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RESUMO - Racional: Diabete melito tipo 2 é sindrome multifatorial com complica¢gdes graves.
O estresse oxidativo é aceito como um fator causal de complicacdes cronicas. Objetivo:
Demonstrar alteragdes no estresse oxidativo apds a cirurgia metabodlica. Métodos: Foram
utilizados 24 ratos Wistar de dois dias de idade. Em 16, diabete melito tipo 2 foi induzida por
100 mg/kg de injegdo de estreptozotocina. O desenvolvimento do diabete foi confirmado apos
10 semanas, utilizando teste oral de tolerancia a glucose. Oito ratos diabéticos compuseram o
grupo cirdrgico diabético; os oito restantes constituiram o grupo diabético. Oito animais em
que nao foi induzido o diabete formaram o grupo controle clinico. A técnica de Marchesini
foi utilizada no grupo cirlrgico diabético. Apos 90 dias, os ratos foram sacrificados, e os
marcadores de estresse oxidativo foram medidos. Resultados: Acido tiobarbiturico, superoxido
dismutase e catalase foram significativamente reduzidos no grupo cirtrgico diabético quando
comparado ao grupo diabético. Conclusdo: O duodenojejunostomia foi eficaz no controle do
estresse oxidativo exacerbado presente em ratos diabéticos.

ABSTRACT - Background: Type 2 Diabetes Mellitus is a multifactorial syndrome with severe
complications. Oxidative stress is accepted as a causal factor of chronic complications Aim:
To demonstrate alterations in oxidative stress after metabolic surgery. Methods: Twenty-four
2-day-old Wistar rats were used. In 16, Type 2 Diabetes Mellitus was induced by 100 mg/kg
streptozotocin injection. The development of diabetes was confirmed after 10 weeks using
an oral glucose tolerance test. Eight diabetic rats composed the diabetic surgical group;
the remaining eight composed the diabetic group. Eight animals in which diabetes was not
induced formed the clinical control group. The Marchesini technique was used in the diabetic
surgical group. After 90 days, the rats were sacrificed, and the oxidative stress markers were
measured. Results: Thiobarbituric acid reactive substances, superoxide dismutase and catalase
were significantly reduced in the diabetic surgical group compared to the diabetic group.
Conclusion: The duodenojejunostomy was effective in controlling the exacerbated oxidative
stress present in diabetic rats.

This is an open-access
article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License.

INTRODUCAO

partes do mundo especialmente nos Estados Unidos e na Europa. No
Brasil e em outros paises em desenvolvimento o niUmero de pacientes
com DM est4d aumentando consideravelmente®. O aumento da incidéncia no Brasil
é importante problema de salde publica, porque a doenga afeta varios sistemas do
corpo, com complicacbes frequentes decorrentes de alteragdes teciduais e vasculares
tal como se manifesta na doenca vascular periférica, doenca isquémica do coracédo e
doencas cerebrovasculares. O niUmero de pessoas com DM é estimado aumentar de
150 milhées em 2000 para 220 milhdes em 2010 e 300 milhGes em 2025%. Além disso,
a estimativa da prevaléncia diabética no mundo para publico em geral foi de 2,8% em
2000 e é projetada para ser 4.4 % em 2030%. Se a prevaléncia de obesidade para de
aumentar e permanece estavel até 2030, o que é improvavel, o nimero de pessoas
com DM serd mais do que o dobro do nimero de hoje devido ao envelhecimento e
urbanizacio da populacdo. E provavel que estes dados sejam subestimativa dos valores
reais; dados da Federacado Internacional de Diabetes indicam que cerca de 246 milhdes
de pessoas no mundo tém DM, tornando-se uma dos doencas® nao transmissiveis mais
comum. No Brasil, de acordo com dados do MS e Sistema de Informacdo de Hipertensao
Arterial Sistémica do Ministério da Salde, seis milhdes de diabéticos sdo estimados a
existir, metade dos quais acompanhados nas unidades de salde basica*. Ha interesse
crescente na pesquisa experimental com objetivo de investigar os principais caminhos
fisiopatoldgicos no DM, particularmente aqueles que contribuem para as complicacoes
cronicas da doenga®'"17:21,
O estresse oxidativo é aceito como um fator causal das complicagdes cronicas e
pode ser medida com base nos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico

Diabete melito (DM) é doenca com alta incidéncia e prevaléncia em muitas
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(TBARS) e a atividade da catalase. Recentemente, a cirurgia
metabdlica tem atraido interesse crescente como opc¢ao eficaz
para o tratamento do DM tipo 23422 A sua remissdo apos
operacdo metabdlica pode ser explicada por teorias, tais como
a exclusdo de passagem de alimentos através do duodeno e
a parte proximal do jejuno, conhecida como a teoria intestino
anterior. Por outro lado, o desvio do intestino delgado proximal
expe o ileo distal prematuramente aos nutrientes, aumentando
a secrecao do peptideo-1 e de peptideos do tipo glucagon
YY22, Este estimulo precoce de alimentos no ileo, levando a
producdo de hormonios intestinais locais, é a chamada teoria
dointestino posterior. Técnicas cirdrgicas desenvolvidas para o
tratamento do diabete, com base nestas duas teorias, querem
tanto remover o duodeno do transito intestinal como permitir
que o alimento alcance ao ileo mais rapidamente, ou usando
ambos os mecanismos. Estas técnicas devem ser de facil
realizacdo e seguras para o paciente’,.

Este estudo teve por objetivo avaliar da repercussao de
uma operacao metabdlica (duodenojejunostomia terminolateral
descrita por Marchesini’) em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina durante o periodo neonatal e seus efeitos sobre o
nivel de estresse oxidativo promovido pela duodenojejunostomia.

METODOS

Animais experimentais

O estudo foi realizado na Unidade de Experimentacao
Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Porto Alegre,
RS, Brasil sequindo as diretrizes do Cédigo de Etica OMS para
Experimentacdo Animal e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa dainstituicdo. Foram utilizados 24 ratos machos Wistar,
de aproximadamente dois dias de idade, criados na unidade
de experimentacdo. Apos o desmame, eles foram mantidos em
ciclo de claro/escuro (12/12 h) em ambiente de temperatura
controlada (22+2° C) com alimentacdo especifica para ratos
(Purina Rat Chow®) e 4gua ad libitum.

Inducao do diabete melito tipo 2

Em 16 animais, 100 mg/kg de estreptozotocinaem tampéao
de citrato, pH 4,5, foi injectado por via intraperitoneal. Ap6s 10
semanas, a inducado foi confirmada por teste de tolerancia a
glicose, utilizando 2 g/kg de glucose por via intraperitoneal e a
medi¢do subsequente de glicemia por puncao da cauda do rato
e arecuperacao de sangue suficiente para ser examinado com
tira de glucose, de um medidor de glucose capilar MediSense
Optium (Abbott diabetes Care, Inc., Alameda - CA) a 0, 30, 60,
90 e 120 min. Animais com hiperglicemia (2200 mg/dl) de
glucose, depois injectados por via intraperitoneal e hiperglicemia
persistente apds 120 min foram considerados diabéticos. Nos
outros oito, foi administrado somente injecao intraperitoneal
de citrato tampéao, pH 4,5, e 0 mesmo teste de tolerancia a
glicose foi feito 10 semanas depois.

Protocolo experimental

Apbs o teste de tolerancia a glicose ja descrito, os animais
diabéticos foram divididos aleatoriamente em dois grupos.
Em um deles, oito foram submetidos a operagdo metabdlica
e compuseram o Grupo Diabético Operado (DM+OP), e os
oito restantes, Grupo DM, foram submetidos somente ao
acompanhamento clinico. Finalmente, os oito animais em
que apenas citrato tampao sem estreptozotocina foi injetado
compuseram o Grupo Controle (CO). Apds 12 semanas de
vida, os ratos do grupo DM+OP foram submetidos a uma
duodenojejunostomia terminolateral para controlar seus
niveis de glicemia.

Técnica cirurgica

Os experimentos foram realizados com supervisdo de
um perito animal experimental. A indugdo anestésica foi feita

4

com mistura de oxigénio e 0,5% de isoflurano através de
mascara facial adequada. Uma dose Unica intramuscular de 5
mg/kg de enrofloxacina (Baytril, Bayer, Shawnee Mission, KS)
foi administrada antes do procedimento. Os animais foram
submetidos a laparotomia mediana minima, identificacdo
duodenal e a sua seccdo a 1 cm do piloro. O coto duodenal foi
fechado com Prolene 6-0 (Ethicon®). O local da anastomose foi
identificado a meio caminho entre o angulo duodenojejunal e da
valvulaileocecal. Em seguida, uma incisdo longitudinal foi feita
naalca, e anastomose continua duodenojejunal terminolateral
foi realizada em plano Unico com magnificacdo de imagem.
Este procedimento foi realizado como modificagdo técnica
originalmente descrita por Rubino™ (Figura 1).

FIGURA 1 - Duodenojejunostomia terminolateral com alca
biliopancreatica meio-a-meio para o tratamento
de diabetes tipo 2, descrito por Marchesini’

Seguimento pos-experimento

Os animais foram acompanhados por 90 dias apods a
operacao, e seu peso corporal foi medido com balanca digital
eletronica no dia do procedimento (dia zero) e a cada 30 dias
apos. No dia pos-operatério 90, os animais de ambos os grupos
foram submetidos a eutanasia por anestesia profunda. Foram
colhidas amostras de sangue, pulmoes e figado.

Exames bioquimicos

Amostras de sangue venoso foram colhidas através de
puncao cardiaca e centrifugado a 4.000 rpm por 15 min. Apds
centrifugacdo, o soro foi separado e congelado a -80°C. As
amostras de soro foram usadas para realizar os seguintes testes.

Avaliacgdo da lipoperoxidacdo

A medicao indirecta da peroxidacao lipidica foi realizada
por medicao de TBARS. A concentracdo obtida foi expressa em
nmol/mg de proteina3.

Atividade da superéxido dismutase (SOD)

Aatividade desta enzima foi definida como a sua capacidade
para inibir um sistema de deteccdo que reage com O2. A técnica
de SOD é baseada na inibicdo da presente reacao®.

Atividade da catalase

A enzima catalase catalisa a decomposicdo do peréxido
de hidrogénio em agua e oxigénio. A atividade da catalase foi
medida por espectrofotometria, e a concentracdo foi expressa
em pmol/g de tecido’.
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Analise estatistica

Os dados sao expressos como a médiaterro-padrao. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o Statistical
Package for o software de Ciéncias Sociais, versdo 17 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, EUA). Diferencas entre as médias foram avaliadas
utilizando ANOVA seguida de post hoc de Tukey ou Student
Newman-Keuls. O nivel de significancia foi considerado p<0,05.

RESULTADOS

Peso corporal

Depois de avaliar o peso corporal dos animais, observou-
se reducdo significativa dele a partir dos grupos DM (462+28;
p<0,01) e DM+OP (370+55; p<0,001) em comparagdo com o
CO (497+ 2, Figura 2).

Body Weight
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FIGURA 2 - Peso corporal (g) dos diferentes grupos experimentais
no final da experiéncia, com diferenca significativa
no peso corporal dos animais do CO, quando
comparado com os animais dos grupos DM
(#p<0,01) e DM+OP (*** p<0,001).

O estresse oxidativo - peroxidacao lipidica

Usando TBARS como medigao da peroxidagao de lipideos
no tecido pulmonar, foi observado aumento significativo
dele nos animais DM (3,07210,31) em comparagdo com o CO
(1,416+0,07) e DM+OP (0,815+0,08). Apds duodenojejunostomia
reducao significativa foi observada na peroxidacao lipidica do
tecido pulmonar, demonstrando o efeito protetor da operacdo
contra o estresse oxidativo (Figura 3A).

Na analise da peroxidagéo lipidica do tecido hepatico,
observou-se resultados semelhantes aos descritos no tecido
pulmonar; houve aumento significativo no grupo DM (4,379+0,17)
em comparagdo com os animais do CO (1.699+0,12), e foi
observada reducgéo significativa ap6s duodenojejunostomia
nos animais DM+OP (2,915+0,13). Os animais DM+QOP exibiram
diferenca significativa em comparagdo com o CO (Figura 3B).

No sangue, foi observado aumento na peroxidagao
lipidica nos animais DM (1,573+0,30) em comparagdo com os
CO (0,646+0,14), e diminuicdo significativa apds a operagdo
nos animais DM+OP (0,993+0,13), apoiando ainda mais o
papel protetor da operacdo em animais diabéticos. O DM+OP
apresentou diferenca significativa em comparacdo com o CO
(Figura 3Q).

Foi avaliada a atividade da enzima antioxidante SOD no
tecido pulmonar e observou-se aumento significativo nos animais
DM (24,792+0,25) em comparagao com os CO (21,776+0,38) e
reducdo significativa apds a operacdo no DM+OP (18,077+0,40).
Estas mudangas demonstram, no grupo DM, a presenca de
danos oxidativos e a subsequente tentativa de minimizar os
danos do aumento da atividade das enzimas antioxidantes. O
mesmo entendimento pode ser aplicado aos animais DM+OP,
em que diminuiu o dano oxidativo e diminui¢do da atividade
SOD (Figura 4A).
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FIGURA 3 - A) Andlise da peroxidacdo lipidica pulmonar de TBARS
(nmol/mg de proteina) com aumento significativo
nos animais DM (***p<0,001) em comparagdo com
CO e DM+OP; B) andlise de peroxidacao lipidica
hepética de TBARS (nmol/mg de proteina) com
aumento significativo observado nos animais DM
(***p<0,001) em comparagao com o CO e DM+QOP,
ediferencasignificativa entre o animais DM+OP e CO
(*p<0,01);C) anélise de peroxidacdo lipidicano sangue
em TBARS (nmol/mg de proteina) sendo obervada
diferenca significativa entre animais dos grupos DM
(***p<0,001)e COe DM +OP, e também foi observada
diferenca significativa entre DM+OP (**p<0,01) e CO
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FIGURA 4 - A) Andlise da atividade antioxidante enzimatico SOD
(USOD/mg de proteina) no tecido pulmonar mostra
diferenca significativa entre o DM (***p<0,001) e CO
e DM+OP, e também diferenca significativa entre
o DM+OP (*p<0,001) e CO; B) anélise da atividade
enzimaticade SODantioxidante (USOD/mg de proteina)
no tecido hepético e ndo houve diferengasignificativa
entre os grupos
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No tecido hepatico ndo foram observadas diferencas
significativas entre DM (15,23+0,31), CO (15,246 +0,40) e DM+QOP
(14,848+0,11). A auséncia de qualquer diferenca em tecido
hepatico pode ser devida ao anion do radical superdxido, que
jatinha sido dismutado pela enzima e convertido em perdxido
de hidrogénio (Figura 4B).

Quando se analisou a atividade da enzima antioxidante
catalase no tecido pulmonar, foi observado aumento significativo
entre os animais DM (2,436 0,24) e CO (0,787+0,21) e DM+QOP
(0,939 0,24) (Figura 5A).
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FIGURA 5 - A) Analise da atividade enzimatica antioxidante da
catalase (pmol/mg de proteina) no tecido pulmonar
onde foi observada diferenca significativa entre
o DM (***p<0,001) e os grupos CO e DM+OP;
B) analise da atividade enzimatica antioxidante
catalase (pmol/mg de proteina) no tecido hepético
observando-se diferenca significativa entre o
grupo DM (*** p<0,001) e CO e DM+OP

Este aumento confirmauma tentativa de defesas antioxidantes
contra o estresse gerado pela formacdo de radicais livres
importante no diabete. Os animais no grupo de pacientes
diabéticos nos quais a duodenojejunostomia foi realizada exibiu
diminuigdo da atividade enzimatica antioxidante porque esses
animais ja tinham sido protegidos contra a formacao de radicais
livres, tal como confirmado pela analise da peroxidacao lipidica.

Atividade enzimatica semelhante foi observada no tecido
hepético, com aumento significativo na atividade da catalase no
grupo DM (1,516%0,17) em comparagao com os CO (0,46+0,03)
e DM + OP (0,658+0,10, Figura 5B).

DISCUSSAO

Anteriormente outros autores encontraram animais
diabéticos apresentando diminui¢do do ganho de peso quando
comparados a controles®, como neste estudo. A diminuigdo
do ganho de peso é devida a acdo toxica de hiperglicemia
nos animais durante o periodo da puberdade (7-8 semanas),
conduzindo a diminuicdo da taxa de crescimento neste estagio.
Além disso, a operacdo leva a perda de peso inicial, quer
devido ao trauma cirlrgico ou a reducao inicial da ingestao de
alimentos; mas, o peso estabiliza duas semanas apds a operagao.
A manutencdo do peso pods-cirdrgico nos animais do grupo
DM+OP sinaliza a eficacia da presente técnica na prevengao da
progressdo da obesidade, que é tipico em pacientes diabéticos
obesos. Apesar da observacdo da perda de peso significativa
em ratos operados em relagdo aos controles, os animais que
nao foram submetidos a operacdo permaneceram eutroficos.

_6

Estes dados confirmam a hipdtese de que esta técnica cirtrgica
nado resulta em perda de peso significativa, o que permite seu
uso em pacientes ndo-obesos.

Ha evidéncia crescente, tanto em estudos experimentais
quanto clinicos que sugerem papel importante para o estresse
oxidativo na patogénese do DM8'27 Estudos demonstraram
aumento importante na atividade de TBARS no sangue e
nos tecidos pulmonares e hepaticos em ratos diabéticos em
comparagao com a sua atividade nos controles. Além disso, a
duodenojejunostomia resultou em diminuicdo na atividade de
TBARS a niveis significativamente mais baixos em comparacdo
com ratos diabéticos ndo operados. As suas medi¢des no
pulmao foram significativamente menores apds a operacao,
mesmo quando comparadas com as medidas em controles
ndo-diabéticos. Estes resultados demonstraram que este
procedimento reduz a peroxidagdo lipidica e diminui o estresse
oxidativo anteriormente observado em animais diabéticos. O
figado desempenha papel importante na homeostase da glicose
do sangue. Ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina que
exibem aumento na concentracdo de produtos de peroxidagdo
delipidos, tais como TBARS, mostram prova indireta da producéo
de radicais livres intensificada®. Reforca este modelo que, apds
duodenojejunostomia, os seus niveis em ratos diabéticos
voltaram para niveis semelhantes aos observados nos ratos ndo
diabéticos, sugerindo diminuicdo importante na peroxidagao de
lipidos e a diminuicao resultante de radicais livres. O aumento
nos produtos de peroxidagdo de lipideos no figado indica
que, em DM, o figado é susceptivel a peroxidacao lipidica,
que em DM ¢é devida ao aumento do estresse oxidativo nas
células resultantes da diminuicao dos sistemas antioxidantes.
Estudos ja demonstraram aumento significativo na peroxidagdo
lipidica em ratos expostos a estreptozotocina e sugeriram que
as substancias de protecao, tais como o acido galico, pode
diminuir esta peroxidacao exagerada. Estes resultados sugerem
a existéncia de um papel protetor para antioxidantes, devido a
sua capacidade de limpar radicais livres™. Um estudo nacional
com modelo de DM2 semelhante ndo observou aumento
no TBARS em ratos diabéticos'. Os autores sugeriram que
o modelo era insuficiente para aumentar a glicemia para
alterar TBARS. No entanto, o tempo de seguimento (quatro
meses) também pode ter sido demasiado curto para observar
o resultado esperado. Neste modelo, apesar de glicemia em
jejum nao ter sido suficientemente elevada, apds periodo de
seis meses de seguimento, aumento de TBARS foi evidente e
altamente significativo. Isso pode estar relacionado ao maior
tempo de exposi¢do, como aqui acompanhamento que foi de
dois meses a mais, o que representa aumento de 50% acima
do referido estudo.

Os dados SOD e catalase obtidos neste estudo sdo um
tanto conflituosos. Atividade SOD significativamente elevada
foi observada no tecido pulmonar de ratos diabéticos em
comparacdo com os controles. No entanto, no tecido hepatico,
os valores eram essencialmente os mesmos, e ratos operados
exibiram niveis inferiores de SOD pulmonar do que os ratos ndo
operados. No entanto, estes resultados ndo eram exclusivos
para este estudo; a literatura pertinente é conflitante®'61923 A
enzima SOD é responsavel pela neutralizagdo de superoxido,
e os relatos na literatura de sua relacdo com DM sao também
conflitantes. Embora os autores do estudo acima referido
sobre TBARS relatassem nenhuma alteracdo na atividade da
SOD de ratos com diabete induzida por estreptozotocina', o
que é consistente com outros estudos'®?3, ha evidéncias de
que os animais com diabete aloxanico-induzida apresentam
diminuicao dos niveis de SOD?%. Nos seres humanos, tanto em
pacientes do tipo 1 como tipo 2 de DM, o aumento da SOD
plasmatico é observado’®. Em modelo experimental de diabete
tipo 1induzida por estreptozotocina, foi observado aumento do
estresse oxidativo pulmonar, bem como reducdo da atividade
da SOD em ratos diabéticos em comparagdo com controles®.
Estes dados confirmam os achados de outros autores, que
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demonstraram aumento do estresse oxidativo e diminui¢cdo na
atividade da SOD nos pulmdes de ratos diabéticos. Estes autores
também demonstraram aumento na expressao de sintese de
oxido nitrico no tecido pulmonar de animais diabéticos®. A
outra enzima antioxidante testada neste estudo, a atividade
da catalase, é significativamente aumentada em animais
diabéticos, mas é diminuida apds a operacdo em comparagao
com ratos diabéticos ndo operados. Estes resultados foram
observados tanto no figado e no pulm&do. Como mencionado
anteriormente, o diabete é processo patoldgico conhecido por
estar relacionado ao desequilibrio de producao nas espécies
reativas ao oxigénio (ROS), tais como o radical hidroxila
(HO"), radical superéxido (O,) e H202. Portanto, as células
devem ser protegidas contra esta lesdo oxidativa por enzimas
antioxidantes. Este é o motivo mais provavel para o aumento
da atividade da catalase observado em ratos diabéticos em
comparacdo com os controles. Da mesma forma, quando o
estresse oxidativo diminui ap6s duodenojejunostomia, como
observado no presente estudo, a atividade antioxidante tende
a diminuir, com um componente de infraregulagdo de enzimas
antioxidantes. Este efeito tem sido observado anteriormente em
outro modelo experimental, no qual um aumento semelhante
na atividade da catalase e niveis de ROS foram observados nos
ratos diabéticos tratados com insulina?’. Estes dados sugerem
alteracdo no equilibrio oxidante-antioxidante em ratos diabéticos
que pode ser pelo menos parcialmente restabelecido através
da cirurgia metabodlica.

Mais dados de estudos em curso podem correlacionar
esses achados com alteracOes intestinais hormonais (incretinas)
e status de inflamacéo.

CONCLUSAO

A duodenojejunostomia foi eficaz na modulagdo do
estresse oxidativo presente neste modelo de rato diabético.
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