos canais de potassio sensiveis ao ATP na membrana da

célula beta pancreatica.

Os resultados, analisados por ANOVA seguidos do teste Student-
Newman-Keuls, mostraram que a hiperglicemia provocada pelo DZD em ratos
normais ndo foi revertida pela PTX 50 mg Kg em nenhum dos tempos
estudados (uma hora: 111,83+5,67;duas horas:123,67+6,25; trés horas:
137,67+11,33) quando comparada com a GLI, que manteve um patamar
normoglicémico em todos os tempos estudados (uma hora: 57,17+2,86; duas
horas: 53,00£2,05; trés horas 49,33+3,21). Tabela 18.

Os resultados também mostraram que em ratos com diabetes induzida
pelo aloxano o estimulo hiperglicémico ocasionado pelo DZD nao foi
antagonizado por PTX ou GLI em nenhum dos tempos estudados. PTX (uma
hora: 294,00+25,92; duas horas 351,86 + 22,89). GLI (uma hora:
301,40£28,92;duas horas: 318,34+18,34). Tabela 19.
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5.6.1 Hiperglicemia induzida por Diaz6xido (DZD) em ratos nao diabéticos.
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Figura 50. Avaliacdo da pentoxifilina e da glibenclamida na curva glicémica com Diaz6xido em ratos ndo
diabéticos. **p<0,001 para 1h, 2h e 3h ((GLI 5 + DZD)° vs (CN + DZD)®; ((GLI 5 + DZD) vs
PTX50+ DZD)b). (a) apds Andlise de Variancia (ANOVA) seguido de teste de Student Newman-
Keuls.

Tabela 18. Avaliacdo da Pentoxifilina (PTX) e Glibenclamida (GLI) na curva glicémica com Diazo6xido
(DZD) em ratos néo diabéticos. A glicemia foi avaliada no tempo zero (T0) apds jejum de 12 horas. Logo
em seguida os animais foram pré-tratados por via oral com PTX 50 mg/Kg, GLI 5 mg/Kg e agua. Uma
hora ap6s foram tratados com DZD 250 mg/Kg/ i.p.

Glicemia (mg/dL)

Média £ EPM
Grupos
(ma/Kg, vo) (N) 0 hora 1 hora 2 horas 3 horas
CN + DZD (6) 64,83+2,14 124,33+8,59 144+12,67 150,33+12,24
PTX 50 + DZD (6) 65,17+2,70 111,83+5,67 123,67+6,25 137,67+£11,33
GLI 5+ DZD (6) 61,50+1,54 57,17+2,86™" 53,00£2,05™°  49,33%3,21%"

Os valores representam médiastEPM dos niveis glicémicos. O niumero de animais encontra-se
especificado em paréntese. CN+DZD=controle normal + diazoxido; PTX50+DZD=pentoxifilina 50
mg/Kg + diazéxido; GLI5+DzZD=glibenclamida 5 mg/Kg + diaz6xido.
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5.6.2 Hiperglicemia induzida por Diazoxido (DZD) em ratos diabéticos.

& CD+DzD
£ PTX 50 + DzZD

6007 mm L5+ DD

N
o
<

2004

Glicemia (mg/dL)

Oh 1h 2h
Drogas (mg/kg)

Figura 51. Avaliagdo da pentoxifilina e da glibenclamida na curva glicémica com Diazoxido em ratos
diabéticos. ***p<0,001 para Oh ((PTX 50 + DZD)’ vs (CD + DzD)%e (GLI5 + DZD)® vs (CD +
DZD)?); *p<0,05 para 1h ((PTX 50 + DZD)" vs (CD + DZD)? e ((GLI5 + DZD)vs (CD + DZD)?)
e *p<0,05 para 2h ((PTX 50 + DZD)" vs (CD + DZD)? e **p<0,01 para 2h ((GLI5 + DZD)® vs
(CD + DZD)?) ap6s Andlise de Variancia (ANOVA) seguido de teste de Student Newman-Keuls.

Tabela 19. Avaliacdo da Pentoxifilina (PTX) e Glibenclamida (GLI) na curva glicémica com Diazdxido
(DZD) em ratos diabéticos. A glicemia foi avaliada no tempo zero (TO) ap6s jejum de 12 horas. Logo em
seguida os animais foram pré-tratados por via oral com PTX 50 mg/Kg, GLI 5 mg/Kg e agua. Uma hora
apos foram tratados com tratados com DZD 250 mg/Kg/ i.p.

Glicemia (mg/dL)

Grupos em
(mg/Kg, vo) (N) Média = EPM

0 hora 1 hora 2 horas
CD + DZD (6) 364,00 + 25,78 416,33+30,01 478,83+29,20
PTX 50 + DZD (7) 221,00£20,52% 294,00+£25,92% 351,86 + 22,89%
GLI 5+ DZD (5) 214,00+£26,66% 301,40+28,92% 318,34+18,34%

Os valores representam médiastEPM do nimero de animais especificados em paréntese. CD+DZD=controle
diabético + diaz6xido; PTX50+DZD=pentoxifilina 50 mg/Kg + diazéxido; GLI5+DZD=glibenclamida 5 mg/Kg +
diazoxido.
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5.7 Avaliacao da atividade antiinflamatéria na presenca do Diabetes induzido
por Aloxano em modelo de inflamacdo aguda: Edema de Pata

O edema induzido por carragenina € um fendmeno temporal e multimediado,
gue envolve a participacdo de uma diversidade de mediadores inflamatorios, como
aminas biogénicas (histamina e serotonina), na primeira fase (1-2 h), responsaveis
pelo desenvolvimento dos eventos vasculares, e uma segunda fase (3-6 h), mantida
por outros mediadores, como citocinas (IL-1 e TNF-a), prostaglandinas e oxido nitrico
(Di ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY, 1971). Com base na natureza bifasica do
edema induzido por carragenina e no efeito inibitério da fase tardia, tem sido relatado
gue a segunda fase deste edema é sensivel a drogas antiinflamatérias utilizadas na
pratica clinica (ALCARAZ; JIMENEZ, 1988).

O efeito antiinflamatério da pentoxifilina foi avaliado com o método do edema
de pata induzido por carragenina. Os resultados (Tabela 20) demonstraram que a
pentoxifilina, na quarta hora (T4h), nas doses 50 e 100 mg/kg reduziu
significativamente (*p<0,05), o volume da pata (1,29+0,07 (40,28%) e 1,46 *0,08
(32,41%) quando comparada com o controle diabético (2,16+0,09), com a droga
hipoglicemiante glibenclamida na dose de 5 mg/Kg (1,86+0,23 (13,89%) e com
controle normal (1,87+0,06 (13,42%)). Nao houve diferenca significativa, na quarta
hora, entre o controle normal, o controle diabético e a glibenclamida. Todavia,
verificamos que possivelmente, pela condicdo low grade inflamation, houve um
aumento e prolongamento do edema dos ratos diabéticos na presenca e ha auséncia
das drogas em estudos, acentuada nos ratos diabéticos ndo tratados ou tratados com
glibenclamida, uma vez que a maior expressao inflamatoria foi verificada nas 24 horas
(T24h), onde os resultados mostraram que a pentoxifilina, nas doses 50 e 100 mg/kg
reduziu significativamente (***p<0,001), o volume da pata (1,48+0,14 (56,21%) e
1,57+0,16 (53,55%)) quando comparada com o controle diabético (3,38+0,19) e com a
droga hipoglicemiante classica glibenclamida na dose de 5 mg/Kg *p<0,05( 2,60+0,19
(23,07%)), neste mesmo periodo percebe-se que no controle normal houve uma
regressao do edema voltando praticamente para o volume apresentado na primeira
hora. Uma condi¢do atipica identificada neste experimento € que enquanto houve
reversao nos ratos ndo diabéticos do volume basal da pata injetada ap6s 48 horas,
nos ratos diabéticos ndo tratados, mesmo que de pequena intensidade, esse edema
prevalece por cerca de 30 dias, dados ndo mostrados neste trabalho devido os valores

discrepantes nas medidas do edema.
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Figura 52. Efeito antiinflamatério da pentoxifilina sobre edema de pata induzido por carragenina em ratos
diabéticos. Significativo apés andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Student Newman-Keuls
(*p<0,05, **p < 0,01; e ***p<0,001).

Tabela 20. Efeitos da pentoxifilina sobre 0 edema de pata induzido por carragenina. Glibenclamida (5
mg/kg) foi o farmaco de referéncia. Significativo apds analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de
Student Newman-Keuls (*p<0,05, **p < 0,01; e ***p<0,001).

Grupos Volume do edema (mL)
MédiatEPM
(mg/Kg, vo) .
N) 4 horas 24 horas 48 horas 7 dias
CD (9) 2,16+0,09 3,38+0,19 2,39+0,36 1,12+0,13

CN (10) 1,87+0,06 0,92+0,11*** 0,61+0,12%** 0,06+0,02***

GLI5(9) 1,86+0,23 2,60+0,19* 1,94+0,33 0,81+0,07
PTX100 (13) 1,46+0,08* 1,57+0,16*** 1,27+0,21** 0,52+0,04*
PTX50 (10) 1,29+0,07* 1,48+0,14** 1,43+0,16** 0,44+0,03*

Os valores representam médiastEPM do numero de animais especificados em paréntese. CD=controle
diabético; CN=controle normal; GLI5=glibenclamida 5mg/Kg; PTX100=pentoxifiina 100 mg/Kg;
PTX50=pentoxifilina 50 mg/Kg.
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5.7.1 Anélise por Elisa de Citocinas (TNF-a e IL-6) e Nitrito no homogenato das
patas dos animais diabéticos com edema produzido por carragenina.

Com o objetivo de verificar a participacdo ativa das citocinas TNFa e IL-6 e
producdo de nitrito na inflamacdo subclinica relatada no Diabetes mellitus
associamos num unico modelo dois modelos experimentais, induc¢do do diabetes com
aloxano (diabetes experimental) e inducdo de edema de pata com carragenina
(inflamacéo aguda). Este modelo nos permitiu visualizar e medir o edema, além de
guantificar, no homogenato das patas, as principais citocinas envolvidas no processo
inflamatorio estudado.

Os resultados (Tabela 21) mostraram que os ratos tratados com a pentoxifilina
na dose 50 mg/kg apresentaram uma reducdo significativa nos niveis de IL-6 e TNF-a
respectivamente ***p<0,001(100,95%4,38 e 22,00+£0,76) quando comparados com 0S
ratos tratados com a glibenclamida 5 mg/kg (209,22+2,08 e 36,85+3,52 pg/100 mg) e
com o grupo dos animais diabéticos nao tratados (2002,95+21,37 e 43,51+1,33 pg/100
mg). Todavia a pentoxifiina na dose 100 mg/kg mostrou o melhor resultado na
reducéo dos niveis de TNF-a ***p<0,001 (12,5310,21 pg/100 mg) quando comparado
com o demais grupos. Na concentracdo de nitrito no tecido das patas a PTX na dose
100 mg/Kg reduziu, de forma significativa, a liberacdo de nitrito tecidual em 25,09%,
todavia os resultados foram contraditorios para a PTX 50 mg/Kg (Tabela 22).
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Figura 53. Avaliagcdo dos niveis de IL-6 em homogenato de patas de ratos diabéticos e ndo diabéticos
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Figura 54. Avaliagcdo dos niveis de TNF-a em homogenato de patas de ratos diabéticos e ndo diabéticos

Tabela 21: Dosagem de citocinas em homogenatos da pata de ratos diabéticos com uma semana de
tratamento com as drogas pentoxifilina e glibenclamida. Analise de Variancia ANOVA seguido do teste de
Bonferroni, com nivel de significancia de 0,001%. Resultados expressos em (média + desvio padréo).
(n=3).

Citocinas (pg/100 mg de tecido)
(MédiatEPM)

Grupos Experimentais IL-6 TNF-a
CN 667,23+3,12+ 15,13+1,50+
CD 2002,95+21,37* 43,51+1,33*
PTX50 100,95+4,38*+1 22,00+0,76
PTX100 256,97+13,21*+t 12,53+0,21+
GLI5 209,22+2,08*+ 36,85+3,52

*Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo CN (p < 0,01)

+ Diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao grupo CD (p < 0,01)

1 Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo GLI (p < 0,01)

Os valores representam médiastEPM dos niveis de citocinas. O numero de animais encontra-se
especificado em paréntese. CN=controle normal; CD=controle diabético; PTX50=pentoxifilina 50 mg/Kg;
PTX100=pentoxifilina 100 mg/Kg e GLI5=glibenclamida 5mg/Kg;
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Grafico 55. Avaliagao dos niveis de Nitrito em homogenato de patas de ratos diabéticos e ndo diabéticos.

Tabela 22. Dosagem de Nitrito em homogenatos de patas de ratos diabéticos com uma semana de
tratamento. Andlise de Variancia ANOVA seguido do teste de Bonferroni, com nivel de significancia de
0,001%. Resultados expressos em (média * desvio padrao). (n=3)

Nitrito
(uMol)
Grupos Experimentais (MédiatEPM)
CN 214,9+17,7
CD 275,3+13,9*
PTX50 342,2+17,6
PTX100 206,6+15,1*t
GLI5 393,6+18,7

*Diferenca estatisticamente significativa em relacéo ao grupo CN (p < 0,01)

+ Diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao grupo CD (p < 0,01)

1 Diferencga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo GLI (p < 0,01)

Os valores representam médiastEPM dos niveis de nitrito. O ndmero de animais encontra-se
especificado em paréntese. CN=controle normal; CD=controle diabético; PTX50=pentoxifilina 50 mg/Kg;
PTX100=pentoxifilina 100 mg/Kg e GLI5=glibenclamida 5mg/Kg;
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5.7.2 Anélise por Elisa de IL-6 e Nitrito no plasma dos animais diabéticos

Os resultados (Tabela 23) mostraram que os ratos tratados com Glibenclamida
na dose 5 mg/kg apresentaram uma reducao significativa nos seguintes niveis de IL-6
(36,85+3,52) quando comparados com o Controle diabético (49,06+6,33 pg/mL). Ndo
houve diferenca significativa da PTX nas doses 25,50 e 100 mg/Kg quando
comparados com o controle diabético. Ja em relagdo a concentracdo plasmatica de
nitrito os resultados inverteram-se, a pentoxifilina nas doses 25, 50 e 100 apresentou,
respectivamente, uma reducao dose efeito nos niveis plasmaticos de nitrito p<0,001
(8,52+0,34; 7,58+0,58 e 6,18+0,30), quando comparada com o0 controle diabético
(13,68+0,57), enquanto a Glibenclamida apresentou uma reducdo bem menor, embora
significativa p<0,01 (11,07+0,75). (Tabela 24).
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Figura 56. Avaliacdo dos niveis de IL-6 no plasma dos ratos diabéticos.

Tabela 23. Dosagem da citocina IL-6 plasmética de ratos diabéticos com uma semana de tratamento com
as drogas pentoxifilina e glibenclamida. Andlise de Variancia ANOVA seguido do teste de Bonferroni, com
nivel de significancia de 0,001%. Resultados expressos em (média + desvio padrao).

Citocina IL-6 (pg/mL de soro)
(MédiatEPM)

Grupos Experimentais IL-6
CD (n=5) 49,06+6,33
PTX25 (n=8) 44,573,911
PTX50 (n=9) 43,32+6,35t
PTX100 (n=10) 40,418,931
GLI5 (n=4) 15,96+3,27*

*Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo CD (p < 0,001)

1 Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo GLI (p < 0,001)

Os valores representam médiastEPM dos niveis de citocinas. O numero de animais encontra-se
especificado em paréntese. CD=controle diabético; PTX25=pentoxifilina 25 mg/Kg; PTX50=pentoxifilina
50 mg/Kg; PTX100=pentoxifilina 100 mg/Kg e GLI5=glibenclamida 5mg/Kg;
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Figura 57. Avaliagdo dos niveis de Nitrito no plasma dos ratos diabéticos.

Tabela 24: Dosagem de Nitrito do soro de ratos diabéticos com uma semana de tratamento. Resultados
expressos em (média + desvio padréo).

Nitrito (uMol do soro)

Grupos Experimentais (MédiatEPM)
CD (n=5) 13,68+0,57
PTX25 (n=7) 8,52+0,34*t
PTX50 (n=7) 7,58+0,58*t
PTX100 (n=7) 6,18+0,30*t
GLI5 (n=5) 11,07+0,75*

*Diferenca estatisticamente significativa em rela¢éo ao grupo CD (p < 0,001)

1 Diferencga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo GLI (p <0,001)

Os valores representam médiastEPM dos niveis de citocinas. O numero de animais encontra-se
especificado em paréntese. CD=controle diabético; PTX25=pentoxifilina 25 mg/Kg; PTX50=pentoxifilina
50 mg/Kg; PTX100=pentoxifilina 100 mg/Kg e GLI5=glibenclamida 5mg/Kg;
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5.8  Avaliacao Histopatoldgica do pancreas, figado e rins

Figura 58. Controle Normal (CN): pancreas, figado e rim, respectivamente (HE 100x)

Figura 59. Controle iabético (CD): pancreas, figado e rim, respectivamente (HE 400x). PANCREAS —
amostra representada por pancreas exocrino com células centro-acinares. Poucas ilhotas de Langerhans em
meio a escasso tecido conjuntivo frouxo intersticial. Presenca de vasos sanguineos dilatados e ectasicos.
FIGADO - dilatac&o da veia centrolobular e do espaco porta; hemorragia sinusoidal e presenca de pigmentos
de hemossiderina. RIM — microssecgfes de rim mostrando estrutura glomerular mantida, porém com
moderada hipocelularidade. Vacuolizagdo isomérica do epitélio tubular, células inflamatérias no espago
intertubular e congestéo vascular.
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Figura 60. Grupo tratado com PTX50: pancreas, figado e rim, respectivamente (HE 400x). PANCREAS —
amostra representada por pancreas exécrino com células centro-acinares. llhotas de Langerhans com algumas
células substituidas por material amorfo hialino, em meio a tecido conjuntivo frouxo intersticial com alguns
vasos sanguineos ectésicos. FIGADO - dilatagdo da veia centrolobular, discreta tumefagdo celular de
hepatdcitos, células de Kupffer. RIM — microssecc¢des de rim mostrando estrutura glomerular mantida, porém
com discreta hipocelularidade e discreta tumefagao celular do epitélio tubular.

Figura 61. Grupo tratado com PTX5: pancreas, figado e rim, respectivamente (HE 400x). PANCREAS —
amostra representada por pancreas exécrino com células centro-acinares. Poucas ilhotas de Langerhans, com
alta substituicdo por material amorfo hialino. Ducto interlobular em meio a tecido conjuntivo frouxo intersticial
com vasos sanguineos ectasicos. FIGADO — microsseccdes de figado constituida por corddes de hepatécitos
com moderada tumefacéo celular e dilatagdo da veia centrolobular. RIM — microssecc¢des de rim mostrando
estrutura glomerular mantida, porém alguns com discreta hipocelularidade, moderada tumefacéo celular do
epitélio tubular e presencga de material eosinofilico na luz dos ductos proximais e distais.
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Figura 62. Grupo tratado com PTX5+GLI2: pancreas, figado e rim, respectivamente (HE 400x). PANCREAS
— amostra representada por pancreas exocrino com células centro-acinares. Illhotas de Langerhans de aspecto
normal, ducto interlobular em meio a tecido conjuntivo frouxo intersticial com vasos sanguineos por vezes
ectasicos. FIGADO — microssecgdes de figado constituida por corddes de hepatdcitos com intensa tumefagéo
celular, congestéo da veia centrolobular, hiperplasia das células de Kupffer focal. RIM — microssec¢8es de rim
mostrando estrutura glomerular mantida, porém alguns com discreta hipocelularidade.

Figura 63. Grupo tratado com PTX5+METS5: pancreas, figado e rim, respectivamente (HE 400x). PANCREAS
— amostra representada por pancreas exécrino com células centro-acinares. Poucas ilhotas de Langerhans,
denso infiltrado de células inflamatérias mononucleares e numerosos vasos ectasicos. FIGADO -
microssecgdes de figado constituida por corddes de hepatdcitos com moderada tumefagao celular, dilatagdo do
espaco porta e da veia centrolobular, hiperplasia das células de Kupffer focal, presenca de muitos pigmentos
escurecidos: hemossiderina? bilirrubina? RIM — microsseccdes de rim mostrando estrutura glomerular mantida,
porém muitos com discreta hipocelularidade, intensa tumefacé@o celular do epitélio tubular e presenca de
células inflamatdrias mononucleares na regiéo intersticial.
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Figura 64. Grupo tratado com MET5: pancreas, figado e rim, respectivamente (HE 400x). PANCREAS — amostra
representada por pancreas exdcrino com células centro-acinares. Raras ilhotas de Langerhans, desorganizadas,
com denso infiltrado de células inflamatdrias mononucleares e numerosos vasos ectésicos. FIGADO -
microssecgdes de figado constituida por cordfes de hepatdcitos com moderada tumefacao celular, dilatagdo da veia
centrolobular, focos inflamatérios. RIM — microssec¢des de rim mostrando estrutura glomerular mantida, porém
muitos com discreta hipocelularidade e presenca de material eosinofilico preenchendo, parcialmente os tibulos
proximais e distais.

Figura 65. Grupo tratado com GLI2: pancreas, figado e rim, respectivamente (HE 400x). PANCREAS — amostra
representada por pancreas exocrino com células centro-acinares. llhotas de Langerhans, algumas células
substituidas por material amorfo hialino, ducto interlobular em meio a tecido conjuntivo frouxo intersticial. H4 denso
acimulo de células inflamatérias na periferia. FIGADO — microsseccdes de figado constituida por cordbes de
hepatécitos exibindo discreta tumefacdo celular, sinusoides, dilatados e células inflamatérias dispersas. RIM —
microssecgfes de rim mostrando estrutura glomerular mantida, porém alguns com discreta hipocelularidade e
discreta tumefagéo celular do epitélio tubular e congestéo.
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6.0 DISCUSSAO

O desenvolvimento do conceito de que o DM2 é uma condigcdo
inflamatéria é novo, mas com importante papel nas complica¢des da doenca. O
conceito de inflamacdo em relagdo as condicdes metabdlicas como obesidade
e resisténcia insulinica partiu de achados experimentais que demonstraram a
expressdo do TNF-a, uma citocina pro-inflamatoria, estava aumentada nos
adipécitos de animais obesos, e que quando suprimida levava a diminui¢do da
resisténcia insulinica nesses animais. Estabeleceu-se, assim, a primeira
conexdo entre o aumento de citocinas pro-inflamatérias e a resisténcia
insulinica.

Estudos pioneiros conduzidos por HOTAMISLIGIL et al. demonstraram,
em 1994, que o TNF-a modula a sinalizagdo intracelular de insulina. Isso
acontece porque ele inibe a fosforilacdo da tirosina dos IRS e fosforila a sua
porcdo serina. Uma vez fosforilada a serina, os IRS se tornam substratos
pobres para o receptor de insulina. Tal bloqueio impede que as interacdes
protéicas funcionem adequadamente na translocacdo dos GLUTs para a
membrana célula e afetem a captacao da glicose para as células (PASCHOAL;
NAVES; FONSECA, 2007).

As cascatas de sinalizacdo reguladas pelo TNF-a sdo complexas e
envolvem muitos pontos de ramificagdo (BAUD E KARIN, 2001). Uma das
ramificacBes da via de sinalizacdo do TNF-a envolve a ativacdo da quinase c-
Jun N-terminal (Jnk) (AGUIRRE et al, 2000). A Jnk é uma quinase € estimulada
por muitos agonistas durante uma inflamacdo. A Jnk fosforila inUmeras
proteinas celulares, inclusive IRS-1 e IRS-2, Shc e Gabl (AGUIRRE et al,
2000), o que fortalece os achados que dizem que uma inflamac&o subclinica
antecede o DM.

Os primeiros estudos para o entendimento desta linha de raciocinio se
deram pelo consenso que a obesidade, o principal fator de risco para o DM2,
estd associada com secrecao de citocinas inflamatérias e proteinas, tais como
TNF-alfa, IL-6, leptina e adinopectina, mediadores inflamatdrios que poderiam
prever o desenvolvimento de DM2. E posteriormente, varios estudos
confirmaram a presenca da inflamag¢do como um preditor do desenvolvimento
de DM2 (DANDONA, 2004).
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O tratamento in vivo com citocinas ou endotoxinas reduz a capacidade
da insulina de mediar a entrada de glicose nas células do tecido
musculoesquelético, o que constitui forte evidéncia da participacdo dessas
moléculas na resisténcia a insulina no musculo, associada a inflamacéo aguda
sistémica. Os mecanismos que levam a inducéo da resisténcia a insulina pelas
citocinas tém sido alvo de intensa investigacdo nos ultimos anos (DUCAN et
al., 2005).

Individuos com diabetes apresentam altas concentracdes plasmaticas de
citocinas pro-inflamatorias (PIRART, 1984; NAVARO; MORA-FERNANDEZ,
2006ab; ADAMIEC; OFICJALSKA-MLYNCZAK, 2007; GACKA et al, 2008;
FESTA, 2000; GIUGLIANO et al, 1996; GUSTAVSSON et al, 2008,
HATANAKA et al, 2006) e da proteina amiléide sérica A de fase aguda
(KADOGLOU et al, 2007; HATANAKA et al, 2007 ). Estas citocinas/proteinas
podem ser produzidas pelo tecido adiposo (COPPACK, 2001) e em parte
podem ser originadas de leucocitos (HATANAKA et al, 2006), e também de
células T. Estes individuos apresentam um estado inflamatério sub-clinico
constante, fato que esta diretamente correlacionado com a instalacédo e
progressdo das complicacdes crénicas da doenca (ADAMIEC; MLYNCZAK,
2007; HATANAKA et al, 2006; HREIDARSSON, 1981; HATANAKA et al 2007;
PIRART, 1984; NAVARO; FERNANDEZ, 2006; FERREIRA et al, 1998).

A pentoxifilina € um inibidor ndo-seletivo da fosfodiesterase, derivada de
uma metilxantina, com acbGes antiinflamatérias vasculares e reoldgicas
gue podem neutralizar algumas das mudancas no diabetes que contribuem
para amenizar os seus efeitos secundarios como a neuropatia, a retinopatia e a
nefropatia, complicacbes crbénicas temidas no DM e determinadas por um
estado da “low grade inflamation” (LEE et al., 2001; MORRIS, 2001;
RODRIGUEZ & GUERRERO, 2008).

Diversos estudos atribuem a pentoxifiina a capacidade de inibir a
producéo de citocinas pré-inflamatérias (MACDONALD et al,1994; SLIWA et al,
1998; COOPER et al, 2004; ANTUNES et al, 2008) presentes no DM2 desde o
inicio da doenca.

Alguns estudos relatam que o efeito hipoglicemiante da insulina ou dos
antidiabéticos orais pode ser potencializado (risco aumentado de hipoglicemia)

com o uso concomitante da pentoxifilina, condicdo que colaborou para uma
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investigagdo dos possiveis mecanismos envolvidos na sua acgéo
hipoglicemiante, uma vez que na pratica clinica pacientes portadores do DM 2
complicado com vasculopatia diabética fazem uso, com éxito, da PTX.

O uso da PTX estimulou a secrecdo de insulina em pancreas
perfundidos de ratos, acdo atribuida a numerosos estudos que confirmam a
participacdo do AMPc como mediador da secrecéo de insulina (RAPTIS et al.,
1987). Estudos também apontaram que o0 aumento da concentracao
intracelular de AMPc inibe a sintese de TNFa in vitro (TARNENBAUN e
HAMILTON, 1989; TAFFET et al., 1989).

Até hoje os mecanismos envolvidos na atividade antiiflamatéria da
pentoxifilina ndo foram totalmente esclarecidos e/ou correlacionados com o
diabetes, faz-se necessario verificar o] seu potencial
hipoglicemiante/antiinflamatério comparando-o com a glibenclamida e com a
metformina, drogas usadas no tratamento de pacientes diabéticos.

Um ponto relevante para a conducdo desse estudo é que algumas
pesquisas tém indicado que algumas drogas antiinflamatorias podem
apresentar potencial terapéutico importante para pacientes com DM2.

Pacientes com DM2 submetidos a um tratamento com doses elevadas
de acido acetilsalicilico (na ordem dos 7g/dia, durante duas semanas),
apresentaram uma melhora tanto na glicemia em jejum como na pés-prandial,
um efeito atribuido a um decréscimo nas taxas basais de producéo de glicose
hepatica, um incremento da sensibilidade a insulina periférica e a uma reducéo
do clearance da insulina. Contudo, tendo em vista a toxicidade potencial
associada com doses elevadas deste farmaco, as pesquisas revelaram-se
contra a sua prescricao para o tratamento do diabetes tipo (HUNDAL, 2002).

No presente estudo, quer seja nos modelos para estudo da acao
hipoglicemiante das drogas ou nos modelos para estudo da atividade
antiiinflamatoria, o diabetes experimental com aloxano foi 0 modelo de partida.

A acéo diabetogénica do aloxano foi reportada por DUNN, SHEEHAN E
MCLETHIE (1943 apud SZKUDELSKI, 2001) em seu estudo sobre os efeitos
dessa substancia em coelhos. Os autores concluiram nesse trabalho que o
aloxano induz uma necrose especifica das ilhotas pancreaticas. O aloxano €
um dos agentes diabetogénicos mais estudados e comumente utilizados no

meio cientifico para a inducdo de diabetes experimental, quer seja pelo seu
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baixo custo, quer seja pela sua seguranca no estabelecimento de diabetes
permanente nas 24 (vinte e quatro) horas subsequentes (LERCO et al., 2003).

Estudos também apontaram que o aloxano ndo destréi todas as células
B pancreaticas, mas faz apenas uma redugéo parcial destas (GOMES et al.,
2008), o que simula um estado de DM2.

Neste estudo foram usados como controles dois farmacos
hipoglicemiantes que agem por diferentes mecanismos de ag¢do. Um
secretagogo de insulina da classe das sulfoniluréias, a glibenclamida, que
causa hipoglicemia principalmente por estimular a liberacdo de insulina das
células pancreaticas. Dois mecanismos tém sido propostos para a
glibenclamida: reducéo dos niveis de glucagon no soro e fechamento dos
canais de potassio dependentes de ATP (DAVIS, 2006). O outro
hipoglicemiante utilizado foi a metformina, uma biguanida que melhora o
controle glicémico, aumentando principalmente a sensibilidade hepatica (por
meio da supressao da glicogendlise e inibicdo da gluconeogenese no figado) e
gue, em menor extensdo, melhora a sensibilidade do musculo a insulina (maior
captacdo periférica de glicose e armazenamento no musculo) e que também
colabora na reducdo do colesterol, dos triglicérides e do peso corporal
(WIERNSPERGER e BAILEY, 1999).

O acompanhamento do diabetes, no presente trabalho, foi realizado em
curto prazo (uma e duas semanas) com o0 objetivo de ver as acdes mais
agudas do DM e prever as acoes curativas das drogas em estudo. E em longo
prazo (um a trés meses) como forma de acompanhar os efeitos secundarios do
diabetes, consequentes da glicacdo de proteinas, na presenca e na auséncia
do tratamento com PTX.

A manutencdo da vitalidade de um grupo de animais com diabetes
experimental é extremamente dificil no decorrer dos experimentos, uma vez
gue os animais se debilitam e o controle sobre as mortes é minimo, tendo em
vista essa situacdo, o namero de individuos por grupo geralmente se torna
reduzido, o que leva a repeti¢cdes constantes do experimento.

Mesmo com um monitoramento constante da inducdo do diabetes
experimental, uma das interrogacdes iniciais desse trabalho foi se o diabetes
experimental, induzido por aloxano em ratos, conseguiria manter o estado

diabético dos ratos nédo tratados por longo tempo e também verificar o controle
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glicémico da PTX em condi¢des que simulam as complica¢des cronicas do DM.
Tais indagacdes foram totalmente respondidas pelas respostas obtidas nos
muitos experimentos, onde, mesmo diante de uma Unica aplicacdo de aloxano,
0s ratos ndo tratados mantiveram seus niveis glicémicos elevados,
comprovados pela avaliagdo bioquimica semanal e também pela visualizagédo
dos sinais tipicos do diabetes (polidpsia, poliria e perda de peso) nao
documentados neste estudo.

Segundo alguns autores o diabetes induzido por aloxano pode ser
permanente, como observado no estudo em que a diabetes persistiu por 2 a 8
meses em coelhos, ratos, cachorros e carneiros (DUFF & STARR, 1944;
HOUSSAY et al., 1946; CURTIS et al., 1947; ZHAO et al., 1987).

6.1 Estudos Pilotos

Na primeira parte deste estudo, para validar a determinagéo das doses
de pentoxifilina e dos hipoglicemintes orais em relacdo aos parametros
bioquimicos, foram realizados estudos pilotos. Os animais com diabetes
induzido por aloxano foram tratados com a pentoxifilina nas doses de 50 e 100
mg/Kg por uma semana e tiveram reducdo da glicemia e triglicerideos
comparativamente aos ratos tratados com glibenclamida na dose 5 mg/Kg e
com a metformina 50 mg/Kg.

Em relacdo ao colesterol total (CT), os animais com diabetes induzido
com aloxano, nao tratados, ndo apresentaram alteracdes significativas quando
comparados com o controle normal, esse achado vai de encontro a LINO
(2008) que diz ndo haver alteracBes nos niveis de colesterol dos animais com
diabetes induzido por aloxano. Da mesma forma a pentoxifilina, assim como a
glibenclamida ndo modificaram os niveis plasmaticos de colesterol total destes
ratos.

Outro aspecto importante desses primeiros estudos foram os resultados
encontrados sobre as transaminases hepaticas que ndo foram alteradas nem
pela pentoxifilina, nem pelos hipoglicemiantes orais classicos, nem pela prépria
acao do diabetes experimental.

Embora muitos estudiosos relatem pouco ou nenhuma anormalidade do

figado em diabetes induzido por aloxano, um similar consumo de aloxano
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ocorre no figado. Entretanto, este e outros tecidos sdo mais resistentes a
espécies de oxigénio reativas em comparagcdo com as células beta

pancreéticas, protegendo contra a toxicidade do aloxano (TIEDGE et al., 1997).

6.2 Definicdo das doses para o estudo de potencializagéo
(associacao das drogas)

Com o objetivo de identificar o possivel mecanismo de acédo
hipoglicemiante da pentoxifiina foram definidas doses de baixo efeito
terapéutico da pentoxifilina, da glibenclamida e da metformina (5, 2 e 5 mg/Kg
respectivamente) que seguiriam para o0s estudos de potencializagcéo
(associacao das drogas). A PTX5, a GLI2 e a MET5, em curto prazo, reduziram
os niveis de glicemia e de triglicerideos na ordem de 28% e 25%
respectivamente, resultados inferiores ao encontrados para PTX 50 mg/Kg (54
e 59% respectivamente).

6.3 Estudos de Potencializacdo (associacao das drogas)

Os experimentos associando PTX5+GLI2 e PTX5+MET5 foram
realizados nos periodos de uma semana a trés meses. Os animais com
diabetes induzido por aloxano e tratados com a associacdo de PTX5+GLI2
tiveram reducbes significativas nos niveis plasmaticos de glicose e
triglicerideos, levando-os a parametros bioquimicos normais, em apenas duas
semanas de tratamento. Ja a administracdo da associacdo de PTX5+MET5,
em nenhum dos tempos estudados, levou os ratos a niveis normais de glicemia
e triglicerideos e manteve nos animais 0s principais sinais tipicos do diabetes.

As drogas isoladas ou em associacfes ndao modificaram o0s niveis
plasmaticos de colesterol total destes ratos. Da mesma forma, as
transaminases hepaticas também nado sofreram alteragfes, na presenca ou ha
auséncia das drogas, em nenhum dos periodos estudados.

Os resultados indicam um importante sinergismo entre a PTX e a GLI,
indicando que a acdo hipoglicemiante da pentoxifiina pode apresentar um

mecanismo semelhante a glibenclamida.
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6.4 Investigacdo do Mecanismo de Acao via bloqueio de canais
de K" ATP dependentes em ratos diabéticos e ndo diabéticos

A glibenclamida, como ja citado, uma sulfonilureia, estimula a secrecédo
de insulina pelo blogueio dos canais de K*- ATP dependentes nas membranas
das células B-pancreéticas, causando despolarizacdo e influxo de Ca?*, ao
passo que o Diazoxido inibe a secrecdo de insulina prolongando o tempo de
abertura dos canais de K- ATP dependentes. O DZD também possui uma
capacidade modesta de inibir a utilizacao periférica da glicose pelo musculo e
estimular a gliconeogénese hepatica (DAVIS, 2006).

No presente trabalho avaliou-se a capacidade da PTX em prevenir a
hiperglicemia induzida pelo DZD em ratos diabéticos e em ratos néo diabéticos.

Os resultados mostraram que, em animais diabéticos, a PTX e a GLI
mostraram um perfil semelhante em ndo evitar os niveis aumentados de
glicose induzidos pelo DZD. Situacgio que atribuida a insensibilidade K*- ATP
dependentes a estas drogas, decorrente da somacdo de estimulos
hiperglicémicos, do aloxano e posteriormente do DZD.

Nos animais néo-diabéticos, enquanto a GLI bloqueou o aumento dos
niveis de glicose apos DZD, isto ndo foi observado nos animais tratados com a
PTX. Estes resultados sugerem que outros fatores, aléem do bloqueio de canais
de K'-ATP dependentes, podem estar envolvidos. Foi mostrado que o
relaxamento vascular dos vasos de resisténcia induzido pela PTX foi diminuido
apos incubacdo com tetraetilaménio, um bloqueador do canal de K' néo
seletivo, o que sugere que PTX age em canais de K* ndo seletivos (HANSEN,
1994). Todavia, a ligagdo da PTX ao bloqueio de canais de K'-ATP
dependentes ndo deve ser descartado até que doses maiores de PTX sejam

testadas.

6.5 Atividade hipoglicemiante da PTX e da GLI através de dois

métodos de rastreio da glicacdo: hemoglobina glicada e Frutosamina

Outra condicao investigada nesta pesquisa foi se a avaliacdo do estado

glicémico dos ratos diabéticos, a médio e longo prazo, tratados ou nao,
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espelhava as concentracdes de reais de glicose plasméatica através de dois
métodos de rastreio da glicacdo, hemoglobina glicada e frutosamina.

O controle glicémico é extremamente importante, pois um estado de
constante hiperglicemia acarreta grandes complicacdes, promovendo o
desenvolvimento de lesdes organicas extensas e irreversiveis, afetando os
olhos, os rins, 0s nervos, 0S vasos grandes e pequenos, assim como a
coagulacao sanguinea.

Em seres humanos, a hemoglobina glicada e a frutosamina sé&o
ferramentas importantes para monitorar o tratamento do diabetes mellitus, pois
fornecem informagdes precisas dos niveis glicémicos médios a curto e longo
prazo (MARCA et al., 2000a).

A hemoglobina glicada, também denominada Alc, refere-se a um
conjunto de substéancias formada pelas reagfes entre a hemoglobina A (HbA) e
alguns acucares. Este processo de glicacdo de proteinas envolve uma ligacéo
nao enzimatica e permanente de acucares redutores com a glicose (BRY et al.,
2001). A fragdo Alc é a mais importante e mais estudada. Dependendo do
método de analise laboratorial, a fragdo Alc corresponde a cerca de 3% a 6%
da HbA total em pacientes humanos sadios e néo diabéticos, alcancando até
20% ou mais em diabéticos mal controlados. Os valores de referéncia devem
ser bem estabelecidos, por que quando os valores encontrados em um
paciente diabético estdo acima do limite superior de referéncia, esta indicada a
revisdo do esquema terapéutico em vigor (KILPATRICK, 2008).

Niveis de HbAlc acima de 7% estdo associados a um risco
progressivamente maior de complicacfes crbnicas. Por isso, o conceito atual
de tratamento do diabetes por objetivos define 7% como o limite superior acima
do qual esta indicada a revisdo do esquema terapéutico em vigor (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 1999; MALERBI & FRANCO, 1992).

Além da hemoglobina glicada, outras proteinas que estdo livres no
plasma também podem se ligar a glicose originando outras proteinas glicadas,
como a frutosamina. Segundo NATHAN et al., (2008), o processo de glicacéo
de proteinas ndo se restringe apenas a ligacdo da glicose com a hemoglobina,
formando a hemoglobina glicada. Ao contrario, esse processo estende-se,

praticamente, a muitas proteinas do organismo, contribuindo para a geracao
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dos chamados produtos finais da glicagdo avangada (“Advanced Glycation end
products” = AGEs).

Uma vez que o exame da hemoglobina glicada relata uma retrospectiva
sobre dois a quatro meses precedentes, neste estudo, os valores de A1C
guando confrontados com os valores da glicemia foram fidedignos e mostram
gque a pentoxifiina na dose 50 mg/Kg e sua associacdo PTX5+GLI2
conseguiram ser eficazes no tratamento a longo prazo, mantendo niveis de
HbAlc inferiores a 7%.

A GLI 2mg/kg mesmo mostrando uma reducgdo importante dos niveis
glicémicos dos ratos, apresentou hemoglobina glicada de 8,10%, contrariando
um dos conceitos de tratamento que define 7% como o limite superior do valor
aceitavel, sendo que a Sociedade Brasileira de Diabetes estabeleceu uma
meta ainda mais rigida de A1C (< 6,5%), indicando que aparentemente houve
falha no tratamento e/ou o resultado da glicemia nao indica o real estado
glicémico do grupo tratado.

A grande vantagem da HbAlc esta no fato de ndo sofrer grandes
flutuacbes, como na dosagem da glicose plasmatica, bem como estar
diretamente relacionada ao risco de complicacbes em pacientes com DM tipos
1 e 2 (DCCT RESEARCH GROUP, 1993).

O resultado encontrado acima talvez seja justificado pelos estudos que
dizem que a dosagem da glicose no sangue ndo constitui parametro eficiente
para avaliacdo do controle da glicemia durante um intervalo de tempo
prolongado (DCCT RESEARCH GROUP, 1993). Nesse sentido, a dosagem da
hemoglobina glicada (HbAlc) tem papel fundamental no monitoramento do
controle glicémico em pacientes diabéticos, pois fornece informacdes acerca do
indice retrospectivo da glicose plasmatica (BRY et al, 2001; DCCT RESEARCH
GROUP, 1993, PETERSON et al, 1998; SACKS et al., 2002; UK
PROSPECTIVE DIABETES STUDY GROUP, 1998).

Os resultados da determinacdo da frutosamina, diagndstico a médio
prazo, mostraram que apo0s cinco semanas de tratamento, os ratos tratados
com PTX na dose de 50 mg/kg e com a associacdo (PTX5+GLI2) alcancaram
valores de frutosamina inferiores aos valores definidos como normais para
humanos. As determinacdes dos valores de frutosamina para ratos e

camundongos ndo estdo claramente definidas, a maioria dos estudos se



123

concentrou em gatos, em caes e no homem, JENSEN (1992) e ELLIOT et al.
(1999) e extrapolou a metodologia utilizada em humanos para a medicina
veterinaria. Alguns autores estabeleceram os seguintes valores de referéncia
da frutosamina para céaes: 279,70-322,30 pmol/L para machos e 225,0-375,0
pmol/L para fémeas.

Os resultados de A1C e de frutosamina obtidos para os ratos tratados
com a PTX indicam que esta droga pode inibir o desenvolvimento de lesdes
micro e macrovasculares advindas do DM, confirmando dados da literatura que
mostraram que a pentoxifilina foi eficaz no tratamento da nefropatia diabética e
de outras patologias de base inflamatéria (LEYVA-JIMENEZ et al., 2009) e na
minimizacdo da progressao da retinopatia diabética (LOPES DE JESUS et al.,
2008).

6.6 Avaliacdo da atividade antiinflamatoria na presenca do
Diabetes induzido por Aloxano em modelo de inflamacdo aguda: Edema
de Pata

Para estudar a inflamac&o subclinica do diabetes, citada por varios
autores, foi induzido em ratos diabéticos o edema de pata por carragenina.
Este modelo serviu para duas etapas importantes desse estudo; para a
avaliacdo da acéo antiedematosa das drogas e também para a dosagem de
mediadores inflamatorios envolvidos.

Muitas das manifestacdes ocorridas em processos inflamatérios agudos
e cronicos sédo investigadas por meio do uso de modelos experimentais, onde
se avaliam as alteracGes que ocorrem durante a inflamacéo aguda ou croénica,
assim como se identificam drogas potencialmente Uteis como antiinflamatoérios.

Nesses modelos diversos estimulos inflamatérios s&o usados, um
desses estimulos é a carragenina, um polissacarideo sulfatado obtido a partir
de algumas espécies de algas vermelhas da ordem Gigartinales. Essa
substancia pode ser usada para inducdo de edema, assim como para inducao
de sensibilizacdo dos nociceptores para estimulos mecanicos ou térmicos
(WINTER et al., 1962; KAYSER & GUILBALD, 1987; OSBORNE & CODERRE,

1999). Essas alteracbes resultam da acdo de diversos mediadores
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inflamatoérios que apresentam diferentes cursos temporais de produgéo apos a
injecéo da carragenina (VINEGAR et al., 1987).

Os modelos experimentais de inflamag&o aguda e crbnica permitiram a
identificacdo de multiplos mediadores e células que tém papel importante para
inducdo de varios sinais e sintomas associados. O componente celular da
resposta inflamatéria envolve células do préprio tecido, como fibroblastos,
macréfagos e mastocitos, e células que sdo atraidas por quimiotaxia, como
neutréfilos, mondcitos, eosindfilos, linfécitos, basofilos e plaquetas. Os
mediadores inflamatérios podem estar armazenados em granulos
citoplasmaticos (histamina, 5-hidroxitriptamina), ser sintetizados apés
estimulacdo celular (eicosandides, citocinas e 6xido nitrico — NOe¢) ou estar
presentes no plasma, na forma de precursores, e ser formados ao atingir o sitio
inflamatorio (fatores do complemento e bradicinina) (COLLINS, 1999).

O edema induzido por carragenina é um fendmeno temporal e
multimediado, que envolve a participacdo de uma diversidade de mediadores
inflamatorios. Na primeira fase (1-2 h), aminas biogénicas como histamina e
serotonina séo responsaveis pelo desenvolvimento dos eventos vasculares e,
na segunda fase (3-6 h) atuam citocinas como IL-1 e TNF-a, prostaglandinas e
oxido nitrico que participam da amplificacdo da reacéo inflamatéria(Di ROSA,
1971). Com base na natureza bifasica do edema induzido por carragenina e no
efeito inibitério da fase tardia, tem sido relatado que a segunda fase deste
edema € sensivel a drogas antiinflamatérias utilizadas na pratica clinica.

Foi possivel perceber neste estudo que o edema de pata no rato nao
diabético (rato normal) apresentou um pico maximo 4 horas apoés a inducao e
gue as patas voltaram ao volume basal em 48 horas.

Entretanto, o perfil da inflamacdo no rato diabético tem um padrao
diferenciado no rato normal, uma vez que, o pico do edema foi deslocado de 4
para 24 horas e os ratos mantiveram edemas superiores aos dos ratos normais
em todos os tempos estudados. Somado a isto, os edemas permaneceram por
cerca de 30 dias, enquanto as patas com edemas dos ratos normais voltaram
ao normal em 48 horas, conforme ja citado.

Mesmo diante da exacerbacdo do edema no grupo diabético nas 24

horas apds o estimulo com carragenina, os ratos tratados com a PTX, nas
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doses de 50 e 100 mg/Kg, quando comparados aos ratos nao tratados, tiveram
reducao dos seus edemas em 56,21% e 53,55% respectivamente.

As consideragcfes acima sdo inovadoras no sentido de evidenciar uma
amplificacdo do processo inflamat6rio no rato diabético quando comparado ao
rato normal, mas ainda nao permitem apontar 0 mecanismo exato através do
gual a pentoxifilina exerce sua atividade antiedematogénica neste modelo.

Contextualiza-se para este resultado que as citocinas pré-inflamatérias
ligadas a inflamagdo crénica e subclinica envolvidas no DM exacerbaram e
prolongaram a resposta inflamatéria envolvida no modelo de edema de pata
induzido por carragenina, tal condicdo é evidenciada em pacientes diabéticos
guando acometidos por processos inflamatoérios ou infecciosos.

Pacientes diabéticos apresentam altos indices de mortalidades e
morbidades, ndo somente devido ao aparecimento de lesdes crbnicas, mas
também devido ao fato de serem mais susceptiveis a infec¢Oes. Existe forte
correlacdo entre susceptibilidade a infec¢des e o controle glicémico, portanto a
falta de controle glicémico com presenca da cetoacidose esta intimamente
associada com a baixa resisténcia a infec¢des devidas em parte a deficiéncia
nas funcdes de leucocitos (SUDHIR et al., 1983; TENNENBERG et al., 1999).

O aumento na producao de citocinas nos diabéticos é responsavel pela
inapropriada ativacdo do estado inflamatério e pode contribuir para aumentar a
suscetibilidade de microrganismos invasivos (HATANAKA, et al, 2006).

Segundo HATANAKA et al (2007), neutrofilos e monécitos de pacientes
diabéticos tem producdo aumentada de citocinas pro-inflamatoria: IL-8, TNF-a
e IL-1B podendo essas afetar o processo inflamatorio. As fungdes de neutréfilos
também sao alteradas em diabéticos (MARHOFFER et al, 1994), resultando
em uma série de alteracbes como, por exemplo, dificuldade no processo de
cicatrizacao de feridas (BRUNNER; BLAKUTNY, 2004), o que 0s tornam mais
susceptivel ao desenvolvimento de Ulceras, podendo resultar em amputacao de
membros (JEFFCOATE; HARDING, 2003).

6.7 Dosagens de Citocinas (TNF-a e IL-6) e Nitrito no
homogenato das patas dos animais diabéticos com edema produzido por

carragenina
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6.7.1 Dosagens de TNF-a e IL-6

Dentre as varias vias celulares e moleculares que constituem a
inflamacéo, algumas tém recebido grande atenc&o por sua relevancia no
estabelecimento da resposta inflamatéria. Uma destas vias € iniciada pela
estimulacdo de células endoteliais por citocinas proinflamatérias tais como
Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), a interleucina-18 (IL-1) e a interleucina-6. A
exposicdo a estas citocinas proinflamatérias resulta na ativagédo da cascata que
leva a producdo dos fatores de transcricdo AP-1 e NF-kB e a indugédo dos
genes que sao controlados por eles, tais como genes para citocinas (TNF-a, IL-
1, IL-2, IL-6), quimiocinas, moléculas de adesdo e enzimas indutiveis que
produzirdo mais mediadores inflamatérios (iNOS e COX-2)(WINYARD, 2003;
CUNHA e cols., 2005).

Para elucidar a participacdo dessas citocinas no DM foi utilizado o
homogenato das patas dos ratos diabéticos para o doseamento das citocinas
TNF-a e IL-6. O grupo diabético tratado com a pentoxifilina na dose 50 mg/kg
apresentou uma reducéo de 20 vezes o valor de IL-6 e reduziu pela metade o
valor de TNF-a quando comparado ao controle diabético, confirmando os
inimeros estudos que mostram que a pentoxifiina € um potende inibidor
deTNF-a, IL-1(b), IL-6 e outras citocinas pro-inflamatorias (NEUNER et al.
1994; NOEL et al. 2000; POLLICE et al. 2001; VENTURA et al. 2001). Neste
ensaio a GLI5 também causou uma reducao importante nos niveis de IL-6.

Para confirmar essa resposta foi realizado também o doseamento
dessas citocinas no plasma dos animais diabéticos sem estimulo inflamatorio
adicional (ratos com diabetes induzido por aloxano e sem edema de pata). Os
niveis de IL-6 apenas foram reduzidos pela glibenclamida quando comparados
com o controle diabético. Entretanto € possivel perceber que o erro da
amostragem pode ter mascarado uma possivel reducédo dos niveis de IL-6 nos
ratos tratados por PTX. Por falha da metodologia (baixa sensibilidade do KIT)
nao foi realizado o doseamento do TNFalfa.

Mas o principal interesse nessa linha de investigacdose deu em funcéo
de que algumas doencas metabdlicas como o DM2 apresentam um
componente inflamatério evidente. No inicio da DM2, a reacao inflamatéria

resulta em um aumento da citocina TNF-a (fator de necrose tumoral) e das
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interleucinas 1B (IL1B) e 6 (IL6) que apresentam uma inter-relagdo com as
proteinas de fase aguda (ROMANO et al., 2001). Com a evolucao da doenca, a
persisténcia dessas proteinas em niveis acima do normal representa um
estado de inflamacdo cronica leve, que poderia ser um dos fatores
responsaveis pela aterosclerose acelerada desta populacdo (SCHALKWIJK et
al., 1999; HAYAISHI-OKANO et al., 2002).

A inflamacdo cronica contribui para o desenvolvimento de doencas
cronicas do diabetes tipo Il (PICKUP; CROOK, 1998) e é também considerada
a chave para o desenvolvimento da resisténcia a insulina por aumentar os
niveis de TNF-a, conhecido por inibir parcialmente a acdo da insulina
(DANDONA et al., 2004).

A alta producao de citocinas pro-inflamatoérias em pacientes diabéticos
tem sido responsavel pela caracterizagdo do estado inflamatério e a
predominancia desse estado inflamatorio esta correlacionada com o
desenvolvimento das complicacdes cronicas do diabetes.

A doenca renal diabética (DRD) esta associada com aumento da
morbidade e mortalidade, principalmente em relacdo as complicacfes
cardiovasculares. A relevancia da inflamacdo na patogénese da DRD foi
investigada nos ultimos anos, e tem sido mostrado que os marcadores
inflamatorios sdo maiores em pessoas com DRD em comparacdo com a
populacdo em geral.

Alguns estudos indicam que a inflamacdo mediada por citocinas
proinflamatérias participa da progressdo da nefropatia diabética e que o
tratamento com a pentoxifilina produziu uma regressdo e prevencdo na
progressdo na lesdo renal do paciente diabético (LEYVA-JIMENEZ et al.,
2009).

Por suas acdes hemorreoldgicas, antiinflamatérias e imunomoduladoras,
a pentoxifilina melhora o fluxo sanguineo e a disfuncdo renal e seu uso em
periodo curto resultou em diminuicdo de proteinaria e microalbuminudria em
diabéticos, com resposta comparada ao captoprii em individuos né&o-
hipertensos e diabéticos (RODRIGUEZ-MORAN & GUERRERO MORENO,
2008; DAN SHAN et al., 2012).
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6.7.2 Dosagens de Nitrito

Na determinacdo de nitrito em patas de animais diabéticos, tratados ou
nao, foram encontradas algumas discrepancias importantes, embora a PTX na
dose 100 mg/Kg tenha reduzido, de forma significativa, a liberacdo de nitrito
tecidual em 25,09%, os resultados para PTX 50 mg/Kg foram elevados, o que
pode ser atribuido ao pequeno tamanho da amostra.

Entretanto, na determinacdo sérica de nitrito nos ratos diabéticos,
obteve-se uma importante reducao dose-efeito da pentoxifilina. A acado da PTX
sobre os niveis de nitrito evidencia sua ac¢do como inibidora do estresse
oxidativo.

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar as anormalidades
estruturais e funcionais associadas a exposicdo prolongada dos tecidos
vasculares a hiperglicemia. O aumento da atividade da via dos polidis, a
glicacdo ndo-enzimatica das proteinas com a producao dos produtos finais da
glicagdo avancada (AGEs — do inglés, AdvancedGlycatedEnd-Products), o
estresse oxidativo com o aumento dos radicais livres e as alteracbes da
proteina kinase C, sdo mencionados na literatura como 0s principais
mecanismos envolvidos nas disfuncbes endoteliais e na aterogénese, que
precedem as graves complicacdes vasculares presentes no paciente diabético
(SCHALKWIJK, 2005).

As células B pancreaticas expostas a hiperglicemia também produzem
EROs (espécies reativas de oxigénio). Devido ao fato de células [ serem
sensiveis ao estresse oxidativo, o excesso de EROs pode causar disfuncéo
dessas células (SAKURAI & OGISO, 1994), o que parece ocasionar deplecéo
de glutationa pancreatica (GSH), que € vista em ratos diabéticos induzidos por
aloxano (MOUSTAFA, 1998). A deplecédo dessas pode alterar o status redox
das células pancreaticas podendo prejudicar a sintese de insulina e/ou
disfuncdo severa das células pancreaticas além de conduzir a complicacfes
diabéticas (ALTOMARE et al., 1997).

As moléculas reativas desempenham papeis fundamentais como
segundos mensageiros intracelulares. Contudo, quando as suas concentragcdes
excedem a capacidade de eliminacao, através da rede antioxidante enddgena,

verifica-se um estado de estresse oxidativo. A literatura cientifica declara
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atualmente que a formacéo de radicais livres (normalmente dependentes do
oxigénio e do nitrogénio), € um fator importante no inicio e no desenvolvimento
da diabetes e suas complicacdes.

Investigacdes realizadas nos Ultimos anos sugerem que O estresse
oxidativo funciona como um elo entre um estado hiperglicémico e as
caracteristicas patofisiol6gicas tipicas associadas ao inicio e a progressao das
complicagBes mais tardias do DM2 (LOPES et al, 2008).

Desta forma, o uso de antioxidantes pode ser relevante no que concerne
a prevencao da ativacao destas vias de sinalizacdo. Além disso, a identificacao
da base molecular para a protecdo conferida por uma variedade de
antioxidantes, contra o dano oxidativo, podera levar a descoberta de alvos
farmacologicos para novas terapias, permitindo a prevencéo, reversao ou
atraso do inicio desta patologia (LOPES et al, 2008).

Alguns estudos indicam o tratamento do DM com antioxidantes
(AGARDH et al., 2002; KOCIC et al., 2002). Resultados mostraram que ratos
com diabetes induzido por aloxano, quando tratados com zinco, foram
protegidos contra o dano oxidativo, melhorando o transporte de glicose e
mantendo o potencial redox através da restauracdo dos niveis de glutationa
(MOUSTAFA, 2003).

Outros autores tém descrito que o efeito benéfico da pentoxifilina no
espermatozoide humano pode ser mediado pela neutralizacdo das reacfes
formadoras de radicais de oxigénio reativo (YOVICH et al., 1990 e 1993).

Terapias usando a pentoxifilina causaram um significativo aumento dos
niveis hepaticos de glutationa peroxidase (GSH-Px) nos animais diabéticos
tratados, quando comparados com o0s nao tratados com a pentoxifilina. A
glutationa peroxidase € conhecida por sua condi¢cdo protetora sobre tecidos
danificados por radicais livres. A atividade aumentada de GSH-Px pode estar
ligada a uma resposta compensatdria decorrente do estresse oxidativo,
ocasionada pela producao de perdxido de hidrogénio endégeno nos tecidos de
ratos diabéticos.

Pacientes com DM1 e DM2 apresentam além de estresse oxidativo
aumentado, alteracfes do fator de crescimento epidérmico, a PTX € um redutor

do fator de crescimento epidérmico, decorrente da inibicdo de
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fosfodiestaerases e da peroxidacdo lipidica (PL), reduzindo assim a leséo
celular resultante da acao de radicais livres (RADFAR, 2005).

6.8 Avaliacdo do peso e da mortalidade dos ratos diabéticos

O estudo também objetivou avaliar a mortalidade e os parametros
clinicos dos animais diabéticos, tratados ou ndo. Os animais que compuseram
0 grupo diabético evoluiram com parametros clinicos compativeis com o
diabetes, tais como polifagia, polidipsia e poliuria.

Na primeira semana ocorreu uma reducdo de peso em praticamente
todos os grupos sendo mais acentuada no grupo diabético induzido nédo
tratado, neste periodo percebeu-se também uma maior mortalidade dos
grupos, ocorrida apos as 24 horas da inducdo do diabete com aloxano,
seguindo a partir dai com mortes eventuais. Fato que atribuido a brusca
hipoglicemia inicial decorrente da liberagdo macica de insulina das células beta
destruidas e a posterior hiperglicemia severa pela auséncia da insulina.

Apos trés meses de tratamento obtive-se o seguinte quadro de perdas e
ganhos ponderais; os grupos tratados com PTX50 e PTX5+GLI2 com ganhos
importantes de peso e ao contrario grupos nao tratados, MET5 e PTX5+MET5
com perdas significativas de peso, ndo existindo diferencas estatisticas entre
estes dois grupos.

Nao existem relatos cientificos de ganho de peso com o uso da
pentoxifilina, todavia € conhecido que o ganho de peso é um importante efeito
colateral da glibenclamida, e que mesmo numa condi¢cdo de subdose, quando
associada a pentoxifilina, mostrou um importante ganho ponderal e resultados
glicémicos normais ou proximos da normalidade, ac¢des provenientes do
sinergismo ja citado nesta pesquisa. Enquanto a associacdo da metformina
com a pentoxifilina foi acompanhada de significativa reducdo do peso corporal
e altos niveis glicémicos.

Ao término do experimento, quando os animais foram sacrificados, foi
possivel visualizar nitidamente uma importante perda de massa muscular dos
animais diabéticos ndo-tratados (grupo placebo), dos animais tratados com

MET5 e PTX5+MET5 quando comparados aos animais tratados com PTX50 e
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PTX5+GLI2. Pode-se também observar um menor crescimento dos animais
diabéticos ndo-tratados em relagédo aos grupos tratados com GLI e PTX.

6.9 Avaliacao Histopatoldgica do pancreas, figado e rins

A analise histopatoldgica das amostras de figado, de rins e de pancreas
revelou uma tendéncia a normalizacao destes 6rgaos ap0s tratamentos por trés
meses com PTX5+GLI2, enquanto que os animais ndo tratados ou aqueles
tratados com PTX5+MET2 apresentaram danos acentuados nesse 0rgaos.

No péancreas dos ratos diabéticos néo tratados foram observadas poucas
ilhotas de Langerhans, em meio a escasso tecido conjuntivo frouxo intersticial,
tal fato corrobora com alguns autores que dizem que no pancreas ocorre a
destruicdo seletiva e parcial das células beta com reducdo no tamanho e
numero das ilhotas pancreaticas (BAILEY et al., 1944; SCHOSSLER et al.,
2004; GOMES et al., 2008).

Os eventos deletérios nas ilhotas de Langherans no pancreas,
associados a instalacédo natural do DM1 séo: redu¢cdo no nimero e no tamanho
das ilhotas, infiltracdo leucocitaria nas ilhotas, degranulacdo das células beta,
refletindo a deplecéo da insulina armazenada nas células ja lesadas. No DM2,
pode haver uma reducado sutil na massa de células da ilhota, substituicdo
amildide (composto de fibrilas de amilina derivadas das células beta) das
ilhotas, deposicao de substancia amorfa rosada, que surge nos capilares e ao
redor deles, bem como entre as ceélulas. Nos estagios avancados as ilhotas
podem estar praticamente obliteradas e, além disso, pode haver fibrose, quase
sempre observada nos casos de longa duracdo do DM2 (COTRAN et al.,
2000).

Nos rins dos ratos diabéticos ndo tratados foram identificadas
microsseccfes mostrando uma estrutura glomerular mantida, porém alguns
com moderada hipocelularidade, vacuolizacdo isomérica do epitélio tubular,
células inflamatorias no espaco intertubular e congestdo vascular.

A notavel toxicidade de aloxano para as células B das ilhotas de
Langerhans é acompanhada por dano nos tubulos renais o qual pode ser
devido a sensibilidade desse tecido para o aumento da concentracdo da droga

durante a excrecdo. As lesbes s&o comparadas ao veneno mercurial
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(HOUSSAY et al., 1946), sendo que nos primeiros quatro dias apos
administracao de aloxano, as lesdes renais ficam mais evidentes. Se a morte
por uremia ndo ocorrer, as lesbes sdo reversiveis, um fato pelo qual os rins
diferem das ilhotas de Langerhans (HOUSSAY et al., 1946).

Nos figados dos ratos diabéticos ndo tratados ocorreu uma dilatacdo da
veia centrolobular e do espaco porta; hemorragia sinusoidal e presenca de
pigmentos de hemossiderina que podem ser decorrentes de uma hemorragia.

Esses achados indicam que o diabetes experimental provoca
modificacbes deletérias, a longo prazo, nestes Orgdos, que incidem
negativamente na sobrevida dos animai. Tais condicbes podem estar ligadas
ao processo inflamatério e ao estresse oxidativo correlacionados a esta
patologia.

Nos pancreas dos animais tratados com a PTX 50 mg/Kg e GLI 2 mg/Kg
observa-se a presenca de muitas ilhotas de Langerhans, mas com algumas
células substituidas por material amorfo hialino, que pode se tratar de uma
substituicdo das células B pancreaticas que foram destruidas pela acdo do
aloxano.

Ja nos animais tratados PTX5+GLI2 as ilhotas de Langerhans aparecem
com aspecto normal, processo certamente decorrente da recuperagdo ou
renovacao das células beta pancreaticas. A renovacdo das células beta no
pancreas tem sido largamente estudada. Varios produtos naturais e sintéticos
promovem regeneracao das células beta pancreaticas apos a administracao do
aloxano (GHOSH; SURYAWANSHI, 2001). As células do figado, entre outras
alteracdoes, mostraram discreto aumento dos hepatdcitos, todavia sem
comprometimento de suas funcdes. Nos rins a estrutura glomerular foi mantida,
porém com discreta hipocelularidade, condi¢cdes provenientes da instalacdo do
diabetes nas primeiras 48 horas.

Um estudo recente mostrou que a pentoxifilina melhorou a regeneracao
do figado apos resseccdo de 70% do parénquima hepatico, acdo atribuida a
reducéo sérica das citocinas TNF-a e IL-6 (MARTINO et al., 2010).

Os ratos tratados com MET5 ou com a associacdo PTX5+MET5
apresentaram raras ilhotas de Langherans, sendo as mesmas desorganizadas

e com denso infiltrado de células inflamatérias mononucleares.
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Tais achados confirmam que a pentoxifilina foi capaz de proteger o
pancreas, o figado e os rins da citotoxicidade produzida pelo aloxano e também
minimizar os danos ocasionados pela hiperglicemia ocasionada por este
modelo experimental. Os ratos tratados com a associacdo PTX5+GLI2
apresentaram ilhotas em condi¢cbes equiparadas com o0s ratos normais, tal
condicdo nos permite falar que esta associagdo conseguiu reverter os danos
causados pelo diabetes experimental, o que pode ser uma acao protetora
dessa xantina sobre processos como; estresse oxidativo, inflamatoria,

resisténcia insulinica e glicacdo de proteinas.

Sugere-se assim, que os efeitos hipoglicemiante e hipo-trigliceridémico
da PTX, aqui demonstrados, podem esta correlacionado com sua acao sobre o
estresse oxidativo e sobre a low grade inflammation, o que torna a PTX um
importante alvo terapéutico para 0 manejo do diabetes mellitus na clinica,
estudos ainda favorecidos pelo fato da PTX ja ser uma droga ha longo tempo
utilizada para o tratamento de doencas vasculares, de grande seguranca e com

poucos efeitos colaterais.
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7.0 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A Pentoxifilina (PTX) apresentou efeito hipoglicemiante e hipotrigliceridémico,
em animais com diabetes induzido por aloxano, nas doses 5, 25, 50 e 100

mg/Kg.

A administragcdo oral da associacdo PTX5 + GLI2 causou reducdes
significativas nos niveis plasméaticos de glicose e triglicerideos em curto e longo
prazo, evidenciando que o mecanismo de agcédo da PTX pode ser explicado via
canais de K+ ATP- dependentes.

A administracdo oral da associacdo de PTX5 + MET5 ocasionou uma reducao
da hiperglicemia apenas a longo prazo, todavia menos significativa quando
comparada com a associacdo PTX5+GLI2, indicando n&o partilharem o mesmo

mecanismo de acao.

A PTX, na dose de 50 mg/Kg, ndo bloqueou a hiperglicemia induzida pelo
diazoxido, sugerindo que outros fatores, além do bloqueio de canais de K*-ATP

dependentes, podem estar envolvidos.

A reducdo nos valores de hemoglobina glicada (A1C) e de frutosamina
mostraram que o tratamento com PTX50 e com a associacdo PTX5+GLI2

melhorou o controle glicémico dos animais em estudo.

A PTX mostrou um marcante efeito antiinflamatorio melhorando o estado geral

dos ratos em experimentacao:

- Reduziu, de forma significativa, nas doses de 50 e 100 mg/Kg, a formacédo do

edema de pata nos ratos diabéticos em todos os tempos avaliados.

- Os niveis de TNF-a e IL-6 aumentaram de modo significante apds a inducéo
do edema de pata nos ratos diabéticos quando comparados com 0s ratos

normais com edema, entretanto nos ratos diabéticos tratados com PTX os



135

niveis teciduais destas citocinas mostraram-se significativamente mais baixos,

o que fala a favor de uma evidente acdo antiinflamatodria da PTX.

A PTX exerce um efeito protetor generalizado diminuindo a mortalidade dos

animais que foram tratados com aloxano.

A PTX mostrou um importante efeito antioxidante reduzindo, de forma
significativa, as liberacdes de nitrito tecidual e sérica, além das reducdes, ja
citadas, de hemoglibiana glicada e frutosamina, atuando favoravelmente nas

enzimas antioxidantes e reduzindo a formagé&o de radicais livres.

O tratamento prolongado com PTX foi eficaz em manter o padrdo normal do
pancreas nos grupos diabéticos tratados com PTX50 e com PTX5+GLI2,
enquanto os estudos histolégicos mostraram que 0 pancreas dos ratos
diabéticos ndo tratados ou tratados com associagdo PTX5+MET5
apresentaram poucas ilhotas de Langerhans, presenca de tecido conjuntivo
intersticial frouxo e presenca de vasos sanguineos dilatados e ectasicos.
Indicando uma acdo protetora da PTX contra a citotoxicidade induzida pelo
aloxano.

Os efeitos hipoglicemiante e hipo-trigliceridémico da PTX, aqui
demonstrados, podem esta correlacionado com sua acdo sobre o estresse
oxidativo e sobre a low grade inflammation, o que torna a PTX um importante
alvo terapéutico para o manejo do diabetes mellitus na clinica.

Mostrou-se ainda que a PTX aumenta a relacdo IL-10/TNF-alfa (Visser
et al.,, 2009) o que poderia ser um mecanismo de protecdo para O
desenvolvimento do diabetes e explicar em parte os resultados encontrados.

Contudo, a realizacdo de ensaios clinicos bem desenhados e em larga
escala ndo poderdo ser descartados para a extrapolacdo dos dados

experimentais para a clinica (Translational Medicine) de modo seguro e eficaz.
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APENDICE A

DETERMINACAO DA GLICEMIA (TRINDER modificado, 1969).

Preparo da amostra: A amostra de sangue foi obtida apos jejum de no

minimo 8 horas e imediatamente centrifugada para separacao do soro.

Procedimento:para cada animal foi separado trés tubos de ensaio e

procedido como a seguir:

1. Branco: Adicionado 1,0mL do reagente “1” (Contendo tampéo
50mmol/L, pH 7,5; fenol = 1 mmol/L; glicose oxidase > 11000 U/L;
peroxidase = 700 U/L; 4-aminoantipirina 290 umol/L; azida sodica
7,5 mmol/L; estabilizadores e surfactantes).

2. Teste: Adicionado 0,01mL da amostra e 1,0mL do reagente “1”.

3. Padréo: Adicionado 0,01mL do padrao (contendo glicose 100 mg/dL

e biocida nado toxico) e 1,0mL do reagente “1”.

Misturamos vigorosamente e incubamos em banho maria a 37°C durante
15 minutos. O nivel da agua foi superior ao nivel dos reagentes nos tubos de
ensaio. Determinamos as absorbancias do teste e padrdo em 505 nm,

acertando o zero com o branco.

Célculo: Glicose (mg/dL) = __Absorbancia do teste  x 100

Absorbancia do padrao
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DETERMINACAO DO TRIGLICERIDEO (TRINDER modificado, 1969).

Preparo da amostra: Usamos soro com EDTA, pois quando a amostra é

colhida em heparina pode-se obter resultado falsamente baixo. A heparina
promove a ativacéo da lipoproteina lipase, fazendo com que a concentracao
dos triglicerideos se reduza gradativamente em amostras contendo heparina.

Procedimento:para cada animal foi separado trés tubos de ensaio e

procedido como a seguir:

1. Branco: Adicionado 1,0mL do reagente “1” (Contendo tampéo
50mmol/L, pH 7,0; ions magnésio 4mmol/L; 4-clorofenol 2,70mmol/L;
4-aminoantipirina 300pmol/L; ATP 1,8 mmol/L; lipoproteina lipase >
1400 U/L; glicerolquinase 1000 > U/L; glicerolfosfato oxidase > 1500
U/L; peroxidase > 900 U/L e azida sodica 0,095%).

2. Teste: Adicionado 0,01mL da amostra e 1,0mL do reagente “1”.

3. Padréo: Adicionado 0,0lmL do padrdo (contendo triglicérides
200mg/dL e azida sddica 0,045%) e 1,0mL do reagente “1”.

Misturamos e colocamos em banho maria a 37°C durante 10 minutos. O
nivel da agua foi superior ao nivel dos reagentes nos tubos de ensaio.
Determinamos as absorbancias do teste e padrdao em 505 nm, acertando o

zero com o branco.

Célculo: Triglicérides (mg/dL) = __Absorbancia do teste  x 200

Absorbancia do padrao
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DETERMINACAO DO COLESTEROL TOTAL (TRINDER modificado, 1969)

Preparo da amostra: Usamos soro e ndo utilizamos amostras fortemente

hemolisadas. O uso de anticoagulantes como citrato, oxalato EDTA pode-se

obter resultado falsamente baixo.

Procedimento:para cada animal foi separado trés tubos de ensaio e

procedido como a seguir:

1. Branco: Adicionado 1,0 mL do reagente “1” (Contendo tampdao
50mmol/L, pH 7,0; fenol 24 mmol/L; colato de s6dio 500pumol/L; azida
s6dica 15 mmoliL; 4-aminoantipirina  500pumol/L; colesterol
esterase> 250 U/L; colesterol oxidase > 250 U/L; peroxidase = 1000
U/L).

2. Teste: Adicionado 0,01mL da amostra e 1,0mL do reagente “1”.

3. Padréo: Adicionado 0,01mL do padrdo (contendoazida sédica 15

mmol/L) e 1,0mL do reagente “1”.

Misturamos e colocamos em banho maria a 37°C durante 10 minutos. O
nivel da agua foi superior ao nivel dos reagentes nos tubos de ensaio.
Determinamos as absorbancias do teste e padrao em 500 nm, acertando o

zero com o branco.

Célculo: Colesterol (mg/dL) = __Absorbancia do teste  x 200

Absorbancia do padrao
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DETERMINACAO DAS TRANSAMINASES HEPATICAS, AST/ALT
(REITMAN & FRANKEL modificado, 1957).

Preparo da amostra: Usamos soro colhido com EDTA. O soro foi isento

de hemodlise, pois a concentracdo das aminotransferases é consideravelmente

maior nos eritrécitos.

Preparo da solucdo de hidréxido de sédio 0,4M: Transferimos todo o

liquido de hidréxido de sodio (40 mL), solucao concentrada 10M, para um baldo
volumétrico de 1000 mL. Acertamos o volume com agua destilada isenta de
gas carbbnico (recém-fervida). Guardamos a solucéo em frasco plastico.

Procedimento:para cada animal foi separado dois tubos de ensaio e

procedido como a seguir:

1. AST: Adicionado 0,5 mL do substrato AST (contendo 0,2M de L-
aspartato, 0,002M Alfa cetoglutarato, tampéao de fosfatos 0,1M pH
7,4) colocado em banho maria a 37°C durante 2 minutos. Adicionado
200pL, homogeneizado e incubado a 37°C, durante 30 minutos.
Adicionado 0,5 mL de reagente de cor (solucdo 0,001M de 2,4
dinitrofenilhidrazina), homogeneizado e deixado em repouso, a
temperatura ambiente (20-30°C), durante 20 minutos. Adicionado5mL
hidroxido de sédio 0,4M misturado e deixado repousar durante 2
minutos, a temperatura de 20-30°C. Lida as absorbancias em
espectrofotdbmetro em 505nm, acertando o zero com agua destilada.
Utilizando a curva de calibracdo, procuramos os valores em unidades
AST.

2. ALT: Adicionado 0,5 mL do substrato ALT (contendo 0,2M de L-
alanina, 0,002M Alfa cetoglutarato, tampéo de fosfatos 0,1M pH 7,4)
colocado em banho maria a 37°C durante 2 minutos. Adicionado
100pL, homogeneizado e incubado a 37°C, durante 30 minutos.
Adicionado 0,5 mL de reagente de cor (solucdo 0,001M de 2,4

dinitrofenilhidrazina), homogeneizado e deixado em repouso, a
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temperatura ambiente (20-30°C), durante 20 minutos. Adicionado5mL
hidréxido de sédio 0,4M misturado e deixadoem repouso durante 2
minutos, a temperatura de 20-30°C. Lida as absorbancias em
espectrofotbmetro em 505nm, acertando o zero com agua destilada.
Utilizando a curva de calibracdo, procuramos os valores em unidades
ALT.

Preparo da curva de calibracdo:Utilizamos 5 tubos de ensaio e

procedemos como a seguir:

Tubo n° 1 2 3 4 5

mL mL mL mL mL
Padréo 0,05 0,1 0,15 0,2
TGP substrato 0,5 0,45 0,4 0,35 0,3
TGO substrato 0,5 0,45 0,4 0,35 0,3
Agua destilada ou deionizada 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Reagente de cor (n° 2) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Misturamos e deixamos na temperatura ambiente durante 20 minutos.
Decorridos os 20 minutos, acrescentamos a cada tubo 5mL de hidroxido de
sédio 0,4M e misturamos por inversao. Deixamos repousar por 2 minutos e
lermos os tubos de 1 a 5 contra um branco constituido de agua destilada,

ajustando a absorbancia em espectrofotometro em 505nm.

Tracado da curva de calibracdo: Tracamos a Curva de Calibracéo

correlacionando as leituras obtidas com os valores em Unidades/mL, expressos

na tabela abaixo, utilizando papel linear (para absorbancias).

Tubo n° 1 2 3 4 5
ALT (Unidades F.R./mL) Zero 28 57 97 150
AST (Unidades F.R./mL) Zero 24 61 114 190

Expressdo dos resultados em Unidades do Sistema Internacional (U.l):

Transaminases (U.l/L) = transaminases unidades F.R/ mL x 0,482
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DETERMINAQAO DAHEMOGLOBINA GLICADA
(TRIVELLI modificado, 1971).

Preparo da amostra: Usamos sangue total colhido com EDTA, quando a

amostra é colhida em heparina pode-se obter resultado falsamente elevado.
Amostras lipémicas ou ictéricas interferem na dosagem, fornecendo resultados
falsamente elevados, em funcao disso, o procedimento a seguir descrito foi

aplicado somente quando a amostra estivesse turva, lipémica ou ictérica.

1. Pipetamos e em um tubo 1,0mL da amostra bem homogeneizada.
Marcamos o nivel de 1,0mL no tubo.

2. Centrifugamos a 2000 rpm por 5 minutos. Retiramos o plasma sem
ressuspenderas hemacias.

3. Adicionamos 3,0 mL de NaCl 150mmol/L (0,85%). Centrifugamos e
removemos o sobrenadante sem ressuspender as hemacias.

4. Ressuspendemos as hemacias com 3,0mL de NaCl 150mmol/L
(0,85%). Centrifugamos. Acertamos o0 volume para a marca de
1,0mL, retirando o excesso de sobrenadante.

5. Homogeneizamos bem e utilizamos para preparar o hemolisado.

Preparo do hemolisado: em um tubo 12 x 75 adicionamos 0,4mL de

Hemolisante (contendo acido borico 600mmol/L e azida sodica 14,6mmol/L) e
0,1mL da amostra. Agitamos fortemente por 20 segundos e esperamos 5
minutos. Se a hemdlise foi incompleta (o liquido no tubo se mostrar turvo),

centrifugamos e usamos sobrenadante.
Antes de iniciar a cromatografia asseguramos que o hemolisado, o
tampéao (contendo tampéo fosfato 36mmol/L, pH 6,7 e biocida n&o téxico) e as

colunas estavam a mesma temperatura do ambiente.

Preparo da coluna: Retiramos a tampa superior da coluna (contendo

resina de troca ibnica equilibrada em tampao fosfato pH 6,7), introduzimos o

bastdo fazendomovimentos giratérios descendentes e ascendentes para
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ressuspender a resina. Removemos imediatamente a tampa inferior,
colocamos a coluna em um tubo deensaio (alto o suficiente para que a ponta
da coluna néo tocasse o liquido no tubo) e esperamos que todo o liquido
penetrasse na resina. A partir dai, a coluna estava pronta para uso e a

cromatografia foi iniciada imediatamente.

Cromatografia: Adicionamos 0,05mL do hemolisado sobre a resina, de

modo que ndo houvesse ressuspensao da mesma, evitando a formacéo de

bolhas de ar. Esperamos que todo o hemolisado penetrasse na resina.

Transferimos a coluna para um tubo de ensaio limpo e seco (alto o
suficiente para que a ponta da coluna néo tocasse o liquido no tubo), marcando
com o numero “1” e adicionamos lentamente, com a ponta da pipeta tocando a
parede da coluna, 3,5mL de tampéao. A eluicdo da Hemoglobina glicada (Hb -
G) se completa quando todo o tamp&o penetra na resina.

Desprezamos a coluna.

Colorimetria: homogeneizamos o conteudo do tubo numero “1” (Hb - G)

e usamos para a colorimetria sem qualquer tratamento adicional.

Para um tubo limpo e seco, marcamos com o numero “2” (Hb - Total),
pipetamos 7,0mL de agua deionizada, adicionamos 0,02mL do hemolisado e

misturamos.

Determinamos as absorbancias dos tubos numero “1” (Hb - G) e nimero

“2” (Hb - Total) em 415nm acertando o zero com agua destilada.

Célculo:Hb — G (%) = Absorbancia do tubo “1” (Hb - G) x 100
Absorbancia do tubo “2” (Hb - Total) x 5
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DETERMINACAO DA FRUTOSAMINA

A nova metodologia para a determinacdo da frutosamina tem como
principio a ligagdo da glicose aos grupamentos das proteinas formando uma
base de Schiff (aldimina), que apés um rearranjo molecular transforma-se em
uma cetoamina estavel denominada genericamente frutosamina. Em pH
alcalino, a frutosamina é convertida a forma endlica, que reduz o nitroazul de
tetrazdlio (NBT) a uma cor azul parpura. Nesta prova, outros agentes redutores
podem estar presentes na amostra causando interferéncia no ensaio. No novo
reagente enzimatico colorimétrico para a determinacdo de frutosamina foi
incorporada a uricase, um agente clarificador a base de detergente com o
objetivo de minimizar os interferentes presentes na amostra. A mensuragao da
diferenca de absorbancia em espectrofotbmetro, apds incubacgéo por 10 a 15

minutos €& proporcional a concentracdo de frutosamina na amostra
(WATANABE et al., 2007).



