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RESUM O — Objetivo: Considerando-se que importantes avancos cientificos tém sido obtidos através de estudos com Diabetes
mellitus experimental, e que a agdo do tamoxifeno em humanos permanece obscura, 0 presente trabal ho objetiva acompanhar as
modificagbes promovidas pel o diabetes etamoxifeno no perfil el etroforético dasproteinas plasméticas. M éodos: Foram utilizados27
ratosfémeasWistar (180-220g peso corporal), divididos randomicamenteem 5 grupos: C1 (n=3, receberam veiculo), C2 (n=3, sem
tratamento), T (n=5, tratados com tamoxifeno, 0,3mg/kg/dia), D (n=8, diabéticosexperimentai spor estreptozotocina, 45mg/Kg) eDT
(n=8, diabéticostratados com tamoxifeno). A eletroforesefoi realizadaem acetato de celulose, pH 8,6-8,8, cubaTECNOW, easfitas
foram coradasem Ponceau S. Asproteinastotai sforam determinadas pel o método do Biureto (Kit Labtest). Osproteinogramasforam
obtidosem densitbmetro BioSystems BT S-235. Resultados: Albuminadiminuiu progressivamentenosgruposT, D e DT; afracdoa

aumentou nosgruposT e DT; afracdo a aumentou nosgrupos T e D, havendo efeito aditivo no grupo DT; afragéo b aumentou no$
gruposT eD; afracdo g aumentou nosgfupos T, D e DT. Conclusio: Osresultadosindicam umarespostade fase aguda, com efeito
aditivo do tamoxifeno e diabetes, sugerindo uma provavel lesdo hepética.

DESCRITORES: Tamoxifeno. Proteinas plasméticas. Diabetesmellitus. Eletrof orese de proteinas.

Introducéo

O tamoxifeno (TAM) é o agente antiestrogénico nao
esteroidal comumente utilizado no tratamento do cancer de
mama e mais recentemente seu uso tem sido aprovado na
quimioprevencéo em mulheres com elevado risco de desen-
volvimento de cancer de mama. Atua blogueando aacéo do
estrogénio, que por sua vez, estimula a divisdo celular na
mama . O TAM pode produzir efeito estrogénico total ou
parcial, bem como efeito antagonista, dependendo do teci-
do alvo e da espécie estudada. Existem dois receptores
estrogénicos (RE), a e b, onde as diferencas entre estes
subtipos de receptores em relacdo a afinidade de ligagéo e
distribuicéo nostecidos poderiam contribuir paraexplicar a
acao sel etiva dos agonistas ou antagonistas do RE em dife-
rentes orgaos e sistemas. Este farmaco apresenta acao
agonistaem determinados tecidos, como o endometrial (au-
mentando o risco de cancer de endométrio), o 6sseo
(prevenindo a osteoporose pré e pds-menopausa) e o hepé-
tico (metabol ismo lipoprotéico), e apresenta acéo antagonista
namama . O tratamento com tamoxifeno esta associado

com aumento do risco de cancer endc%rysetrial, trombose,
embolia pulmonar e esteatose hepética ™

As proteinas sdo polimeros de aminoéacidos unidos por liga-
¢cOes covalentes denominadas de ligacdes peptidicas. Os
diferentes grupamentos R encontrados nos aminoacidos in-
fluenciam na estrutura, funcionalidade e nas propriedades
das proteinas individuais, que podem ser usadas para a sua
separacdo, identificacdo e dosagem Dentre as técnicas de
separacao de proteinas encontra-se a eletroforese, que se
refere a migracdo de solutos ou particulas carregadas sob a
influéncia de um campo elétrico. A velocidade de migracéo
eletroforética depende de muitos fatores, que incluem carga
elétrica global da molécula, tamanho e forma da molécula,
intensidade do campo el étrico, propriedades do meio de sus-
tentagdo e temperatura de operagdo. Em um proteinograma
obtido do soro normal, costumam ser observadas duas
fracdes, sendo uma de albumina e outra composta %elas
globulinas que sdo divididas em al, az, begglobulinas .

O processo infamatério agudo decorrente de infeccdes, da-
nos teciduais ou provenientes de outros estimulos, induz
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umasérie complexade reacdes quetem como finalidadeinibir
a continuidade do dano tecidual, isolando e destruindo o
organismo agressor e ativando o processo de reparacéo ne-
cessario para o retorno do organismo as fungfes normais. A
inflamac&o aguda é geralmente acompanhada por uma res-
posta sistémica, conhecida como resposta de fase aguda,
gue é caracterizada por uma rgpida alteracdo nos niveis das
vérias proteinas plasmaticas. Haliberacdo de amplo espectro
demediadores por parte dos macréfagosteciduai s e mondécitos
sanguineos, dos quais as citocinas, principal mente o fator de
necrose tumoral (TNF) easinterleucinas|L-1elL-6, sdo as
principais mediadoras da sintese das proteinas de fase aguda
séricas. Durante a resposta inflamatéria, a ligacdo destas
citocinas aos seus respectivos receptores nos hepatécitos
induz aproducéo do fator de transcricéo especifico do figado
NF-IL6, que promove atranscricado dos genes que codificam
diversas proteinas de fase aguda. Coincidentemente, os ni-
veis do fator de transcricdo C/EBP, que é expresso
constitutivamente nos hepatécitos e que promove atranscri-
¢do da albumina e transferrina, diminuem e os niveis de
albumina e transferrina, consequientemente diminuem. Desta
maneira o aumento da sintese de proteinas reagentes de fase
aguda positivas é acompanhado de umadiminui¢do nasinte-
se de pré-albumina, albumina e transferrina (proteinas
reagentes negativos da fase aguda), de modo que sb ocorre
um leve aumento do total de proteinas do plasma. O aumento
da concentracdo das proteinas de fase aguda séricas, desig-
nadas como reagentes de fase aguda (RFA), ocorre de forma
proporcional a intensidade da agresséo e da destruicao
tecidual. Sup8e-se que todas tomem parte no complexo pro-
cesso defensivo da inflamacéo, para tanto, apresentam acéo
anti proteasi ca e antioxidante, podendo agir, como ativadores
do sistema complemento. Os niveis plasmaticos das protei-
nas individuais da fase aguda sobem com velocidades
diferentes. Primeiro, a proteina C-reativa (PCR) e a -
antiquimotripsina; depois, dentro das primeiras 12 horas, aa
glicoproteina &cida (AAG); em seguida, a a -antitripsind
(AAT), haptoglobina, C4 e fibrinogénio; e, findlmente, C3 e
ceruloplasmina. As proteinas reagentes de fase aguda sdo
consideradasindicadoresmaisfiéis darespostasistémicafren-
te aos processos inflamatérios e infecciosos, quando
comparadas a outras variaveis, tais como febre, aumento da
taxa de hemossedimentacdo e/ou presenca de leucocitose
associadaaneutrofilia. Emboraaresposta de fase aguda ndo
seja especifica, pode ser usada na prética clinica como parte
do diagndstico, tanto naavaliacéo daintensidade daatividade
inflamat6riacomo nadiscriminacéo de doencasinflamatérias
das ndo-inflamatorias. Além disso, sdo Uteisnamonitorizacéo
daresolucéo tecidual detraumas ou inflamacdo e também na
avaliacdo daresposta organicaao tratamento. Dessaforma, a
deteccéo de um processo inflamatério agudo necessita de

medida sensivel e rapida de proteinas de fase agu-
9,10,11,12,13,14,15

Na maior parte das condic¢des patol dgicas que envolvem as
proteinas plasmaticas, as alteracBes abrangem néo apenas
umadeterminada proteina, mas um grupo razoavel mente am-

plo dos componentes protéicos, dando lugar a quadros mais
caracteristicos dos processos fisiopatol gicos. A interpreta-
¢ao racional, com base no conhecimento do significado
fisiolégico e fisiopatol 6gico de cada componente, e das as-
sociacdes entre as alteracbes dos diversog componentes,
pode trazer indicacdes Uteis ao diagndstico .

O Diabetesmellitustipo 1 éumadoencainflamatériaautoimune
associada com alteracdes na permeabilidade vascul ar, levan-
do a muitas complicac8es incluindo nefropatia, retinopatia,
hipertensdo, e neuropatia. A disfuncéo endotelial tem sido
consistentemente demonstrada em modelos animais de dia-
betes, bem como em pacientes com diabetes tipo 1 etipo 2,
sendo sugerido que o processo inflamatorio esta envolvido
na patogénese da disfuncéo endotelial e da aterosclerose.
Estes dados sdo confirmados pela observacéo de niveis ele-
vados de proteina C reativa, um marcador de inflamacéo
sistémica, em pacientescomintolerdnciaaglicose. Alémdis-
so, correlacBes entre proteina C reativa e marcadores da
disfuncdo endotelial tem sido relatadas tanto em pacientes
diabéticostipo 1 como em pacientes diabéticostipo 2. Dentre
os fatores que podem contribuir para o estado inflamat6rio
vascular no diabetes estdo o estresse oxidativo, a
hiperglicemia, os produtos de glicacdo avancados (AGEs) ea
oxidacdo do LDL (lipoproteina de baixa densidade). Tanto a
inflamacdo intra-arterial como o estimulo extravascul ar pode
induzir ativacdo da resposta de fase aguda, levando a um
gumento deparédmetrosinflamatérioscomo aproteinaC restiva

GOMESet a, estudaram um grupo de pacientes com diabetes
mellitus tipo 1 sem complicacdes clinicas macro e
microvasculares paradeterminar se os niveisde proteinasde
fase aguda (alfa 1 glicoproteina &cida, proteina C reativa e
fibrinogénio) estavam alterados e se esses niveis de protei-
nas de fase aguda estavam relacionados com o controle
glicémico. De acordo com os resultados obtidos, as protei-
nas de fase aguda, um conhecido marcador de inflamacéo,
apresentaram-se aumentadas em pacientes com diabetes
mellitus tipo 1 quando comparados aos controles, indepen-
dentemente do controle glicémico o

A variedade de proteinas séricas encontradas em ratos €
diferente daquelas encontradas em humanos. Algumas pro-
tefnas séricas estdo presentes em concentracdes muito mais
baixa em ratos do que em humanos, como por exemplo, a
haptoglobina em condicdes basais. Outras proteinas estao
presentes em concentracdes bem mais elevadas em ratos,
como é o caso da proteina C reativa. Algumas proteinas sdo
espécie especifica para ratos, como € 0 caso da expressao
da al macroglobulina em condic8es basais e da expressdo
da prlcgteinaseri nainibidora3 durante um processo inflama-
tério .

Recentes investigacdes sobre proteinas séricas tém demons-
trado que as diferencas qualitativas e quantitativas entre as
espécies de ratos (Sprague-Dawley, Lewis e Wistar Kyoto)
s80 minimas, pelo menos em condicdes basais. Do mesmo
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modo outros estudos mostraram que a idade pouco influen-
ciou no padrdo das prottlesi nas séricas dos ratos estudados,
porém GIANAZZA eta = encontrou diversas diferencas no
perfil protéico entre machos e fémeas: ahemopexinaeapro-
teina C reativa sdo aproximadamente 50% e 25%,
respectivamente mais altas em fémeas, enquanto que a al%
antitripsina é aproximadamente 30% maisaltaem machos .

Considerando que importantes avancos cientificos tém sido
obtidos através de estudos realizados em animais com Dia-
betes mellitus experimental e que a acdo do tamoxifeno em
humanos ainda permanece obscura, o presente trabalho tem
por objetivo acompanhar as modificacdes promovidas pelo
DM, bem como pelo TAM, no perfil eletroforético das prote-
inas plasmaticas.

Méodos
Animais

Foram utilizados 27 ratos fémeas dalinhagem Wistar, de peso
entre 1809 - 220g, fornecidos pel o Biotério do Centro de Cién-
cias da Salde da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte, mantidos em gaiolascom no maximo trésanimais, com
aguae racdo comercial purinaad libitum, e com ciclo claro-
escuro 12/12h.

Osanimaisforam divididos em cinco grupos. Grupo (C1): n=3
animais recebendo apenas veiculo (sorbitol + tween 20 +
carboximetilcelulose - CMC); Grupo (C2): n=3 animais sem
qualquer tipo detratamento; Grupo (T): n=5animaiscomtra-
tamento exclusivo com tamoxifeno; Grupo (D) n=8 animais
diabéti cos experimentais por estreptozotocina; e Grupo (DT):
n=8 animais diabéticos experimentais em tratamento com
tamoxifeno.

Durante o periodo de 30 dias, foi feita pesagem semanal dos
animais e observacdo do quadro de politria, polidipsia e
polifagia paraos animais diabéticos experimentais. Foi reali-
zada a avaliacéo das fases do ciclo estral dos animais de
acordo com DUARTE et * Apos o periodo de 30 dias, os
animaisforam sacrificados por deslocamento cervical.

Todos os procedimentos em relacdo aos animais foram exe-
cutados de acordo com o Gwa padrdo para Cuidados e Uso
de animais de laboratérios .

Inducdo do diabetes mellitus

Apésjejum alimentar ndo hidrico, ad libitum, por cercade 12
horas, ratos Wistar fémeas de aproxi madamente 180-220g re-
ceberam, por via intraperitoneal, estreptozotocina (Sigma)
dissolvidaem tampao citrato de sodio O 01M, pH 4,5, napro-
porc¢ao de 45 mg/kg de peso corporal

Tratamento com tamoxifeno

Os animais foram tratados diariamente com tamoxifeno, por
viaoral, em umaproporc¢ao de 0,3mg/kg/dia, por um periodo
de 30dias. O tamoxifeno foi preparado em solucdo aquosade
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sorbitol 10% contendo carboximetilcelulose (CMC) 0,5% e 10
gotas de Tween 20.

Preparo das amostras de sangue

As amostras de sangue destinadas a avaliacdo foram obtidas
dos animais submetidos a jejum alimentar ndo hidrico, ad
libitum, por cerca de 8-10 horas, sendo estas analisadas no
periodo de 30 dias. Os animais foram sacrificados por deslo-
camento cervical e submetidos a coleta de cerca de 6mL de
sangue.

O sangue coletado, em um tubo sem anticoagulante, foi
centrifugado utilizando umacentrlfugade bancadanéo refri-
gerada Sigma 2-3 & 1.500 mi n , durante 10 minutos. O soro
obtido foi utilizado paraadosagem de glicose, proteinas to-
tais e posterior eletroforese de proteinas.

Determinacao da concentracéo de glicose

A determinaco da concentracéo de glicose foi realizada uti-
lizando-se 0 método da enzima glicose oxidase peroxidase
(kit LABTEST), em um espectrofotdmetro RA 50 (Bayer Diag-
noésticos, Irlanda, 1998).

Determinacao da concentracéo de proteinas totais

A determinacdo da concentracéo das proteinastotaisfoi rea-
lizada utilizando o método do Biureto, onde as ligacdes
peptidicasdasproteinas (-HN-CO-) reagem com ions clpricos
emmeio acalino (Reagente do Biureto) formando um comple-
X0 de coloracéo violeta, cujaabsorbanciamedidaem 545 nm
(espectrofotdbmetro RA 50 - Bayer Diagndsticos, Irlanda, 1998)
€ diretamente proporcional a concentracdo de proteinas na
amostra.

Eletroforese em acetato de celulose

A eletroforese das proteinas plasmaticas foi realizada utili-
zando-sefitas de acetato de celulose Midifilm (5,7 x 14 cm—
Biomidi), e como amostra o soro dos animais experimentais.
Foi utilizadaumacubaeletroforética TECNOW eamigracdo
das proteinas séricas foi realizada em tamp&o Tris-Veronal
(Biomidi) pH 8,6 —8,8. Asfitas de acetato de celulose foram
previamente incubadas ho mesmo tamp&o por dez minutos
paraem seguida serem posicionadas na cuba e receberem as
amostras. A aplicacéo ocorreu no pélo negativo da cuba uti-
lizando cercade 3 a5 ml de soro. Apds migracdo de 50 minutos
as fitas foram coradas em Ponceau S 5¢/L, por aproximada-
mente 8 minutos, e descoradas em solucdo aguosa de acido
acético a 5%. A seguir, foram fixadas em metanol PA por 1
minuto e transparenti zadas em solucdo de 85% metanol, 14%
acido acético PA, 1% glicerinapor 2 minutos. Finalmentefo-
ram secas em estufaa 60° C, durante 5 minutos, ealeiturado
resultado e quantificacéo das fracBes protéicas foi realizada
por densitometria, usando o densitdmetro BioSystems BTS
235. O aparelho mede a superficie de cada pico e deduz a
percentagem. Utilizando aconcentracdo das proteinastotais,
previamente determinada, o aparelho deduz a quantidade de
cadafracdoemg/dL.



Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos & andlise de variancia
(ANOVA) para saber se existia diferenca significativa entre
0s grupos estudados para cada fracdo do proteinograma, e
em seguidao teste de Tukey foi aplicado para detectar quais
as médias apresentavam diferenca significativa. O nivel de
rejei cdo da hipotese de nulidade foi fixado em 5% (p £ 0,05).
Foi utilizado o programa STATISTICA for Windows versdo
5.1 eo programaExcel 2000 MicrosoftO paraamontagem dos
bancos de dados e gréficos.

Resultados
Avaliacéo do ciclo estral

Asfasesdo ciclo estral dos animais controles apresentaram-
se regulares durante todo o periodo de estudo, entretanto
paraos grupos T, D e DT observou-se que as fases do ciclo
estral apresentaram-se irregulares ou mesmo estacionadas
durante horas ou mesmo dias namesma fase. Considerando
gue a irregularidade do ciclo estral ndo interferiu no perfil
eletroforético das proteinas plasmaticas, todos os animais
foram utilizados (resultados ndo mostrados).

Caracterizacéo do estado diabético

A caracterizacdo do estado diabético experimental dos animais
utilizadosfoi realizada através do acompanhamento da glicemia
(Figura 1) e da evolucdo do peso corpord (Figura 2) de cada
animal, por um periodo de 30 dias. Osanimaisdiabéti cosapresen-
taram-se hiperglicémicos 24 horas apds a administracdo de
estreptozotocina, com val oresmédiosde glicemiasempre superi-
oresa250mg/dL.

Em relacéo ao ganho de peso corporal os animais controles
atingiram um peso médio de 210g enquanto que os diabéti-
cos experimentais o peso médio final foi de 180 - 190g.

Avaliacdo dos proteinogramas

A avaliacdo geral dos proteinogramas revel ou que todos os ani-
mais apresentaram perfis eletroforéticos dentro do padréo
geralmente obtido para humanos, onde as proteinas séricas sfo
separadasem 2 fragdes distintas, sendo umade albuminaeoutra
composta pelas globulinas, entreelasa, a, b e g globulinas. A
Tabela 1 mostra os respectivos valores d& média e desvio pa-
dréo das fragdes protéicas obtidas para cada grupo estudado,
no periodo de 30 dias, eaFigura3 mostraarepresentacdo gréfica
do comportamento das fracBes protéicas para cada grupo estu-
dado, a partir dos quais sera possivel avaliar as possiveis
alteracOes observadas em funcdo do tratamento realizado.

600 -

400

200 -

Glicose (mg/dL)

]- FIGURA 1-Glicemia
dos animais controle
T comveiculo (C1), con-
trole sem veiculo (C2),
tratados com tamoxifeno
(T), diabéticos (D) e
diabéticos tratados com
tamoxifeno (DT), duran-
te o periodo de 30 dias.
Os resultados sdo ex-

C1 C2

Grupos

pressos como média +
desvio padréo.
*(p<005vsClLC2, T

Peso Corporal (g)
N
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FIGURA 2—Peso cor-
poral dos animais
controle com veiculo
(C1), controle sem vei-

— %

culo (C2), tratados com
i tamoxifeno (T), diabéti-
]' cos (D) e diabéticos
tratados com tamoxifeno
(DT), durante o periodo
de 30 dias. Os resulta-

C1 C2

Grupos

dos so expressos como
média + desvio padrao.
* (p<0,05) vsD, DT
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Valores

Fracs Referéncia a ¢ DT TABELA 1—Valores
racoes .
relativos e absolutos das
% g/dL % g/dL % g/dL % g/dL % g/dL % g/dL ~ - .
fragdes protéicas obti-
Albumin 5638% 3,548 35,3 502201 5273 3,98 ?53,8* 93799* :w,o* 73,72* 34,4* 3.27904° das a partir do .
a ! ! 1,5 ! 5,1 7 O,j 73,2 ! 0,2 ! 4,4 ! 150 ! 3,4 prota nogramados ani-
Alfal 1,645 %'322 4470,5 02870,1 3,002 803 , 55705 203 (1) 3,520,7 S’O ? 54203 0,3820,1 mais controle com
’ o o o veiculo (C1), controle
0,41- . 0,23 0,31 0,38 0,47 11,6 0,64 g '
Alfa2  57-11,5 083 0704 0,03 39212, 01 56710 ol 48205 02 917 203" sem veiculo (C?), trata-
12,4 1462 1,02 158 LIS 214 139 220 1,23 dos com tamoxifeno (T),
Beta  80-142 0513 a0y 090705 g, 203 204 202 2150 203" 928" 204" diabéticos (D) e diabéti-
10,5- 17,4 17,772 1,34 19,0 144 224 1,35 21,5 . cos tratados com
” - > 9 ) » ) b 9 il ) i 9
Gama o5 OF4 a4 02 g3 aop 212 203 o7 203 2100 MU ovifeno (DT)
Os valores sao expressos como média+ Desvio Padréo.
*(p < 0,05) vs C1, C2.
*(p< 0,05) vsC1, C2, T, D.
*(p< 0,05) vsC1, C2, T.
80 -
60 —+— Albumina
—=m—Alfa 1
-
T 40 - —a—Alfa 2 FIGURA 3—Evolucéo
E) das fragdes protéicas
—+— Beta T
dos animais controle
20 - —x— Gama comveiculo (C1), con-
trole sem veiculo (C2),
M tratados com tamoxifeno
0 : . . . . (T), diabéticos (D) e
c1 c2 T D DT diabéticos tratados com
tamoxifeno (DT), duran-
Grupos te o periodo de 30 dias
Discussédo animais considerados diabéticos mantiveram o nivel

O Diabetes mellitus tipo 1 é uma doenca inflamatéria
autoimune que acomete milhares de pessoas em todo mun-
do comprometendo a produtividade, qualidade de vida e
sobrevida das mesmas, e que esta ia\esl§oci ada a alteracdes
nosniveisdas proteinasplasméticas = . Osniveisdas pro-
teinas plasmaticas também sdo alterados pelo tratamento
com tamoxifeno, umavez que 0 mesmo induz umasérie de
alteracdes hepéticas que pode levar a0 comprometimento
da sintese protéica, visto que a maioria das proteinas
plasmaticas sdo %izrlltetizadas pelo figado, com exce¢do das
imunoglobulinas™ .

O modelo utilizado para estudar o efeito do diabetes e do
tamoxifeno nos niveis das proteinas plasméticas foram ra-
tos diabéticos experimentais por estreptozotocina. A reducéo
ou auséncia de ganho de peso corporal dos animais diabé-
ticos associada a evolucéo glicémica e ao quadro visivel de
polidria, polifagiae polidipsiando deixou dividas acercado
estado diabético dos animais utilizados, durante o periodo
de 30 dias. Observou-se ainda, que ao longo de 30 dias os
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glicémico superior ao dos controles. A administracdo do
veiculo em um dos grupos controles (C1) foi realizada para
verificar se a constituicao do veiculo poderia contribuir de
maneirasignificativano estado de hiperglicemiagerado pela
condicéo do diabetes. Os animais do grupo C1 apresenta-
ram val ores de glicemiaaproximados ados animais do grupo
C2, mostrando que a constitui¢do do veiculo utilizado para
administracdo do TAM n&o alterou os niveis de glicemia
dos mesmos.

Como pode ser observado naTabela 1l enaFigura3, osresul-
tados obtidos para o grupo C1 (animais que receberam
veiculo) ndo apresentaram alteracdes significativas na con-
centracdo relativa e absoluta das fragdes protéicas quando
comparados aos do C2 (animais que nédo receberam veicul o),
portanto a utilizacdo do veiculo néo foi responsavel pelas
alteracdes observadas. Além disso, os valores de ambos os
grupos ficaram dentro dos valores de referéncia geralmente
indicados para cadafracéo do proteinograma, possibilitando
a utilizacdo do grupo controle com veiculo (C1) como
parédmetro de comparacao para 0s demais grupos.



Em relacéo ao grupo T foi possivel observar ateraces nas
concentracdes dasfragdesalbuminaea, a, b eg globulinas
quando comparado ao grupo controle (Tabéla1). Em relagio
a albumina, classificada como uma proteina de fase aguda
negativa, houve umareducéo significativaem relacéo ao gru-
po controle. Para a fracdo a, constituida pelas proteinas a

antitripsina (principal cohstituinte), mucoproteinas é
glicoproteinaa é&cida, houve um aumento ndo significativo
quando compafado ao grupo controle. Este aumento pode
ser justificado pelo fato das proteinas a antitripsina e a

glicoproteina &cida serem reagentes de fase aguda positiva
podendo apresentarem-se elevadas devido a um possivel

processo inflamatério causado pelo TAM. Por outro lado,
este aumento também poderia estar relacionado ao efeito do
hi perestrogenismo sobre aa antitripsina, jaque o TAM pode
produzir efeitos agonistas &0 do estrégeno em Iocals que
possuem receptor de estrogénio, entre eles o figado " JAa
fracdo a, constituida pelas proteinas haptoglobulina, a

macroglbulina e ceruloplasmina, apresentou um aumentd
nao significativo quando comparado ao grupo controle. Deve
ser observado que os valores obtidos para a fracdo a2 em
relacdo ao grupo controle (3,0% + 0,41) foram inferiores aos
valoresdereferénciaparahumanos (5,7 — 11,5%), diferente-
mente das demaisfracdes cujosval oresforam sempre préximos
aos indicados para humanos Isto pode ser justificado, pois
segundo GIANAZZA et a’ , a haptoglobina esta presente
em ratos em concentracdes mferi ores a dos humanos. O au-
mento desta fracéo geralmente esta associado asituagcdesem
gue grandes quantidades de proteinas plasméticas de baixo
peso molecular, como a albumina, apresentam-se reduzidas,
umavez que para manter a pressao oncética apenas mol écu-
las de alto peso molecular como a a2-macroglobulina seria
capaz de compensar esta funcdo . Em relacdo a fracdo b,
onde estdo presentes atransferrina, os componentes C3 e C4
do sistema complemento, fibrinogénio, b-lipoproteina, entre
outras, também pode ser observado um aumento nao signifi-
cativo quando comparado ao grupo controle. Este aumento
podera estar relacionado aelevacao datransfer7ri na, umavez
gue segundo CHRISTENSON e SILVERMAN ' atransferrina
se encontra elevada na terapia com estrogénio. Consideran-
do que o TAM pode produzir efeito estrogénico total ou
parcial, este pode provocar uma elevacao da transferrina e
conseqlientemente dafracdo b. A anadlise dafracdo g mostrou
um aumento nado significativo quando comparado ao grupo
controle. Como pode ser observado na Figura3, o grupo T
apresentou um aumento e diminuicdo significativadafracéo
a eabumina, respectivamente, caracterizando um processo
de fase aguda, seguido de um leve aumento das g globulinas
indicando o inicio de um processo de defesa.

Para o grupo D houve umadiminuicéo progressivae signifi-
cativa da fracdo albumina quando comparada ao grupo
controle, podendo esta estar associada a um possivel pro-
cesso inflamatério, VIStO que a albumina é um reagente de
fase aguda negatlva ° Além disso, estareducdo podera esta
associada as glicacBes ndo-enzimaticas causadas pelo esta-
do de hiperglicemiado Diabetesmellitus, diminuindo assima

concentracdo de al bum| na livre e aumentando a concentra-
¢do defrutosami na"®. A diminui ¢do daalbuminando poderia
estar associadaaumaprovavel microalbumindria, geralmen-
te causada pela nefropatia diabética, visto que o periodo de
30 dias seriainsuficiente para desencadear umalesdo renal.
Além disso, a concentracdo sérica de creatinina manteve-se
dentro dos valores de referénciadurante o periodo de 30 dias
0 quetambém descartaa possibilidade de umapossivel lesdo
renal (resultados ndo mostrados). Asfragdesa ea permane-
ceram praticamente i nalteradas em relacéo ao grupo controle,
mas a andlise da fracdo b revelou um aumento significativo
guando comparado ao grupo controle e até mesmo em rela-
¢ca0 ao grupo tratado com tamoxifeno, o que poderia ser
resultante do aumento do colesterol e consequentemente das
b-lipoproteinas em funcdo do Diabetes melli itus”. A fracdo g
apresentou um aumento significativo quando comparado ao
grupo controle e ao grupo tratado com TAM, provavelmente
devido a um possivel processo inflamatério associado ao
DM, visto que nestafracdo se encontram asimunoglobulinas
eaproteinaCreativa. A avaliacéo geral dosresultados parao
grupo D, como pode ser observado na Figura 3, revela um
guadro mais caracteristico de um processo de defesaumavez
gue asfracBes b e g apresentaram aumentos mais representa-
tivos seguido de diminuic&o de albumina.

Quando a condicéo do diabetes foi associada ao tratamento
com TAM, areducdo dafracdo albuminafoi aindamaissigni-
ficativaquando comparada aos demais grupos. Estareducéo
esta relacionada a um efeito da associacdo entre DM e o
TAM e suas respectivas alteracfes hepaticas. A reducdo da
fracéo albuminapoderiaser avaliadacomo um processoinici-
al da esteatose hepética provocada pela acdo do tamoxifeno
junto com o DM, ou mesmo pel o comprometimento dasinte-
se protéica, umavez que abiotransformacdo do TAM ocorre
em nivel hepatlco e seus metabolitos causam lesdo do DNA
dos hepatdcitos *# Estes resultados sdo reforcados pelo
aumento da ordem de 15 vezes da atividade das enzimas
alaninaaminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) no soro dos animais quando da associacdo do DM e
TAM (resultados ndo mostrados) as quais séo reconhecidas
como marcadores hepéti cos especificos. Estes resultados séo
semelhantes aos relatados na literatura, que demonstraram
esteatose hepati caem pacientes bem como em animais quan-
do submetidos ao tratamento com TAM **. A fracdo al
apresentou um aumento nao significativo quando compara-
do ao grupo controle; este aumento poderia estar
possivelmente relacionado a um processo de fase aguda e
ou a um possivel efeito especifico do TAM sobre a a

antitripsina, uma vez que esta protefna representa cerca dé
90% da constituicao protéicadafracdo a . Considerando que
resultados semelhantes foram obtidos apenas para o grupo
tratado com TAM, mas ndo para o grupo D, o aumento daa

globulinano grupo DT foi causado principalmente pelo TAM®
O aumento dafracdo a2 foi bastante significativo chegando a
representar a somatéria dos valores obtidos em condicdo de
DM e do tratamento com TAM. Este aumento poderia ser
explicado devido a progressiva diminui¢do da concentracdo
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daalbumina, fazendo com que afracéo a2, principalmenteaa2
macroglobulina, se encontre mais elevada de modo a manter
apressdo oncética. Naregido b ndo houve diferenca signifi-
cativa com relacdo ao grupo D, mantendo-se um aumento
significativo em relacdo aos demais grupos, provavelmente
devido ao efeito do Diabetes mellitus sobre as lipoproteinas.
Em relacdo afracdo g foi observado um aumento significativo
guando comparado ao grupo controle, provavelmente devi-
do a um processo inflamatério, visto que nesta fracdo se
encontram as imunoglobulinas, que sofrem um aumento
policlonal namaioriados processosinflamatérios. Além dis-
so, 0 aumento da proteina C reativa (PCR), que é aprimeira
proteina de fase agudapositivaase elevar navigénciadeum
processo inflamatério podera também estar contribuindo ja
gqueaacdo do TAM levaaliberacdo de substancias autégenas
téxicas por tecidos danificados e a PCR ter|a 2 funcdo de
remover essas substancias toxicas do sangue "

Conclusido

A avaliacdo do proteinograma dos animais diabéticos trata-
dos com tamoxifeno mostrou que a utilizacéio do TAM por um
periodo de 30 dias em condicdo de DM provocou alteracdes
nos niveis das proteinas plasmati cas caracterizando umares-
posta de fase aguda, que poderia estar relacionada a uma
possivel lesdo hepatica. Porém como o periodo de estudo foi
curto, ndo foi possivel observar um efeito muito agressivo,
que podera ser observado na continuidade do estudo em
periodos mais prolongados. Entretanto estes resultados sdo
representativos no que diz respeito a possivel acéo deletéria
do TAM em nivel hepético, além de confirmar os possiveis
efeitos aditivos que 0 TAM poderia causar em pacientes dia-
béticos do tipo 1.
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ABSTRACT —Pur pose: Considering that important scientific advances have been obtained through studies based on experimental
Diabetes mellitus, and that tamoxifen action in humansremains unknown, theaim of the present work isto follow the modifications
promoted by diabetes and tamoxifen in the el ectrophoretic profile of plasmatic proteins. M ethods: It wasused 27 Wistar femalerats
(180-250 body weight), randomicaly dividedinto fivegroups: C1 (n=3, received vehicle), C2 (n=3, notreatment), T (n=5, treated with
tamoxifen, 0.3mg/Kg/day), D (n=8, experimental diabetesby estreptozotocin, 45mg/Kgand DT (n=8, diabetic treated with tamoxifen).
Theée ectrophoresiswasaccomplished in cellulose acetate. pH 8.6-8.8, TECNOW chamber, and the strainswere stained by Ponceau
S. Thetotal proteins were determined by the Biuret method (L abtest). Proteinograms were obtained in densitometer BioSystems
BTS-235. Results: Albumin decreased progressively inthegroupsT, D and DT; 4l fractionincreased ingroupsT and DT; &2 fraction
increased in groups T and D, including a synergic effect in group DT; afraction increased in groups T and D; &fraction increased
ingroupsT, D and DT. Conclusions. The resultsindicate an acute phase resposta, with synergic effect of tamoxifen and diabetes,
suggesting a probable hepatic lesion.

KEYWORDS: Tamoxifen. Plasmatic proteins. Diabetesmellitus. Electrophoresisof proteins.
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