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RESUMO:

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é uma sindrome multifatorial com
complicacbes graves e mortalidade significativa, mas seu tratamento até 0 momento
tem mostrado resultados desapontadores. Apenas 50% dos pacientes com DM2
conseguem manter niveis glicémicos adequados. Rubino et al em 2004
demonstraram uma técnica cirargica de exclusdo duodenojejunal em ratos diabéticos
ndo obesos com bons resultados no controle dos niveis glicémicos. O
desenvolvimento de uma técnica que ndo apresente perda ponderal pode prover
base tedrica e cientifica para justificar sua aplicacdo em pacientes com DM2 e
IMC<35. Com este objetivo, iniciamos um estudo experimental utilizando a técnica
proposta por Marchesini em 2008, que consiste na seccdo do duodeno
imediatamente apds o piloro, seguido de duodenojejunostomia com anastomose
termino-lateral na porcdo meédia do intestino delgado. O objetivo foi demonstrar as
alteracdes no perfil metabdlico, inflamatério e de estresse oxidativo apds a cirurgia
metabdlica. Foram utilizados 24 ratos Wistar com 2 dias de vida sendo que em 16
deles foi induzido o DM2 através de injecdo i.p. de 100mg/kg de Streptozotocina. O
desenvolvimento de diabetes foi confirmado apds 10 semanas através de TTGIP.
Oito ratos diabéticos compuseram o grupo diabético cirdrgico (DM+OP) e oito o
grupo diabético controle (DM). Os outros oito animais que nao tiveram inducdo do
diabetes formaram o grupo controle clinico (CO). A técnica de Marchesini foi
realizada no grupo DM+OP, e os grupos DM e CO receberam dieta padrdo e
seguimento. Foi realizado TTGIP aos 7, 15, 30, 60 e 90 dias ap0s a cirurgia, quando
os animais foram submetidos a eutanasia. Os animais do DM+OP néao tiveram perda
de peso importante apds trés meses da cirurgia, enquanto que o DM e o CO tiveram
aumento significativo do peso. A glicemia dos animais operados foi
significativamente menor no grupo operado em comparacdo ao diabético controle e
os valores de colesterol seguiram a mesma tendéncia. Os niveis de TNF-a, NF-kB,
SOD, TBARS e Catalase foram significativamente menores no grupo DM+OP em
relacdo ao grupo DM. A duodenojejunostomia foi efetiva em controlar os niveis de
glicemia e colesterol, bem como diminuiu significativamente o0s marcadores
inflamatorios e de estresse oxidativo.

Palavras-chave: Cirurgia metabdlica, inducdo de diabetes, modelos de diabetes
melitus tipo 2, cirurgia do diabetes, estresse oxidativo.
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ABSTRACT:

Diabetes Mellitus type 2 (DMT2) is a multifactorial syndrome with severe
complications and significant mortality. Until this moment, its treatment has proven
disappointing. Only 50% of DM2 patients are able to maintain proper glycemic levels.
In 2004 Rubino et al showed a surgical technique of duodenal-jejunal exclusion in
diabetic non-obese rats with positive results in the control of glycemic levels. The
development of a technique that does not imply weight loss may provide a theoretical
and scientific basis for its application in DM2 patients who present BMI<35. With this
aim, this experimental study was conducted using the technique proposed by
Marchesini in 2008, which consists of a section of the duodenum immediately next to
the pylorus, followed by duodenojejunostomy with end-to-side anastomosis in the
medial portion of the small intestine. The objective was to demonstrate alterations in
the metabolic and inflammatory profile and in oxidative stress after metabolic surgery.
An amount of 24 2-day-old Wistar rats were used. In 16 of them DMT2 was induced
through 100mg/kg injection i.p. of streptozotocin. The development of diabetes was
confirmed after 10 weeks through TTGIP. Eight diabetic rats composed the diabetic
surgical group (DM+OP); and 8 other rats composed the diabetic control group (DM).
The other 8 animals which were not induced formed the clinical control group (CO).
The Marchesini technique was used in the DM+OP, and the other groups received
the standard diet and follow up. TTGIP was performed at 7, 15, 30, 60 and 90 days
after surgery, when the animals were submitted to euthanasia. DM+OP animals
presented no important weight loss 3 months after surgery, while the other groups
presented a significant weight gain. Weight maintenance after surgery in DM+OP
proves the effectiveness of this technique in preventing obesity progression, which is
characteristic in obese diabetic patients. The glucose levels were significantly lower
in the operated group compared to diabetic control and cholesterol values followed
the same trend. The levels of TNF-a, NF-kB , SOD, catalase and TBARS were
significantly lower in DM + OP group compared to DM. The duodenojejunostomy was
effective in controlling blood glucose levels and cholesterol, and significantly
decreased inflammatory markers and oxidative stress.

Keywords: metabolic surgery; induction of diabetes; diabetes mellitus type 2 models;
diabetes surgery; oxidative stress.
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INTRODUCAO:

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenga que apresenta elevada incidéncia e
prevaléncia na populacdo em diversas partes do mundo. Essa doenca apresenta
prevaléncia bastante elevada nos Estados Unidos e em paises da Europa, contudo,
o Brasil e outros paises em desenvolvimento apresentam crescimento consideravel
no numero de doentes (WHO, 1998). O crescimento da incidéncia de DM no Brasil
representa importante preocupacao da saude publica, tendo em vista que a doenca
acomete diversos sistemas corporais com complicacdes frequentes, decorrentes de
alteragbes teciduais e vasculares, manifestando-se através de doenga vascular

periférica, doenca isquémica cardiaca e doencas cerebrovasculares.

Estima-se que o nimero de pessoas com DM aumente de 150 milh&es, em
2000, para 220 milhdes, em 2010, e 300 milhdes, em 2025 (Wild, Roglic et al.,
2004). Alem disso, a estimativa da prevaléncia mundial de DM para todos 0s grupos
etarios, em 2000, é de 2,8% e, em 2030, de 4,4% (Wild, Roglic et al., 2004). Ainda
que a prevaléncia de obesidade permaneca estavel até 2030, o que parece
improvavel, o numero de pessoas com DM sera maior do que o dobro em
consequéncia de envelhecimento e urbanizacdo da populacdo. Tais estimativas,
provavelmente, estdo subestimando os valores reais, visto que dados da Federacao
Internacional de Diabetes indicam que aproximadamente 246 milhdes de pessoas no
mundo tém DM, sendo, atualmente, uma das doencas nao transmissiveis mais

comuns (Unwin, Gan et al.).

No Brasil, segundo dados do Sistema de Informacéo do DM e Hipertensao
Arterial Sistémica (HAS) — (Hiperdia), do Ministério da Saude, estima-se a existéncia
de seis milhdes de diabéticos, metade dos quais faz acompanhamento nas unidades
basicas de saude. No Rio Grande do Sul, desde o inicio da implantacdo do Hiperdia,
em 2002, j4 foram cadastrados e acompanhados 10.763 doentes (Ministério da
Saude, 2009).

Existe crescente interesse na pesquisa experimental com a finalidade de

investigar as principais vias fisiopatoldégicas do DM, principalmente em relacdo as
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complicagcBes cronicas da doenga. O estresse oxidativo € aceito como fator causal
das complicagGes cronicas, portanto, a pesquisa de tratamentos que atenuem o
dano oxidativo ocasionado pela progressdo do DM é de grande interesse para a
comunidade cientifica. A realizacdo desses trabalhos projeta a perspectiva de novos

estudos que aprofundem o conhecimento sobre a acao da terapia no DM.
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REFERENCIAL TEORICO:

Diabetes Mellitus (DM):

Os primeiros relatos dessa doenca foram registrados pelos antigos egipcios
por volta 1500 a.C. Entre os hebreus ha relatos com suspeita da ocorréncia do
diabetes gestacional. Algumas complicacbes do DM como polifagia, polidipsia,
polidria e poliastenia foram observados pelo médico Areteu da Capaddcia, por volta
de 70 d.C (Oliveira, 2002).

Pelo periodo de 1600 anos, a medicina ndo evoluiu no estudo do diabetes. SO
em 1670, o médico inglés Thomas Willis descobriu, provando a urina de individuos
gue apresentavam 0s mesmos sintomas, que ela era "muitissimo doce, cheia de
acucar". Em 1815, o quimico Michael Chevreul demonstrou que o acucar dos
diabéticos era glicose, embora a causa desse excesso nédo tivesse sido estabelecida
Por essa razdo, os médicos passaram a provar a urina das pessoas sob suspeita de
diabetes. Desde essa época, a doenca passou a chamar-se "diabetes acucarada” ou
"Diabetes Mellitus”. A palavra "Mellitus" € proveniente do latim e quer dizer "mel ou
adocicado” (Oliveira, 2002; King e Rubin, 2003).

Em 1889, Joseph Von Mering e Oscar Minkowski descobriram que o pancreas
produz uma substancia, capaz de controlar o aglicar no sangue e evitar os sintomas
do diabetes. Essa substancia, anos depois, foi descrita como insulina (Oliveira,
2002).

O DM né&o é uma doenca unica, mas apresenta um grupo heterogéneo de
disturbios metabdlicos. Em comum a todos eles esta a hiperglicemia (Diretrizes da
Sociedade Brasileira de Diabetes, 2007).

Atualmente, a classificacdo do DM é baseada na etiologia e n&do no tipo de
tratamento, como até poucos anos. A classificacao proposta pela OMS (Organizacao
Mundial de Saude) e pela Associagcdo Americana de Diabetes (ADA) inclui quatro
classes clinicas: DM tipo 1 e DM tipo 2 (essas representam as principais categorias),

outros tipos especificos de DM e DM gestacional.
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O DM tipo 1, forma presente em 5% a 10% do total dos casos, resulta na
destruicdo das células p-pancreaticas e tem tendéncia a cetoacidose. Muitas vezes,
essa destruicdo € mediada por autoimunidade, porém existem casos em que nao ha
evidéncias de processo autoimune, sendo, portando, referida como forma idiopatica
do DM tipo 1 (Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes, 2007). O DM tipo 2
compreende 85% a 90% do total de casos de diabetes. Esse tipo apresenta graus
variaveis de resisténcia tecidual a insulina, relativa deficiéncia na secrecao desse
horménio pelas células B-pancreéticas, além de fatores genéticos, ambientais e

obesidade (American Diabetes Association, 2007).

Uma epidemia de DM esta em curso. Estima-se que o nimero de pessoas
com DM aumente de 170 milhdes, em 2000, para 194 milhdes em 2003 e 334
milh6es em 2030 (Wild et al., 2004). No Brasil, um censo realizado pelo Ministério da
Saude e pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPqg), com o apoio da Sociedade Brasileira de Diabetes, demonstrou a
prevaléncia de diabetes em 7,6% da populagcédo entre 30 e 69 anos (Ministério da
Saude, 2009).

No Brasil, existem aproximadamente 11 milhfes de diabéticos,
compreendendo cerca de 5,9% da populagao total. Desse universo, cerca de 90%

delas séo portadoras de diabetes do tipo 2 (Ministério da Saude, 2009).

Existem quatro vias metabdlicas que explicam como a hiperglicemia resulta
nas complicagBes diabéticas. S&o elas: aumento no fluxo da via dos polidis,
aumento na formacéo de produtos finais da glicosilacdo avancada (AGESs), ativacéo
das isoformas da proteina quinase C (PKC) e aumento na atividade da via da

hexosamina (Brownlee, 2001).

A hiperglicemia também € a causa principal de aumento na geragcao do anion
radical superéxido. O estresse oxidativo € aceito como principal fator desencadeante

no desenvolvimento das complicacdes cronicas do DM (Brownlee, 2001).

A hiperglicemia permite a conversdo de glicose em sorbitol pela via dos

polidis, juntamente com a diminuicdo de fosfato nicotinamida adenina dinucleotideo
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(NADPH) e glutationa reduzida (GSH). Posteriormente, o sorbitol € metabolizado a
frutose pela sorbital desidrogenase e, dessa forma, aumenta a razdo NADH/NAD+, o
que aumentaria a sintese "de novo" de diacilglicerol (DAG), principal ativador

fisiologico da PKC (Darley-Usmar et al., 1995).

As complicacdes do DM apresentam origem multifatorial, porém o processo
bioquimico de glicosilacdo avancada é acelerado devido a hiperglicemia crénica e ao
estresse oxidativo. A glicosilacdo avancada envolve a geracdo de um grupo
heterogéneo de substancias quimicas conhecidas como AGEs. Seus efeitos no
diabetes podem ser classificados como independentes ou dependentes de
receptores, podendo atuar de maneira intracelular ou através de ligagdo com a
superficie celular por intermédio de receptores, como o receptor para produtos finais
de glicosilacdo avancada (RAGE) (Goh e Cooper, 2008). Ao interagir com seu
receptor, os AGEs ativam a via de transducdo de sinais secundaria como a proteina
quinase C (PKC). O alvo chave da sinalizacdo dos AGEs é o NF-kB, que é
translocado para o nucleo, ativando a transcricdo de numerosas proteinas celulares,
incluindo as moléculas de adesdo celular-1, E-selectina, endotelina-1, fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) e citocinas pro-inflamatorias (Joral et al.,
1993; Schiekofer et al., 2003; Goldin et al., 2006).

A via de biossintese da hexosamina & uma via adicional do metabolismo da
glicose que pode mediar alguns dos efeitos toxicos da glicose (Brownlee, 2001).
Devido a esse mecanismo, 0 aumento da glicose intracelular tem como
consequéncia a metabolizacéo final de frutose-6-fosfato a uridina difosfato-N-acetil
glucosamina, resultando em alteracdes patoldégicas na expressdo génica,
aumentando a producéo de citocinas inflamatdrias e fatores de transcricéo (Du et al.,
2000).

O mecanismo que parece ser comum a todas as células lesadas como
consequéncia da hiperglicemia € a producdo aumentada de ERO, sendo essa
hipétese capaz de unificar todas as vias, como mostrado na Figura 1. A
hiperglicemia leva ao aumento da PARP (poli ADP-ribose polimerase), enzima
envolvida no reparo de danos ao acido desoxirribonucleico (DNA) e,

consequentemente, a diminuichio da  GAPDH  (gliceraldeido-3-fosfato
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desidrogenase), responsavel pela metabolizacao final da glicose, ativando todas as

vias (Brownlee, 2005).

T Glicose

l

fero t parp

l

lGAPDH
Fluxo TAGES T PKC T Fluxo via
via dos l da
polidis hexosamina

TNF-KB

Figura 1: Mecanismo unificado de dano celular induzido pela hiperglicemia (Reis et
al., 2008). ERO: espécies reativas de oxigénio; PARP: poli ADP-ribose polimerase;
GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase); AGEs: produtos finais da
glicosilacdo avancada; PKC: Proteina quinase C; NF-kB: Fator de transcricdo Kappa
B.

Diabetes Mellitus experimental:

Grande parte dos conhecimentos cientificos que o0 homem adquiriu na area da
biomedicina visando, primordialmente, a saide humana e a dos animais domeésticos
foi possivel, em grande parte, gragas ao uso dos animais de laboratorio em suas
pesquisas. Esta intima relacdo entre pesquisa biomédica e uso de animais de
laboratorio deve-se, principalmente, ao conhecimento cientifico adquirido a respeito

desses animais (Andersen et al., 2004).
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Os modelos experimentais utilizados para o estudo do DM contribuem para o
esclarecimento sobre a doenca, suas causas e consequéncias. A inducdo quimica
do diabetes em animais experimentais ocorre apos a destruicdo quimica seletiva das
células B-pancreaticas. As substancias diabetogénicas mais usadas sédo a
estreptozotocina (STZ) e o aloxano. A dose dessas drogas para indugéo do diabetes
depende da espécie do animal e do seu peso (Szkudelki, 2001).

A SZT ¢é uma nitrosamina, inicialmente isolada do Streptomyces
achoromogenes (Herr et al., 1960). E uma molécula de glicose com uma cadeia
lateral altamente reativa, nitrosuréia, que inicia a acéo citotoxica (Islas-Andrade et
al., 2000). A molécula de glicose direciona a STZ para as células B-pancreaticas,
onde ela se liga ao transportador de membrana GLUT-2. Schned| e colaboradores
demonstraram que a toxicidade da STZ nas células B-pancreaticas é devida a
similaridade da molécula da STZ com a da glicose, permitindo que seja internalizada
via transportadores GLUT-2 (Schnedl et al., 1994; Verspohl, 2002).

A acéo celular da STZ envolve a produgédo de ERO, que sao capazes de
promover alquilacdo de bases de DNA em varios niveis, as quais, quando
reparadas, causam alteragbes no metabolismo das células [-pancreéticas,
acarretando deplecdo de nicotinamida-adenina dinucleotideo (NAD), conforme
ilustrado na Figura 2 (Asplund et al., 1984). Evidéncias apontam para o envolvimento
do oxido nitrico (NO) na leséo da célula B-pancreatica durante o diabetes induzido
por STZ (Haluzik e Nedvidkova, 2000).
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E&trspto. A
i Zotocina = P : 1 ek =

Necross da Céluls "B"

Figura 2: Atuacdo da STZ nas células B pancreaticas (produtoras de insulina)
Adaptado de Pickup e Williams, 1988. DNA: acido desoxirribonucléico; NAD:

nicotinamida-adenina dinucleotideo.

Estresse Oxidativo (EO):

O EO é definido como um desequilibrio entre as substancias oxidantes e as
defesas antioxidantes, a favor dos oxidantes (Sies, 1993). Um importante aspecto do
EO indica que a perda da sinalizacdo 6xido-reducéo €, as vezes, mais importante
que o desequilibrio pré-oxidante/antioxidante ou do dano tecidual induzido pelo
desequilibrio (Jones, 2006). As consequéncias do EO podem ser muito sutis ou
muito agressivas, incluindo dano oxidativo as biomoléculas, interrupcdo do sinal de
transducédo, mutacdo e morte celular e isso depende do balanco entre a geracao das
espécies reativas formadas e das defesas antioxidantes presentes nas células
(Halliwell e Whiteman, 2004).

As espécies reativas mais relevantes na biologia e na medicina sdo as de
oxigénio, de nitrogénio e do cloro. Espécies reativas podem ser ou ndo um radical
livre (RL), que é qualquer espécie quimica (Atomo, molécula) capaz de existéncia
independente, que possua um ou mais elétrons desemparelhados em qualquer

orbital, normalmente no orbital mais externo. Espécie reativa de oxigénio (ERO) é
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um termo coletivo que inclui os radicais do oxigénio e néo radicais que sdo agentes
oxidantes e/ou sdo facilmente convertidos em radicais (Del Maestro, 1980; Halliwell
e Gutteridge, 1984; Southorn, 1988; Halliwell e Whiteman, 2004).

Dentre as espécies reativas, o RL anion superéxido (O,") é de grande
importancia por ser a primeira ERO gerada nas células. Varias outras espécies
reativas de significado fisiologico sado derivadas dele como produtos de uma reacao
em cascata (Munzel et al., 2002), incluindo o peroxido de hidrogénio (H»0,), radical
hidroxila (OH") e o peroxinitrito (ONOQO™), este é derivado da reacdo entre o radical
superéxido com o 6xido nitrico. O O, pode ser produzido pela cadeia de transporte
de elétrons mitocondrial, por NADPH oxidase, xantina oxidase, ciclooxigenase,
lipoxigenase, Oxido nitrico sintase e citocromo P450 (Schnachenberg, 2002). A

Tabela 1 mostra espécies reativas importantes no sistema bioldgico.

Tabela 1: Importantes espécies reativas no sistema biolégico (adaptado de Halliwell,
2006).

Radicais Livres

N&o-radicais

Espécies Reativas de Oxigénio

Superoxido, O2”
Hidroxila, OH’
Peroxila, RO2"
Alcoxila, RO’
Carbonato, COs”

Peroxido de hidrogénio, H202
Oxigénio singlet, '0,
Peroxidos organicos, ROOH

Espécies Reativas de Cloro

Cloro atémico, CI’

Acido hipocloroso, HOCI
Gas cloro, Clz
Nitro-cloro-benzeno, NO2Cl

Espécies Reativas de Nitrogénio

Oxido nitrico, NO
Diéxido de nitrogénio, NO2’

Acido nitroso, HNO2

Cation nitrosila, NO"

Anion nitrosila, NO
Tetraoxido dinitrogénio, N204
Trioxido dinitrogénio, N20Os
Peroxinitrito, ONOO’

Acido Peroxinitroso, ONOOH
Alquil Peroxinitrito, ROONO

As ERO'’s participam de varias func¢@es fisiologicas e sdo parte integrante na

defesa contra micro-organismos

invasores. Elas s&o produzidas durante o

metabolismo celular aerobico normal e tém papel importante na manutencdo do
estado celular redox (Surh, 2005; Oktyabrsky e Smirnova, 2007).
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As espécies reativas nem sempre sao prejudiciais. Elas ajudam os fagdcitos a
eliminarem micro-organismos e a regularem eventos sinalizadores pela via redox e
assim influenciar na fosforilacgdo e desfosforilacdo de enzimas e fatores de
transcricdo (Halliwell, 2006). Algumas reacfes pro-oxidantes-antioxidantes foram

resumidas na Figura 3.

Respiracdo mitocondrial
NADPH oxidase
Xantina oxidase
Ciclooxigenase

Lipoxigenase H,0 + O,
Citocromo p450
Oxido nitrico sintase A
CAT
v SOD Fe*"/ Cu”
0o, » H.0, »OH
GSH
NO
/ GPx GSSH
ONOO" Hz0

Figura 3: ReacOes pro-oxidantes/antioxidantes relevantes no sistema bioldgico.
Adaptado de Schnachenberg, 2002. O,": anion superéxido;, ONOQO™: peroxinitrito;
NO: éxido nitrico; SOD: superoxido dismutase; CAT: catalase; OH': radical hidroxila;
H,O: 4gua; O,: oxigénio; H,O,: perdxido de nitrogénio; GPx: glutationa peroxidase;
GSH: glutationa reduzida; GSSH: glutationa oxidada; Fe®" : fon ferroso; Cu*: cobre;
OH': hidroxila.

Quando um RL reage com um composto nao radical, outro RL pode ser
formado, induzindo, assim, as rea¢cdes em cadeia, como é o0 caso da lipoperoxidagéo
(LPO). Dessa forma, podem ser produzidos efeitos bioldgicos distantes do sitio de
geracdo do primeiro RL formado. S&o efeitos gerais da peroxidacao lipidica:
diminuicdo da fluidez da membrana, dano das proteinas de membrana, desarranjos
e inativacdo de receptores, de enzimas, de canais de ions e potenciacdo da lise
celular (Halliwell, 2006).

O processo de LPO termina quando dois radicais peroxil reagem entre si,

formam um tetroxido instavel que se decompde dando origem ao oxigénio singlet
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(*0,) e as carbonilas excitadas que retornam ao seu estado fundamental, emitindo
quantas de luz visivel (Russel, 1957). Podem ser medidas pelo processo de
quimiluminescéncia (QL) e constituem-se num importante método de quantificacédo
de LPO (Castro et al., 1990). Outros lipidios hidroperéxidos também se decompdem
numa reacao catalisada por complexos de ferro e cobre, produzindo aldeidos como
o malondialdeido (MDA), 4-hidroxynonenal (4-HNE), hidrocarbonetos volateis (como
0O gas etano e pentano) e outros produtos que podem ser detectados

experimentalmente (Halliwell e Gutteridge, 1989; Lima e Abdalla, 2001).

Como citado anteriormente, o MDA ¢é produto secundario da peroxidacdo
lipidica por via enzimatica, derivado da B-ruptura de acidos graxos poli-insaturados,

tais como acido linoléico, araquiddnico e docosahexanaico.

O desequilibrio no estado redox tem efeitos potencialmente deletérios sobre a
biologia celular. Por isso, existem varios mecanismos antioxidantes envolvidos na
protecdo das células e organismos para um eventual dano causado por quantidades

excessivas desses mediadores altamente reativos (Soneja et al., 2005; Blair, 2006).

Antioxidante € qualquer substadncia que, quando presente em baixas
concentracbes, comparadas as de um substrato oxidavel, retarda ou inibe
significativamente a oxidacdo deste substrato. Os antioxidantes podem ser

classificados em enzimaticos ou ndo enzimaticos (Halliwell e Gutteridge, 1989).

Entre as principais defesas antioxidantes enzimaticas (Figura 4) estdo as
enzimas superéxido dismutase (SOD), responsaveis pela dismutacdo do O;", a
catalase (CAT), responsavel pela dismutacdo do H,O, e glutationa peroxidase (GPXx).
A GPx degrada, além do H,O,, outros peréxidos (Droge, 2002; Halliwell e
Gutteridge, 2007).
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complexo citocromo oxidase

Catalases (CAT)

Peroxidases (GPx)

OQ — OZL — H202 —2 OH * — HQO

Superoxido-dismutase (SOD)

Figura 4. Mecanismo de defesa enzimatica contra as ERO (Adaptado de Del
Maestro, 1980). CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; O,: oxigénio; O,": anion
superéxido; H,O,: peréxido de nitrogénio; OH': radical hidroxila; H,O: agua; SOD:
superoéxido dismutase.

Entre as principais defesas antioxidantes ndo enzimaticas da célula estdo as
vitaminas C e E, os carotendides, os flavonodides e a glutationa. A glutationa é
considerada o antioxidante n&o enzimatico hidrossolivel mais importante por
participar de inumeras reacdes de oOxido-reducdo (Blair, 2006; Oktyabrsky e
Smirnova, 2007).

Estresse Oxidativo no DM:

A hiperglicemia ativa um mecanismo comum as quatro vias metabdlicas
anteriormente descritas através do aumento na producdo do O," pela cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial. O EO é aceito como fator chave na mediacéo do
desenvolvimento e progressao do diabetes e de suas complicacdes (Nishikawa et
al., 2000; Bonnefont-Rousselot, 2002; Evans et al., 2003; Ceriello, 2003; Maritim et
al., 2003).

A hiperglicemia induz a aumento nos doadores de elétrons (NADH e FADH,)
e aumenta o fluxo de elétrons na cadeia transportadora mitocondrial.
Consequentemente, ocorre aumento na relacdo ATP/ADP e hiperpolarizacdo no
potencial de membrana mitocondrial. Esta alta diferenca de potencial eletroquimico
gerada pelo gradiente de protons leva a uma inibicdo parcial no complexo Il do

transporte de elétrons, resultando no acumulo de elétrons na coenzima Q. lIsto
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levaria a uma reducéo parcial na formacao de O, e a geracdo do RL O," (Korshunov
et al., 1997).

As ERO estariam aumentadas e seriam as principais responsaveis pelas
alteracdes fisiopatologicos do DM (Ceriello et al., 2003). Moléculas com elétrons
desemparelhados, gerados a partir da hiperglicemia, podem reagir com o NO, que é
um dos maiores sinalizadores biologicos em nosso organismo, e formar espécies

reativas de nitrogénio (Squadrito e Pryor, 1995).

Fator de transcricdo nuclear Kappa B (NF-kB):

7z

O NF-kB é fator da transcricdo que desempenha um importante e
determinante papel, tanto em situagcdes normais como na coordenacao de respostas
imunes adaptativas, regulando a expressdo de muitos mediadores celulares
(Zingarelli et al., 2003).

Este fator foi descrito primeiramente em 1986 por Sen e Baltimore, sendo
capaz de ligar-se a sitios especificos kappa no enhancer das imunoglobulinas em
células B (Sen e Baltimore, 1986). Est4 bem estabelecido que NF-kB esta expresso
na maioria dos tipos celulares, sendo constituido por um dimero composto dos

membros da familia da Rel.

A familia do NF-kB/Rel compreende cinco subunidades, chamadas p50, p52,
p65 (RelA), c-Rel, e RelB. Tais subunidades formam homodimeros e heterodimeros
em varias combinacdes. Geralmente, o NF-kB consiste em dois polipeptideos: um
de 50 kDa (p50) e um de 65 kDa (p65). Em células em homeostase, o NF-kB
mantém-se no citoplasma em sua forma inativa, associado com as proteinas
inibidoras do sitio kB, chamadas de inibidores kB (IkB). Sete espécies de IkBs sao
descritas: IkBa, IKB[3, IkBy, IkBg, Bcl-3, p100, e p105. (Zingarelli et al., 2003).

Alteracbes na regulacdo do NF-kB estdo associadas a diversas doencas
cronicas como DM, aterosclerose, artrite reumatéide e asma (Barnes e Karin, 1997;
Evans et al., 2002).
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Diversos estudos clinicos foram realizados, utilizando-se pacientes com DM e
avaliando a ativacdo do NF-kB. O trabalho realizado por Hofmann e colaboradores
(1998) avaliou pacientes com DM tipo | que possuiam controle glicémico insuficiente.
Houve maior ativacdo em células mononucleares sanguineas periféricas, bem como
uma correlacdo positiva entre a ativacdo do NF-kB e o EO (Hofmann et al., 1998).
Schiekofer e colaboradores (2006) avaliaram pacientes com DM tipo | e concluiram
gue a normalizacdo dos niveis de glicose sanguinea resulta na reducéo da ativacéo
do NF-kB.

Trabalhos experimentais também avaliaram a ativacdo do NF-kB em animais
diabéticos. Dias e colaboradores (2005) mostram que animais diabéticos
apresentaram aumento na ativacdo do NF-kB e que, ap0s o tratamento com o
antioxidante quercetina, a ativagao deste fator diminuiu. Kwon e colaboradores
(2006) mostraram que o NF-kB esta ativado em camundongos diabéticos induzidos
por STZ e que o pré-tratamento com extrato da casca de Cinnamomum cassia,

chamado de Cortex cinnamomi preveniu a ativacéo do fator de transcricao -kB.

Para ativar o NF-kB, sdo necessarios estimulos intracelulares e ou
extracelulares, cujos ativadores podem ser produtos bacterianos (endotoxinas,
peptideoglicanos), virus e componentes virais, protozoarios, citocinas (fator de
necrose tumoral [TNF-a], interleucinas), ligacdo de AGEs com seu receptor RAGE,

hiperglicemia, RL e ou oxidantes (Zingarelli et al., 2003 Verma, 2004; Ahmed, 2005).

7

A via intracelular mais investigada atualmente & a existente entre a
hiperglicemia e o0 EO, em que o NF-kB € o principal envolvido. Este fator regula a
expressdo de um grande numero de genes, incluindo os que possuem grande

ligacdo com as complicacdes do DM (Evans et al., 2003).

A ativacdo do NF-kB (Figura 5) requer a fosforilacdo de seus inibidores
fisiologicos (particularmente o IkBa) em residuos especificos de Serina (Ser-32 e
Ser-36). Tal fosforilacdo é mediada por um complexo protéico. O complexo quinase
kappa B (IKKs) é composto de trés subunidades, duas unidades cataliticas IKK-a,

IKK-B, e uma unidade reguladora IKKy (NF-kB essential modulator, NEMO). Apos a
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fosforilacdo, ocorre a subseqiente degradacdo das IkBs através das ubiquitinas,
formando um proteossoma 26S (Yamaoka et al., 1998). A degradacao proteolitica
dos IKBs permite a translocacdo do NF-kB ao nucleo. No nucleo, o NF-kB regula a
expressao de genes, incluindo fatores de crescimento, citocinas pro-inflamatorias,
moléculas de adesdo e RAGE. Muitos produtos dos genes regulados pelo NF-kB
também funcionam como seus proprios ativadores, tal como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), TNF-q, interleucina 1 beta (IL1-8) e RAGE. (Didonato et
al., 1997; Karin, 1999).

Hiperglicem ia .
Stress Oxidativo Toxinas uv
bacterianas

Citocinas
pro-inflamatorias

RAGE

NF-kB_

Figura 5: Vias de ativacdo do NF-kB. Representacdo esquematica da translocacao
nuclear da molécula de NF-kB ativada frente diversos estimulos como hiperglicemia,
estresse oxidativo, infeccdo, citocinas e radiagdo ultravioleta. No nucleo o NF-kB
promove a transcricdo de diversos moduladores como citocinas proé-inflamatérias e
RAGE. IL-1: interleucina 1; TNF: fator de necrose tumoral; UV: raios ultra-violetas;
NF-kB: fator transcricao kappa b; IkB: inibidor Kappa B p65: subunidade do NF-kB;
p50: subunidade do NF-kB; IKK: inibidor kappa quinase.

Cirurgia Metabolica como tratamento do DM tipo 2:

Nos udltimos anos, a cirurgia metabdlica vem sendo muito estudada com o
intuito de tratar o DM tipo 2 e resultados de remissdo sustentada em mais de 80%
dos pacientes vem sendo demonstrados. As principais técnicas que tém
demonstrado sucesso na remisséo do diabetes sédo o Duodenal Switch e Derivagéo
biliopancreética/Scopinaro com mais de 90% de remissdo e o Bypass Géstricoem Y
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de Roux — BGYR com 80% de resolucdo do DM2 (Scopinaro et al., 2005; Buchwald
et al., 2004; Dixon et al., 2005). A idéia de se tratar o DM tipo 2 em pacientes com
sobrepeso ou obesidade leve a moderada esta levando os pesquisadores a
desenvolverem uma técnica que controle os niveis glicémicos sem levar a uma
perda de peso muito importante. Sendo assim, além das técnicas consagradas,
outras mais recentemente desenvolvidas vém sendo estudadas, como € o caso da
Banda Gastrica Ajustavel, Interposicdo lleal e Manga Duodenal (Mari et al., 2006;
Chiellini et al., 2009; Cohen et al., 2006). Por se tratarem de técnicas cirdrgicas
relativamente novas, estas cirurgias devem ser testadas inicialmente em modelos
experimentais animais, antes de serem aplicada a seres humanos (Rubino et al.,
2010). Além do uso do estudo de novas técnicas, os modelos experimentais tambéem
sao utilizados para avaliar o metabolismo dos carboidratos e o papel dos horménios
intestinais (incretinas) no controle da glicemia e deveriam preceder todos os estudos
em humanos quando novas técnicas sdo desenvolvidas (Rubino et al., 2004; Mistry
et al., 2009; Patriti et al., 2006; Inabnet et al., 2009). Recentemente, a International
Diabetes Federation (IDF) publicou a sua posi¢cdo em relacdo ao tratamento cirdrgico
do DM tipo 2. Neste documento a IDF recomenda que a cirurgia metabdlica deva ser
considerada como um tratamento aceitavel para pacientes com diabetes de dificil
controle e indice de massa corporal (IMC) entre 30 e 35 kg/m?. Isto vem a corroborar
a importancia do tratamento cirdrgico do diabetes mesmo em pacientes sem
obesidade mérbida (IDF Statement 2011).

Papel das Incretinas no controle glicémico:

E muito recente o conceito de efeito incretinico e de eixo enteroinsular, ou
seja, a interacdo entre os hormoénios, o intestino e as glandulas anexas ao sistema
digestorio. O eixo enteroinsular € uma estreita interacdo entre os hormoénios
produzidos localmente nas células intestinais que controlam a producao e liberacao
de insulina pelo pancreas. O efeito incretinico é a capacidade de determinados
procedimentos ou medicacbes em alterar alguns dos componentes do eixo
enteroinsular levando a uma melhora dos niveis glicémicos e consequentemente do

controle do diabetes (Mingrone et al, 2009; Wietzycoski et al, 2010). A exclusdo da
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passagem do alimento pelo duodeno e pela por¢cdo proximal do jejuno configura a
chamada teoria do intestino proximal ou foregut theory. Por outro lado, o desvio do
intestino delgado proximal expde precocemente o ileo distal aos nutrientes,
aumentando a secrecao de peptideo glucagon-like 1 (GLP-1) e peptideo YY (PYY)
(Thaler et al, 2008). Este estimulo precoce do alimento no ileo, levando a producao
de hormonios intestinais locais leva o0 nome de teoria do intestino distal, ou hindgut
theory. As técnicas cirargicas desenvolvidas para tratamento do diabetes, baseadas
nessas duas teorias, ou retiram o duodeno do transito intestinal ou fazem com que o
alimento chegue mais rapido ao ileo distal, ou ainda, usam ambos 0s mecanismos.
Outra teoria é a da Grelina, hormdnio orexigeno produzido no fundo gastrico. Atraves
desta teoria, a retirada do fundo gastrico levaria a uma diminuicdo do apetite, perda
de peso e melhora dos niveis glicémicos, este ultimo efeito decorre de mecanismo

ainda nao esclarecido (Vetter et al, 2009, Thaler et al, 2008)

Novas técnicas cirlrgicas:

O efeito da cirurgia que mistura exclusdo duodenal e o contato precoce de
nutrientes na porc¢ao final do intestino delgado sobre as incretinas tem sido relatado
em varios estudos (Guidone et al., 2006; Masson, 1999; Stradder et al., 2005). O
conceito de “incretinas” foi definido como fatores secretados pelo intestino em
resposta a glicose oral, ou sobrecarga de lipidios e capaz de aumentar a secrecao
de insulina induzida por glicose (Creutzfeldt, 1979). Os pacientes severamente
obesos que foram submetidos a cirurgia de Bypass Biliopancreéatico, com ou sem
Switch duodenal mostram melhores resultados na reducédo de DM tipo 2 (98,9 %),
em comparagcdo com pacientes em que foi realizada a cirurgia de Bypass géastrico
com reconstrucdo em Y-de-Roux (83,7%) (Buchwald, et al., 2004). Atualmente,
acredita-se que isto é resultado da producdo aumentada do GLP-1, um peptidio
produzido pelas células L do ileo terminal e cuja secrecdo esta relacionada ao
contato direto de nutrientes com a mucosa do ileo terminal (Lim e Brubaker, 2006;

Service et al., 2005).
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Em 1977, Barry et al. descreveram niveis séricos elevados de enteroglucagon
depois de uma cirurgia de Bypass gastrico (Barry et al., 1977), enquanto em 1981,
Sarson et al. demonstrou um aumento de nivel semelhante em pacientes
severamente obesos submetidos a cirurgia de bypass jejunoileal e cirurgia de
bypass biliopancreatico (Sarson et al., 1981). Hoje, acredita-se que o
enteroglucagon mencionado nas primeiras publicagdes provavelmente tenha sido o
GLP-1 (Guidone et al., 2006). Em 1998, Naslund et al. demonstrou que o aumento
dos niveis de GLP-1 permanece em pacientes que foram submetidos a cirurgia de
bypass jejunoileal mesmo depois de 20 anos (Naslund et al., 1998).

Os efeitos positivos de GLP-1 sobre as células B-pancreaticas foram
extensivamente demonstrados. As suas acdes insulinotrépicas proliferam e o efeito
de anti-apoptose em células  pode ser destacado (Lim e Brubaker, 2006; Farilla et
al., 2003; Holz et al., 1993). Em conseqiéncia desses estudos, ultimamente novas
drogas para tratar o DM tipo 2 surgiram baseadas em analogos do GLP-1 (Exendin-
4), bem como no inibidor da enzima responsavel pela sua degradacao (dipeptidil
peptidase-4, ou DPP4). Estes medicamentos, além de extremamente caros,
demonstram efeitos colaterais importantes, desta forma ndo sendo utilizados em
grande escala na pratica clinica. Considerando os resultados positivos da cirurgia
baridtrica em controlar o nivel de glicose, atualmente modificacbes nessas
abordagens cirurgicas foram sugeridas, as quais permitem restringir o seu efeito na
perda ponderal e assim permitir que essa cirurgia possa ser recomendada para o

tratamento de pacientes com DM2 e IMC menor que 35.

Em 1998, Noya et al. executaram em 10 pacientes com DM tipo 2,
hipercolesterolemia, e IMC entre 24 e 38, uma cirurgia de bypass biliopancreatico
com switch duodenal sem realizar gastrectomia vertical (Noya et al., 1998). Neste

estudo, a al¢ca alimentar foi de 200 cm com alga comum de 50 cm (Figura 6).
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Figura 6: Cirurgia proposta por Noya et al., 1998.

Os resultados mostraram uma pequena reducdo ponderal e uma reducéo
completa da hipercolesterolemia e DM tipo 2. Duas abordagens cirdrgicas que
apresentaram o0 mesmo objetivo atrairam a atencdo da comunidade cientifica. A
primeira foi sugerida por Rubino et al, a qual é baseada na exclusdo duodenal com
anastomose duodeno-jejunal e reconstrucdo em Y-de-Roux a 80 cm da primeira
anastomose (teoria do intestino proximal ou foregut theory) (Figura 7) (Rubino et al.,

2004).

Right gastric artery
preserved

Figura 7: Abordagem cirurgica proposta por Rubino et al., 2004.
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A teoria de exclusdo duodenal (foregut theory) é baseada na secrecédo de
uma substancia desconhecida quando os nutrientes estdo passando pelo duodeno,
com um efeito contra-regulador na producédo de insulina. Em adicdo ao efeito bem
conhecido de induzir secrecéo de incretinas, os nutrientes também estimulariam esta
substancia que atuaria como uma substancia anti-incretinica, cujo objetivo seria a
prevencdo da hipoglicemia. Esta substancia atuaria como um inibidor incretinico, ou
como um inibidor dos efeitos da insulina. Em pacientes suscetiveis, a estimulacéo
cronica de certos nutrientes causaria um desequilibrio entre a substancia incretinica
e a anti-incretina, resultando em resisténcia a insulina e DM tipo 2 (Rubino et al.,
2002). Originalmente esta técnica proposta por Rubino et al., foi executada em ratos

Goto-Kakizaki, um modelo de animais ndo-obesos com DM tipo 2 (Galli et al., 1996).

A segunda abordagem é a transposicao ileal proposta por Koopmans et al.
(Figura 8) (Koopmans et al., 1982), onde o ileo terminal € precocemente exposto aos
nutrientes, resultando na estimulacdo de células L que existem nesta area, bem

como o aumento da substancia GLP-1 (teoria do intestino Distal, ou hindgut theory).

—

Figura 8: Técnica proposta por Koopmans et al.

Este estudo foi executado em ratos, mas mostrou aumento da taxa de
mortalidade e complicacdes sérias, portanto esta técnica nao foi recomendada para

seres humanos.

A técnica proposta por Rubino et al. foi usada em varios protocolos, tanto no
México como na América do Sul. Contudo, examinando alguns dados desta técnica

€ possivel identificar varios aspectos negativos, que podem ser melhorados, como:
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7

1. A execucdo de uma anastomose duodenojejunal no estdbmago inteiro e
positivamente um modelo ulcerogénico, sendo necessario 0 uso em longo prazo de

drogas antiulcerogénicas;

2. A execucgdo de uma anastomose duodenojejunal no espaco sub-hepético é

muito dificil;

3. Segundo os estudos feitos por Rubino et al. a sua técnica nao contribui
para aumentar os niveis de GLP-1 e este € o horménio que se associou aos efeitos
da reducdo de DM tipo 2 na cirurgia bariatrica.

Proposta cirurgica para este estudo:

O propdsito deste estudo foi desenvolver uma nova abordagem cirdrgica, que
compreende 0s aspectos positivos daquelas baseadas na teoria do hindgut e do

foregut e avaliar as suas repercussdes sistémicas e em 6rgaos alvo.

A primeira modificacdo sugerida pelos autores deste projeto nesta abordagem
foi a ligadura da artéria gastrica direita proposta por Sugiyama et al., 2000, como
uma alternativa da conservacgao do piloro na duodenopancreatectomia (DPT) (Figura
9).

Figura 9: Mudanca na técnica da DPT original através da ligadura da artéria gastrica

direita (Sugiyama et al., 2000).
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Esta variacdo permite a inatividade da porgéo piloro-duodenal pela ligadura
da artéria gastrica direita, assim, permitindo a anastomose duodenojejunal ser
executada em uma posi¢cdo mais comoda e de um modo menos tenso, melhorando o
esvaziamento gastrico e, por isso, reduzindo o tempo de recuperacdo pos-

operatoria.

A segunda modificacdo a ser estabelecida é uma anastomose duodenojejunal
término-lateral a meio caminho do angulo de Treitz até o ileo terminal. Com a
anastomose duodenojejunal término-lateral o transito de bile previne o
desenvolvimento de Ulcera anastomotica, como a presenca do piloro previne o
refluxo de bile ao estbmago. A ocorréncia da Ulcera anastomaética na DPT varia entre
0 a 2 %, comparando-se com 30 % descritos por Rubino et al. no seu modelo dos

animais.

A alca biliopancreatica com 50 % do intestino delgado € baseada na
experiéncia de Scopinaro et al., 2005, que publicou o processo da sua técnica onde
eles usaram a alca biliopancreética na porcdo média entre o angulo de Treitz e a
valvula ileocecal. Este grupo de pacientes mostrou uma boa resposta metabdlica (a
remissdo do diabetes e da hiperlipidemia) provavelmente devido a estimulagéo
precoce de células L, que produzem o GLP-1, mas sem perda ponderal. Segundo a
técnica original de Scopinaro et al., uma extensa gastrectomia distal é executada, o
gue aumentaria a morbimortalidade pds-operatoria, e isto € a razao por que este

modelo ndo pode ser executado exatamente como foi descrito.

Na técnica cirargica proposta por este trabalho (Figura 10) € possivel executar
uma anastomose mais facil, Unica (que teria precos mais baixos e menos
morbidade) com menos ocorréncia de Ulcera anastomdética, inclusive de féacil
execucao por via laparoscoépica. Esta técnica também permitiria reunir ambas as
teorias (foregut e hindgut) na remissdo do diabetes no periodo pds-operatério da
cirurgia bariatrica, pela exclusdo do duodeno e estimulacdo precoce das células L do
ileo terminal (Marchesini, 2007).



39

Figura 10: Modelo da nova técnica proposta por Marchesini.

Modelos experimentais em cirurgia metabdlica:

Existem véarios modelos experimentais de ratos em obesidade, diabetes e
metabolismo. Os modelos em diabetes normalmente sao divididos quanto ao modo
de surgimento da doenca: surgimento espontaneo por cruzamentos isogénicos
(genético), induzido por dieta ou por drogas. Como ratos ndo obesos com DM tipo 2
seria 0 modelo experimental para nossos experimentos, as opcdes da literatura
seriam: Goto Kakizaki (Goto et al., 1976), Cohen Rat (Weksler-Zangen et al., 2001),
Torri Rat (Shinohara et al., 2000) e modelos utilizando ratos Wistar ou Sprague—
Dawley induzidos exclusivamente por dieta ou drogas, ou por associacao destas
duas. O modelo experimental animal considerado ideal por muitos autores para
estudo dos efeitos da cirurgia metabdlica em animais diabéticos € o rato Goto-
Kakizaki (Rubino et al., 2004; Mistry et al., 2009; Inabnet et al., 2009). Estes animais
possuem um DM2 de surgimento espontaneo através de cruzamentos isogénicos e
0 padrdo glicémico € considerado bastante semelhante ao padrdo do humano com
DM tipo 2 (Mistry et al., 2009).
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No entanto, algumas dificuldades permeiam as tentativas de realizacdo de
experimentos com estes animas, especialmente no Brasil. Existe uma grande
dificuldade na realizacdo da importacdo destes animais, por varios fatores: custos
elevados, barreiras alfandegarias, sanitarias e legais, o que impossibilitou a
importacdo pelo nosso grupo de pesquisa, mesmo ap0s 2 anos de tentativas
infrutiferas. Outro ponto crucial e que normalmente € pouco relatado pela literatura, a
alta mortalidade destes animais quando submetidos a cirurgia metabdlica, podendo
chegar a mais de 90% (Inabnet et al., 2009). Além da alta mortalidade e dificil
manejo pds-operatdrio ja descritos, outros problemas dificultam a utilizagdo do Goto
Kakizaki para pesquisas no nosso meio. Os dois principais motivos sdo custo
elevado e dificuldade na importacéo. A dificuldade devido aos custos foi suplantada
através de apoio financeiro externo, no entanto, as barreiras legais de importacéo
impediram a entrada dos Goto Kakizaki no pais. O Rato Cohen (¢ um modelo com
predisposi¢cao genética e que tem o diabetes induzido através de dieta especifica, no
entanto, o grupo que descreveu o modelo ndo disponibiliza o animal para venda,
apenas para uso no proprio laboratério. O Rato Torri, modelo também genético, de
origem japonesa, nunca foi utilizado para pesquisa em cirurgia metabdlica e
teriamos as mesmas dificuldades em importagdo que tivemos com o Goto Kakizaki.
Os modelos baseados em inducdo do DM tipo 2 através de dieta exclusiva,
normalmente se acompanham de obesidade e a inducao é irregular quanto ao grau
de hiperglicemia. Deste modo, optamos por realizar a inducdo do DM2 em ratos

Wistar nacionais com baixo custo e facil manejo.

Uma revisdo sobre modelos experimentais em diabetes (Islam et al., 2009)
mostra que a popularidade do uso de modelos n&o-espontaneos induzidos
experimentalmente para pesquisa sobre diabetes demonstram-se promissores
devido ao custo relativamente baixo, a facilidade de inducéo do diabetes, facilidade
de manutencdo e maior disponibilidade em relacdo aos modelos espontaneos
induzidos geneticamente. O uso desses modelos, no entanto, ndo € livre de
limitagdes. Um modelo de DM tipo 2 deveria, idealmente, retratar a patogénese e o
perfil bioquimico idéntico ao diabetes tipo 2 em humanos.
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Os vérios modelos de DM tipo 2 induzidos experimentalmente em ratos foram
desenvolvidos ao longo dos ultimos 30 anos e incluem: modelos adultos com STZ,
induzidos com aloxano, neonatal com STZ, modelos de pancreatectomia parcial,
alimentados com dieta altamente gordurosa, modelos de dieta altamente gordurosa

com STZ, entre outros (Islam, 2009).

Desta forma, imbuidos no espirito da pesquisa basica em cirurgia
experimental, buscamos dentre os acima um modelo experimental que pudesse ser
considerado ideal para a realidade do nosso pais. Um modelo com custo aceitavel,
que tivesse um DM2 reprodutivel, com baixa mortalidade e que fosse em alguns
aspectos semelhante ao diabetes dos humanos. Foi optado entdo por um modelo
descrito ainda na década de 80, onde um comportamento glicEmico semelhante ao

DM tipo 2 dos humanos é adquirido através de inducdo com STZ no periodo
neonatal (Portha et al., 1989).

Conforme este modelo, a inje¢do intraperitoneal de STZ, um antibidtico e
antitumoral que destréi as células B-pancreaticas, em ratos recém-nascidos, levaria
ao DM2 quando os ratos tivessem em torno de 10 semanas de vida. Essa técnica de
inducao leva a um diabetes leve a moderado, ndo dependente de insulina e que &
piorado com dietas hipercaloricas, bastante semelhante ao que ocorre em humanos.
(Portha et al., 1989; Islam et al., 2009). Os nossos achados iniciais confirmaram esta
hipotese, no entanto, os dados quanto a manutencao da hiperglicemia ao longo do
tempo ainda sdo pouco consistentes na literatura. Além disso, dados quanto as
alteracdes no perfil lipidico, estresse oxidativo e atividade inflamatéria neste modelo
ainda sao pouco conhecidos. Como este modelo tem grande potencial para
realizacdo de estudos em cirurgia metabdlica no intuito de tratar o DM tipo 2, o
conhecimento do comportamento do DM tipo 2 e do perfil lipidico em longo prazo é
crucial neste modelo experimental. Além disso, sabemos que existe na literatura um
bom conhecimento do modelo de DM tipo 1 induzido pela STZ em ratos ja adultos,
inclusive com estudos demonstrando modificagcbes nos marcadores de estresse
oxidativo e alteracdes pulmonares do diabetes nestes animais (Forgiarini et al.,
2010). No entanto, estes dados, no modelo de DM tipo 2 induzido por STZ, ainda
nao sao conhecidos na literatura, sendo esta uma area bastante interessante para a

cirurgia experimental.
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Existem diversos estudos experimentais em cirurgia metabdlica com diversas
técnicas, todas elas de dificil execucdo e alta mortalidade (rubino, interposi¢do e
sleeve). Na tentativa de simplificar a técnica cirurgica e estudar o papel do intestino
distal na homeostase da glicose, hipotetizamos que uma Duodenojejunostomia
término lateral realizada em ratos diabéticos, levaria a um controle da glicemia
através da chegada precoce do alimento no ileo distal e consequente liberacdo de
substancias incretinicas. Baseados no relato prévio da técnica da
Duodenojejunostomia (Marchesini, 2007), elaboramos este estudo para avaliar as
alteracdes desta técnica no perfil metabdlico, perfil lipidico, atividade inflamatoria e
estresse oxidativo de ratos diabéticos tipo 2 induzidos por STZ.
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JUSTIFICATIVA:

A execucdo deste estudo se justifica na medida em que a técnica cirdrgica a
ser utilizada foi apenas descrita na literatura, ainda ndo tendo sido realizada em
carater experimental, ndo sendo conhecida sua exequibilidade e os resultados em
termos de controle metabdlico e repercussées no quadro inflamatério e estresse
oxidativo. O conhecimento dos mecanismos e resultados desta técnica em animais
de experimento diabéticos pode ser o0 primeiro passo para uma nova técnica

cirdrgica para tratamento de individuos diabéticos ndo obesos.
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OBJETIVO GERAL:

O objetivo geral foi avaliar a repercussdo de uma cirurgia metabdlica

(Duodenojejunostomia) em ratos diabéticos induzidos com STZ no periodo neonatal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Avaliar os efeitos da duodenojejunostomia sobre:

- Os niveis de glicemia, triglicerideos, colesterol total, HDL, LDL e VLDL,;

- a LPO mediante a determinacdo das substancias que reagem ao acido

tiobarbittrico (TBARS) no tecido pulmonar e hepatico, bem como sanguineo;

- a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT no tecido pulmonar, hepéatico e

sanguineo;

- expressao de TNF-a através do método de ELISA,

- expressao da subunidade p65 do NF-kB.
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MATERIAIS E METODOS:

Animais de experimento:

O trabalho foi desenvolvido na Unidade de Experimentacdo Animal (UEA) do
HCPA, seguindo as orienta¢des do Ethical Code for Animal Experimentation da OMS
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa desta instituicdo. Foram utilizados 24
ratos machos albinos da linhagem Wistar com aproximadamente dois dias de vida,
gerados na propria UEA. ApOos o desmame os animais foram mantidos em ciclo
claro/escuro (12h/12h), em ambiente com temperatura controlada de 22 £ 2 € com

racao especifica para ratos Labina (Purina Rat Chow®) e agua ad libitum.

Inducdo do DM tipo 2 experimental:

Em 16 animais foi injetado 100mg/Kg de STZ em tampéao citrato pH 4,5 por
via intraperitoneal (i. p.). Apés 10 semanas, foi realizada a confirmacdo da indugéo
nos ratos através de Teste de Tolerdncia a Glicose Intraperitoneal (TTGIP)
utilizando-se 2g/kg de glicose i. p. seguida de medida de glicemia por puncdo da
cauda do rato e retirada de sangue suficiente para exame com fita de glicemia em
aparelho de glicemia capilar MediSense Optium (Abbott Diabetes Care Inc, Alameda
- CA) nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. Animais com elevacéo da glicemia
apos glicose i. p. e manutencao de niveis maiores ou iguais a 200mg/dL apés 120
minutos eram considerados diabéticos. Em outros 8 animais foi injetado apenas

tampao citrato pH 4,5 por i. p. e realizado o mesmo TTGIP apés 10 semanas.

Protocolo Experimental:

Apds o TTGIP, descrito acima, os animais diabéticos foram divididos em 2

grupos, aleatoriamente. Um grupo com 8 animais que seriam submetidos a cirurgia
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metabdlica, configurando o Grupo Diabetes operado (DM+OP) e outro grupo com 8
animais diabéticos (DM) que seguiram apenas acompanhamento clinico. Finalmente,
0os 8 animais em que foi injetado apenas tampao citrato, sem STZ, formaram o
Grupo Controle (CO). Ao completarem 12 semanas de vida, os ratos do grupo
DM+OP foram submetidos a uma duodenojejunostomia término-lateral, com o

objetivo de controlar os niveis glicémicos nestes animais.

Técnica Cirurgica:

Os experimentos animais foram executados na Unidade de Experimentagédo Animal
(UEA) do HCPA — Porto Alegre, sob supervisdo de Médica Veterinaria especializada
no cuidado de animais de experimentacao.

Grupos cirargicos: No dia anterior ao procedimento cirdrgico os ratos foram
mantidos em jejum parcial, receberam por 18hs apenas uma solucéo de glicose a
5% diluida em mesmo volume de Soro fisiolégico 0,9%, a fim de diminuir a
quantidade de residuo solido no estomago e evitar desidratacéo e hipoglicemia.

A inducéo anestésica foi realizada com uma mistura de oxigénio e Isofluorano
a 0,5% através de mascara facial apropriada. Quando atingido o plano anestésico
ideal, avaliado pela Médica Veterinaria da Unidade, a manutengdo se deu pelo uso
do mesmo isofluorano em concentracdes entre 0,3 e 0,4% enriquecido com oxigénio.
Uma dose unica intramuscular de 5mg/Kg de Enrofloxacino (Baytril, Bayer, Shawnee
Mission, KS) foi administrada em cada animal antes do inicio do procedimento
cirurgico, para a profilaxia da infec¢do pds-operatoria.

Os animais foram colocados em uma mesa cirlrgica aquecida, com 0S
membros fixados por fita e submetidos a laparotomia mediana minima com 1,5 a 2
cm, identificacdo do duodeno e sec¢cdo do mesmo a 0,5 cm do piloro. Realizado o
fechamento do coto duodenal com Prolene 6-0 (Ethicon). Foi entdo identificado o
ponto da anastomose aos 50 cm proximal ao ceco, realizada incisédo longitudinal na
alca e confeccdo de anastomose duodenojejunal término-lateral com pontos
continuos em plano Unico de Prolene 6-0 com auxilio de lupa. Durante o ato
operatorio, a cada 10 minutos, era injetado na cavidade um volume de 5 mL de

Solucéo fisiologica aquecida que foi repetida imediatamente antes do fechamento.
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Esse artificio teve o objetivo de prevenir a desidratagcéo e hipotermia transoperatoria

e promover uma rehidratacdo no pés-operatério imediato.

Apés o procedimento, foi injetada na cicatriz da laparotomia uma dose de
3mg/Kg de Cloridrato de Bupivacaina 0,5% (Hypofarma Ltda, MG) para anestesia
local e 5 mg/kg de Cloridrato de Tramadol (Tramal® Pfizer Ltda, SP) intramuscular,
para analgesia sistémica. No pds operatdrio os animais foram mantidos por 6 horas
em NPO em incubadora aquecida e com oxigénio suplementar. Seis horas depois foi
reintroduzida solugdo dada no pré-operatorio (Soro fisioldgico e soro glicosado) e

doze horas ap0s a cirurgia foi liberada a dieta habitual.

Seguimento pds-experimento:

Os animais foram seguidos por 90 dias ap0s a cirurgia, quando 0s animais ja
estavam, portanto, com 6 meses de vida. O peso corporal de cada animal foi
avaliado em uma balanca eletronica digital no dia da cirurgia (dia zero) e a cada 7
dias. Os niveis de glicose e TTGIP, conforme ja descrito, foram avaliados em 0, 15,
30, 60 e 90 dias de pds-operatério. As amostras de sangue foram retiradas da cauda
dos ratos através de glicosimetro portatil. Ao completarem 90 dias de p6s-operatorio,
0s animais de ambos os grupos sofreram eutanasia através de aprofundamento do
nivel anestésico com uma dose de 300 mg/Kg de quetamina e 60 mg/Kg de xilazina.
Foram imediatamente coletadas amostras de sangue arterial e venoso para exames
laboratoriais. Em seguida foi realizada toracolaparotomia, inventario da cavidade e

coleta de pulmao, figado, pancreas e gordura intraabdominal.

Os animais dos Grupos DM e CO foram mantidos no mesmo ambiente dos
animais operados, com dieta padréo livre e foram submetidos a medidas de peso e

de glicose seguindo os mesmos periodos do grupo cirdrgico.
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Testes bioquimicos:

Amostras de sangue venoso foram coletadas através de puncgdo cardiaca e
centrifugadas a 4000 rpm, durante 15 minutos. Apds a centrifugacdo o soro foi
separado e congelado a -80°C. Os eritrocitos foram lavados trés vezes com solucéo
fisiologica 0,9% com intervalos de centrifugacdo entre as lavagens. Os eritrécitos
foram separados em tampao sulfato de magnésio e &cido acético, para a realizagédo

das andlises de enzimas antioxidantes no sangue.

As amostras de soro foram utilizadas para a realizacdo de ensaio
imunoenzimético (ELISA) para TNF-a e para realizacdo dos exames de glicemia,
trglicerideos, colesterol (HDL, LDL e VLDL) através de kits comerciais da Labtest® e

0 procedimento seguiu o preconizado pelo fabricante.

Preparacdo do homogeneizado:

Utilizou-se 9 mL de solugcdo tampédo fosfato por grama de tecido.
Homogeneizou-se o 6rgado em Ultra-Turrax durante um minuto a temperatura de 4°C.
Centrifugou-se por 10 minutos a 3000rpm em centrifuga refrigerada. O precipitado
foi desprezado e o sobrenadante retirado e congelado no freezer a — 80° C para

posterior utilizacdo nas dosagens.

Dosagem de proteinas:

A concentracéo de proteinas no homogeneizado foi determinada utilizando o
meétodo de Bradford, que utiliza como padrao uma solucédo de albumina bovina
(Sigma Aldrich®). As amostras foram mensuradas espectrofotometricamente em 595
nm e os valores expressos em mg/mL (Bradford 1976). Sendo essa utilizada para os
calculos de TBARS, enzimas antioxidantes e célculo de proteinas a serem aplicadas
no gel de Western Blot.
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Avaliacéo da lipoperoxidacao:

A técnica de TBARS consiste no aquecimento do homogeneizado com &cido
tiobarbitirico e na consequente formacdo de um produto corado, medido em
espectrofotometro a 535nm. O aparecimento da coloracéo ocorre devido a presenca
do malondialdeido e outras substancias provenientes da peroxidagdo lipidica no

material bioldgico.

As amostras de tecido foram pipetados em microtubos, nesta ordem de
adicdo, 0,25mL de acido tricloroacético (TCA) 10%, 0,10mL do homogeneizado,
0,067mL de acido tiobarbitarico (TBA) 0,67% e 0,033mL de agua destilada. O TBA
reage com produtos da lipoperoxidacdo formando uma base de Schiff, e o TCA tem
a funcdo de desnaturar as proteinas presentes, além de acidificar o meio da reacéo.
Agitou-se cada tubo e foram aquecidos a uma temperatura de 100 graus Celsius.
Apos, os tubos resfriados, acrescentou-se 0,20mL de alcool n-butilico para extrair o
pigmento formado. Agitou-se por 45 segundos e centrifugado por 10 minutos a 3000
rpm. O produto corado, presente na fragdo superior, foi lido em espectrofotobmetro
em um comprimento de onda de 535 nm. A concentracdo de TBARS obtida foi

expressa em nmol por mg de proteina (Buege and Aust 1978).

Atividade da Superoxido Dismutase (SOD):

A atividade desta enzima € definida por sua capacidade para inibir um

sistema de deteccado que reage com O,

A técnica de medida da SOD ¢é baseada na inibicdo dessa reacdo. Para isto,
utilizou-se adrenalina que, no meio alcalino, transforma-se em adrenocromo,
produzindo O’ que é o substrato da enzima (Misra e Fridovich, 1972). Realizou-se
a medida do meio de reacao (glicina-NaOH 50 mM, pH 10) com 10,5 pL de
adrenalina (60 mM, pH 2,0), esta corresponde a 100% da reacédo. Agitou-se essa
mistura e leu-se a 480 nm. Foram pipetados trés diferentes volumes do

homogeneizado e mediu-se a inibicAo da reacdo. A atividade enzimatica foi
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expressa em unidades SOD/mg de proteina (quantidade de SOD que inibe em 50%
a velocidade de reducao da adrenalina).

Atividade da Catalase (CAT):

A enzima catalase catalisa a decomposi¢cdo do peroxido de hidrogénio em
agua e oxigénio. A velocidade de decomposicdo do peroxido de hidrogénio é
diretamente proporcional a atividade enzimatica e obedece a uma cinética de
pseudo primeira ordem com respeito ao perdxido de hidrogénio. O ensaio consiste
em medir a diminuicdo da absorcao a 240 nm (longitude de onda pela qual absorve

0 peroxido de hidrogénio).

A medida espectrofotométrica consistiu-se em pipetar o meio de reacao
(solucdo reguladora de fosfato 50 mM) com distintas aliquotas da amostra,
formando-se um grafico com uma linha de base. Em seguida, se adicionou 7 pL de

H.O, 300 mM. A concentracéo foi expressa em pmol/g de tecido (Aebi 1984).

ELISA TNF-a:

A quantificacdo da citocina pro-inflamatéria TNF-a do soro proveniente dos
animais foi determinado por ensaio imuno-enzimatico (ELISA), empregando
anticorpos monoclonais de rato especificos para a detecgcdo. Foi utilizado kit
comercial da empresa eBioscience® e os procedimentos realizados de acordo com o

fabricante.

Andlise da expressao protéica:
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Preparacao dos extratos citoplasmaticos:

Os extratos citoplasmaticos utilizados para deteccdo da expressdao da
proteina p65 foram preparados a partir de um homogeneizado do figado e de
pulmdo em um tampé&o de lise (NaCl 140 mM, EDTA 15 mM, glicerol 10%, Tris 20
mM; pH 8,0), ao qual foram adicionados inibidores de proteases. O homogeneizado
foi incubado durante 30 minutos a 4 °C, sendo centrifugado durante 30 minutos a

13.000 xg a 4 °C, o sobrenadante retirado em aliquotas e armazenado a -80C.

Expresséo protéica:

A técnica utilizada para deteccéo da expressdo da p65 foi a de Western blot,
sendo utilizado o sistema descrito por Laemmli (1970) para a eletroforese, e para o

blotting a técnica descrita por Towbin e colaboradores (Towbin et al, 1979).

Sera selecionada uma quantidade de amostra equivalente a 50 ug de
proteina. Adiciona-se a solugédo H20, Tris/HCI 0,5M, DTT 1% e azul de bromofenol,
incubando durante 5 minutos a 100°C. Apds, foi realizada a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 9-12% em tampéao de eletroforese (Tris 25 mM, glicina 0,2 M, SDS
3,5 mM; pH 8,8). Depois de separadas, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de Fluoreto de polivinilideno (PVDF), a fim de permitir a sua exposi¢cao
aos anticorpos. Para realizar a transferéncia, uma vez extraido o gel este foi
equilibrado num tampéao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 0,2 M e metanol 20). A
transferéncia realizou-se a 13 volts durante 25 minutos. Para comprovar que a
transferéncia estava correta se introduziu a membrana de PVDF numa solucéo de
vermelho Ponceau para visualizagéo das proteinas totais. A membrana foi lavada
com agitacdo durante 5 minutos com PBS (0,14 M NaCl, 1,4 mM KH;PO4, 8 mM
NaHPO,, 2,7 mM KCI). Depois foi colocada durante 30 minutos em solucdo de

bloqueio (5% de leite em p6 desnatado em PBS-Tween 20 frio) a 37°C.
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A membrana de PVDF foi entdo incubada em overnight a 4° C com o
anticorpo primario policlonal especifico para p65 (65 kDa). Apds este periodo, a
mesma foi lavada cinco vezes com PBS-Tween 20. Posteriormente foi incubada
durante uma hora e meia com um anticorpo anti-imunoglobulina de rato unido a HRP
(DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca). Transcorrido este tempo, foi novamente lavada

cinco vezes em PBS-Tween.

A deteccédo das proteinas foi realizada por quimioluminescéncia utilizando um
kit comercial ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Gra-Bretanha),
expondo a membrana durante 2 minutos a esta mistura comercial. Posteriormente,
foi introduzida em um cassete junto com o filme de revelacdo (Amersham Hyperfilm

ECL, UK) durante aproximadamente 2 minutos.

Depois de revelado, o filme foi secado e as bandas foram quantificadas por
densitometria utilizando o programa Scion Image 4.02 para Windows (Scion
Corporation, Frederick, USA). Os resultados foram expressos em unidades

arbitrarias.

Analise Estatistica:

Os dados foram expressos como média +/- desvio padrdo (DP). Analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa Statistical Package for the Social
Sciences versédo 17 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Diferencas entre médias foram
avaliadas utilizando a ANOVA seguido de post hoc de Tukey ou Student Newman-

Keuls. Foi considerado um nivel de significancia para p < 0,05.

Aspectos éticos:

O estudo obedeceu a Legislacao Brasileira (Lei 11.794/08), as politicas locais

no cuidado e uso de animais de acordo com os codigos relacionados a prética.



53

Este estudo foi submetido e aprovado ao Comité de Etica e Pesquisa do
Grupo de Pesquisa e Pés Graduagdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, no

qual foi aprovado sob o niumero 09-065.
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RESULTADOS:

Inducdo do DM tipo 2:

Todos os animais induzidos com STZ i.p. na dose de 100mg/kg foram
considerados diabéticos ap6s o TTGIP realizado com 10 semanas, pois a glicemia
era maior que 200mg/dL apés 120 minutos da sobrecarga de Glicose i.p. Este
resultado foi significativo quando comparado ao CO que recebeu apenas tampao
citrato 4,5 i.p.(p< 0,05 (FIGURA 11) A Glicemia de jejum também foi
significativamente maior nos animais induzidos quando comparados ao controle (DM
131mg/dl +/- 16 versus CO 99mg/dl +/- 12, p=0,01) No entanto, se usarmos a
glicemia de jejum para diagnostico veremos que a maioria dos animais teria uma
tolerancia diminuida a glicose e diabetes leve a moderado, com glicemias entre 110
e 150mg/dL.

TTGIP
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Figura 11: Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal — TTGIP nos animais

induzidos com STZ e os animais CO que receberam somente tampéao.
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Peso corporal:

Na avaliacdo do peso corporal final dos animais, houve uma reducao
significativa no peso dos animais do grupo DM (p<0,01) e DM+OP (p<0,001) em
relacdo aos animais do grupo CO (CO 497125, DM 462+28, DM+OP 370155),

conforme demonstrado na figura 12.
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Figura 12: Diferenca significativa no peso corporal dos animais do grupo CO em
relacdo aos animais do grupo DM (p<0,01) e DM+OP (p<0,001).

Testes bioquimicos:

Os animais do grupo DM apresentaram niveis elevados de glicemia em
relacdo aos animais do grupo CO (p<0,05), demonstrando a eficacia do modelo em
gerar elevacdo nos niveis glicémicos nos animais devido a resisténcia insulinica
caracteristica do DM tipo 2 (Figura 11). Quando realizado a cirurgia nos animais
diabéticos, observamos uma diminuicdo significativa nos niveis glicémicos destes

animais em relacédo ao grupo DM (p<0,01) (Figura 13).
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Figura 13: Perfil glicémico dos animais estudados, onde podemos observar um
aumento significativo dos animais do grupo DM ('p<0,05) em relacdo aos animais do
grupo CO, e uma reducdo significativa dos animais do grupo DM+OP ("p<0,01) em

relacdo aos animais do grupo DM.

Com relacdo ao perfil lipidico, todos os itens analisados: colesterol total, LDL,
VLDL, TGC e HDL se mostraram aumentados nos animais com DM induzido, em

comparacao aos animais nao-diabéticos (Figuras 14 a 18).

Comparando os grupos DM+OP e DM, vemos que os valores séricos de
triglicerideos dos animais submetidos a duodenojejunostomia foram
significativamente menores que nos animais diabéticos controle (DM+OP 97x15
versus DM 127+10) (Figura 14).
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Figura 14: Triglicerideos séricos dos animais estudados. Diferenca significativa do
grupo DM (*p<0,05) em relacdo ao grupo CO; diferenca significativa do grupo
DM+OP (***p<0,001) em relacdo ao grupo DM.

Os animais do grupo DM+OP apresentaram niveis de colesterol total
significativamente menores que 0s animais diabéticos controle (DM+OP 7615 versus
DM 9645). Além disso, mesmo quando comparamos 0S animais controle nao
diabéticos com os ratos operados, vemos que 0s niveis de colesterol sdo menores
nestes ultimos (CO 8815 versus DM+OP 7615) (Figura 15). Os outros parametros
analisados, LDL, VLDL e HDL também estavam diminuidos nos animais operados
em relacdo aos diabéticos ndo submetidos a duodenojejunostomia, todos eles

demonstrando diferencga estatistica significativa. (Figuras 16 a 18)
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Colesterol total
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Figura 15: Colesterol total nos animais estudados. Diferenca significativa dos
animais do grupo DM (*p<0,05) em relacdo ao grupo CO; diferenca significativa do
grupo DM+OP (***p<0,001) em relagéo aos grupos DM e CO.
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Figura 16: Colesterol HDL nos animais estudados. Diferenca significativa dos
animais do grupo DM (*p<0,05) em relacdo ao grupo CO; diferenca significativa do
grupo DM+OP (***p<0,001) em relacéo aos grupos DM e CO.
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Figura 17: Colesterol LDL nos animais estudados. Diferenga significativa do grupo
DM (*p<0,05) em relacdo ao grupo CO; diferenca significativa do grupo DM+OP
(**p<0,01) em relacdo ao grupo DM.
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Figura 18: Colesterol VLDL dos animais estudados. Diferenca significativa do grupo
DM (*p<0,05) em relagcdo ao grupo CO; diferenca significativa do grupo DM+OP
(***p<0,001) em relagéo ao grupo DM.
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Estresse oxidativo — Lipoperoxidacao:

Na avaliacdo da lipoperoxidacdo no tecido pulmonar através de TBARS,
podemos observar um aumento significativo dos animais do grupo DM (3,072+0,31)
em relacdo aos animais do grupo CO (1,416+0,07) e DM+OP (0,815+0,08).
Observa-se que com a utilizacdo da duodenojejunostomia houve uma reducéo
significativa na lipoperoxidagéo do tecido pulmonar, ou seja, uma protegcéo contra o

estresse oxidativo (Figura 19).

Lipoperoxidagao - Pulmao

]

:':I_:_J. 4 = Sk ok

o d I

s 3

3 2-

[} A

g 1. -

©

E 0 y Y )
CO DM DM+OP

Grupos experimentais

Figura 19: Andlise da lipoperoxidacdo pulmonar através de TBARS. Diferenca
significativa dos animais do grupo DM (p<0,001) em relacdo aos animais do grupo
CO e DM+OP.

Na analise da lipoperoxidacdo no tecido hepatico, observamos um
comportamento semelhante ao tecido pulmonar, onde ha um aumento significativo
no grupo DM (4,379+0,17) em relacdo aos animais do grupo CO (1,699+0,12) e uma
reducao significativa quando realizada a duodenojejunostomia nos animais do grupo
DM+OP (2,915+0,13) (Figura 20).
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Figura 20: Analise da lipoperoxidacdo hepatico através de TBARS. Diferenca
significativa dos animais do grupo DM (p<0,001) em relagdo aos animais do grupo
CO e DM+OP.

Quando analisada no tecido sanguineo, observamos um aumento na
lipoperoxidacdo nos animais do grupo DM (1,573%£0,30) em relagdo aos animais do
grupo CO (0,646+0,14) e uma reducao significativa quando realizada a cirurgia nos
animais do grupo DM+OP (0,993+0,13), demonstrando mais uma vez o papel
protetor da cirurgia nos animais com diabetes, porém com ndimeros estatisticamente

significantes em relacdo aos animais do grupo CO (Figura 21).
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Figura 21: Analise da lipoperoxidacdo sanguinea através de TBARS. Diferenca
significativa dos animais do grupo DM (***p<0,001) em relagéo aos animais do grupo
CO e DM+OP; diferenca significativa do grupo DM+OP (**p<0,01) em relacdo aos

animais do grupo CO.

Ao analisarmos a atividade da enzima antioxidante SOD no tecido pulmonar,
observamos um aumento significativo no grupo DM (24,792+0,25) em relagédo aos
animais do grupo CO (21,776+0,38) e uma reducao significativa quando realizada a
cirurgia no grupo DM+OP (18,077£0,40) demonstrando assim, no grupo DM, a
presenca de um dano oxidativo e uma consequente tentativa de minimizacao pelo
aumento da atividade da enzima antioxidante. Podemos relacionar o mesmo
entendimento em relagcdo ao grupo DM+OP, pois houve um menor dano oxidativo e

uma consequente menor atividade da enzima SOD (Figura 22).
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Figura 22: Anadlise da atividade da enzima antioxidante SOD no tecido pulmonar.
Diferenca significativa dos animais do grupo DM (**p<0,001) em relacdo aos
animais do grupo CO e DM+OP; diferenca significativa do grupo DM+OP (*p<0,001)

em relacdo aos animais do grupo CO.

Ao analisarmos a atividade da enzima antioxidante SOD no tecido hepatico,
nao é possivel observar diferenca significativa entre os grupos DM (15,23+0,31), CO
(15,246+0,40) e DM+OP (14,848+0,11). Este falta de diferenca no tecido hepatico
pode ser devido ao anion radical superoxido que ja tenha sido dismutado pela

enzima e convertido em peréxido de hidrogénio (Figura 23).
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Figura 23: Andlise da atividade da enzima antioxidante SOD no tecido hepatico.

Sem diferenca estatistica entre os grupos.

Na analise da enzima antioxidante catalase no tecido pulmonar, podemos
observar um aumento significativo em sua atividade no grupo DM (2,436%0,24) em
relacdo aos animais dos grupos CO (0,787+0,21) e DM+OP (0,939+0,24) (Figura
24). Este aumento comprova uma tentativa das defesas antioxidantes de agir contra
um estresse gerado pela grande formacéao de radicais livres no Diabetes. Os animais
do grupo diabético em que foi realizada a duodenojejunostomia demonstram uma
atividade reduzida desta enzima, pois houve uma protecdo contra a formacdo de
radicais livres, comprovada através da andlise da lipoperoxidacgéo.
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Figura 24: Analise da atividade da enzima antioxidante catalase no tecido pulmonar.
Diferenca significativa dos animais do grupo DM (**p<0,001) em relacdo aos
animais do grupo CO e DM+OP.

Um comportamento semelhante na atividade da enzima pode ser observado
no tecido hepatico, com um aumento significativo na atividade da enzima no grupo
DM (1,516+0,17) em relacdo aos animais dos grupos CO (0,46+0,03) e DM+OP
(0,658%0,10) (Figura 25).
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Figura 25: Analise da atividade da enzima antioxidante catalase no tecido hepatico.
Diferenca significativa dos animais do grupo DM (***p<0,001) em relacdo aos

animais do grupo CO e DM+OP.

Expressao protéica p65 NF-kB

A analise da expresséo protéica de p65 no tecido pulmonar demonstrou um
aumento significativo no grupo DM (1,023+0,05) em relagdo aos animais do grupo
CO (0,762+0,01) e DM+OP (0,780+0,06). Este resultado demonstra um aumento da
atividade inflamatoria no grupo diabético, o qual foi atenuado no grupo que foi
submetido a cirurgia. Este fato demonstra um fator protetor da duodenojejunostomia
nos animais do grupo diabético, através da dimimuicdo da expressao da proteina
(Figura 26).
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Figura 26: Andlise da expressao da proteina p65 no tecido pulmonar. Diferenca
significativa dos animais do grupo DM (***p<0,001) em relagéo aos animais do grupo
CO e DM+OP.

No tecido hepatico ocorre um comportamento semelhante nos grupos estudados,
onde o grupo DM (1,527+0,68) tem um aumento significativo na expressao em
relacdo aos animais do grupo CO (0,475%0,07). H4 uma reducao significativa do
grupo DM+OP (0,728+0,15) em relacdo aos animais do grupo DM, demonstrando,

assim, uma reducdo da expressao protéica e da inflamacdo (Figura 27).
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Figura 27: Analise da expressdo da proteina p65 no tecido hepético. Diferenca
significativa dos animais do grupo DM (***p<0,01) em relagéo aos animais do grupo
CO e DM+OP (*p<0,05) em relacao ao grupo DM.

TNF- alpha

Os valores de TNF-a mostraram-se aumentados nos animais do grupo DM.
Nos animais operados os valores de TNF-a voltaram para valores préximos ao dos
controles. Todos os resultados foram semelhantes para TNF-a no sangue, pulméao e

figado dos ratos.
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Tabela 2: Valores de TNF-a através da técnica de ELISA nos animais estudados

apos Duodenojejunostomia , resultados em 3 meses de seguimento.

CcoO DM DM+OP Valor de p

*¥**p<0,001

(CO x DM)
TNF-a **p<0,01

5,74+1,05 10,18+1,66*** 7,49+0,36* *
sangue

(DM x DM+OP)
*p<0,05
(CO x DM+OP)

**p<0,01
TNF-a , (CoxDwm)
12,65+1,25 25,59+9,48** 15,66+3,17 #0<0,05

(DM x DM+OP)
***n<0,001
(CO x DM)
**p<0,01

(DM x DM+OP)

pulmao

TNF-afigado 83 31+17,69 281,99+86,23** 145 94+34,48*
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DISCUSSAO

bY

Quanto a indugédo do DM tipo 2, notamos que o modelo utilizando STZ
100mg/kg em ratos Wistar com 2 dias de vida é efetivo em produzir um diabetes leve
a moderado na idade adulta (DM 131mg/dl +/- 16 versus CO 99mg/dl +/- 12,
p=0,01), como ja demonstrado por outros autores (Portha et al.,1989; Sinzato et al.,
2009). Podemos observar pelo TTGIP da Figura 11 que a intolerancia a glicose é
nitida, tanto ao observarmos o pico muito mais elevado de glicemia nos primeiros 30
min de sobrecarga, quanto ao vermos que a glicemia ndo retorna a menos de
200mg/dl apds 120 minutos no grupo induzido, sendo que no grupo controle a
glicemia em 90 minutos j& € muito proxima a glicemia basal. O TTGIP feito aos 6
meses € muito semelhante a este (por isso ndo publicado) sendo assim, podemos
afirmar que este disturbio da glicose se mantém estavel pelo menos até os 6 meses

de vida do animal, o que ainda nao havia sido descrito na literatura.

O fato de os animais diabéticos terem um ganho de peso menor que 0S
controles ja foi descrito por outros autores (Takada et al. 2007) e foi comprovado no
nosso estudo. Isto se deve a acédo tdxica da hiperglicemia no periodo puberal dos
animais (7-8 semanas), levando a diminuicdo da taxa de crescimento nesta fase.
Além disso, a cirurgia também leva a uma perda de peso inicial, seja pelo trauma
cirdrgico, seja pela diminuicdo da ingesta alimentar inicial, no entanto o peso
estabiliza ap0s duas semanas da realizagcdo da cirurgia. A manutencdo do peso
estavel apds a cirurgia, nos animais do grupo DM+OP, comprova a efetividade desta
técnica na prevencdo da progressdao da obesidade que € caracteristica dos
pacientes obesos diabéticos. Apesar de ter havido uma perda de peso significativa
nos ratos operados em relacdo aos controles, os animais que se submeteram a
cirurgia permaneceram eutroficos. Este dado também confirma a hipétese de que
esta técnica cirargica nao leva a perda de peso importante, podendo ser utilizada em

pacientes nao obesos.

A idéia de que o desvio do duodeno e a chegada mais precoce do alimento
nao digerido ao ileo terminal (“Hindgut and Foregut Theory”) foram comprovadas
neste estudo, jA que a duodenojejunostomia, uma cirurgia que comporta estes dois

mecanismos, leva a uma diminuicdo dos niveis glicémicos nos ratos diabéticos
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operados. Os resultados sdo semelhantes ao encontrado no estudo da exclusao
duodenojejunal (Rubino et al., 2004) e na interposicéo ileal (Patriti et al., 2006;
Strader et al., 2009), com as vantagens de a duodenojejunostomia ser tecnicamente
mais simples e de facil execucdo e ainda ndo estar relacionada a ulcera de boca
anastomotica, mostrando-se como uma possibilidade para realizacdo de estudos em

humanos utilizando esta técnica.

Um dos problemas principais em realizar uma cirurgia metabdlica em animais
diabéticos era a mortalidade, como ja relatado, Inabnet et al demonstraram taxas de
mortalidade tdo altas quanto 90% em ratos Goto-Kakizaki. Apds treinamento
adequado e padronizacao da técnica cirurgica, seguindo os preceitos sugeridos pelo
autor acima, nao tivemos taxa de obito significativo no grupo de animais operados

neste estudo.

A hipercolesterolemia € mais um dos componentes da SM e esta
freqientemente associado ao DM tipo 2 (World Health Organization, 1998, Dluhy e
McMahon, 2008) e frequentemente tem seus niveis controlados apds a cirugia
metabdlica (Scopinaro et al., 2005) Nossos dados demonstram exatamente isso,
animais com DM induzidos tem niveis significativamente mais elevados de colesterol
total e demais fracbes em relacdo aos animais normais. Apés a
duodenojejunostomia, esses valores sdo diminuidos chegando a niveis até inferiores
aos animais nao diabéticos. Isto provavelmente estad relacionado ao controle
metabdlico exercido por essa cirurgia e também, em parte, pela diminuicdo do TNF-
a que parece ser um indutor de hipercolesterolemia (Baud e Karin, 2001; Yudkin et
al., 1999).

Ao discutirmos a importancia da inflamacao no surgimento e manutencao do
diabetes, vemos que o TNF-a € um dos pricipais marcadores deste processo. Ele &
predominantemente produzido nos macrofagos e afeta a sinalizacao intracelular da
insulina no musculo esquelético, gordura, células endoteliais, e outros tecidos
responsivos a insulina pela inibicdo da atividade quinase na via de sinalizacdo da
insulina (Rui et al., 2001). O possivel envolvimento do TNF-a na resisténcia a
insulina tem sido sugerido em varios estudos. TNF-a também pode aumentar os

triglicerideos (TG) plasmaticos e concentracdes de lipoproteinas de densidade muito
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baixa (VLD>L), aumentando a lipélise em camundongo, rato e células de gordura
humana (Baudi e Karin, 2001; Yudkin et al., 1999).

O TNF-a também pode diminuir a expressédo do receptor de insulina IRS-1
(Insulin receptor substrate 1) e GLUT-4, quando em concentracfes mais elevadas,
bem como aumentar a fosforilagdo da serina 307 em IRS-1, prejudicando assim sua
capacidade de se ligar ao receptor de insulina e iniciar a sinalizagao (Yudkin et al.,
1999; Rosenstock et al., 2001).

A partir dos dados que obtivemos no presente estudo, nota-se que a inducao
do DM2 com STZ leva a um aumento importante do TNF-a, que pode estar
relacionado a atividade inflamatéria presente no quadro de intolerancia a glicose
destes animais, tanto em nivel sisttmico como nos oOrgdos alvo. A
duodenojejunostomia se mostrou efetiva em diminuir os niveis de TNF-q,
provavelmente em virtude do controle metabdlico e diminuicdo da LPO. Uma
guantidade crescente de evidéncias indicam que o TNF-a e a IL-6 inibem a captacéo
de glicose induzida pela insulina, tendo como alvo a cascata de sinalizacdo da
insulina, incluindo o receptor de insulina (IRS) e o Glut-4, o que leva ao
desenvolvimento e progressao da resisténcia a insulina (Pickup et al., 2000; Xu et
al., 2003). Isto leva a crer que a cirurgia metabdlica interfere neste mecanismo, na
medida em que diminui o quadro inflamatorio sistémico associado a hiperglicemia

constante.

Como ocorreu ap6s a nossa cirurgia, o uso de substancias com efeitos
antiinflamatorio que estao associados a diminuicdo dos niveis de TNF alpha também
mostraram melhora dos niveis glicémicos e da sensibilidade a insulina (Maity et al.,
2004; Sharma et al., 2011). Estes dados nos fazem concluir que a cirurgia funciona
como uma espécie de modulador da inflamacéo relacionada ao diabetes e, diferente
das medicacdes, ndo é dose dependente e nem sofre influéncia da aderéncia ao

tratamento, podendo atingir resultados mais consistentes a longo prazo.

Outro estudo, também utilizando antiinflamatorio, neste caso a Aspirina,
demonstrou diminuicdo importante do TNF-a, Acidos graxos livres (FFA), Insulina e

HOMA-IR, sem que houvesse melhora na glicemia de jejum (Sun et al., 2011). Isto
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sugere um efeito benéfico da diminuicdo da inflamacdo sobre a resisténcia
insulinica, que inicialmente pode ser independente do controle dos niveis glicémicos,
Isto corrobora com 0s nossos resultados, onde vemos uma expressiva melhora nos
marcadores de inflamacdo mesmo em animais com niveis glicémicos ndo tao
elevados, pois como descrevemos anteriormente, a maioria dos animais possuia

diabetes leve a moderado.

Outras substancias também estdo relacionadas aos disturbios da glicose,
entre eles o NF-kB, um agente pré-inflamatério que controla a producdo de uma
série de marcadores e mediadores inflamatorios, incluindo TNF-a, IL-6, PCR e PAI-
1. Muitos estudos sugerem que o NF-kB estd intimamente relacionado ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina nos diabéticos tipo 2 (Cai et al., 2005;
Arkan et al., 2005).

O mecanismo pelo qual o NF-kB causa resisténcia insulinica ainda nao foi
completamente esclarecido, mas estudos mostraram que o NF-kB pode ser ativado
por niveis sustentadamente elevados de glicose sanguinea (Yang et al., 2009;
Soriano et al., 2001). Os nossos dados mostram uma elevacao consistente do NF-kB
nos ratos diabéticos em relagdo aos controles. Em nosso estudo, a cirurgia
metabdlica realizada se mostrou eficaz em diminuir a atividade inflamatéria como se
percebe pelos niveis significativamente menores de NF-kB nos ratos diabéticos

submetidos a cirurgia em comparac¢ao com 0s nao operados.

Sabe-se ainda, que a ativacdo do NF-kB induz a expressdo de muitas
citocinas inflamatérias, como TNF- q, IL-6, que s&o fatores cruciais na resisténcia a
insulina. No entanto, o TNF- a ndo é apenas induzido por NF-kB, mas também é um
forte ativador do NF-kB. A ligacdo do TNF- a ao NF-kB induz a ativagdo de IKK
quinases, as quais regulam a atividade transcricional do NF-kB, finalmente levando a
degradacdo de IRS e consequente resisténcia insulinica (Wunderlich et al., 2008).
Nossos achados demonstraram essa relacao linear entre TNF- a e NF-kB tanto nos
animais controle, quanto nos operados, pois 0s niveis de ambos os marcadores
estédo elevados em propor¢des semelhantes nos animais diabéticos e caem de modo
parecido apds a cirurgia. O que confirma essa interacdo importante entre esses dois

mediadores da inflamagé&o sistémica no DM2.



74

Ha crescentes evidéncias tanto em estudos experimentais quanto clinicos,
sugerindo que o estresse oxidativo desempenha um papel importante na
patogénese da Diabetes mellitus (Maritim et al., 2003; Wohaieb e Godin, 1987,
Sinzato et al., 2009). Nossos estudos demonstraram um aumento importante da
atividade do TBARS tanto no sangue, quanto no tecido pulmonar e hepatico nos
ratos diabéticos em relacdo aos controles. Além disso, a realizacdo da
Duodenojejunostomia levou a uma diminuicdo da atividade TBARS para niveis
significativamente menores em relacdo aos ratos diabéticos ndo operados. Além
disso, a medida do TBARS no pulméao foi significativamente menor apds a cirurgia
mesmo quando comparado com os ratos controles nao diabéticos. Estes achados
demonstram que a cirurgia tem um efeito benéfico na diminuigdo da lipoperoxidacéo
e consequente diminuicdo do quadro de estresse oxidativo exacerbado observado
nos animais diabéticos.

O figado tem um papel importante na homeostase da glicose sanguinea.
Ratos diabéticos induzidos com STZ mostram um aumento na concentracdo de
produtos da peroxidacdo dos lipideos como o TBARS, uma evidéncia indireta da
producéo intensificada de radicais livres (Maritim et al., 2003). Reforgcando ainda
mais esta tese, vemos que apd6s a Duodenojejunostomia, o TBARS dos ratos
diabéticos voltou a niveis muito semelhantes ao encontrado em ratos nao diabéticos,
0 que demonstra uma importante diminuicdo da lipoperoxidagdo e consequente
diminuicdo da producéo de radicais livres. O aumento da concentracao de produtos
de peroxidacao lipidica no figado indica que o figado € suscetivel a peroxidacéo
lipidica no DM. Aumento de peroxidacéo lipidica no DM se deve ao aumento do
estresse oxidativo na célula como resultado da diminuicAo de sistemas
antioxidantes. Estudos ja demonstraram um aumento significativo da peroxidacao
lipidica de ratos expostos a STZ e que substancias protetoras como o acido galico
podem atenuar essa peroxidacdo exacerbada. Isto sugere que existe um papel
protetor de anitoxidantes, devido ao seu efeito de limpeza dos radicais livres
(Punithavathi et al., 2011).

Um estudo nacional com modelo de DM2 semelhante ao nosso, néo
conseguiu demonstrar elevacdo do TBARS em ratos diabéticos (Sinzato et al.,

2009). Os autores formularam a hipétese de que o modelo foi insuficiente em
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aumentar a glicemia suficientemente para alterar o TBARS, no entanto, poderia se
acrescentar que o tempo de seguimento também pode ter sido curto demais, apenas
4 meses, para se observar o resultado esperado. No nosso modelo, apesar de a GJ
também nado ser bastante elevada, em 6 meses de seguimento, o aumento do
TBARS ¢é evidente e altamente significativo. Isto pode estar relacionado a um maior
tempo de exposicdo dos animais a lipoperoxidagdo, pois 0 nosso estudo teve um
tempo de seguimento de 2 meses a mais, 0 que corresponde a 50% além do

seguimento do estudo citado.

Com relagéo as enzimas antioxidantes SOD e Catalase, os dados obtidos no
nosso estudo parecem um pouco conflitantes. Obtivemos valores significativamente
maiores de SOD no tecido pulmonar de ratos diabéticos em relacdo aos controles,
no tecido hepatico os valores foram essencialmente iguais e ratos operados tiveram
niveis de SOD pulmonar menores que 0s ndo operados. No entanto estes resultados
nao sao exclusivos do nosso estudo, pois a literatura mostra resultados tambéem
conflitantes (Sinzato et al., 2009; Muruganandan et al., 2002; Tormo et al., 2004;
Sailaja et al., 2000) . Em relacdo a SOD, a enzima responsavel pela neutralizacao de
anions superoxido, os resultados da literatura sdo também conflitantes quanto ao
seu comportamento no DM. Enquanto os autores do mesmo estudo acima sobre o
TBARS demonstram que nao houve alteracdo no SOD em ratos com diabetes
induzido por STZ (Sinzato et al., 2009), o que é corroborado por outros autores
(Muruganandan et al., 2002; Tormo et al., 2004), existe evidéncia de que animais
com DM induzido por aloxana tém niveis diminuidos de SOD (Sailaja et al., 2000).
Nos humanos, tanto em individuos com DM tipo 1 quanto DM tipo 2 sdo observados
aumentos no SOD plasmatico (Seghrouchni et al., 2002). Em modelo experimental
de diabetes tipo 1 induzido por STZ se observou aumento do estresse oxidativo
pulmonar dos ratos diabéticos em relagdo aos controles, assim como uma reducao

na atividade da enzima antioxidante SOD (Forgiarini Jr, et al., 2009).

Esses dados corroboram com os achados de outros autores, 0s quais
demonstraram o aumento do estresse oxidativo e a redugéo da enzima antioxidante
SOD no pulméo de ratos diabéticos. Esses autores demonstraram ainda haver um
aumento na expressado da enzima 6xido nitrico sintase indutivel no tecido pulmonar

dos animais diabéticos (Hirdag et al., 2008). A outra enzima antioxidante testada no
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nosso estudo, a catalase, se mostrou muito aumentada em animais com diabetes
em relacdo aos animais do CO, e bastante diminuida ap0ds a cirurgia em relacdo aos
ratos diabéticos ndo operados. Esses resultados foram expressos tanto no figado
quanto no pulmdo. Como ja citado anteriormente, 0s processos patologicos
causadores do diabetes podem ser relacionados a um desequilibrio da producéo de
ERO, tais como radicais hidroxila (HO"), superéxido (O;) e H,O,. Portanto, as
células devem ser protegidas desta lesdo oxidativa por enzimas antioxidantes.
Provavelmente por esse motivo é que observamos uma maior atividade da catalase
em ratos diabéticos comparados com controles. Da mesma forma, quando o
estresse oxidativo diminui ap0s a realizacdo da Duodenojejunostomia, como foi o
caso do nosso estudo, a atividade antioxidante também tende a diminuir, conferindo
um efeito de down-regulation nas enzimas antioxidantes. Esse efeito ja foi
observado em outro modelo experimental no qual se demonstrou aumento
semelhante da catalase e dos niveis de ERO em ratos diabéticos tratados com
insulina (Wohaieb e Godin, 1987). Tudo isso, sugere uma alteracdo do equilibrio
oxidante-antioxidante nos ratos diabéticos que pode ser reestabelecido, ao menos

parcialmente, pela cirurgia metabdlica.
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CONSIDERACOES FINAIS:

Em concluséo, observamos que a duodenojejunostomia em ratos diabéticos
induzidos por STZ foi efetiva em controlar os niveis glicémicos e de lipideos, bem
como demonstrou um importante papel na modulacdo da atividade inflamatéria e no
estresse oxidativo que ocorre no DM tipo 2. Esses achados nos levam a crer que a
duodenojejunostomia pode ser uma cirurgia metabdlica promissora no controle do
DM2 e dos outros componentes da SM. Mais dados provenientes de estudo em
andamento poderd correlacionar estes achados com as alteracfes nos horménios

intestinais que estao sendo medidos (incretinas).
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