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Aminoguanidina reduz o estresse oxidativo e as alteracoes
estruturais pulmonares em diabetes mellitus experimental®

Aminoguanidine reduces oxidative stress and structural
lung changes in experimental diabetes mellitus

Fabio Cangeri Di Naso, Luiz Alberto Forgiarini Junior, Luiz Felipe Forgiarini,
Marilene Porawski, Alexandre Simodes Dias, Norma Anair Possa Marroni

Resumo

Avaliamos o efeito da aminoguanidina sobre o estresse oxidativo pulmonar e a estrutura pulmonar em um modelo
experimental de diabetes mellitus. Foram determinados thiobarbituric acid reactive substances (TBARS, substancias
reativas ao acido tiobarbiturico), histologia e gasometria arterial em animais com diabetes mellitus (DM), animais
com diabetes mellitus tratados com aminoguanidina (DM+AG) e controles. O nivel de TBARS foi significativamente
maior no grupo DM que nos grupos controle e DM+AG (2,90 + 1,12 vs. 1,62 + 0,28 e 1,68 £ 0,04 nmol/
mg proteina, respectivamente), o mesmo ocorrendo com PaCO2 em relacdo ao grupo controle (49,2 = 1,65 vs.
38,12 + 4,85 mmHg), e Pa0, foi significativamente maior no grupo controle (104,5 + 6,3 vs. 69,48 +16,30 e
97,05 + 14,02 mmHg, respectivamente). Neste modelo experimental de diabetes mellitus, a aminoguanidina reduziu
o0 estresse oxidativo, alteracdes estruturais teciduais pulmonares e a troca gasosa no modelo experimental.

Descritores: Estresse oxidativo; Diabetes mellitus experimental; Pulméo.

Abstract

We evaluated the effect of aminoguanidine on pulmonary oxidative stress and lung structure in an experimental
model of diabetes mellitus. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), histology and arterial blood gases were
evaluated in animals with diabetes mellitus (DM group), animals with diabetes mellitus treated with aminoguanidine
(DM+AG group), and controls. The TBARS levels were significantly higher in the DM group than in the control and
DM+AG groups (2.90 + 1.12 vs. 1.62 £ 0.28 and 1.68 * 0.04 nmol/mg protein, respectively), as was PaCO, when
compared with that of the control group (49.2 % 1.65 vs. 38.12 * 4.85 mmHg), and Pa0, was significantly higher in
the control group (104.5 + 6.3 vs. 16.30 £ 69.48 and 97.05+£14.02 mmHg, respectively). In this experimental model
of diabetes mellitus, aminoguanidine reduced oxidative stress, structural tissue alterations, and gas exchange.
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O diabetes mellitus (DM) é um disturbio
metabolico que acomete diversos oOrgaos.
Estima-se que 171 milhdes de pessoas estejam
afetadas pela doenca. Esse numero devera subir
para 366 milhdes até o ano de 2030, e os fatores
principais que interferem no desenvolvimento da
doenca sdo o aumento da idade da populacdo,
0 maior numero de individuos que desenvolvem
a obesidade e a maior urbanizacdo das cidades.
Atualmente, o DM ocupa o quinto lugar nas
causas de morte no mundo."”

Diversos estudos clinicos e experimentais tém
identificado varios mecanismos fisiopatologicos

implicados no desenvolvimento das alteracoes
pulmonares induzidas pelo DM, e parece
que a inflamacdo aguda ¢ um dos principais
desencadeadores desse processo.”? Disturbios
na producdo de surfactante e dificuldade na
absorcdo do edema também estdo presentes,
bem como o desequilibrio nas atividades
oxidante/antioxidante, coagulacio/fibrindlise e
no sistema de fibrose/reparacéo.

Os principais fatores associados  as
complicacoes pulmonares cronicas sdo o estresse
oxidativo e a geracdo de advanced glycation end
products (AGEs, produtos finais de glicacio
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avancada).” Nosso grupo ja demonstrara em um
estudo que o estresse oxidativo esta presente no
DM experimental, e os animais que apresentavam
a doenca possuiam alteracdes estruturais no
tecido pulmonar, bem como mudanga nos
valores dos gases sanguineos.®

A utilizacdo de uma terapéutica que bloqueie
os AGEs ou reduza o estresse oxidativo e
nitrosativo pode ser eficaz na doenca pulmonar.

A aminoguanidina previne a formacio
das AGEs porque contém hidrazina em sua
estrutura quimica, a qual reage com o0s
seguintes compostos: glioxal, metilglioxal e
3-desoxiglicosona.©® Além dos efeitos sobre a
glicacdo avancada, a aminoguanidina em doses
mais baixas pode atuar de maneira especifica
inibindo a atividade da enzima iNOS e reduzir
o estresse nmitrosativo.”? A aminoguanidina
também pode inibir o metabolismo da histamina,
o catabolismo de poliaminas e a atividade da
catalase, assim como potencializar os efeitos
da angiotensina na producdo de prostaciclina.
No entanto, nenhum estudo experimental
demonstrou os efeitos da aminoguanidina sobre
as complicagbes pulmonares decorrentes do
DM.®

Este estudo teve como objetivo avaliar o
efeito da aminoguanidina na reducéo do estresse
oxidativo e dos possiveis danos existentes na
estrutura pulmonar provocados pelo DM. Foram
realizadas medidas gasométricas sanguineas
para avaliar as alteragdes existentes na troca
gasosa, assim como foi feita a avaliacio do
dano oxidativo tecidual com o uso de técnicas
histologicas para determinar e quantificar as
alteracoes existentes na estrutura pulmonar.

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  Experimentation preconizado pela
Organiza¢do Mundial da Saude. Os animais foram
divididos em trés grupos: grupo controle, grupo
de animais com DM e grupo de animais com DM
que foram tratados com aminoguanidina. Cada
grupo foi composto por sete animais. O periodo
do estudo foi de 60 dias, a contar da data em
que os animais diabéticos apresentaram glicemia
sanguinea superior a 250 mg/dL.

0 DM foi induzido com uma tnica injecdo i.p.
de estreptozotocina (Sigma Chemical, St. Louis,
MO, EUA) na dose de 70 mg/kg de peso corporal.
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© Para os ratos tratados com aminoguanidina
(aminoguanidine  hemisulfate salt, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), foi utilizada a dose
i.p. de 50 mg/kg de peso durante os ultimos
30 dias do experimento.!"”

Para a determinacdo da  glicemia,
utilizou-se o teste enzimatico colorimétrico,
e os animais foram sacrificados no 60° dia
de experimento. Todos foram anestesiados
(cetamina, 100 mg/kg + xilasina, 50 mg/kg;
i.p.) e em seguida submetidos a tricotomia e
laparotomia ventral media na regido toracica e
abdominal. Foi coletado sangue da artéria aorta
abdominal no intuito de avaliar os gases arteriais.
Foi utilizado um analisador ABL 700 (Radiometer,
Copenhagen, Dinamarca) para a determinacéo de
Pa0,, PaCO, e Sa0,. Posteriormente, os pulmdes
foram retirados e fixados em paraformaldeido a
49% para a andlise histoldgica, sendo uma parte
armazenada em freezer na temperatura de —80°C
para a posterior quantificacdo de thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS, substancias
reativas ao acido tiobarbiturico). A medida das
TBARS foi realizada conforme o estabelecido por
Buege e Aust.("

Para a realizacdo da peroxidagdo lipidica, o
tecido pulmonar foi homogeneizado? e, em
seguida, foi realizada a quantificacdo da proteina
segundo o método de Lowry et al.™

Para a andlise histologica pulmonar, foi
utilizada a técnica com picrosirius red. O exame
anatomopatologico foi realizado de modo
duplo cego por um patologista do Laboratorio
de Patologia do Hospital das Clinicas de Porto
Alegre. Os dados foram analisados no programa
Statistical Package for the Social Sciences versao
13 (SPSS Inc., Chicago, 1L, EUA), sendo utilizado
o teste de ANOVA para a comparacdo entre os
grupos e, como post hoc, o teste de Student-
Newman-Keuls para as comparacdes entre os
grupos. O nivel de significancia adotado foi de
5% (p < 0,05).

Quando analisada a concentragdo de glicose
sanguinea, verificou-se um aumento significativo
no grupo diabético quando comparado ao
grupo controle e, apds o tratamento com
aminoguanidina, ndo houve reducdo da
hiperglicemia. A peroxidacio lipidica pulmonar
foi maior mnos animais diabéticos quando
comparados aos do grupo controle, e a utilizagao
da aminoguanidina reduziu significativamente
os niveis de peroxidacdo lipidica tecidual,
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Tabela 1 - Comparagio dos resultados de glicemia, substancias reativas ao acido tiobarbiturico e gases
sanguineos entre 0s grupos.

Pardmetros Grupo
Controle DM DM+AG
n=17) h=17) m=17
Glicemia, mg/dL 217,6 £ 11,84 561 + 35,60* 549,62 * 42,30%*
TBARS, nmol/mg proteina 1,62 £ 0,28 2,90 + 1,12*% 1,68 £ 0,40%**
Pa0,, mmHg 104,58 + 6,33 69,48 + 16,30 97,05 + 14,02
PaCOZ, mmHg 38,12 £ 4,85 49,2 £ 1,65* 45,28 + 10,84
SaOz, % 97,54 £ 0,55 84,92 + 7,80* 94,6 £ 3,24%

DM: animais com diabetes mellitus; DM+AG: animais com diabetes mellitus tratados com aminoguanidina; e TBARS:
thiobarbituric acid reactive substances (substincias reativas ao acido tiobarbiturico). Valores expressos em média £ dp.
*p < 0,05 (grupo diabético vs. grupo controle). **p < 0,05 (grupo diabético tratado com AG vs. grupo controle). ***p < 0,05

(grupo diabético tratado com AG vs. grupo diabético).

quase retornando aos valores basais. Na analise
gasométrica, observamos um aumento em
PaCO, no grupo diabético, bem como uma
reducdo em Pa0, e Sa0,, quando comparados
aos animais do grupo controle. Entretanto, ao
analisarmos os gases sanguineos dos animais
diabéticos tratados com aminoguanidina, houve
um aumento significativo em PaO, e SaO
(Tabela 1).

Na analise histologica, evidenciou-se a
presenca de células inflamatorias no grupo
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diabético, quando comparado ao grupo controle,
e também no grupo diabético que recebeu
aminoguanidina. No grupo diabético também
houve um aumento na matriz extracelular, a qual
determina a presenca de fibrose tecidual. Quando
quantificada a fibrose, houve um aumento
significativo dessa no grupo diabético quando
comparada a do grupo controle, assim como
uma reducdo estatisticamente significativa nos
animais diabéticos tratados com aminoguanidina
(Figura 1).

Z <

DM

DM + AG

Figura 1 - Fotos de microscopia das amostras de tecido pulmonar de animais dos grupos: em a), controle (CO);
em b), diabetes mellitus (DM); e em c), diabetes mellitus tratado com aminoguanidina (DM+AG; picrosirius red,
aumento, 200x). Em d), gréfico da quantificacio da fibrose (percentual de pixels). *p < 0,001 vs. grupos CO e
DM+AG; *p < 0,001 vs. grupo DM.
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Neste estudo, assim como em um estudo
realizado anteriormente,® observamos um
aumento na peroxidacdo lipidica do tecido
pulmonar em animais diabéticos. No presente
estudo, a aminoguanidina reduziu a peroxidacio
lipidica. Apesar de ser uma medida indireta na
avaliacdo do estresse oxidativo, a andlise da
peroxidacdo lipidica pode indicar dano celular
mediado por agentes oxidantes e nitrosantes.
Estudos prévios demonstraram a capacidade
da aminoguanidina em reduzir a apoptose
induzida pelas espécies reativas de oxigénio e
pela peroxidacéo lipidica em células da retina e
de rim em animais com DM."»'9

Na gasometria realizada, encontramos
alteracdes na troca gasosa nos animais diabéticos,
pois houve diminui¢do em Pa0, e SO, e aumento
em PaCO, sanguinea. Um resultado semelhante
foi encontrado em pacientes diabéticos,
pois também hd uma reducdo significativa
na capacidade de difusdo pulmonar quando
comparada a de individuos higidos. Um dos
provaveis fatores preditores para essa alteracdo
clinica foi a microalbuminuria apresentada
pelos pacientes, pois a mesma demonstrou uma
correlacio inversa com a difusio pulmonar.!'?

Um dos fatores responsaveis por essa
alteracdo no sistema pulmonar pode ter sido o
aumento na espessura da membrana basal, ja
que a mesma pode ser ocasionada pelas ligacdes
inter e intramoleculares com o coldgeno, que sdo
o resultado da ac¢do dos AGEs. Esse mecanismo
também pode contribuir para aumentar a rigidez
e a resisténcia a digestao proteolitica, bem como
interferir nas proteinas da matriz extracelular
(fibronectina; colageno tipo T, TV e VI; e
laminina) e causar upreguilation na formagio de
citocinas.'”

A utilizagdo da aminoguanidina demonstrou
ser eficaz no modelo experimental de
nefropatia diabética, pois houve reducdo no
espessamento da membrana basal glomerular
apoOs sua utilizacdo." No presente estudo,
a aminoguanidina melhorou a capacidade
difusional dos gases sanguineos, pois houve
aumento em Pa0, e Sa0,. No entanto, ndo
houve redugdo de PaCO, apos o tratamento. Isso
pode ser explicado pelas provaveis alteracdes
existentes na mecanica ventilatoria e na acdo
dos quimiorreceptores centrais e periféricos que
também estdo afetados no DM.®'®
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Quando analisamos a histologia do tecido
pulmonar, evidenciamos um aumento na
barreira alveolocapilar nos animais diabéticos.
Essas alteracdes também foram observadas por
alguns autores,!"®'? os quais demonstraram que
o DM ¢ o principal responsavel por alteragdes
estruturais pulmonares. Segundo um estudo
no qual se avaliou a inibicdo de nuclear factor
kappa B (NF-xB, fator de transcri¢do nuclear
kappa B) em modelo experimental de DM, foi
demonstrado que o pulméo de animais diabéticos
apresenta alteracdes na estrutura tecidual, e
que essas foram ocasionadas pelo aumento do
estresse oxidativo, e, quando NF-xB foi inibido,
houve reducdo na injuria pulmonar induzida
pela doenca.?”

A aminoguanidina possivelmente atua como
um inibidor dos AGEs, pois reduz os niveis
de estresse oxidativo pulmonar e diminui as
alteracdes estruturais pulmonares causadas
pelo aumento na sintese e na deposicdo de
colageno.

Em resumo, alteracdes estruturais no tecido
pulmonar de animais diabéticos ocasionam
modificacdes nas trocas gasosas, bem como
um aumento do estresse oxidativo. Apds a
utilizagdo da aminoguanidina, observou-se uma
reducdo na peroxidagio lipidica e nas alteracdes
estruturais pulmonares expressas através da
fibrose, bem como o restabelecimento dos niveis
de Pa0, e Sa0..
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