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Resumo

O diabetes mellitus ¢ uma desordem endodcrino-metabdlica caracterizada pela hiperglicemia. O seu impacto no
sistema respiratorio ¢ caracterizado por alteracdes funcionais e na troca gasosa. O objetivo deste estudo foi avaliar
0 aumento do estresse oxidativo e os possiveis danos na estrutura pulmonar no modelo de diabetes experimental
induzido por estreptozotocina. Foram realizadas andlises histologicas, bioquimicas e gasométricas no pulmio
de ratos diabéticos. Concluiu-se que o estresse oxidativo estd presente no diabetes mellitus experimental e que
ocorrem alteracdes estruturais no tecido pulmonar, bem como alteragdes na troca gasosa.
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Abstract

Diabetes mellitus is an endocrine/metabolic disorder characterized by hyperglycemia. Its impact on the respiratory
system is characterized by functional changes and alterations in gas exchange. The objective of this study was to
evaluate the increase in oxidative stress and the potential damages to the lung structure in an experimental model
of streptozotocin-induced diabetes. We conducted histological, biochemical and blood gas analyses in the lungs
of diabetic rats. We concluded that the effects of experimental diabetes mellitus include oxidative stress, structural
changes in the lung tissue and altered gas exchange.
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A prevaléncia do diabetes mellitus (DM) tem
aumentado nos ultimos anos, devido principal-
mente ao elevado numero de pacientes com DM
tipo 11, o qual esta relacionado a prevaléncia da
obesidade e de habitos sedentarios."”

O DM causa anormalidades funcionais no
sistema pulmonar, tais como reducido no reco-
Thimento eldstico, nos volumes pulmonares e
na capacidade de difusio.?*¥ Diversos estudos
transversais®” demonstraram o efeito do DM,
tanto do tipo 1, quanto do tipo 1I, sobre as
provas de funcdo pulmonar em adultos. O DM
¢ considerado um fator de risco independente
para o desenvolvimento de apneia do sono,®
sendo que os pacientes que possuem a doenca

sdo mais suscetiveis a contaminacdo por parti-
culas aerotransportadas.®

Um dos fatores responsaveis pelas altera-
cdes pulmonares pode ser o estresse oxidativo.
0 mecanismo responsavel pelo desenvolvimento
¢ a hiperglicemia, que ativa a via dos poliois, a
qual eleva a producdo de sorbitol. Esse aumento
ocasiona um estresse celular que leva a dimi-
nuicdo das defesas antioxidantes intracelulares.
Ainda pode ocasionar um aumento na concen-
tracdo dos produtos da glicosilacio avancada,
alterando assim a funcdo celular. Ndo obstante,
a hiperglicemia pode ainda ativar fatores de
transcricdo nuclear desencadeando um aumento
na expressio de mediadores inflamatdrios. A
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combinagdo desses mecanismos ird alterar a
producdo de oxidantes, causando o estresse
celular e o consequente dano estrutural.'?

Com o intuito de avaliar o aumento do
estresse oxidativo e possiveis danos na estrutura
pulmonar provocados pelo DM, foi desenvol-
vido o modelo experimental de DM induzido
por estreptozotocina em ratos. Foram reali-
zadas técnicas histologicas para determinar
as alteracdes na estrutura pulmonar, medidas
bioquimicas para avaliar a lesdo oxidativa e
medidas gasométricas sanguineas para avaliar as
alteracdes existentes na troca gasosa.

Este ¢ um estudo experimental controlado,
no qual foram utilizados ratos da raga Wistar
pesando, em média, 300 g. Todos os animais
foram tratados conforme o Ethical Code for
Animal Experimentationda Organizacdo Mundial
da Saude. Os animais foram divididos em dois
grupos: grupo controle e grupo de animais
diabéticos, cada um com 10 animais. O periodo
do estudo foi de 60 dias, a contar da data em
que os animais diabéticos apresentaram uma
glicemia sanguinea superior a 250 mg/dL. 0 DM
foi induzido com uma unica injecdo intraperi-
toneal de estreptozotocina (70 mg/kg; Sigma
Chemical, St. Louis, MO, EUA)."” Para a determi-
nacido da glicemia, utilizou-se o teste enzimatico
colorimétrico.

Os animais foram sacrificados no 60° dia de
experimento. Primeiramente, eles foram anes-
tesiados com cetamina (100 mg/kg) e xilasina
(50 mg/kg) i.p. Em seguida, a regido toracica e
abdominal foi tricotomizada e realizou-se lapa-
rotomia ventral media. Foi coletado sangue da
artéria aorta abdominal no intuito de avaliar os
gases arteriais. Foi utilizado um analisador ABL
700 (Radiometer, Copenhagen, Dinamarca) para
determinar Pa0,, PaCO, e Sa0,. Os pulmdes
foram retirados e fixados em paraformaldeido
a 4% wpara analise histoldgica ou armaze-
nados a —80°C para posterior quantificacdo das
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS,
substancias reativas ao acido tiobarbiturico) e
avaliar a atividade da enzima antioxidante supe-
roxido dismutase (SOD).

Para a realizacdo das andlises bioquimicas,
o tecido pulmonar foi homogeneizado,'? e,
em seguida, foi realizada a quantificacdo da
proteina segundo o método de Lowry et al."” A
medida das substincias que reagem ao TBARS
foi realizada conforme o estabelecido por Buege
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e Aust." A determinacio da atividade da SOD
foi realizada segundo a técnica descrita por
Misra e Fridovich.(™

As amostras para a andlise histologica do
tecido pulmonar foram coletadas e conservadas
por 12 h em solucdo de formaldeido a 100%,
transferidas para dlcool a 70% e coradas com
H&E. O exame anatomopatologico foi reali-
zado de forma duplo-cega por um patologista
no Laboratdério de Patologia do Hospital das
(Clinicas de Porto Alegre.

Os dados foram analisados no programa
Statistical Package for the Social Sciences versdo
13 (SPSS Inc., Chicago, 1L, EUA). Utilizou-se o
teste de Student-Newman-Keuls. Em todas as
comparagdes realizadas, o nivel de significancia
adotado foi de 5%.

A concentracdo de glicose sanguinea foi
significativamente maior no grupo diabético
quando comparado ao grupo controle, assim
como na avaliagdo da lipoperoxidacdo pulmonar,
cuja concentracdo de TBARS foi significativa-
mente maior nos animais diabéticos quando
comparados aos controles. Ao avaliarmos a
atividade da enzima antioxidante SOD no tecido
pulmonar, observou-se uma reducido significa-
tiva no grupo diabético quando comparado aos
controles.

Na andlise gasométrica, observamos um
aumento na PaCO, no grupo diabético quando
comparado aos controles, e uma reducdo da
Pa0,. A Sa0, nédo apresentou diferenca entre os
grupos (Tabela 1).

Na histologia, evidenciamos a presenca de
macrofagos intravasculares no grupo diabético,
0 que sugere a presenca de processo inflama-
tério. Observou-se ainda um aumento na matriz

Tabela 1 - Comparacido entre o grupo controle e o
grupo diabético emrelacéo a glicemia, lipoperoxidacéo,
superdxido dismutase e andlise gasométrica.

Pardmetros Grupo Grupo

controle diabético

TBARS, nmol/mg 0,889 £0.17 1,585+ 0,55%

proteina

SOD, 1U/mg proteina 14,35 +3,98* 4,64 + 2,3

PaC0,, mmHg 46,2 £ 4,6 56,7 + 9%

PaOZ, mmHg 105,9 £ 9,3** 90,2 £ 17,1

SaOZ, % 97,7 £ 0,4 957+ 1,9

TBARS: thiobarbituric acid reactive substances (substancias
reativas ao acido tiobarbiturico; e SOD: (enzima) superd-
xido dismutase. Valores expressos em média £ dp. *p < 0,05
vs. grupo controle. **p < 0,05 vs. grupo diabético.
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Figura 1 - Fotos de microscopia das amostras de tecido pulmonar: a) controle; b) diabéticos (H&E; aumento,

200x).

extracelular, expressa através da presenca de
fibrose, assim como um aumento na espessura
da membrana alveolocapilar (Figura 1).

Em nosso estudo, observamos o aumento
do estresse oxidativo pulmonar dos ratos diabé-
ticos em relacdo aos controles, assim como uma
reducdo na atividade da enzima antioxidante
SOD. Esse dados vdo ao encontro dos achados
de outros autores,'® os quais demonstraram o
aumento do estresse oxidativo e a reducio da
enzima antioxidante SOD no pulmio de ratos
diabéticos. Esses autores demonstraram ainda
haver um aumento na expressio da enzima 6xido
nitrico sintase induzivel no tecido pulmonar dos
animais diabéticos. O mesmo achado foi exposto
por outros autores.'” Entretanto, utilizaram,
como modelo experimental, coelhos com DM
induzida por aloxano.

Quando analisamos os valores gasométricos,
observamos alteracdes na troca gasosa, Nnos
animais diabéticos, expressas através da dimi-
nuicdo da Pa0, e do aumento da PaCO,. Esse
achado ¢ descrito como uma alteracdo frequen-
temente encontrada em pacientes diabéticos,
0s quais apresentam uma diminuicdo na capa-
cidade de difusdo. Essa diminui¢do pode estar
correlacionada com o controle glicémico e com
o tempo de doenca. Um dos fatores responsaveis
por esta alteracdo pode ser o aumento da espes-
sura da membrana basal. Segundo um estudo
de bidpsias pulmonares de 171 pacientes,!'?
constatou-se que individuos com DM apre-
sentam um aumento na membrana basal similar
aquele dos pacientes asmaticos. Esse aumento
foi maior do que em individuos com céancer e
fibrose pulmonar, bem como em doentes com
TB e sarcoidose.
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Quando analisamos a histologia do tecido
pulmonar, evidenciamos um aumento da
barreira alveolocapilar nos animais diabéticos.
Essas alteracdes também foram observadas por
alguns autores,'” que concluiram, apos estudar
o pulmio de hamsters diabéticos, que essas
modificagdes estruturais sustentam os distur-
bios funcionais observados nos pacientes e que
o pulméo seria um dérgdo afetado pelo DM. Essas
alteracdes podem ser explicadas pelo aumento
na sintese de coldgeno e elastina e pela dimi-
nuicdo dos mesmos, sendo que o conteudo de
fosfolipidios e de fosfatidilcolina estdo diminu-
idos em proporcdo a superficie alveolar. Nota-se
ainda no tecido pulmonar de animais diabéticos
a ocorréncia de alteracées na morfologia dos
pneumocitos tipo 11.20

Concluimos que o estresse oxidativo esta
presente no DM experimental e que sdo encon-
tradas alteracdes estruturais no tecido pulmonar,
bem como alteracdes na andlise gasosa
sanguinea.
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