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RESUMO

Considerando que a inducdo do Diabetes experimental pode ser realizada com
estreptozotocina (STZ), o objetivo desse trabalho consiste em descrever os efeitos
de duas doses de STZ (60mg/Kg e 70mg/Kg) no metabolismo de ratos Wistar. Vinte
e quatro Rattus norvegicus da linhagem Wistar foram divididos aleatoriamente em 3
grupos (n=8 cada): Controle ndo diabético (C), diabético induzido com 60 mg/Kg de
peso corporal de STZ (DM60) e diabético induzido com 70 mg/Kg de peso corporal
de STZ (DM70). Realizou-se as analises bioquimicas glicemia, colesterol total,
HDLc, triglicerideos, insulina, proteinas totais, albumina e calcio. Os animais dos
grupos diabéticos induzidos com STZ em ambas as doses apresentaram aumento
significativo (p<0,05) de consumo alimentar em relagdo ao grupo controle. Os
animais do grupo DM70 apresentaram diferenca significativa (p<0,001) em relagao
aos demais grupos em relacéo ao peso corporal. O peso do coracao corrigido pelo
comprimento da tibia entre os animais houve diferenca estatistica (p<0,5) entre o
grupo controle em relacdo ao DM60 e DM70. No peso do figado corrigido pelo
comprimento da tibia, houve diferenca estatistica (p<0,05) entre o grupo controle e o
grupo DM70, e entre DM60 e DM70 (p<0,05). Quanto ao peso do rim esquerdo,
corrigido pelo comprimento da tibia, os animais ndo apresentaram diferenca
estatistica entre si (p>0,05). A glicemia de jejum dos animais dos grupos DM60 e
DM70 foi maior do que o controle, apresentando aumento significativo (p<0,05). A
concentracdo de insulina diminuiu conforme o aumento da dosagem de STZ nos
animais. As concentracdes sanguineas de proteinas totais e albumina foram maiores
nos animais do grupo controle quando comparados aos animais dos grupos
diabéticos (p<0,05). Nao houve diferenca estatistica no perfil lipidico e calcio entre
0s animais dos grupos experimentais (p>0,05). Ambas as doses de STZ causaram
efeitos diabetogénicos, porém, relativamente diferentes entre si sugerindo que esse
modelo pode se mostrar apropriado para diferentes tipos de Diabetes, como por

exemplo tipo 1 e tipo 2, dependendo da dose utilizada.

Palavras-chave: Diabetes mellitus, estreptozotocina, ratos
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ABSTRACT
Considering that the induction of experimental Diabetes can be performed with
streptozotocin (STZ), the objective of this study is to describe the effects of two doses
of STZ (60mg / kg and 70mg / kg) on the metabolism of Wistar rats. Twenty-four
Wistar rats were randomly divided into three groups (n = 8 each): Non-diabetic (C),
diabetic control induced with 60 mg / kg body weight of STZ (DM60) and diabetic
induced with 70 mg / Kg of STZ body weight (DM70). The biochemical analyzes were
glycemia, total cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides, insulin, total proteins,
albumin and calcium. The animals of the diabetic groups induced with STZ in both
doses presented a significant increase (p <0.05) in food consumption in relation to
the control group. The animals of the DM70 group showed a significant difference (p
<0.001) in relation to the other groups in relation to body weight. The weight of the
heart corrected for tibia length between the animals was statistically different (p <0.5)
between the control group in relation to DM60 and DM70. In liver weight corrected for
tibia length, there was a statistical difference (p <0.05) between the control group and
the DM70 group, and between DM60 and DM70 (p <0.05). Regarding the weight of
the left kidney, corrected for the length of the tibia, the animals presented no
statistical difference between them (p> 0.05). The fasting glycemia of DM60 and
DM70 animals was higher than control, showing a significant increase (p <0.05). The
insulin concentration decreased as the STZ dosage increased in the animals. The
blood concentrations of total proteins and albumin were higher in the control group
than in the diabetic group (p <0.05). There was no statistical difference in the lipid
profile and calcium among the animals of the experimental groups (p> 0.05). Both
doses of STZ caused diabetogenic effects, however, relatively different from each
other suggesting that this model may be appropriate for different types of Diabetes,

such as type 1 and type 2 depending on the dose used.

Keywords: Diabetes mellitus, streptozotocin, rats
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1 INTRODUCAO
1.1 DIABETES MELLITUS
1.1.1 Definicéo, prevaléncia e complicacoes

O termo “Diabetes mellitus” (DM) refere-se a um transtorno metabdlico de
etiologias heterogéneas, caracterizado por hiperglicemia e distirbios no
metabolismo de carboidratos, proteinas e gorduras, resultantes de anormalidades na
secrecdo e/ou da agéo da insulina (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Dentre as desordens metabdlicas, o DM tem sido considerado uma das
grandes epidemias mundiais deste século (HENRIQUES et al. 2013). Estima-se que
1 em cada 11 adultos no mundo tem Diabetes, o que equivale a 415 milhfes de
casos, sendo estimados 11,6% do total dos gastos mundialmente com atencdo em
saude em 2010 (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015).

Estimated number of people with diabetes worldwide

and per region in 2015 and 2040 (20-79 years) Wor'ld
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Figura 1 Prevaléncia mundial de Diabetes. Fonte: INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2015

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, o Diabetes esta entre as dez

principais causas de morte no mundo.



O diabetes também € um importante preditor de mortes prematuras e esta
associado com o aumento da mortalidade por doengas cardiovasculares (MALTA et
al. 2014).

A hiperglicemia persistente no Diabetes mellitus leva a complicagoes
microvasculares, predominando a retinopatia, nefropatia e neuropatias debilitantes, e
a complicagcdes macrovasculares, como o acidente vascular cerebral, doencas que
afetam artérias que suprem o coracgdo, cérebro e extremidades inferiores (SILVA e
NOGUEIRA, 2015). Os sintomas da hiperglicemia acentuada no paciente diabético
incluem polidria (aumento do volume urinario) polidipsia (aumento da ingestao
hidrica), polifagia (aumento da ingestdo alimentar) e significativa perda de peso
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011).

Além disso, o Diabetes € a principal causa de internacdes por complicacées
como doenca cardiovascular, didlise por insuficiéncia renal crénica e amputacdes de
membros inferiores (HENRIQUES et al. 2013).Sua natureza cronica, a gravidade das
complicacBes e 0s meios necessarios para controla-las tornam o DM uma doenca
muito onerosa nao apenas para os individuos afetados e suas familias, como custos
intangiveis como dor, ansiedade, inconveniéncia e perda de qualidade de vida mas
também para o sistema de salude (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES 2015).

Entre os fatores de risco de natureza modificavel, encontram-se aqueles
passiveis de intervencBes ou controle, como: o excesso de peso pelo indice de
Massa Corporal (IMC) - IMC 225 Kg/m2, o sedentarismo, o nivel de HDL-c baixo
e/lou de triglicérides elevados, a hipertensdo arterial e uso de medicacao
hiperglicemiante (VILARINHO et al. 2008).

Por outro lado, os principais fatores de risco ndo modificaveis sao: a idade, o
histérico familiar de DM, a ocorréncia do diabetes gestacional prévio, a histéria de
macrossomia fetal e a ocorréncia de abortos de repeticdo ou mortalidade perinatal
(CONSENSO BRASILEIRO SOBRE DIABETES 2001; VILARINHO et al. 2008).

Com isso, o numero de diabéticos estd aumentando em virtude do
crescimento e do envelhecimento populacional, da maior urbanizacdo, da
progressiva prevaléncia de obesidade e sedentarismo, bem como da maior
sobrevida de pacientes com DM (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES 2015).
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Portanto torna-se imprescindivel a melhor compreensdo dos mecanismos
fisiopatolégicos do DM e de suas complicacdes, a procura de um tratamento capaz
de contribuir as alteracdes endocrino-metabdlicas causadas pela doenca e,
principalmente, as leses cronicas sobre os diferentes 6rgdos (LERCO et al. 2003;
SILVA e NOGUEIRA, 2015).

1.1.2 Classificacéo e fisiopatologia

As diretrizes nacionais e internacionais recomendam a classificagdo do DM
em quatro categorias (Quadro 1): DM tipo 1 (DM 1), DM tipo 2 (DM 2), outros tipos e
Diabetes Gestacional (MARASCHI et al. 2010).

Quadro 1. Classificacao etioldgica do Diabetes mellitus

I. Diabetes mellitus tipo 1
-Mediado imunologicamente
- Idiopatico

II. Diabetes mellitus tipo 2

lll. Qutros tipos especificos

-Defeitos genéticos da fungéo da célula 3 (MODY, DNA mitocondrial)
-Defeitos genéticos na acao da insulina (diabete lipoatréfico)

-Doencas do pancreas exacrino (pancreatite, hemocromatose)
-Endocrinopatias (acromegalia, sindrome de Cushing)

-Induzido por drogas (glicocorticéides, tiazidicos)

-Infeccdes (citomegalovirus, Rubéola congénita)

-Formas imunoldgicas incomuns (anticorpos contra receptor da insulina)

-Outras sindromes genéticas (sindrome de Down, Turner, Prader Willi)

IV. Diabetes mellitus gestacional

Fonte: Adaptado de (MARASCHI et al. 2010)



O DM 1 é responsével por cerca de 5% a 10% de todos os casos de DM. A
apresentacdo de DM1 geralmente € abrupta, com maior incidéncia na infancia e na
adolescéncia (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011). O termo “tipo 1” indica
0 processo de destruicdo da célula beta que leva ao estagio de deficiéncia absoluta
de insulina, quando a administracdo de insulina é necessaria para prevenir a
cetoacidose. A destruicdo das células beta é geralmente causada por um processo
autoimune (tipo 1 autoimune ou tipo 1A) (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Com isso,
relaciona-se a destruicdo das células beta pancreéaticas, responsaveis pela producéo
de insulina, devido a uma resposta auto-imune causada pelas células auto-reativas
T-helper 1 (Thl). Como resultado, as células Thl inibem a protecdo natural das
células beta pancreaticas, ocorrendo aumento da secrecdo de citocinas,
interleucinas pro inflamatdrias e interferon, causando inflamacéo e necrose de tais
células (MONTI et al. 2009). O tratamento da doenca quando estabelecida é
baseado na aplicacdo de insulina exdgena para manter o nivel glicémico o mais
préximo do normal (SABBAG, 2000).

Por outro lado, o termo “tipo 2” € usado para designar uma deficiéncia relativa
de insulina, isto €, ha um estado de resisténcia a acado da insulina, associado a
deficiéncia na sua secrecdo. A resisténcia a insulina € definida como uma resposta
biolégica subnormal a uma determinada concentracdo desse horménio (FRAGA et
al. 2012). Nesse tipo, a habilidade da célula beta em responder a glicose com
liberacdo de insulina esta prejudicada. Além disto, a sensibilidade a insulina também
esta reduzida (insulinoresisténcia) em relacdo aos tecidos periféricos, principalmente
tecido muscular e adiposo (SABBAG, 2000). Manifesta-se, em geral, em adultos,
costuma ter inicio insidioso e apresentar sintomas mais brandos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2013). E responséavel por mais de 90% dos casos, ndo tem componente
autoimune, acontece em geral apds os 30 anos, em individuos com histéria familiar
positiva (MARASCHI et al. 2010).

Independente da classificacdo, a principal caracteristica do DM € a
manutencdo da glicemia em niveis acima dos valores considerados normais
(FRAGA et al. 2012).



1.1.3 Secregao de insulina

A insulina € um horménio anabdlico que pode regular a homeostase de
glicose em varios niveis, reduzindo a producdo hepéatica de glicose (via diminuicédo
da gliconeogénese e glicogendlise) e aumentando a captacao periférica de glicose,
principalmente nos tecidos muscular e adiposo (CARVALHEIRA et al. 2002).

O aumento da concentracdo de glicose sanguinea € o controlador primario da
secrecdo de insulina (Figura 2) pelas células beta pancreaticas (GUYTON; HALL,
2011). Tais células apresentam transportadores de glicose (GLUT-2) que permitem
uma taxa de influxo de glicose proporcional a concentracdo sérica na faixa
fisiologica.

Assim, quando a glicose sanguinea aumenta, esses transportadores
carregam a glicose para dentro das células beta, onde & convertida em glicose-6-
fosfato pela hexocinase IV (glicocinase), sendo direcionado para a via da glicélise
(FRAGA et al. 2012). Com a taxa de catabolismo da glicose mais alta, a
concentracdo de trifosfato de adenosina (ATP) aumenta, causando o fechamento
dos canais de K* controlados por ATP na membrana plasmética. Essa
despolarizacdo abre canais de calcio controlados por voltagem e o aumento
resultante na concentracdo citosolica deste mineral desencadeia a liberacdo de
insulina por exocitose (LEHNINGER, 2011; FRAGA et al. 2012).

Glicose Insulina o

Glut 2

Glicose

1

Glicose 6 - Fosfato

‘L fCa“

Tare
! _—=> K*
] e
e Despolarizacdo /

Canalde K* sensivel a ATP Canalde Ca * * (Aberto)
fechado

Figura 2 Secrecédo de insulina. Mecanismo primério de estimulo da glicose na secre¢éo da
insulina pelas células beta do pancreas. Glut 2 : Transportador de glicose tipo 2; ATP:
Trifosfato de adenosina. Fonte: FRAGA et al. 2012.



1.1.4 Diagnéstico e tratamento

Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (2015) atualmente s&o trés os
critérios aceitos para o diagnostico do DM com utilizacdo da glicemia. Os Sintomas
de poliuria, polidipsia e perda ponderal, acrescidos de glicemia casual > 200 mg/dL,
Glicemia de jejum = 126 mg/dL. Em caso de pequenas elevagfes da glicemia, o
diagndstico deve ser confirmado pela repeticdo do teste em outro dia. Glicemia de 2
h pés-sobrecarga de 75 g de glicose = 200 mg/dL (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES 2015).

O tratamento deve estar associado a mudancas no estilo de vida, através da
alteracdo de comportamentos como o tabagismo, inatividade fisica e maus habitos
alimentares, e utilizando estratégias para controle de forma rapida ou aguda, no
caso do uso de farmacos (DA SILVA, 2012).

Assim, os tratamentos atuais para DM incluem a insulinoterapia, através do
uso da insulina exdgena, e a administracao de drogas alopaticas como sulfoniluréias
(glibenclamida), biguanidas (metformina) e inibidores da alfa-glicosidase (acarbose e

miglitol), podendo ou ndo ser administradas em conjunto (VAREDA, 2013).

1.2 MODELO EXPERIMENTAL PARA DIABETES MELLITUS

A inducdo ao Diabetes experimental pode ser realizada em animais por
cirurgia, infeccao viral, administracdo de dietas e agentes quimicos ou a doenca se
desenvolver de forma espontdnea, como nos ratos diabéticos ndo obesos (NOD)
(SABBAG, 2000). Os modelos animais de diabetes tém sido usados extensivamente
na obtencéo do esclarecimento sobre esta doenca (KIRSTEN et al. 2010).

O método mais comumente utilizado na inducdo quimica se da através da
administracdo dos toxicos aloxana ou estreptozotocina (DELFINO, 2002). Estas
drogas demonstraram serem altamente seletivas, citotdéxicas para a célula beta e
potentes substancias diabetogénicas (SABBAG, 2000). Os mecanismos de lesao
seletiva das células pancreaticas sdo idénticos em ambos, sendo causados por
necrose celular (LENZEN, 2008).



A estreptozotocina (STZ) é um glicosideo nitrosuréia natural, (N-metil-N
nitrosouréia) (Figura 3) isolado do fungo Streptomyces achromogenes, que estimula
a producdo de radicais livres, levando a destruigdo e disjungado das células B das
ilhotas de Langerhans do pancreas (LENZEN, 2008; NEGRI, 2005).

Figura 3 Estrutura quimica da Estreptozotocina. Fonte: adaptado de (LENZEN, 2008)

A STZ causa dano no acido desoxirribonucléico (DNA), depledando a Nicotina
Adenina Dinucleotideo (NAD+), que inibe a biossintese e a secrecdo de insulina e,
deste modo iniciam a morte das células B, através da deplecdo de energia
(KIRSTEN et al. 2010). Uma vez que tais células sdo produtoras de insulina, quando
utilizada em animais, determina uma severa deficiéncia da mesma, com quadro de
hiperglicemia (VAREDA, 2013).

A dose destas drogas para inducdo do diabetes depende da espécie do
animal e do seu peso (SZKUDELSKI, 2001; KIRSTEN et al. 2010). Estudos apontam
doses eficientes de estreptozotocina para a inducéo de Diabetes experimental, como
Rayat et al. (2000); Lerco et al. (2003); Lenzen (2008); Kirsten et al. (2010).

Segundo Lenzen (2008), os tratamentos com pequenas concentracdes e em
dias consecutivos ocasionam o aparecimento de lesdes inflamatdrias nas ilhotas
pancreaticas através de reacdo imune mediada pelas células T. E Em doses sub-
diabetogénicas (40mg/kg) a STZ pode produzir insulite pancreética, com morte
progressiva das células beta levando também ao diabetes mellitus (KIRSTEN et al.
2010). Segundo Lerco et al. (2003), a dose de 42mg/kg de peso corporal por via
endovenosa em ratos Wistar, foi capaz de desenvolver alteracdes clinicas e
laboratoriais bem definidas como elevacao da ingestao hidrica e da diurese, glicose
urinaria, glicemia acima de 300mg/dL. Sua administracdo em ratos adultos produz
sinais clinicos severos da doenga, necessitando da administragdo de insulina
guando os ratos precisam sobreviver por longo periodo (SILVA e NOGUEIRA,
2015).



Conforme Sabbag, (2000) compreendendo-se 0os mecanismos de acédo dos
agentes diabetogénicos, é possivel elucidar ndo somente as causas do diabetes
como sua prevencao. Todo o empenho cientifico em estabelecer modelos de estudo
e novas técnicas, sao desenvolvidas com o intuito de buscar caminhos para
erradicar ou amenizar o problema de uma das doencas mais graves do nosso século
(SILVA e NOGUEIRA, 2015).

Tendo em vista a grande diversidade de estudos realizados com dosagens
variadas de STZ, o presente estudo permite a comparacao de duas doses diferentes
da droga, dentro da faixa diabetogéncia, possibilitando avaliar seus efeitos
bioguimicos e fisiopatoldégicos. Com isso, através dessa comparacao, visa obter
dados da dosagem que mais se assemelhe com os diferentes tipos da doenca, e 0
tempo de experimento possivel com os animais, descartando efeitos propiciados por
uma dosagem incoerente e estabelecendo com isso, a influéncia da droga no efeito

ocasionado.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Comparar os efeitos de duas doses de STZ no metabolismo de ratos Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Monitorar o ganho de peso e o consumo de racao dos animais.

e Comparar os efeitos de duas doses diferentes de STZ nos parametros
bioguimicos, tais como: glicemia, perfil lipidico (colesterol total, HDL-colesterol e
triglicerideos), insulina, proteinas totais, albumina e calcio.

e Comparar o peso dos 6rgaos entre 0S grupos experimentais.

¢ Analisar o indice de hipertrofia dos 6rgédos dos animais



3 METODOLOGIA

3.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos relacionados ao uso de animais foram realizados
segundo as normas preconizadas no “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” (Institute of Laboratory Animals Resources, National Academy of Science,
Washington, D.C., 1996), pelos principios éticos estabelecidos pela Experimentacéo
Animal do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA e
pela legislagdo nacional para vivissecgao animal em vigor (Lei 11.794, de
08.10.2008 e Lei 9.605, de 12.02.98).

O projeto em questéo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal - CEUA da Universidade Federal do Estado do Rio de
janeiro — UNIRIO (parecer de nimero 001/ 2014 — ANEXO 1).

3.2 BIOSSEGURANCA

Durante a execucdo do experimento, os pesquisadores envolvidos usaram
luvas de procedimentos cirdrgicos e jalecos para sua protecdo individual, além de
mascaras e Oculos de protec¢do, quando necessario.

Em relacédo aos residuos biolégicos gerados, as carcacas dos animais, bem
como materiais perfuro cortantes como seringas e agulhas, foram descartados
conforme procedimento padréo exigido pelo CEUA- UNIRIO. O material foi coletado
por empresa de descarte especializada (2MC Transportes de residuos, CNPJ:
07.941.147/0001-25 — Comprovante da coleta/ ANEXO 2).

3.3 PROTOCOLO DE INDUCAO DO DIABETES EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado no biotério do Instituto Biomédico da UNIRIO.
Foram utilizados 24 Rattus norvegicus da linhagem Wistar, machos, recém-
desmamados com 21 dias de idade provenientes do Centro de Criacdo de Animais
de Laboratorio (CECAL) / Fundacgédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).



Durante o experimento os animais foram mantidos em caixas plasticas de
polipropileno (4 animais por caixa), em sala climatizada com temperatura de 24+1°C
e ciclo claro/escuro de 12 horas.

Apés um periodo de aclimatacdo (3 dias), os animais foram divididos
aleatoriamente em 3 grupos (n=8 cada): Controle ndo diabético (C), diabético
induzido com 60 mg/Kg de peso corporal de STZ (DM60) e diabético induzido com
70 mg/Kg de peso corporal de STZ (DM70).

A inducdo do DM foi realizada em dois grupos por meio da administracao
intraperitoneal, em dose Unica, da droga estreptozotocina (STZ), na dosagem de 60
e 70 mg/Kg de peso do animal (Streptozotocin — marca Sigma Life Science, USA,
Lote SLBHO076V, Cdédigo: 1001651091), dissolvida em 1 mL de tampdao citrato de
sédio (10 mM e pH 4,5) (LERCO et al. 2003; MACHADO et al. 2000). Apds jejum
alimentar de 12 horas com acesso livre a agua, procedeu-se a administracdo da
droga. Dada a similaridade entre as moléculas de glicose e STZ e a sua competicdo
pelo transportador de glicose tipo 2 (GLUT-2), esperou-se 30 minutos apds a
inducdo para que o0s animais tivessem livre acesso a racdo, de forma a evitar a
internalizacdo da glicose ao invés da droga diabetogénica (SZKULDESKI, 2001). O
grupo controle (animais ndo diabéticos) foi submetido ao mesmo procedimento de
inducéo, porém, foi administrado apenas citrato de sédio (tampé&o citrato).

No quinto dia apds inducdo, foi realizada por meio da determinacdo da
glicemia de jejum utilizando tiras reagentes accu-chek (Contour TS, sistema para
monitoramento de glicose sanguinea, Bayer HealthCare LLC, EUA, Lote:
DWA4DMS3ES2B, Validade 04/2016, Registro na ANVISA do Medidor:80384380012;
Lancetador: 80384380013; Lancetas: 8038480010; Tiras de teste: 80384380008).

Foram considerados diabéticos somente animais que apresentaram glicemia
maior ou igual a 250 mg/dL (LERCO et al. 2003). Ao longo do periodo experimental,
a cada 2 dias, novas avaliagOes da glicemia foram realizadas para acompanhamento
da glicemia.

O consumo de ragéo foi mensurado por caixa, com a ragédo colocada em um
recipiente de plastico sobre uma balanca semianalitica, da marca Marte (modelo
BL3200H), capacidade de pesagem até 3200g com resolucéo de 4 casas decimais,

tarada, e os valores anotados para controle.
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O peso corporal foi mensurado, individualmente, com os animais acomodados
em um recipiente de plastico e colocados sobre a mesma, tarada, sendo os valores
anotados para controle do peso. A agua e a racdo padréo para ratos (marca Purina)
foram oferecidas ad libitum. Tanto o peso corporal quanto o consumo de racéo

foram monitorados duas vezes por semana

3.4 EUTANASIA E OBTENGAO DO SORO

Ao término do periodo experimental, a eutanésia dos animais foi realizada por
puncdo cardiaca, com anestesia intraperitonial de tiopental diluido em &gua
destilada (50 mg/kg). Realizou-se a coleta de amostras de sangue total em tubos de
polipropileno com anticoagulante EDTA. Imediatamente apos a coleta, o sangue foi

centrifugado a 3000 RPM por 10 min e mantido a -20°C para andlises posteriores.

3.5 COLETA E PESAGEM DOS ORGAOS

Ao término da retirada total de sangue do coracao e seu armazenamento, foi
realizada uma necropsia de todos os animais, coletando-se o figado, coracao, rins e
tibias. As tibias esquerdas foram medidas para posterior determinacdo dos indices
de hipertrofia cardiaca, renal e hepatica. Os demais 6rgdos foram pesados
individualmente em balanca semianalitica (Marte, modelo BL3200H, capacidade:
3200g; 4 casas decimais).

Em seguida todos os 6rgaos foram envoltos em papel aluminio e mantidos em
conservacao em nitrogénio liquido até serem armazenados em biofreezer a -80°C.

O indice de hipertrofia dos o6rgdos estudados foi calculado pela equacgéao

(g.cm™): razdo da massa do 6érgéo pelo comprimento da tibia (YIN et al. 1982).
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O experimento teve duracdo total de 28 dias. O desenho experimental esta
descrito na Figura 4.

Administragdo

i Administracdo de STZ
de solugdo salina

|

Controle DM60 DM70

0dia n=8 n=8 n=8

“ :

Verificagdode Glicemia Conﬁrma:n;i;;;:;esbiabetes
5°dia
Eutanasia dvos animais
|
Coletado plasma Coleta dos orgdos

28° dia

Figura 4 Desenho experimental do estudo.

3.6 ANALISES BIOQUIMICAS

Todas as andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Analises
Clinicas do Departamento de Bioquimica, localizado no Instituto Biomédico da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro — UNIRIO.

3.6.1 Glicemia

Coletou-se sangue da cauda dos animais para a analise de glicemia com uso
de glicosimetro portatil (sistema de monitoramento de glicose sanguinea), conforme
instrucdes descritas no equipamento, (Contour TS, Bayer HealthCare LLC, EUA)
para a confirmacdo do diabetes, semanalmente durante o experimento e no dia da

eutanasia. Nesta dosagem, o sangue foi coletado apds jejum de 12 horas.
12



A dosagem de glicose de jejum foi avaliada no soro dos animais, em
duplicata, por método enzimatico colorimétrico através de Kits Labtest LTDA,
conforme as instrucdes descritas pelo fabricante (Ref.:133, Registro no Ministério da
Saude: 10009010236, Labtest Diagndstica S.A., Minas Gerais, Brasil).

O procedimento foi realizado em sistema automatico, através de equipamento
analisador automatico capaz de medir com exatiddo a absorbancia entre 490 e 520
nm (Autoanalisador ChemWell®,Katal, Interteck, Sdo Paulo, Brasil). A média da

variacao intra-ensaio da glicose no kit utilizado € de 0,98%, e inter-ensaio de 1,89%.

3.6.2 Perfil lipidico

O perfil lipidico foi avaliado em duplicata, por meio da determinacdo dos
triglicerideos, colesterol total e HDL no soro dos animais. As dosagens foram
realizadas atraves de Kits Labtest, por método enzimatico colorimétrico conforme as
instrucdes descritas pelo fabricante (Respectivamente, Ref.: 087, Registro no
Ministério da Saude: 10009010070; Ref.: 076, Registro no Ministério da Saude:
10009010068; Ref.: 128, Registro no Ministério da Saude: 10009010231, Labtest
Diagnéstica S.A., Minas Gerais, Brasil).

Os procedimentos foram realizados em sistema automatico, através de
equipamento analisador automético capaz de medir com exatiddo a absorbancia
entre 490 e 520 nm (Autoanalisador ChemWell®, Katal, Interteck, Sao Paulo, Brasil).
A média da variacdo biolégica dos kits utilizados foram as seguintes: Triglicerideos —
intra-ensaio: 1,31%, inter-ensaio: 1,81%; Colesterol Total — intra-ensaio: 1,3%, inter-
ensaio: 2,23%; HDL — intra-ensaio: 0,9%, inter-ensaio: 2,36%.

3.6.3 Insulina

A analise de insulina foi realizada em duplicata no soro dos animais, por meio
de Kit de imunoensaio ligado a enzima (ELISA), conforme instrucfes descritas pelo
fabricante. Dados do kit: Insulina para Ratos Kit ELISA - Codigo do produto: EZRMI-
13K, Lote: 2517655, fabricante Merck Millipore Corporation, Darmstadt, Alemanha,
distribuido no Brasil por Genese produtos diagnésticos LTDA, Séo Paulo. A analise
foi realizada através de equipamento Autoanalisador (ChemWell®, Katal, Interteck,
Sao Paulo, Brasil). As médias da variacdo biolégica do kit utilizado foram as

seguintes: intra-ensaio: 4,64%, inter-ensaio: 11,95%.
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3.6.4 Proteinas totais, Albumina e Célcio

As andlises de Proteinas totais, albumina e calcio foram realizadas em
duplicata, no soro dos animais, por meio de Kits Labtest seguindo as instrucdes
descritas pelo fabricante (respectivamente, Ref.: 99, Registro no Ministério da
Saude: 10009010080; Ref.: 19, Registro no Ministério da Saude: 10009010025; Ref.:
90, Registro no Ministério da Saude: 10009010067, Labtest Diagnostica S.A., Minas
Gerais, Brasil). Os procedimentos foram realizados em sistema automatico, atraves
de equipamento analisador automatico capaz de medir com exatidao a absorbancia
entre 490 e 520 nm. (Autoanalisador ChemWell®,Katal, Interteck, S&o Paulo, Brasil).

A variacdo biologica média dos kits foram as seguintes: Proteinas totais -
intra-ensaio: 0,62%, inter-ensaio: 0,96%; Albumina - intra-ensaio: 1,05%, inter-

ensaio: 1,65%; Calcio — intra-ensaio: 0,77%, inter-ensaio: 1,07%.

3.7 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados foram representados como média e erro padrdo da média (EPM) e
avaliados através de analise de varidancia ANOVA, sendo utilizado o teste de
Newman-Keuls para o confronto das médias. O software utilizado foi o GraphPad 5
® (for Windows), considerando p<0,05 como probabilidade minima aceitavel para
diferenca entre as médias.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a realizacdo do presente trabalho, utilizou-se um modelo animal
preconizado por pesquisas experimentais prévias de diabetes, tendo em vista que 0s
modelos experimentais de diabetes induzidos em ratos tém sido amplamente
utilizados por pesquisadores em todo o mundo. Assim, foi utilizado o Rattus
norvegicus (figura 5) como modelo experimental, por se tratar de espécies bem
conhecidas de se trabalhar e por apresentarem semelhancas clinicas, laboratoriais e

histopatolégicas com o diabetes humano. (LERCO et al. 2003)
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Além disso, sua utilizacdo permite que se trabalhe com uma grande
quantidade de animais e o fato de apresentarem uniformidade genética. (KIRSTEN
et al. 2010).

Figura 5 Foto dos Rattus norvegicus da linhagem Wistar, machos, no primeiro dia de
experimento.

4.1 ENSAIO BIOLOGICO
4.1.1 Consumo alimentar

O Grafico 1 demonstra os resultados obtidos do consumo alimentar dos
animais do experimento a partir da inducéo do Diabetes.
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Gréafico 1. Consumo alimentar (g) dos ratos em 24h ao longo do experimento. Grupos:

Controle; DM60 = animais que receberam 60mg/Kg de STZ; DM70=animais que receberam
70 mg/Kg de STZ.

Os animais dos grupos diabéticos induzidos com STZ em ambas as doses
apresentaram aumento significativo (p<0,05) de consumo alimentar (DM60 = 30,56 +
1,57g; DM70=33,93 + 1,83qg) (Gréafico 1) em relagdo ao grupo controle (C = 20,02 *

1,17g), porém, nao diferiram entre si (p>0,05).
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Neste experimento optou-se pelo uso de um método quimico de supressao
enddcrina do pancreas através da STZ, o qual exibe todos os eventos bioquimicos,
hormonais e morfolégicos que ocorrem durante e apdés a inducdo do estado
diabetogénico (DELFINO et al. 2002).

Segundo SALES et al. 2010, além de polidipsia e polidria, um dos sintomas
tipicos de DM descompensado, consiste na polifagia. O aumento da ingestédo
alimentar, ou seja, polifagia, pode ser atribuida a distdrbios nos processos de
regulacdo da fome pelo centro da saciedade, localizado no nudcleo hipotalamico
ventro-medial, que necessita de insulina para a captagéo de glicose. Uma vez que a
glicose é captada, o centro da fome é inibido.

Portanto, em situacdes como o diabetes, onde ocorre auséncia de insulina, o
ndcleo hipotalamico ventro-medial ndo capta glicose e o centro da fome, portanto,
ndo € inibido. Esta area, uma vez ndo inibida, sinaliza falta de glicose e fome,
estimulando assim a maior ingestdo alimentar (VAREDA, 2013). O que corrobora
com o estudo de Lerco et al. (2003).

Além disso, os animais diabéticos apresentaram, visivelmente (Figura 6),
politria, polidipsia e polifagia, além de apatia, alteracdes na pelagem e odor forte da
urina, condizentes com os sintomas encontrados em outros estudos como Gomes,
(2006) e Lerco et al. (2003). Tais caracteristicas foram mais intensas nos animais do

grupo DM 70 quando comparados aos animais do grupo DM60.

Figura 6 Comparacdo entre os animais do grupo controle e Diabético . Controle = animal
indicado por (A) e Diabético= animal indicado por (B).
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Por outro lado, os animais do grupo controle deste experimento
apresentaram-se mais ativos, com aparente ganho progressivo de peso e ingestao
hidrica, reflexos conservados e diurese aparente normal, dentro dos padrbes de

normalidade para a espécie.

A partir dos dados observados, como desenvolvimento de alteracdes clinicas
e laboratoriais bem definidas, incluindo a elevacdo da ingestéo hidrica e da diurese e
valores glicémicos acima de 300 mg/dL, pode-se constatar que a indugdo do
diabetes gerou um quadro hiperglicémico em 100% dos animais que receberam

ambas as doses de STZ.

Em relacdo a etiologia, ndo se pode afirmar que a inducdo do diabetes no
modelo experimental estudado é do tipo 1 ou do tipo 2, pois 0s animais nao
apresentaram sinais determinantes correspondentes a nenhum tipo de diabetes em

especifico no periodo de tempo analisado pelo presente estudo.

Segundo Lerco et al. (2003); Sales (2011), a polidipsia presente nos animais
diabéticos deve-se a hiperosmolaridade sangiiinea, em razdo de altos niveis de
glicose circulante, que faz a agua passar do meio intracelular para o extracelular a
fim de manter o equilibrio osmaético. Assim, a desidratacdo intracelular é percebida
pelos osmorreceptores cerebrais, desencadeando sede intensa.
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4.1.2 PESO CORPORAL

A partir da pesagem dos animais, (Grafico 2) realizada de forma individual,
obteve-se 0s seguintes resultados em valores expressos em média + erro padrao:
Inicio do experimento (Semana 0): C= 92,7+ 4,2g; DM 60= 103,1+1,4g; DM70=
93,8+4,4g; enquanto que os valores no final do experimento foram: (C= 275,0 *
8.428; DM60= 265,5 + 5,385; DM70=160,4 + 7.803).
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Grafico 2. Peso corporal (g) dos ratos ao longo do experimento. Valores expressos em
media + EPM. Grupos: Controle; DM60: animais induzidos com 60mg/Kg de STZ; DM70:

animais induzidos com 70 mg/Kg de STZ.

Conforme o (Gréfico 2) a partir da comparacao das médias no momento
inicial do experimento com o momento final (Semana 5), observou-se que apos a
inducdo com STZ, realizada entre a semana 1 e 2 do experimento, os animais do
grupo DM70 apresentaram diferenca significativa (p<0,001) em relagdo ao grupo
controle e ao DM60.

Segundo Sales (2011), a auséncia de insulina para promover a captagcao de
glicose pelas células dependentes de sua agdo contribuiu para a manutencdo de
niveis elevados de glicemia e de estado de catabolismo aumentado, o que resultou
na perda de peso, sendo essa perda maior nos animais que receberam a dose de 70
mg/Kg, e manutencédo de polifagia. No estudo de Lerco et al. (2003), os animais
apresentaram semelhancas ao longo do experimento, em relacdo a progressiva
queda do estado geral, perda inicial de peso ap06s a indugcdo e ganho

significativamente menor de peso em relagao ao rato normal.
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4.1.3. Peso dos 6rgaos

Em relacdo ao peso bruto do coragédo, todos 0S grupos experimentais
apresentaram diferenca estatistica entre si (p<0,05). A média do peso deste érgao
foi maior (p<0,05) no grupo controle quando comparado aos grupos diabéticos.
Enquanto que entre os diabéticos, os animais do grupo DM60 apresentaram peso
bruto do coracdo maior (p<0,05) que os animais do grupo DM70 (C=0,960+0,026¢;
DM60=0,800+0,030g; DM70=0,687+0,026() (Gréfico 3).
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Gréfico 3. Peso do coracdo (g) DM60: animais induzidos com 60mg/Kg de STZ; DM70:
animais induzidos com 70 mg/Kg de STZ.Os valores foram expressos considerando
(* p<0,05) (** p<0,01) (***p<0,001)

O Gréfico 4 apresenta os resultados obtidos com relagcdo entre o peso do

coracdao corrigido pelo comprimento da tibia.
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Grafico 4. Peso do coracdo/comprimento da tibia (g/cm) DM60: animais induzidos com
60mg/Kg de STZ; DM70: animais induzidos com 70 mg/Kg de STZ. Os valores foram
expressos considerando (* p<0,05) (** p<0,01) (***p<0,001)
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Entre os animais dos grupos experimentais, pode-se notar que houve
diferenca estatistica (p<0,5) entre o grupo controle em relacéo tanto ao grupo DM60

quanto ao DM70.

No peso bruto do figado, (Gréafico 5) todos os grupos experimentais também

apresentaram diferenca estatistica entre si (p<0,05).
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Grafico 5. Peso do figado. DM60: animais induzidos com 60mg/Kg de STZ; DM70: animais
induzidos com 70 mg/Kg de STZ. Os valores foram expressos considerando (* p<0,05) (**
p<0,01) (***p<0,001)

A média do peso deste 6rgao foi maior (p<0,05) no grupo DM60 quando
comparado tanto ao grupo controle quanto ao grupo DM70. Ja o grupo DM70
apresentou a menor média comparada aos demais grupos (p<0,05) (C=8,479+0,436;
DM60=9,638+0,385; DM70=6,939+0,318)
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Em relacdo ao peso do figado corrigido pelo comprimento da tibia (Gréafico 6)
houve diferenca estatistica (p<0,05) entre o grupo controle e o grupo DM70, e entre
DM60 e DM70 (p<0,05).
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Gréfico 6. Peso do figado/comprimento da tibia (g/cm) DMG60: animais induzidos com
60mg/Kg de STZ; DM70: animais induzidos com 70 mg/Kg de STZ. Os valores foram
expressos considerando (* p<0,05) (** p<0,01) (***p<0,001)

Lucchesi et al. (2013) demonstrou em seu estudo que o DM é capaz de
alterar o balanco oxidativo do figado de ratos diabéticos, caracterizado pelo aumento
significativo de Espécies Reativas de Oxigénio no tecido hepatico. Dessa forma, a
partir dos resultados observados pode-se sugerir que o figado dos animais do
presente estudo tenha passado por um processo inflamatério caracteristico da
doenca.
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Quanto ao peso bruto do rim esquerdo, os animais dos grupos experimentais

nao apresentaram diferenca estatistica entre si (C=1,153 = 0,075; DM60=1,361 *

0,059; DM70= 1,122 + 0,131) (p>0,05) (Grafico 7).
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Gréfico 7. Peso do rim esquerdo (g). DM60: animais induzidos com 60mg/Kg de STZ;
DM70: animais induzidos com 70 mg/Kg de STZ. Os valores foram expressos considerando

(* p<0,05) (** p<0,01) (***p<0,001)

A comparacao entre o peso do rim corrigido pelo comprimento da tibia (Gréafico 8)

demonstra que ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre todos os grupos do

experimento.
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Grafico 8. Peso do rim/comprimento da tibia (g/cm) DM60: animais induzidos com 60mg/Kg
de STZ; DM70: animais induzidos com 70 mg/Kg de STZ. Os valores foram expressos
considerando (* p<0,05) (** p<0,01) (***p<0,001)
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Em relagédo a fungéo renal, conforme literaturas citadas anteriormente como
Lerco et al. (2003), Sales (2011), o diabetes mellitus é capaz de causar modificacdes
renais, como albumina urinaria, polidria e hipertrofia renal que pode ser explicada
devido a hiperfiltracdo glomerular e tubular proveniente da hiperglicemia. A politria
instala-se quando a quantidade de glicose filtrada pelos rins ultrapassa a capacidade
de reabsorcdo das células tubulares e a glicose aparece na urina, e pelo efeito
osmotico da glicose presente no fluido tubular ocorre diurese osmoética (SALES,
2011). Apesar de tais modificacbes observadas nesses estudos, em relacdo a
hipertrofia renal do presente estudo, esta ndo se mostrou condizente com tais
achados anteriores. Vale ressaltar que ainda assim, houve menor concentracao de

albumina nos animais diabéticos bem como poliuria.

4.3 ANALISES BIOQUIMICAS
4.3.1 Glicemia

A glicemia de jejum (Grafico 9) dos animais dos grupos DM60 e DM70 foi
maior do que o controle, apresentando aumento significativo (p<0,05) das
concentracbes séricas de glicose (C= 113,35 + 6,71; DM60= 410,78 + 42,24,
DM70=517,74 + 68,94).
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Grafico 9. Glicemia (mg/dL). DM60: animais induzidos com 60mg/Kg de STZ; DM70:
animais induzidos com 70 mg/Kg de STZ. Os valores foram expressos considerando
(* p<0,05) (** p<0,01) (***p<0,001)
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Em relacdo a glicemia, o aumento do valor dos grupos de animais que
receberam a Estreptozotocina tanto na dose de 60 mg/kg quanto na de 70 mg/kg foi
semelhante a estudos como Silva et al. (2004); Nogueira-Junior et al. (2005)
mostrando que as duas doses administradas, de fato, causam efeitos
diabetogénicos. A hiperglicemia nos ratos diabéticos relaciona-se a destruicdo
irreversivel das células beta das ilhotas de Langerhans do pancreas pela droga e,
que afeta a producdo de insulina, resultando em hipoinsulinemia (HAMDEN et al.
2009).

Segundo Schnedl et al. (1994), o efeito citotoxico preferencial as células beta
deve-se a similaridade entre a molécula de STZ e a molécula de glicose, o que faz
com que a STZ seja internalizada via GLUT-2 presentes em hepatdcitos, células

epiteliais intestinais e renais, e astrocitos de alguns ndcleos cerebrais.

4.3.2 Insulina

A concentracédo de insulina diminuiu conforme o aumento da dosagem de STZ
nos animais. Quando comparado o0 grupo controle aos animais que receberam
ambas as doses de STZ obteve-se diferenca estatistica significativa (p<0,05). E em
relacdo aos animais que receberam as doses diferentes, estes também
apresentaram diferenca significativa entre si (p<0,01) (C=0,81 £ 0,15; DM60=0,35 *
0,04; DM70=0,21 + 0,02) (Gréfico 10).
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Grafico 10. Insulina (mg/dL). DM60: animais induzidos com 60mg/Kg de STZ; DM70:
animais induzidos com 70 mg/Kg de STZ. Os valores foram expressos considerando
(* p<0,05) (** p<0,01) (***p<0,001)
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A falta de acdo insulinica acarreta interrupcdo da sintese e aumento do
catabolismo protéico, com esgotamento desses estoques e liberagdo de grandes
guantidades de aminoacidos no plasma, utilizados para a producédo de energia ou
como substrato para a gliconeogénese (VOLPATO et al. 2006).

4.3.3 Proteinas totais e albumina

As concentragdes sanguineas de proteinas totais e albumina foram maiores
nos animais do grupo controle quando comparados aos animais dos grupos
diabéticos (p<0,05). Além disso, essa diferenca foi maior entre o grupo controle e o
grupo DM70 (p<0,001) comparando-se com o grupo DM60 (p<0,01), para ambos os
resultados (Graficos 11 e 12).

Proteinas totais: C=5,46+0,17; DM60=4,85+0,09; DM70=4,71+0,09mg/dL;
Albumina:(C=3,19+0,08; DM60=2,84+0,03; DM70=2,84+0,06 mg/dL.
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Grafico 11. Proteinas totais (mg/dL) DM60: animais induzidos com 60mg/Kg de STZ;
DM70: animais induzidos com 70 mg/Kg de STZ.
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Gréfico 12. Albumina (mg/dL) DM60: animais induzidos com 60mg/Kg de STZ; DM70:
animais induzidos com 70 mg/Kg de STZ.

Em relacdo a menor concentragdo de albumina nos animais diabéticos,
poderia estar associada as glicacdes ndo enziméticas causadas pelo estado de
hiperglicemia do diabetes mellitus, diminuindo assim a concentragdo de albumina
livre e aumentando a concentracdo de frutosamina (AHMED, 2005) e,
possivelmente, a um processo inflamatério, visto que a albumina é um reagente de
fase aguda negativa (NOGUEIRA JUNIOR et al. 2005).

4.3.4 Perfil lipidico (Colesterol total, HDL-colesterol e triglicerideos)

N&o houve diferenca estatistica no perfil lipidico entre os animais dos grupos
experimentais (p>0,05) (Graficos 13,14,15).
Colesterol total: C= 34,50+2,29; DM60=36,88+2,90; DM70=42,50+2,93 mg/dL.
HDL-colesterol: C=18,85+3,11; DM60=11,11+1,52; DM70=19,01+2,97 mg/dL.
Triglicerideos: C=90,73+18,67; DM60=107,51+12,74; DM70=93,39+18,65 mg/dL.
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Grafico 13. Colesterol total(mg/dL) DM60: animais induzidos com 60mg/Kg de STZ; DM70: animais

induzidos com 70 mg/Kg de STZ.
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Grafico 14. HDL (mg/dL) DM60: animais induzidos com 60mg/Kg de STZ; DM70: animais induzidos

com 70 mg/Kg de STZ.
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Gréfico 15. Triglicerideos (mg/dL) DM60: animais induzidos com 60mg/Kg de STZ; DM70:

animais induzidos com 70 mg/Kg de STZ.
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Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (2015), o perfil lipidico
normalmente apresentado em portadores de diabetes consiste em
hipertrigliceridemia e reducéo do HDL-c. Segundo Sales (2011), no DM induzido por
STZ, o aumento dos niveis séricos de glicose € acompanhado pela elevacdo do
colesterol e triglicerideos plasmaticos. Contudo, os resultados observados no
presente estudo relacionados ao perfil lipidico dos animais corroboram com o estudo
de LERCO (2003), o qual os animais diabéticos ndo apresentaram alteracbes do
perfil lipidico.

Portanto em se tratando de estudos posteriores utilizando-se desse modelo
experimental, pode-se sugerir que este ndo seja 0 modelo mais apropriado para

analise do perfil lipidico.

4.3.5 Calcio

O calcio intracelular é essencial para mediar a resposta insulinica nos tecidos
muscular e adiposo; desse modo, alteragdes na concentracdo deste mineral nesses
tecidos podem contribuir para elevar a resisténcia periférica a acédo da insulina, via
reducdo da transducédo de sinal e reducao na atividade do transportador de glicose
tipo 4 (GLUT-4) (SCHUCH et al. 2009).

Contudo, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre 0s grupos
experimentais na concentracdo sanguinea de calcio (Grafico 16) (C= 13,15%0,86;
DM60=13,46+0,57; DM70=14,14+1,17mg/dL).
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Grafico 16. Calcio sérico (mg/dL) C= Controle; DM60=animais que receberam 60mg/Kg de
STZ; DM70=animais que receberam 70mg/Kg de STZ.
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5 CONCLUSAO

Ambas as doses de STZ causaram efeitos diabetogénicos, porém, relativamente
diferentes entre si sugerindo que esse modelo pode se mostrar apropriado para
diferentes tipos de Diabetes, como por exemplo, tipo 1 e tipo 2 dependendo da dose

utilizada.
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ANEXOS

ANEXO A — APROVACAO NO COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO
ANIMAL (CEUA) DA UNIRIO
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