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INTRODUCAO




0 diabete meélito engloba um grupo de alteracdes me-
tabolicas que tem como denominador comum a presenca de hiper-
glicemia.

No ser humano ocorrem pelo menos dois tipos de dia
bete melito: diabete melito tipo I, ou dependente de  insuli
na, caracterizado por severa deficiencia de insulina, devido
a destruicao das celulas B, e o diabete tipo II ou independen
te de insulina, com deficiencia relativa de insulina, muitas
vezes por problemas a nivel de receptores perifericos (Natio
nal Diabetes Data Group, 1979}.

Nos ultimos anos tem havido um renovado interesse -
na busca de uma melhor compreensdao da etiologia do diabete ti

po I e de formas de proteggo as celulas B, destruidas nas fa
ses iniciais do diabete (Ei;irik % Migliorini, 1983). No en
tanto, aspectos praticos e eticos limitam em muito, estudos -
deste tipo em seres humanos. Esse fato tem levado a busca sis
tematica de modelos experimentais de diabete, especialmente -
em ratos e camundongos (Rossini e cols, 1984).

Entre as vantagens de induzir diabete experimental
estao o controle genetico dos animais e a anilise da intera-
cao da hereditariedade com fatores ambientais como dietas,dro
gas e agentes infecciosos. Esse objetivo e facilitado pelo
fato desses-animais terem um tempo de vida gue permite o se-

guimento de varias geracoes (Mordes & Rossini, 1981).

Dentre os modelos utilizados o uso, de agentes qui-



micos diabetogenicos permite-nos estudos detalhados de even
tos bioquimicos, hormonais e morfoldgicos durante e apos a in
ducao do diabete, além de permitir o teste de eventuais fato
res de protegdo contra a lesao da célula B.

As drogas mais utilizadas na inducdo do diabete s3o
aloxana e estreptozotocina. Embora o efeito diabetogenico de
ambas seja conhecido ha muitos anos (Rerup, 1970), so recente
mente seus mecanismos de agdo comegaram a ser melhor compreen
didos.

A aloxana, mesoxialilureia derivada do acido Urico,
(Rerup, 1970), exerte um efeito citotoxico preferencial nas -
celulas B das ilhotas de Langerhans do pancreas.

Existem muitas controvérsias a respeito do mecanis-
mo de acao molecular deésa droga, a comecar pelo sftio ini
cial da lesdo: membrana celular, mitocondria ou nicleo das cé
luias beta.

A membrana da celula B pode ser um importante sVtio
de agao de aloxana (Cooperstein & Watkins, 1978). Em ilhotas
de camuhdongos, a aloxana produz despolarizacio da membrana -
das celulas B {Dean & Matthews, 1972) e inibicdo da bomba ca
tiﬁn univalente (Idahl e cols, 1977), sendo sugerido que a -
destruigao celular ocorre por danos a membrana, atraves da
reagao com grupos sulfidril (SH)}, proximos ou acoplados ao si
tfo de ligacao de glicose, ou por interacao com grupos tiol -
ligados a membrana (Watkins & Cooperstein, 1977).

A administracao previa de glicose orotege as céﬁg
las dos danos pfovocados por aloxana (Rerup, 1970), sendo pos
tulado por Scheynius e Taljedal, (1977) que esse carboidrato
atuaria por evitar a Tigacdo da aloxana ao receptor especifi-

co de glicose, envolvido na secrecao de insulina.

Por outro lado, Malaisse-lLagae e cols, (1983) de



monstraram, em estudos realizados com 3-0-metil D-Glicose e -
D-Glicose, que a acBo protetora de diferentes hexoses nao po
de ser considerada como prova da existencia de glicorecepto-

res de membrana como local de interagoes entre hexoses prote-
toras e aloxana. Mais ainda, outros estudos comprovaram que a
acao de aloxana nao deve ser restrita a um glicoreceptor de -
membrana (Henquim e cols, 1979), ocorrendo possivelmente a ni

vel intracelular, via transporte de hexose (Rossini e cols,

1975). Estudos de captacao de [MC ] a1oxéna em ratos  mos
tram sua entrada nas celulas endocrinas do pancreas (Weaver e
cols, 1978), com maior concentracdo a nivel das celulas B -
(Hammarstfom.'& Ulberg, 1966). 0 efeito citotoxico preferen-
cial de aloxana nas celulas beta seria possivelmente pela ra-
pida captacao celular da droga e pela baixa atividade da enzi
ma GSH - peroxidase, que catalisa a reducao de peroxidos, nes
lsas células (Malaisse e cols, 1982).

Alem de uma possivel acao a nivel de membrana, exis
tem dados sugerindo que a acdo de aloxana ocorre a nivel da
utilizacao mitocondréa1 de substratos exogenos, pois a dro-
ga, passandb atraves da membrana plasmatica, afeta as funcgdes
mitocondriais essenciais, danificando e desintegrando essas -
organelas celulares (Nelson & Boquist, 1982; Sandler e cols ,
1984).

Apesar dos dados acima, a maioria dos autores acre
dita ser o nucleo das celulas beta o alvo principal da agao
citotoxica da aloxana (Uchigata e cols, 1982; Yamamoto e -
cols, 1981). 0 mecanismo de lesoces envolveria a geracao de es
pecies ativas de oxigénio no interior da celula {Cohen &
Heikkila, 1974; Heikkila & Cabbat, 1978; Grankvist e cols R
1979 e Fischer & Hamburger, 1980).



0 acido dia!ﬁrico, forma reduzida de aloxana,na sua
auto-oxidacdo origina radicais altamente reativos, como a-
nions superoxidos (03), peroxido de hidrogenio (Hy0,) e radi
cal hidroxila (.0H) (Heikkila e cols, 1974). 0 radical hidro-
xila € o mais reativo, sendo gerado na.reagﬁo entre HZOZ e
OE, catalizada pelo ferro (Cohen & Heikkila, 1974 e Czapski &
Ilan, 1978). A possibilidade destes radicais estarem envolvi-
dos no efeito diabetogenico de aloxana e reforgado pelo fato
de etanol, metanol, n-propancl e n-butanol, a1cbois de cadeia
curta e varredores desses radicais protegerem as celulas beta
contra a agaoc dessa droga (Heikkila, e cols, 1976).

Alem disso, pre-tratamento de ilhotas de ratos com
superoxido dismutase e catalase; enzimas do mecanismo de defe
sa contra especies afivas de oxigenio respectivamente de 05 e
HZOZ, tambem 1mpedem que aloxana danifidue as células beta -
{Fischer & Hamburger , 1980 e Uchigata e cols, 1982). |
Grankvist e cols (1979), utilizando efluxo de Rb* e exclusido
dé Tripan blue para avaliar a viabilidade de ilhotas de camun
dOﬁgGS, tambem mostraram que superoxido dismutase, benzoato e
manitol, protegem contra aloxana. Vitéména E, um anti-oxidan-
te e sequestrador de especies ativas de oxigenio (Tappel,
1972), protegeu contra a acgao diabetogénica de aloxana em ra
tos (Slonim, 1983), "in vivo".

Por fim, outros sequestradores de radicais hidroxi-
la como dimetil ureia (Fischer & Hamburger, 1980) e ON0-3144
(Fuji e cols 1985), tambem atenuaram a acao diabetogénica de
aloxana "in vitro".

Esses radicais induzem quebras simples e duplas nas

cadeias de DNA, resultando na ativacao da enzima poliadenosi-

na-difosforibose~sintetase (Yamamoto e cols, 1981). Esse pro



cesso de ativagao da enzima nuclear resulta em uma significa-
tiva deplecao do conteudo intracelular de NAD, consumido no
processo de sintese de poli-ADP-ribose (Okamoto, 1981 e
Yamamoto, 1981), afetando severamente as funcoes celulares,co
mo a producdo de ATP,sintese de proteinas, levando a celula a
morte,

0 pre-tratamento de ilhotas com inibidores‘éa enzi-
ma-poli-(ADP-ribose)~sintetase: picolinamida, benzamida, 3-a-
minobenzamida, teofilina e nicotinamida protegeram contra a
diminui¢ao da biossintese de pro-insulina provocada por aloxa

na (Uchigata e cols, 1982; Wilson e cols, 1984),.

Outra droga muito utilizada na indugao de diabete,a
estreptozotocina (STZ), e uma substancia isolada do fungo -

Streptomyces acromagenes, COm acao cancerigena e altamente -

diabetogenica (Rerup, 1970).

A estreptozotocina & um derivado nitroso da glucosa
mina, consistindo de 1-metjl1-1 nitrosoureia (Schein & Loftus,
1968 e Schein e cols, 1973). A deoxiglicose, uma substancia -
que impede a entrada.de glicose na celula beta, protegeu con
tra a acdo diabetogenica da estreptozotocina (Dulin = & Wyse,
1969).

0 mecanismo pelo qual a nitrosoureia lesa a celula
beta ainda nao esta claro, sendo sugerido na Titeratura dois
mecanismos basicos: a geracdo de espécies ativas de oxigenio
e/ou inibicao de enzimas do mecanismo de defesa contra espe
cies ativas_de oxigenio e uma acao alquilante direta da dro
ga.

Estudos de Croush e cols (1981) mostraram diminui-~

¢ao dos niveis de superoxido dismutase em celulas betas expos



tas a estreptozotocina, possibilitando o acumulo intracelular
de radicais Tivres toxicos ({Robbins e cols, 1980). A1éh disso,
o Cu Il (3,5) diisopropilsalicilato, um sequestrador de espe-
cies ativas de oxigenio (Gandy e cols, 1983}, protegeu as cée-
Tulas beta contra a agao diabetogéenica de STZ, o mesmo ocor
rendo com a dimetil ureia, sequestradora de radicais hidroxi-
1a (Sandler & Anderson, 1982).

No entanto, outros autores, utilizando modelos "in
vivo" (Gold e cols, 1987) e "in vitro" (Uchigata e cols, 1982
e Wilson e cols, 1984) nao conseguiram comprovar nenhum efei
to protetor de superﬁxido dismutase ou outros sequestradores
de especies ativas de oxigénio contra o efeito beta citotoxi-
co de STZ.

As nitrosoyréias em geral, entre elas a estreptozo-
tocina, tem a propriedade de provocar metilacio nas bases do
DNA nuclear (Bennet & Pegg, 1981), sugerindo a possibilidade
dessa droga induzir quebra do DNA por processo de alquilacao
(Uchigata e cols, 1981; Mossman e cols, 1986)., 0 pre-tratamen
to com nicotinamida diminui a alquilagdao do DNA, possivelmen-
te por ser uma aceptora do grupo métil, reduzindo as chances
de DNA e outros componentes celulares serem metilados (Bennet
& Pegg, 1981).

Por acumulo de radicais ljvres (Sandler & Swenne |,
1979) ou por acao alquilante direta da droga {(Uchigata e
cols, 1981; Bennet & Pegg, 1981) a estreptozotocina induz que
bra no DNA nuclear, com ativacgao da enzima poliadenosina-di-
fbsforébose—sintetase (Yamamoto e cols, 1981a: Okamoto e
cols, 1981b e Uchigata e cols, 1983). Essa enzima utiliza NAD

como substrato, diminuindo seu nivel intracelular, de maneira

similar ao descrito para a aloxana.



Com a queda dos niveis de NAD, ha diminuicao acen-
tuada da respiracao cejuTar e como a produgdao de ATP por fos-
forilacao oxidativa, se da acoplada a cadeia respiratoria, hi
deplegao de AT? intrace?u?ér. Com os niveis de ATP baixos,ces
sa a biossTntese de proteinas, hd perda do balango idnico nor
mal das celulas beta (Sandler e cols, 1983).

Picolinamida, acido piridinacarboxilico-amida (Ya-
mamoto & Okamoto, 1980), 3-aminobenzamida e teofilina {Uchiga

ta e cols, 1983; Sandler & Swenne, 1983; Sandler e co?s,1983;

Wilson e cols, 1984 e Masiello e cols, 1985), inibidores  da
enzima poli-(ADP-ribose)-sintetase, incubados com ilhotas pan
creaticas, protegeram contra a diminuicdo da biossintese de
pro-insulina e redugdo do contetdo de NAD induzido pela es-
treptozotocina (Yamamoto & Okamoto, 1980; Yamamoto e cols,1981 ;
Akpan e cols, 1982).

0 pre-tratamento com nicotinamida, outro inibidor -
da enzima poli~(ADP-ribose}-sintetase (Uchigata e cols,1982),
tambem evitou a necrose das cé&lulas B (Lazarus & Shapiro ,
1973). |

Curiosamente, a administracao de nicotinamida logo
apos a exposicao a estreptozotocina ainda preservou parcial-
mente o NAD das ilhotas (Ho e Hashim, 1972), e protege-as con
tra a diminuicao da sVntese de pro-insulina (Uchigata e cols,
1983).

Nuclteotidios de piridina como o NAD, NADPH,NADP re
tardam o aparecimento de necrose nas celulas beta, mas nao e-
vitam a acgao de estreptozotocina (Lazarus & Shapiro, 1973) ,

possivelmente por serem incapazes de entrar nas células (Wa-

tkins e cols, 1968 e Dulin & Wyse, 1969).



A 1,10-fenantroiina, um forte quelante de ferro,pro
tegeu fibroblastos em cultura contra a acao toxica dé peroxi-
do de hidrogenio, composto capaz de induzir quebras nc DNA nu
clear {(Mello-Filho e cols, 1984).

A toxicidade de perdxido de hidrogenio esta relacio
nada com a formacao de radicais hidroxila atraves da reagao -
de H,0, com jons ferro {Meneghini & Hoffmann, EQSD). A for
macio desses radicais livres & inibida pela complexagio de -
1,10-fenantrolina com ferro, evitando a lesao celular. Como o
ferro tambem & citado como provavel catalisador da reacao de
Fenton, geradora de radicais livres ap0s exposicao de celulas
beta a aloxana (Fischer & Harman, 1982), outros quelantes de
ferro como DETAPAC e desferrioxamina, foram testados como pos
sTveis agentes anti-diabetogénicos, com resultados contradito
rios. ' |

0 acido dietilenotriaminapentacetico (DETAPACS pro
tegeu "in vivo" (Cabbat & Heikkila, 1981; Grankvist & Mark-
Tund, 1983), e "in vitro" (Fischer & Hamburger, 1980), contra
a acao de aloxana em camundongos, mas essa prote¢ao nao foi
observada com outro quelante de ferro, a desferrioxamina -
(Grankvist & Marklund, 1983).

Em relacgdo a estreptozotocina, inexistem referen-
‘cijas previas na literatura envolvendo tentativas de protegao

com quelantes de ferro contra essa droga.

Esse trabalho consiste na tentativa de utilizacao -
de 1,10-fenantrolina, "in vivo" e "in vitro", como um possi-
vel agente protetor contra a agao das drogas diabetogenicas a

loxana e estreptozotocina.



MATERIAL E METODOS




1. EXPERIMENTOS "IN VIvVO™"

1.1 Animais e seu tratamento

Foram utilizados ratos Wistar machoé, procedentes -
do Bioterio Central da Universidade Estadual de Campinas, com
peso entre 180-200 gramos.

Antes do inicio dos experimentos os animais passa
ram por um periodo de adaptacdo de 1 a 2 dias, em gaiolas in-
dividuais, recebendo dieta geral de bioterio (Purina) e agua
"ad 1ibitum", em sala com ciclos luz-escuro de 12 horas.

Apos este periodo inicial de adaptagao, os animais
foram submetidos a jejum alimentar de 10 a 24 horas, receben-
do a seguir injecbes de estreptozotocina (10 hs de jejum) ou
aloxana (24 hs de jejum).'Apﬁs as injecoes os animais tiveram
livre acesso a alimentacdo e agua, continuando nas mesmas con
digoes descritas para o periodo de adaptacao.

0'sacrif7cio dos animais foi feito sempre pela ma-
nha, entre 8:30 e 10:00 horas. 0 sacrificio era realizado por
decapitacao, com coleta de sangue em tubos heparinizados,para
posterior extracao de plasma e determinacdo da glicemia. Alem
disso, no momento do sacrificio foram retiradas as gorduras -
epididimal e retroperitoneal para posterior pesagem em balan-

¢a de torcao.

1.2 Estudo dos efeitos da injecao de 1,10-fenantrolina sobre

ratos controle (nao diabeticos).

Foram feitos testes iniciais para a determinacao da

dose de 1,10-fenantrolina a ser empregada nos experimentos -
subsequentes.

Em um grupo de 4 animais injetou-se doses i.p. cres



centes de 1,10-fenantrolina (13 a 30 mg/kg), dissolvida em sa
1ina 0.9%, sendo realizada monitorizacao da frequéencia cardTg
ca e pressao arterial destes animais. A partir destes experi-
mentos, decidiu-se trabalhar com uma dose de 13 mg/kg de 1,10
-fenantrolina,

A seguir foram feitos experimentos em que grupos de
animais recebiam, apSs 24 horas de jejum, injecoes i.p. de
1,10-fenantrolina (13 ma/kg - grupo FEN) ou solucdo salina -
(grupo SAL).

Cinco animais dos grupos FEN e SAL foram sacrifica-
dos 20 minutos apos a injecdo i.p. para medidas dos niveis -
glicemicos.

0s demais foram seguidos por 6 dias, sendo avalia-
dos a cada dois dias o ganho ponderal e a ingestdo hidrica e,
no momento do sacrificio, glicemia e reservas de gordura.
| Esse procedimento experimental pode ser vizualizado

pelo seguinte esquema:

SAL (ip) 6 dias , Sacrificio
FEN (ip) 6 dias Sacrificio
(13 mg/kg)

1.3 Efeito da administracio de 1,10-fenantrolina sobre a

acao diabetdgenica da estreptozotocina

Nestes experimentos os animais foram submetidos a
10 horas de jeJjum previo, voltando a ter livre acesso a ali-
mentacao apos a injecao de estreptozotocina.

Os animais foram divididos em dois grupos, grupo -

SAL-STZ e o0 grupo FEN-STZ.

0s grupos FEN-STZ recebeu injecao ip de 1,10-fenan-



trolina e, vinte minutos apos, injecdo endovenosa de estrepto
zotocina. | |

A estreptozotocina (40 mg/kg) foi dissolvida em tam
pac citrato 0.01 molar, pH 4.5 e injetada até 5 min apos a
dissolugao. A via de injecdo a veia dorsal do pénis, com volu
me total injetado nunca ultrapassando 0.4 ml.

O0s animais foram seguidos por 6 dias, sendo a cada
2 dias avaliados ganho ponderal e ingestao hidrica e, no mo-
mento do sacrificio, glicemia e reservas de gorduras.

Esquema experimental

SAL (ip) 20 min. STZ (iv) (40 mg/kg) 6 dias sacrifi

cio |

FEN (ip) 20 min. STZ (iv) (40 mg/kg) 6 dias sacrificio

(13 mg/kg)

1.4 Efeito da administracao de 1,10-fenantrolina sobre a

acao diabetogenica da aloxana

Nestes ekperimentos os animais foram submetidos a
24 hs de jejum previo vo1tando a ter livre acesso a alimenta-
gﬁo apos a injecdo de aloxana.

| Os animais foram divididos em dois grupos: grupo -
SAL-ALOX e grupo FEN-ALOX.

0 grupo SAL-ALOX recebeu injecdo ip de salina e,vin
te minutos apos, ﬁnjegﬁo_endovenosa de aloxana.

0 grupc FEN-ALOX recebeu injecdo ' ip 1,10-fe
nantrolina e, vinte minutos apos, injecao endovenosa de aloxa
na.

A'aioxama monohidratada (40 mg/kg) foi dissolvida -
em tampao citratc 0.01 molar, pH 4.5.e injetada ate 7 minutos

apos a dissclucac. A via de injecdo foi a veia dorsal do  pé-



nis, com o volume total injetado nunca ultrapassando 0.4 ml.

A 1,10-fenantrolina foi injetada conforme descricgao
do item 1.3.

0s animais foram seguidos por 6 dias, sendo a <cada
2 dias avaliados ganho de peso e ingestao hidrica e, no momen
to do sacrif?éio, glicemia e reservas de gorduras.

Esquema experimental

SAL (ip) 20 min. ALOX (jv) (40 mg/kg) 6 dias sacri-

ficio

FEN (ip) 20 min. ALOX (iv) (40mg/kg) 6 dias sacrificio

(13.mg/kyg)

2. EXPERIMENTOS "IN VITRO"

2.1 Animais
Foraé utilizados ratos Wistar machos com peso entre
200-220 g, procedentes do Bioterio Céntra1 da Universidade Es
tadual de Campinas. Esses animais foram mantidos em condicoes

similares as descritas no item 1.7.

2.2 Isolamento de ilhotas de Langerhans de ratos

Utilizou-se a teécnica descrita por Moskalewsky
(1965) e Lacy & Kostianovsky (1967), ligeiramente modificada
por Boschero e cols (1980).

Para cada experimento foram sacrificados por decapi
tacao 3 a 4 ratos. Apos a laparotomia canulou-se o duto bi-
Tiar comum, proximo ao hilo do figado, e obstruiu-se sua por

gcao distal, adjacente ao duodeno.



A divulsao do tecido acinoso foi feita com injecdo
de 15 m1 de solugao de Hanks enriquecida com glicose (2,8mM),
atraves de uma canula, fluindo pelos dutos pancredaticos em di
recao retrograda.

Retirou-se o pancreas o qual livre de tecido adipo-
so, foi reduzindo, com auxilio de uma tesoura, a pequenos -
fragmentos que foram transferidos para um tubo de ensaio con
tendo 20 mg de colagenase.

A sequir fragmehtos de pancreas foram incubados a
370C durante 15 min.. Nos 8 min. iniciais esses fragmentos fo
ram gaseados com 95% 02 e b¥% CO2 e 0 restante do tempo manti
dos sob agitacao manual constante.

Em seguida o material foi lavado 3 vezes para reti-
rada da colagenase e de grande parte do tecido exocrino. En-
tre uma lavagem e Qutra o material sofreu decantacao de 1-2 -
min.

0 material restante foi tfansferidn para.p]aca de
Petri onde as ithotas foram coletadas sob lupa, com pipeta -
Pasteur siliconizada e estirada previamente em bico de Bunsen.

2.3 Efluxo de 86Rb

As ilhotas coletadas, foram distribuidas em 2 gru-
pos com cerca de 100-150 ilhotas cada, em solucao de Krebs.
Apos a coleta, o sobrenadante foi descartado, acres

centando-se a seguir solucao de Krebs com 86

Rb (10 u Ci/ml1) -
(37-296 MBq/mg) e 16.7mM de glicose. As ilhotas foram incuba-
das durante 90 min., a 379C, sendo o pH ajustado para 7.4 a-
traves da passagem de carbogenio nos 10 min. iniciais.

Apos a incubagdo as ilhotas foram lavadas 3 vezes -



com solucao de Krebs nao radicativa e transferidas para a ca-
mara de perfusao forrada com filtro de acetato de ce?ﬁ?ose s
com poros de 5 um de diametro, sendo essa camara ligada a
dois recipientes contendo solugoes nutritivas (Krebs),manti-
das a 379C e com gaseamento constante de carbogenio.

A perfusac foi iniciada logo a seguir com um fluxo
de 0.8 mi/min., com duracaoc de 60 min.

Foram feitos os seguintes grupos experimentais: -
ALOX, ALOX-FEN, STZ e STZ-FEN. A 1,10-fenantrolina (0.1 mM) -
quandb presente foi adicionada desde o primeiro minuto de per
fusao.

0 17quido perfusor ate o 300 min. procedeu do 19 re
cipiente com 65 ml de solugao nutritiva mais 0,65 m] de tam-
pao citrato e a partir desse momento e ate o final da perfu-
sao, do 29 recipiente com 55 ml de so?ugﬁo nutritiva mais -
0,55ﬁ1d8a30xana ou estreptozotocina.

As drogas aloxana (5 mM) e estreptozotocina (1 mM)
foram adicionadas no 29 recipiente no 300 min., imediatamente
apos serem dissolvidas em tampao citrato 0.01 molar, pH 4.5.

As amostras foram coletadas a partir do 129 min., a
cada 2 min. de perfusao, em frascos de contagem de cintilacao.

A radioatividade de cada frasco foi avaliada eh um
contador de cintilacao liquida, utilizando-se o efeito Ceren-
kov, que dispensa o uso de 17quido de cintilacdo.

Em cada experimento o efluxo de 86Rb (cpm/min} foi

expresso como taxa fracional de efluxo.

3. METODOS DE ANALISE QUIMICA

A dosagem plasmatica de glicose foi realizada pelo



metodo de Orto-Toluidina (Dubowski, 1962), padronizade no G11

cose kit A/900, Doles, Brasil.

4. REAGENTES E RADIOISOTOPOS UTILIZADOS NOS EXPERIMENTOS “IN
vivo" £ "IN VITRO"

Os sais, glicose e substancias adicionadas tanto ao
meio de incubagdo como de isolamento, possuiam grau analitico
de pureza. |

0s reagentes utilizados tem 5;seguinte procedencia:
Albumina bovina fragao V e Aloxana monohidrata da Sigma Chemi
cal CO (St. Louis, Mo); Colagenase da Boehringer Mannheim -

GmbH {Germany); 86

Rb da Amersham Internacional (Buckinghamshi
re, England), Frascos de polietileno para contagem de radia-

¢ao da New England Nuclear Corp. (Boston, Mo); Filtro Millipo
re Corp. (Bedford, Mass), Bomba peristaltica: Holter pump -
S-500 Extracorporeal Med Spec. Inc. (king Prussia, PA); Estre
ptozotocina da Upjohn. Co Lot n? 1180 k-u 9889 (Kalamazoo ,

Mich); 1,10-fenantrolina da Merck Co (Germany).

5. ANALISE ESTATISTICA

Na analise dos resuitados_fo% aplicado o teste T de
Student. 0 nivel de significancia adotado foi de 5%.

Em todas as tabelas e figuras os resultados estao -
expressos como media - erro padrao da media.

A normalizacdo aplicada nos experimentos "in vitro"
foi feita tomando-se como base 100% o valor do efluxo no 3190

minuto de perfusao.
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1. ESTUDO DOS EFEITOS DA INJECAD DE 1,10-FENANTROLINA SOBRE -
RATOS CONTROLES (Nﬁh DIABETICOS) '

Antes de iniciarmos o esfudo sobre os efeitos de -~
1,10-fenantrolina (FEN) sobre as acoes diabetogenicas de Alo-
xana (Alox) e Estreptozotocina (STZ), tratamos inicialmente -
de caracterizar os efeitos da injecdo isolada de FEN sobre ra
tos controles.

Nesses experimentos os animais receberam, apos 24 -
horas de jejum;'inj%gaes intraperitoneais (ip) de FEN ou de
solugao salina (SAL). Alguns animais de ambos os grupos foram
sacrificados vinte minutos apos as inje¢des, para determina-
cao de glicemias, sendo os démais ratos seguidos por seis. -
dias com avaliacdo do ganho ponderal, ingestdo hidrica e, no

momento do sacrificio, glicemias e reservas de gorduras.

1.7 Glicemia e estado geral dos animais vinte minutos a-

pos injecdo de FEN.

Os testes iniciais, feitos com doses de 30 mg/kg de
FEN, injetadas por via in, induziram severa prostracio nos a-
nimais. |

'Experimentos com medida de pressao arterial mostra-
ram a existencia de hipotensdo prolongada (queda media de 40
mmHg ) nestes animais. 0 uso de uma dose menor de FEN (13 mg /
kg) induziu hipotensao mais leve {queda media de 29 mmHg) e
transitﬁfﬁa, com retorno da pressao aos valores normais vin-
te minutos apos injecdao da droga. Desta maneira, em todas os
experimentos seguintes desse trabalho, a dose empregada foi
de 13 mg/kg de FEN.

Vinte minutos apos a injegab ip de FEN (13 mg/kg )
(Tab. 1) os niveis glicémicos foram iguais aos de ratos gue -

receberam apenas injecao do veiculo (solugdao salina).



1.2 Ganho Ponderal

A tab. 2 e fig. 1 mostram que os animais tratados -
com FEN e os injetadbs com salina, partindo de valores ponde-
rais iniciais semelhantes, apresentaram ganho de peso similar
durante o periodo experimental, indicando que essa droga nao

altera a evolugao ponderal dos animais.

1.3 Ingestdo Hidrica

Com relagao a ingestao hidrica, a tab. 3 e a fig. 2
mostram que nao houve diferenca significativa no consumo de
agua entre os animais injetados com FEN e SAL.

Nos dois grupos a ingestao hidrica manteve-se esta-

vel ao longo dos seis dias de seguimento.

1.4 G¥icemié, Pesos das gorduras epididimal e retroperito

neal

A tab. 4 mostra que os niveis glicemicos de animais
tratados com FEN e SAL nao foram diferentes entre os dois gru
pos, seis dias apds as injecoes.

. 0s pesos de gorduras epididimdl e retroperitoneal -

(tab. 4) tambem nao foram afetados pela injecdo de FEN ou SAL.
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Tabela 1 - Glicemia (mg/d1), 20 min. apos injecao de 1,10 - fe

nantrotina (FEN) (13 mg/kg) ou salina em ratos con

trole.
TRATAMENTO GLICEMIA (mg/m1)
SAL 109 I 7
{5)
FEN - 99 % 6
(5)

- Resultados expressos como media I oerro padrao da media.

( ) Numero de animais.
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Tabela 2 - Variagao de peso (g) de ratos controle tratados -

com 1,10-fenantrolina (FEN) (13 mg/kg) ou salina.

DIAS APDS INJECAN

TRATAMENTO 2 4 6
SAL 18T 1.0 23 ¥ 1.0 32 £ 3.5
(7) (7) (7)
FEN | 16 T 1.0 24 T 2.5 28 3.0
(8) (8) (8)

— .+ ~ -
- Resultados expressos como media - erro padrao da media.
( ) Numero de animais.
) =+
Peso corporal no dia 0 (g,X -

FEN: 192 ¥ 7 (8).

E.P.M.) SAL: 193 ¥ 3 (7)



VARIALAU Db PESO (em relogdo ao peso inicial g )

EVOLUCAO PONDERAL

- 20

O SAL n=7
® FEN n=28
40
30+
20
10
O ! ] : !
Q A 2 4 6

DIAS POS DROGA

FIGURA 1 - Efeito da administracao de 1,10-fenantrolina (FEN)
(13 mg/kg) ou solugao salina (SAL) sobre o ganho

ponderal de ratos controle. Os pontos e barras ver

ticais sao respectivamente media e erro padrao da

+

media. Peso corporal (g, X - E.P.M.) dia 0: SAL =

193 £ 3 ¢ FEN = 192 % 7.
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Tabela 3 - Ingestao hfdrica (m1/24 hs) de ratos controle tra-

tados com 1,10-fenantrolina (FEN) (13 mg/kg) ou sa

Tina.
DIAS APOS INJECAO
TRATAMENTO 1 2 4 6
SAL 31 2 28 T2 28 T 2. 25 ¥
(7) (7) (7) (7)
FEN 31 ¥ 20 T 1 30 ¥ 1. 25 T3
(8) (8) (8) (8)

. -+ -~ -
- Resultados expressos como media - erro padrao da media.

{ ) Numero de animais.
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INGESTAO HIDRICA

O sAL n=7
® FEN n=8

20

A Y

1 1 ) i i
§ 7=2 4 5
DIAS POS DROGA

FIGURA 2 - Efeito da administracao de 1;10-fenantrolina (FEN)
(13 mg/kg) ou so1ug§o salina (SAL) sobre a inges-
tao hidrica de ratos controle. Os pontos e barras
verticais sao respectiﬁamente media e erro padrao

da media.
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2. EFEITO DA ADMINISTRACAO DE 1,70-FENANTROLINA SOBRE A ACKO
DIABETOGENICA DA ESTREPTOZOTOCINA

Nestes experimentos os animais foram submetidos a
10 horas de jejum previo. 0 grupo SAL-STZ recebeu a seguir in
jecdo ip de salina e, vinte minutos apaé, injecao endovenosa
de estreptozotocina. 0 grupo FEN-STZ recebeu injecao ip de
1.10-fenantrolina, vinte minutos antes da injegéb endovenosa
de estreptozotocina.

Os animais foram sequidos por seis dias até serem -
sacrificados. Neste periodo foram avaliados evolucdo ponderal,
ingestao hidrica e, no momento da sacrificio, reservas de

gorduras epididimal eretroperitoneal e niveis glicemicos.

2.1 Ganho Ponderal

A tab. 5 e a fig. 3 mostram que os animais tratados
com SAL-STZ ou FEN-STZ, partindo de valores ponderais ini-
ciais semelhantes, apresentaram discreta perda de peso duran
te o periodo experimental. 0 grupo FEN-STZ apresentou queda -
maior de peso, sem que essa diferenca atingisse niveis signi-

ficativos.

2.2 Ingestao Hidrica

Com relagao a ingestao hidrica, a tab. 6 e a fig. 4
mostram que os grupos SAL-STZ e FEN-STZ apresentaram aumento
progressivo de ingestao.hidrica, chegando a ingerir quase 10

vezes mais agua que animais controle (tab. 3).
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Tabela 5 - Variacdo de peso {g) durante o periodo experimen-
tal (6 dias) de ratos tratados com estreptozotoci-
na (STZ) (40 mg/kg) 20 minutos apos a injecao de

1,10-fenantrolina (FEN)} (13 mg/kg) ou salina.

DIAS APOS INJECAOC

TRATAMENTO ? 4 6

SAL + STZ 2.7t 1.5 -2.2 % 2.0 -1.0f 2.5
(20) (20) (20)

FEN + STZ -6.0: % 1.5 -8.0 ¥ 2.0 -5.0 £ 3.0
(23) (23) (23)

N Loy -
- Resultados expressos como media - erro padraoc da media.

() Numero de animais

T E.P.M.) SAL + STZ:

T 3.5 (20), FEN + STZ 203 T 3.5 (23).

¢

Peso corporal no dia 0 (g,X

204
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EVOLUGAO PONDERAL

© SAL + STZ n= 20
® FEN+ STZ n=23

DIAS POS DROGA
2 4 6
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FIGURA 3 - Efeito da administracao de estreptozotocina (STZ)
(40 mg/kg) sobre o ganho ponderal de ratos pre-
viamente injetados com 1,10-fenantrolina (FEN) -
{13 mg/kg) ou solucgdo salina {SAL}. 0s pontos e
barras verticais sao respectivamente a médfa e er

ro padrao da media. Peso corporal (g, X E.P.M.}

dia 0: SAL-STZ = 204 ¥ 3.5 ¢ FEN-STZ = 203 ¥ 3.5,
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Tabela 6 - Ingestao hidrica (m1/24 hs) durante o periodo expe
rimental (6 dias) de ratos tratados com estreptozo
tocina (STZ) (40 mg/kg) 20 minutos apos injecao de
1,10-fenantrolina (FEN) (13 mg/kg) ou saiina.

DIAS APOS INJECAD

TRATAMENTO 1 2 4 6

SAL + STZ 57 ¥ 3 g5 1 4 103 T 5 125 T 5
(20) (20) (20) (20)

FEN + STZ 47 T3 75 T3 90 T4 112%s
(23) (23) (23) (23)

Cnd . + fng - a
- Resultados expressos como media - erro padrao da meédia.

( ) Numero de animais.
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FIGURA 4 -

DIAS POS DROGA

Efeito da administracdo de estreptozotocina {$TZ)
(40 mg/kg) sobfé a ingestao hidrica de ratos pre-
viamente injetados com 1,10-fenantrolina (FEN)(13
mg/kgi ou solugao salina (SAL). Os pontos e bar=

ras verticais sao respectivamente media’e erro pa

drao da media.
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Embora houvesse tendéncia a maior ingestdo hidrica

no grupo SAL-STZ, essa diferenga nac foi significativa.

2.3 Glicemia, Peso das gorduras epididimal e retroperito-

neal

A tab. 7 mostra marcada elevacao nas glicemias dos
animais tratados com FEN-STZ e SAL-STZ em comparacao com 0s
animais contfo]e (tab. 4). Nao houve diferenca entre os valo-
res glicemicos ‘de animais FEN;STZ e SAL-STZ.

Os_nfveis de gorduras epididimal e retroperitoneal
(tab. 7), especialmente esta ultima, também diminuTram em re-
lagao aos ratos controle (tab. 4). Novamente nao foi observa-

da diferenca entre os animais SAL-STZ e FEN-STZ.

3. EFEITO DA ADMINISTRACKG DE 1,10-FENANTROLINA SOBRE A ACKO
DIABETOGENICA DE ALOXANA

Nestes experimentos os animais foram submetidos a
24 horas de jejum previo. 0 grupo SAL-ALOX recebeu a seguir
injecac de salina e, vinte minutos apos, injég%o endovencsa -
de aloxana. 0 grupo FEN-ALOX recebeu injegao ip de 1,10-fenan

trolina e, vinte minutos apdos, aloxana endovenosa.

3.1 Ganho Ponderal

A tab. 8 e a fig. 5 mostram a evolucao ponderal de
animais tratados com SAL-ALOX e FEN-ALOX, com ambos os gru
pos partindo de valores ponderais iniciais semelhantes.

0 grupo FEN-ALOX apresentou ganho de peso constante
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a partir do 29 dia do perjodo experimental. 0 grupo SAL-ALOX
praticamente nao apresentou ganho de peso ao longo dos 6 dias.
Comparando-se o ganho ponderal destes dois grupos de
animais com o de ratos controle nao diabeticos, injetados com
FEN ou SAL (tab. 2) ficou evidente que o grupo FEN-ALOX apre
sentou um ganho de peso maior desde o 20 dia pos aloxana em
relacao ao grupo SAL-ALOX, embora com valores de ganho ponde

ral menores que 0s apresentados pelo grupo de ratos controle.

3.2 Ingestdao Hidrica

Com relacao a ingestao hidrica, a tab. 9 e a fig. 6
mostram que o grupo SAL-ALOX apresentou um maior consumo hidri
co a partir do 19 dia pos injecao de aloxana, com uma elevacao
progressiva desse consumo durante todo periodo experimental ,
enquanto o0 grupo FEN-ALOX hostrou estabilizacao do seu consumo hi
drico a ‘partir do 49 dia.

A.ingestéo‘h?drica do grupo FEN-ALOX apesar de signi
ficativamente menor que do grupo SAL-ALOX (p (0.03)'foi maior

gque a dos animais nao injetados com aloxana (tab. 3).

3.3 Glicemia e Mortalidade

A tab. 10 mostra que os niveis glicemicos no grupo
FEN-ALOX foram mais baixos que os do grupo SAL-ALOX.

Foi colhido sangue dos 5 animais moribundos do grupo
SAL-ALOX e a glicemias incluidas nos dados da tab. 10. Mesmo -
considerando apenas a glicemia dos 12 ratos sobreviventes do
grupo SAL-ALOX (mg/dl, 517 I 34) a diferenéa ainda e significa

tiva em relacao ao grupo FEN-ALOX (p«£ 0.05).



VARIACAO DE PESO

[diferen;a em relagdo ao peso inicial {g )]

EVOLUGAO PONDERAL

16 |-

O SAL + ALDX n=12

® FEN + ALOX n=16

* &
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4.«
1

2 4 6
DIAS POS DROGA

FIGURA 5 - Efeito da administracdo de aloxana {ALOX) (40 mg/kg) sobre o ganho
ponderal de ratos previamento injetados com 1,10;fenantr011na -
AFEN) (13 mg/kg)‘ou solugao salina. Os pontos e barras verticais
sao respectivamente media e erro padrao da media. Peso corporal -

(g, X T E.P.M.) dia 0: SAL-ALOX = 203 ¥ 4 e FEN-ALOX = 190 ¥ 4.



- 33 -

Tabela 8 - Variacao de peso (g) durante o periodo experimen-
tal (6 dias) de ratos tratados com aloxana (ALOX )
(40 mg/kg) 20 minutos apds injecao de 1,10-fenan-

trolina (FEN) (13 mg/kg) ou salina.

DIAS APDS INJECGRO

TRATAMENTO 2 4 6

SAL + ALOX 0.1 ¥ 2.0 3.0 % 2.5 0.2 ¥ 3.5
(16) (12) (12)

FEN + ALOX 6.0 T 2.0% 6.0 % 2.0 13.0 ¥ 3.0%x
(16) (16) (16)

= Resultados expressos como méedia 3 erro padrﬁo da media.

- * p<0,05 entre os animais SAL e FEN submgtidos a doses
iguais de aloxana.

- ** pg 0.0 entre os animais SAL e FEN submétidos a doses
iguais de aloxana.

- ( ) Numero de animais.

- Peso corporal no dia 0 (g, X * E.P.M.) SAL + ALOX: 203 ¥ 4

¥

(17); FEN + ALOX: 190 ¥ 4 (16).
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Tabela 9 - Ingestao hidrica (m1/24 hs)durante o periodo experi
mental (6 dias) de ratos tratados com {(ALOX) (40mg/
kg) 20 minutos ap0s injecao de 1,10-fenantrolina -

(FEN) (13 mg/kg) ou salina.

DIAS APDS INJECAO

TRATAMENTO 1 2 4 6

SAL + ALOX 56 3 g2 ¥4 105 ¥ 4 121 ¥ 7
(17) (15) (12) (12)

FEN + ALOX 43 ¥ 3 %% 58 T gxx gplog 83 ¥ 10%x

(16) {16) (16) (16)

- Resultados expressos como media T erro padrao da media.
2- ** p< 0.01 entre os animais SAL e FEN submetidos a doses
iguais de aloxana.

- ( ) Numero de animais.
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Efeito da administracao de aloxana (ALOX) (40 mg/kg)
sobre a ingestaoc hidrica de ratos previamente injeta

dos com 1,10-fenantroTina (FEN) (13 mg/kg) ou solu-

*

¢ao salina. Os pontos e barras verticais sao respec-

*

tivamente media e erro padrio da media.



0 Indice de mortalidade no grupo SAL-ALOX foi de
30%. As mortes foram por cetoacidose, com o0s animais apresen-
tando prostragao, cetonuria fortemente positiva e glicemias -
maiores que 900 mg/dl. As mortes ocorreram no 19, 20, e 40 -
dias apos aloxana.

No grupo FEN-ALOX nao houve nenhuma morte.

3.4 Pesodas gorduras epididimal e retroperitoneal

0s niveis de gorduras epididimal e retroperitoneal
nos grupos FEN-ALOX e SAL-ALOX nao apresentaram diferencas -
significativas (tab. 11).

Comparando-se esses dois grupos com os ratos nao -
diabeticos injetados com SAL ou FEN (tab. 7) verificou-se que
houve uma maior lipomobilizacao, principalmente de gordura re

troperitoneal, nos animais injetados com SAL-ALOX.

4. EFEITO DE ALOXANA, ESTREPTOZOTOCINA E 1,10-FENANTROLINA S0

BRE 0 EFLUXO DE SORb

As fig. 7,8,9,10 ilustram o efluxo de "°Rb de ilho-
tas previamente marcadas com o referido isotopo e perfundidas
durante 60 minutos em presenca de 3.0 mM de glicose.

Na ausencia de aloxana e 1,10-fenantrolina (fig. 7)
¢ efluxo do 86Rb avaliado entre o 139 e o 310 min de perfusao

Ty (n=40)} por min. Com a introdu-

atingiu a media de 5.44
cao de a?oxana no meio perfusor, a partir do 319 min., apos -
um periodo de laténcia de 8 min., ocorreu um aumento signifi-
cativo e duradouro do efluxo de 86Rb, nas ilhotas nao incuba-

das com FEN o qual atingiu os valores maximos entre os minu-

tos 41 e 51 do periodo de perfusido.
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Tabela 10 - Glicemia (mg/d1) e mortalidade . 6dias apos inje-
¢ao de aloxana (ALOX) (40 mg/kg) em animais pre
viamente injetados com 1,10-fenantrolina (FEN)

(13 mg/kg) ou salina.

TRATAMENTO GLICEMIA (mg/d1) MORTAL IDADE &
SAL + ALOX 662 £ 70 5717
(17)
FEN + ALOX 398 T go%+ 0/16%

(16)

- Resultados expressos como media terro padrao da media.

- * p£0.05 entre os animais SAL e FEN submetidos a doses
iguais de a1oxana.

- ** n< 0.0% entre os animais SAL e FEN submetidos a doses
iguais de aloxana.

- () NGmerps de animais.

- a todas as mortes ocorreram | a 4 dias apos injecdo de alo-

xana.
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Tabela 11 - Peso de gorduras epididimal e retroperitoneal 6
dias apos injecao de aloxana (ALOX) (40 mg/kg) em
animais previamente injetados com 1,10-fenantroli

na (FEN) (13 mg/kg) ou salina.

| GORDURA EPIDIDIMAL. GORDURA RETROPERITONEAL
TRATAMENTO
9/100a p. g/100g p.
Total (g) corp. Total corp.
SAL + ALOX 920 T 33 414 T 4 558 T 73 227 ¥ 37
(12) (12) (12) (12)
FEN + ALOX" 928 ¥ 71 a36 ¥ 40 606 T g 261 33

(16) (16) (16) - (16)

-+ - — .
- Resultados expressos como media - erro padrao da media

- ( ) Numero de animais.
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A mesma fig. 7 mostra ainda o efluxo de Rb de itho

tas perfundidas na presenca de 1,10-fenantrolina presente du

rante todo o periodo de perfusdo. Nesta situacio experimental

86

a media do efluxo do Rb avaliada entre os min. 13 e 31 atin-

giu 6.73 : 1.1% (n=40) por min., sendo significativamente -

maior que a observada para o mesmo periodo de perfusio na au
sencia de 1,10-fenantrolina (5.44't 1.7% (40) (p<0.01). Com
a introducao de aloxana no meio o efluxo de 86Rb continuou de-
caindo normalmente, atinginao valores de efluxo/min. significa
tivamente menores (5.04 s {n=40)) que os observados nas i-
Thotas expostas a aloxana sem 1,10-fenantrolina no meio de per

11,49 n=40) por min. (pg 0.02).

fusdo (5.84

A fig. 8 evidencia com maior propriedade o efeito -~
protetor de 1,10-fenantrolina em relagao a acao de a?okana so
bre o efluxo do radioisotopo das celulas B. Neste grafico os
valores de efluxo foram normalizados, tomando-se como base -
(100%) o valor do efluxo observado no 310 min. de'perfuséo, 0
qual precedeu a introducao de aloxana no meio.

A fig. 9 mostra o efeito de estreptozotocina sobre o

86

efluxo de Rb na presenga ou na ausencia de 1,10-fenantrolina.

A presenca de 1,10-fenantrolina desde o 19 minuto de

6Rb em

perfusao induziu um significativo aumento de efluxo do 8
relacdo a situagio controle. (p<0.01).

Os valores observados entre o 139 e 319 min. atingi-
ram 4.55 ¥ 1.8% {n=40) por min. e 5.94 T2y (n=40}), respecti
vamente na ausencia e na presenca de FEN (p€0.01).

A introdugao de estreptozotocina no meio perfusor na
ausencia de 1,10-fenantrolina induziu um rapido, significativo

86 +

e duradouro aumento do efluxo de Rb (5.0 - 1,2% (n=40)) por

min. Os valores maximos foram registrados entre o 69 e 100min.
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FIGURA 7 - Efeito da adicao de aloxana (5mM)} (‘®——#)e de 1, 10-fenantrolina

(0.1 mM) ‘mais aloxana (©---0)}sobre o efluxo de 86Rb de ilhotas
isoladas e perfundidas na presenca de 3.0 mM de glicose. 0 eflu-
x0 do 8§Rb g expresso em termos de taxa fracional do efluxo en
tre 0 13° e 600 min. de perfusao..VaTQres das medias * erro pa-
drao saop mostrados para cada grupo de experimento (n). A linha -
vertical tracejada indica o moménto de introduggo_da aloxana no

meio perfusor. Quando presente, FEN foi adicionada desde o 10

min. de perfusao.
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FIGURA 8 ~ Efeito da adicao de aloxana (5 mM) {#——®) e de 1, 10.fenantrolina

86Rb de ilhotas -

(0.1 mM) mais aloxana ((0---9) spobre o efluxo de
isoladas e perfundidas com 3.0 mM de glicose. Neste grafico os va-
lores foram normalizados tomando-se como base (100%) o valor do
efluxo registrado no 310 min. de perfusao o qual precede a introdu
¢ao de aloxana no meio. Valores das médias = erro padrio siao mos-

tradas para cada grupo de experimentos {n). A 1iqha tracejada indi
ca o momento de introdugcao da aloxana no meio perfusor. Quando pre

sente FEN foi adicionada desde o 12 min. de perfusao.
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FIGURA 9 - Efeito da adicao de estreptozotocina {1 mM) (t;-mo) e de 1,10-fenan

trolina (0.1 mM) mais estreptozotocina {o___o} sobre o efluxo de
86Rb de ilhotas isoladas e perfundidas na presenca de 3.0 mM de gli-
cose. 0 efluxo de 86Rb e expﬁesso em termos de taxa fracional do e-

fluxo entre 139 e 609 min. de perquéo. Valores das medias + erro pa

drao sao mostrados para cada grupo de'experimento (n). A linha verti
cal tracejada indica o momento de introducdo da estreptozotocina no
meio perfusor. Quando presente FEN foi adicionada desde o 10 min. de

perfusao.
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FIGURA 10 - Efeito da adigao de estreptozotocina (1 mM) (e——e ) e de T;YO—fenag

trolina {0.1mM) mais estreptozotocina (®---0) sobre o efluxo de -

86Rb em ilhotas isoladas e perfundidas em glicose 3.0 mM. Neste gra-

fico os valores foram normalizados tomando-se como base (100%) o va

Jor do efluxo registrado no -310 min. de perfusdo o qual precede a

introducao de estreptozotecjna no meio. Yalores das medias & erro pa
drao sao mostradas para cada grupo de experimentos (n). A Jinha ver-
tical tracejada indica o momento de introducao de estreptozotocina -
no meio perfusor. Quando presente FEN foi adicionada desde o 10 min.

de perfusao,



apos introducdao da droga no meio perfusor.

Mesmo na presencga de 1,10~ fenantrolina a estrepto-
zotocina inibiu a queda progressiva do efluxo de 86Rb, como ©
observado na fig. 7, fazendo com que os valores do efluxo se
mantivessem iguais e a partir do 439 min., novameﬁte maiores
(p<0.01) que os observados nas ilhotas expostas a estreptozo
tocina, sem fenantrolina no meio de perfusao.

A normalizacao dos dados (fig. 10) reforca o obser-

86Rb nas -ilhotas -

vado na fig. 9: ha um aumento do efluxo de
expostas a estreptozotocina sem 1,10~-fenantrolina no meio e
no grupo com fenantrolina a estreptozotocina inibe a queda -

progressiva do efluxo do isotopo, normalmente observada.
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Iniciaremos discutindo nossos resultados com a ca-
racterizacao dos efeitos da injecdo isolada de 1,10-fenantro--
lina sobre ratos controles.

0 fato do guelante de ferro 1,10-fenantrolina nio -
ter sido empregado "in vivo", mas somente em.cultura de celu-
tas (Mello-Filho e cols , 1984), levou-nos a estudar inicial-
mente os possiveis efeitos dessa droga em animais nao diabeti
cos, antes de analisarmos seu efeito sobre acoes diabetogeni-
cas "in vivo".

Medidas de pressao arterial mostraram que " as doses
mais elevadas testadas (20-30 mg/kg) dessa droga provocavam -
hipotensao nos ratos, forcando-nos a utilizar uma dose menor
(13 mg/kg). Essa dose induziu hipotensdo leve e transitoria ,
com retorno da pressao ao normal ém vinte minutos. Como a in-
jecao das drogas djabetogénicas era sempre realizada 20 minu-
tos apos a injecdo de FEN, os animais, ao receberem aloxana e
estreptozotocina, ja estavam com niveis normais de pressdo ar
terial.

0s niveis glicemicos dos animais, vinte minutos a-
pos injecao de 1,10-fenantrolina, ndo apresentaram alteracoes
em relacao ao grupo injetado com salina. Como a hiperglicemia
pode alterar a sensibilidade de ratos @ aloxana (Rerup, 1970;
Weaver 1978), o fato de FEN ndo induzir elevacio dos niveis -
giicemicos permitiu-nos realizar os experimentos com injecao

de FEN previamente & injecao de aloxana.



Os animais tratados com o quelante de ferro ou sali
na, seguidos por seis dias, nao apresentaram diferencas enm re

lacao a evolugao ponderal, consumo hidrico, niveis glicemicos

e pesos de gorduras epididimal e retroperitoneal, sugerindo
que essa droga nas concentracoes de 13 mg/kg n3o apresenta e
feitos sobre o metabolismo e condicGes orgdanicas gerais dos a
nimais capazes, de provocar alteracodes nos resultados dos ex
perimentos com animais diabeticos.

Os animais que receberam as drogas dijabetogenicas -
se encontravam, no momento das injecOes, sempre com pesos si-
milares. Essa condicao & importante, pois animais com diferen
tes idades e pesos podem apresentar diferentes sensibilidades
as drogas diabetogenicas {(Masiello e cols, 1975; Masiello e
cols, 1979). |

A dose de 40 mg/kg de estreptozotocina por nos uti-
lizada causa diabete moderado na maioria dos animais (Eizirik
1682).

0s ratos tratados com estreptozotocina apresentaram
reduzida perda de peso durante o periodo experémenta}, sem -
que houvesse diferenca entre os grupos SAL-STZ e FEN-STZ.

Com a indugao do diabete, a ingestdo hidrica dos -~
grupos FEN-STZ e SAL-STZ chegou a ser dez vezes maior em rela
‘cao aos controles. Esse aumento progressivo do consumo hidri-
co esta diretamente relacionado com os niveis elevados de gli
cosuria e poliuria nesses animais, com piora gradativa no dia
bete por estreptozotocina (Hoftiezer & Carpenter, 1973). Nio
houve diferenca na ingestao hidrica entre os grupos FEN-STZ e
SAL-STZ.

O0s valores glicemicos dos grupos FEN-STZ e SAL-STZ

tambem ndo apresentaram diferenca entre si, com a glicemia -



desse§ animais estando elevada em comparacaoc com 0s nio diabe
ticos, no momento do sacrificio. Junod (1969) e Rerup (1970)
descreveram a resposta trifasica da glicose no sangue apos a
injegao de estreptozotocina. As altas glicemias desses grupos
sao caracteristicas da terceira fase, estabelecida 24 horas a
pos a inje¢do da droga, devido as lesoes gue culminam na mor-
te das celulas beta neste perJodo.

0 grau da 1ipolise nestes ratos foi avaliada de for
ma indireta, atraves do peso das gorduras epididimal e retro-
peritoneal. Nao houve diférenga entre 0s dois grupos, mas os
niveis dessas gorduras, principalmente da retroperitoneal, di
minuiram em relacao aos controles.

A maior mobilizagao da gordura retroperitoneal em -
relagao a epididimal sugere que diferentes tecidos adiposos -
podem apresentar diferentes graus de resposta mefab61ica a si
tuagoes endocrinas similares. Essa maior 1ipGlise apos a inje
¢ao de STZ e aloxana decorre basicamente da falta de insulina,
hormonio que evita esse processo na célula adiposa (Tepperman,
1977). Schein e cols (1971) mostraram que apds a injecao de
estreptozotocina havia um aumento de acidos graxos livres e -
corpos cetonicos, elementos resultantes da 1ipolise em parale
1o a queda dos niveis de insulina serica,

A aloxana, a outra droga diabetogénica utilizada -
neste estudo, teve sua dose de 40 mg/k§ estabelecida de acor-
do com dados previos da literatura, indicando-a como dose -
ideal para inducao de diabete em ratos (Rerup, 1970; Houssay,
1946).

Apos a injecao de aloxana, o ganho ponderal foi sem
pre major no grupo injetado previamente com fenantrolina. 0
grupo SAL-ALOX nao ganhou peso neste perTodo, tendo evolucao

ponderal similar a descrita por Hoftiezer e Carpenter (1973 )



- 48 -

em ratos injetados com dose igual de aloxana. Esse primeiro -
dado ja sugere uma possivel interferencia da 1,10-fenantrolina
sobre a ac¢ao diabetogenica da aloxana.

A ingestdo hidrica do grupo FEN-ALOX se estabilizou
a partir do 49 dia, com valores menores que no grupo SAL-ALOX.
No grupo SAL-ALOX o consumo aumentou progressivamente, sendo -
esse aumento possivelmente devido a elevacao da g]icosﬂria' e
consequente poliuria (Hoftiezer & Carpenter, 1973). Esta possi
bilidade & corroborada pelo achado de n?veis.g]icémicos signi-
ficativamente maiores no grupo SAL-ALOX, em combérag&o a0 gru
po FEN-ALOX (tabela 10).

| 0s niveis glicemicos dos animais do grupo FEN-ALOX -
foram similares aos observados por Cabbat & Heikkila (1981) e
Grankvist & Marklund (1983}, injetando DETAPAC, um quelante de
metais, antes da injecao de aloxana.

0 grupo SAL-ALOX apresentou um indice de 30% de mor
tes, contra nenhuma morte do grupo FEN-ALOX.

As mortes eram precedidas de prostracao, cetonlria ,
perda de péso; anorexia, diminuicdo da ingestdo hidrica e ele-
vadas glicemias (acima de 900), configurando a cetoacidose dia
betica como a causa dé morte destes animais.

A analise dos pesos de gorduras epididimal e retrope
ritoneal mostrou uma tendencia, nao significativa, a maiores -
reservas no grupo FEN-ALOX em comparacao ao animais SAL-ALOX.
Fssa ausencia de significancia pode em parte ser explicada pe
la elevada mortalidade no grupo SAL-ALOX, retirando do estudo
os animais com diabete mais severo. Ambos os grupos apresenta-
ram reservaé de gordura significativamente menores que a obser
vadas nos animais controle (tabela é). A exemplo do ocorrido a

pos a injecao de estreptozotocina, observou-se tambem uma -



maior Tipomobilizagao da gordura retroperitoneal apos a inje-
¢cdo de aloxana.

Desta forma, os experimentos "in vivo" até agora dis
cutidos mostram que a 1,10-fenantrolina diminui a acao diabeto
genica de aloxana. Esta conclusdo & baseada no fato do grupo -
FEN-ALOX em comparac¢do com o grupo SAL-ALOX apresentar maior -
ganho de peso, menor ingestdao hidrica , menores glicemias e in
dice de mofta?idade zero., Tal efeito protetor nio foi observa-
do em relacaoc a outra .drgga diabetogéni‘ca, estreptozotocina,

Apesar dos experimentos com os animais controles te
rem sugerido que a injecdao "in vivo" de FEN n3o induzia modifi
cacoes sistemicas capazes de interferir com nossos estudo, a
necessidade de comprovar gue a acao protetora da FEN contra a
aloxana dependia realmente de um efeito direto, a nivel das -
ilhotas Langerhans, levou-nos-a realizar uma serie de experi-

86Rb de ilhotas isoladas e ex-

mentos com medidas do efjuxo do
postas a ALOX e STZ, na.presentga ou ausencia de FEN.

0 uso do efluxo de 86Rb como parametro do grau de
lesdo das células B foi baseado no fato de que a retencdo de
K+, ser um passo importante no mecanismo da secrecdo de insuli
na provocando despolarizacac da membrana celular, passo funda-
mental na sequencia dos eventos gue culminam com a extrusio de
grEnu]os de insulina para o liquido extracelular (Atwater,
1980; Henquim & Lambert, 1974 ; Milner & Hales, 1976; Boschero
e cols, 1984). Assim, a capacidade da celula B em reter KT &
um parametro utilizado para o estudo da viabilidade dessas ce-
lulas, ja que as celulas B intactas s3o capazes de concentrar
grandes quahtidades de Rb* atraves da bomba cation univalente

(Sehlin & Taljedal, 1974),

Pelo menos qualitativamente, o Rb* & um substituto a
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deguado para o 42K, isotopo de dificil manejo por apresentar u
ma meia vida de'apenas 12,5 horas (Boschero e cols, 1977). Es-
sa substituicao de isotopos tem sido empregada em ilhotas por
varios autores (Sehlin & Taljedal, 1974:; Idal e cols, 1976
Boschero & Malaisse, 1977; Grankvist e cols, 1978; Henquin s
1979). | |

As figuras 7,8,9,10 indicam que tanto a estreptozoto

862b de -

cina quanto aloxana induziram aumento do efluxo do
iihotas isoladas.

Eéses“resultados confirmam dados previos de Henquin
(1979) que observou aumento do efluxo do 86Rb em presenca de a
Toxana. Segundo esse autor a explicagao para tal fato seria a
reducao drastica do metabolismo celular e/ou bloqueio da bomba
de Na+/K+. 0 blogqueio do transporte ativo de'Na”{"/K+ levaria a
despolarizacao celular e consequehte ativacao das Qias de per
meabilidade ao K' voltagem sensiveis (Henqgin, 1979).

A redugao do metabolismo diminuiria os niveis de ATP
e NAD (P) H celulares, tambem importantes para a retencao in
tra-celular de k' (Cook & Hales, 1984). A aloxana e reduzida -
por NADH e NADPH (Grankvist e cols, 1979) e a diminuicao nos
niveis desses nucleotideos de piridina permite uma atuacdo -

mais intensa da aloxana,

0 fato das ilhotas incubadas com 1,10-fenantrolina a
86

'presentarem efluxo de Rb aumentado, previamente a exposicao
as drogas diabetogenicas (figuras 7 e 9), dificultou parcial-
mente a interpretacao dos dados. 0 mecanismo envolvido neste -
aumenfo de efluxo nao esta claro, embora nao se possa excluir
uma agao direta da 1,10-fenantrolina na dose empregada a nivel
do niicleo celular (Que e cols, 1980). Com a normalizacao dos -
resultados (fig. 8) fica evidente que a FEN evitou o aumento -

86

do efluxo de Rb em presenca da aloxana. Em relacao a STZ (i



guras 9 e 10), a normalizagao nao tornou clara esta diferenca.
A analise da figura 9 sugere que as ilhotas incubadas previa-
mente com FEN, embora nao apresentando o pico de Tiberacdao de
86Rb apos a exposicao a STZ, seguem sempre com valores mais e-
tevados de efluxo que ilhotas incubadas apenas com STZ, suge-
rindo a ausencia de protegdo do quelante contra a STZ "in vi-
tro".

0s dados "in vitro" coﬁfirmam as observagoes "in vi-
vo"; mostrando a‘auséncia de protecao da FEN contra a STZ e su
gerindo que o efeito protetor deste quelante contra a aloxana
ocorre realmente a nivel das celulas beta das ilhotas de -
Langerhans,

Mais ainda, estes dados "in vivo" e “1ﬁ vitro" suge-
rem que aloxana e estreptozotocina lesam as celulas beta por -

mecanismos distintos.

0 efeito protetor da FEN contra a aloxana sugere gue
a atuagao desta droga, se de, pelo menos pércia]mente‘através
da geragao de especies ativas de oxigenio.

Os radicais superﬁxido (Og) participam nos processos
toxicos e de hidroxilacao na maioria dos sistemas biologicos ,
originando radicais "OH que podem Tesar o DNA (Van Hemmer &
Meuling, 1975),.

Cohen e Heikkila (1974) mostraram que na autoxidacao
do acido dialurico, forma reduzida da aloxana, houve formacao
de radicais altamente reativos, entre eles o radical "OH. 0
processo quimico que gera esses radicais 'OH depende do ferrd
como catalizador das reacoes {Heikkila e cols, 1974; Fischer &
Harman, 1982) e possivelmente pode éer explicado pela reacao -

de Haber-Weiss (Czapski e Ilan, 1978):



3+ -

Hoo + FeZ* Fe + “0OH + O0OH
2 2
2+
0 + Fe3+ _____ Fe + 02
2
H202 + Oé “0OH + OH + 02

Fischer & Hamburger (1980a), em ilhotas de ratos e
Grankvist & Marklund (1983), em éamundongos "in vive", obtive-
fam protegao contra a acdo de aloxana utilizando DETAPAC. Es
se quelante de ferro protegeu as ilhotas também contra a ac3o
de diidroxifumarato, um produtor de anions superoxidos e radi-
cais hidroxila. (Fischer & Hamburger , 1979).

Essas similaridades sustentam a ideia da aloxana a-
tuar atraves da geracdo de radicais "OH, em uma reagao catali-
zada pelo ferro.

Qutras evfdéncéas obtidas com superoxide dismutase e
catalase (Grankvist e cols, 1979; Fischer & Hamburger, 1980a )
e 1,1 dimetil ureia (Heikkila & Cabbat, 1978 e Fischer & Ham-
burger, 1980b), que protegeram contfa a acao da aloxana, corro
boram a hipotese de que as }eagées dos radicais hidroxila com
constituintes celulares, especialmente DNA contribuiriam para
a acao citotoxica da aloxana.

A ineficiencia do quelante de metal desferrioxamina
fGrankvist & Marklund, 1983) em proteger contra aloxana pode-
ria ser explicada pela incapacidade desse metal alcancar con-
centracao apropriada nos sitios de acdo intracelular da droga
(Osheroff e cols, 1985),

0 quelante de ferro 1,10-fenantrolina, em experimen-

tos "in vitro", penetra facilmente no interior das células

quelando o ferro da cromatina nuclear e impedindo desta forma




sua utilizac3o nas reacdes que originam radicais Tesivos ao nu
cleo celular (Mello-Filho e cols, 1984).

0 fato da protecao induzida "in vivo" pela 1,10-fe-
nantrolina contra a ac¢ao toxica da aloxana ter sido apenas par
cial merece mengao. Uma primeira explicacao poderia ser, a e
xemplo do ocorrido em nivel mais intenso com a desferrioxami-
na, uma dificuldade da droga, "“in vivo", de atingir concentra-
cdes protetoras adequadas nas celulas beta. No entanto, estu-
dos preliminares com observacdo do crescimento celular de  fi
broblastos humanos, ap0s a exposicao a aloxana, com ou sem fe
nantrolina no meio de cultura, também demonstraram uma prote-
cao apenas parcial da FEN, em altas concentragoes, contra a ci
totoxicidade da aloxana {(Hoffmann & Eizirik, comunicacao pes
soal). Essas evidéncias sugerem que a aloxana possa lesar a ce
Tula beta por outros mecanismos, alem da geracdo de radicais -
OH" com catdalise pelo ferro.

Ao contrario do ocorrido com a aloxana, 6 efeito pro
tetor da FEN ndo foi observado em relacao a estreptozotocina.

A observacao de qde doses de 1,;10-fenantrolina, capa
zes de proteger totalmente contra a agao do peroxido de hidro-
genio, "in vitro", {Mello-Filho e cols, 1984}, e parcialmente
contra os efeitos da aloxana "in vivo" e "in vitro", nao mos-
trarem nenhuma protecao contra estreptozotocina, vai contra a
hipotese do mecanismo de acdo desta droga ocorrer atraves da
geragao de especies ativas de oxigenio (Croush e cols, 1978 ;
Robbins e cols, 1980; Sandler e Anderson, 1982).

0 fato de ter sido mostrado efeito protetor da dime-
til ureia, um sequestrador de radicais "OH contra a acao toxi-
ca de STZ {(Sandler e Anderson, 1982) se deve provavelmente a -

que a dimetil ureia atua tambem como inibidora da enzima poli
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{ADP-ribose)~sintetase (Wilson e cols, 1984), impedindo desta
forma o consumo de NAD e consequente morte celular (Okamoto R
1981 e Yamamoto, 1981).

Nossos dados estao de acordo com estudos realizados
com superoxido dismutase (Gold e cols, 1981; Uchigata e cols ,
1982) e catalase (Uchigata e cols, 1982), "in vivo" e "in vi-
tro", que tambem ndo éonseguiram evidenciar nenhum efeito pro
tetor dessas drogas contra a acgao de estreptozotocina.'Desta -
forma, ganha maior relevo a hipotese de Uchigata e cols,(1981)
e Bennet & Pegg (19871) que essa droga ndo atuaria atraves da
geracao de especies ativas de oxigenio e sim por processos de
alguilacao direta das bases do DNA nuclear, induzindo a partir
dad todas as alteracgoes celulares que provocariam a morte das

celulas B.



RESUMO E CONCLUSOES




0 presente trabalho teve como objetivo estudar o e
feito da 1,10-fenantrolina. (FEN), um quelante de ferro, so
bre a acao diabetogenica das drogas aloxana e estreptozotoci
na.

Para isso foram realizados experimentos "in vivo" e
"in vitro".

Nos experimentos "in vivo" foram utilizados ratos -
Wistar machos (180-200 g}, que receberam . doses IV_de estrepto
zotocina (STZ, 40 mg/kg) ou aloxana (ALOX, 40 mg/kg). Previa
mente a injecac das drogas diabetogénicas 0s animais rece~
biam, por via IP, injegEo de 1-10 fenantroliina (13 mg/kg) ou
salina (SAL).

Esses animais foram seguidos 'por 6 dias e duran
te esse periodo foram avaliados, a cada 2 dias, peso corpo-
ral e ingestao hidrica e, no momento do sacrificio, - peso -
das gorduras epididimal e retroperitoneal e g¥iceméa.‘

0s experimentos "in vitro" foram realizados com -
ilhotas de ratos Wistar machos (200-220 g) e consistiam da

862b enm ilhotas previamente marcadas -
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andlise do efluxo de
com esse jsotopo {(substituto do K) e perfundidas durante -
60 min em diferentes condicoes experimentais.

0s resultados "in vivo" mostraram que 0Ss animais in

jetados com SAL-STZ ou FEN-STZ apresentaram perda de peso

aumento progressivo de ingestao hidrica e, no momento do sa



crificio, glicemias elevadas e diminuicao das reservas de gor-
dura. Nao houve diferenca entre estes parametros de severidade
do diabetes nos 2 grupos.

| Com relacao aos animais que receberam aloxana, o gru
po FEN-ALOX, em comparacao ao grupo -SAL-ALOX, reduziu o Tndice
de mortalidade por cetoacidose diabética a zero, apresentou -
maior ganho ponderal, menor ingestio hidrica e, no momento do
sacrificio, menores niveis de glicemia.

O0s experimentos com 86Rb em ilhotas isoladas e per
fundidas foram feitos sob as seguintes condigoes: STZ (1mM)
STZ (1mM) + FEN (Q.] mM), ALOX (5.0 mM), ALOX (5.0 mM) + FEN -
(0.1 mM). A adigdo das drogas diabetogenicas se faz aos 30 -
min. de perfusao sendo que FEN, quando utilizada, esteve pre-
sente desde o infcio da perfusdo.

0 aloxana aumentou o efluxo do 86Rb das ilhotas ﬁso;
ladas, sendo esse efeito significativamente reduzido na presen
gé de 1,10-fenantrolina.
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0 aumento do efluxo de Rb provocado por STZ nao -

foi alterado pela FEN, embora a interpretacdo destes dados fi

que dificultada pelo fato da FEN, isoladamente, induzir aumen-
to no efluxo de 86Rb.
Os resultados "in vivo" e "in vitro" mostram que a

1,10-fenantrolina apresenta efeito protetor parcial contra a

agao diabetogenica da aloxana. Este efeito nio & reproduzido

conira a estreptozotocina. Estes dados, sugerem que o efeito
toxico da aloxana, mas nio da STZ, parece depender, pelo menos
parcialmente, da geracao de radicais hidroxila em uma reacao -

catalizada pelo ferro.



SUMMARY AND CONCLUSIONS




The present study was designed to investigate the -
effect of previous administration of 1,¥O—phenantro¥ine {PHENY,
a metal chelator, on the diabetogenic actions of streptozoto-
cin (STZ) and alloxan (ALOX) in fats,

Twenty minutes before IV injection with alloxan (40
mg/kg) or STZ (40 mg/kg), male Wistar rats were injected intra
perﬁtonéa11y with Phen, 13 mg/kg (groups PHEN- ALOX-and PHEN -
STZ) or with an equal volume of normal saline (groups SAL-ALOX

and SAL-STZ). |
| After 6 days, the PHEN-ALOX group, compared with -
SAL-ALOX animals, showed reduced mortality, lower water intake,
greater increment in body weight gain and lower plasma glucose
levels. The PHEN-STZ group, compared with SAL-STZ animals, did
not show any improvement in body weight gain, water intake or
plasma glucose levels.

In an effort to reduce the variab1és inherent to "in
vivo" systems, we utilized isolated rat pancreatic islets to
~investigate wheter Phen could protect against the "in vitro" -
cytotoxicity of alloxan and STZ.

Isolated rat islets were prelabeled with 86

Rb (utili
zed as a K - tracer) and then exposed to STZ (1.0mM) or al-
Toxan (5.0 mM)} with or without Phen (0.1 mM) in the perfusion

system. ?hé 86Rb efflux rate was markedly increased by alloxan
as well as by STZ exposition. Phen aid not protect against the

86Rb efflux rate induced by STZ. However, Phen did significan-



86Rb efflux. Incuba

86

tly avoid the alloxan induced increase in
tion with 0.1 mM Phen alone slightly increased the basal Rb
efflux rate.

The data show that Phen exposition reduced the dia-
betogenic action of alloxan. These protective effects were -
not observed against the diabetogenic action of STZ. These re
sults are consistent with the idea that hydroxyl radicals, ge

nerated via iron dependent reactions, are related with allo-

xan but not streptozotocin diabetogenic effects.
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