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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é um importante problema de saude publica ndo apenas
devido a sua incidéncia, mas também ao seu potencial de morbimortalidade. Os
modelos animais tém exercido papel importante na busca pelo entendimento da
histéria natural da doenca e por alternativas terapéuticas que contribuam para a
reducdo das consequéncias associadas a essa doenca. A inducdo quimica do DM
tem sido amplamente utilizada, sendo a aloxana e a estreptozotocina (STZ) as
drogas mais importantes. O objetivo desse trabalho foi avaliar a eficacia entre essas
drogas atentando para a relacdo indugdo/mortalidade e para as alteracdes clinicas e
histopatoldgicas. A injecdo intraperitoneal de aloxana induziu 50% dos animais a
doenca e 20% ao Obito. O tratamento com STZ levou 90% dos animais a ficarem
diabéticos e a apenas 10% de insucesso, ndo sendo observada nenhuma morte
apos a sua injecao intraperitoneal. O grupo TALX apresentou consumos médios de
agua e racdo de 209,6 + 5,7 mL e 43,5 + 3,7 g respectivamente. Ja para 0 grupo
TSTZ foram observados consumos médios de agua e ragéo de 220,4+ 5,7 mL e 48,3
+ 1,2 g. O volume de urina excretado para os grupos TALX e TSTZ foi de 144,4 +5,9
mL e 156,7 + 5,5 mL, respectivamente. A perda média de peso, entre a primeira e
altima semana de experimento foi de 63,8 + 44,5 g para o grupo TALX e 59,9 + 36,1
g para o grupo TSTZ. Na avaliacdo semanal da glicemia foi possivel observar
aumento significativo, sendo a média de 434,4 + 133,6 mg/dL na primeira semana e
491,8 + 117,9 mg/dL na quarta semana para o grupo TALX e de 402,2 + 32,7 mg/dL
e 459,8 + 199,1 mg/dL para o grupo TSTZ. A analise histopatoldgica de figado, rins e
pancreas, permitiu a observacao de alteracdes nesses 6rgdos em todos os animais
diabéticos. Ndo foram observadas alteracdes histopatolégicas e em nenhum dos
parametros clinicos do grupo controle. Esses resultados sugerem que a inducgéo
guimica do DM é mais satisfatéria usando STZ quando comparado ao uso de
aloxana em ratos Wistar quando mantidos em gaiolas metabdlicas. Ainda, pode-se
concluir que a polidipsia, polifagia e polidria foi mais acentuada nos animais
induzidos por STZ, ndo havendo diferencas significativas de perda de peso e

glicemia de jejum entre os grupos TALX e TSTZ.

Palavras-chave: Aloxana. Estreptozotocina. Diabetes mellitus.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is an important public health problem not only due to its
incidence, but also to its potential for morbidity and mortality. Animal models play an
important role in understanding a natural history of the disease and other therapeutic
alternatives that contribute to a reduction in the consequences associated with this
disease. Chemical induction of DM has been widely used, with alloxan and
streptozotocin (STZ) being the most important drugs. The objective of this study was
to evaluate the efficacy between these drugs considering the relation between
induction/mortality and clinical and histopathological changes. Intraperitoneal
injection of alloxan induced 50% of the animals in the disease and 20% at death.
Treatment with STZ took 90% of the animals to become diabetic and only 10% of
failure, and no intraperitoneal injection was observed. The TALX group had mean
water and feed intake of 209.6 + 5.7 mL and 43.5 + 3.7 g, respectively. For the TSTZ
group, mean water and feed intake of 220.4 + 5.7 mL and 48.3 + 1.2 g were
observed. The volume of urine excreted for the TALX and TSTZ groups was 144.4 +
5.9 mL and 156.7 + 5.5 mL, respectively. The mean weight loss between the first and
last week of the experiment was 63.8 + 44.5 g for the TALX group and 59.9 + 36.1 g
for the TSTZ group. In the weekly assessment of blood glucose for an increase of
434.4 + 133.6 mg/dL in the first week and 491.8 + 117.9 mg/dl in the fourth week for
the TALX group and 402.2 + 32.7 mg/dL and 459.8 + 199.1 mg/dL for the TSTZ
group. The histopathological analysis of the liver, kidneys and pancreas allowed an
observation of organ changes in all diabetic animals. No histopathological changes
were observed and in none of the clinical parameters of the control group. These
results suggest that the chemical induction of DM is more satisfactory using STZ
when compared to the use of alloxan in rats when kept in metabolic cages.
Furthermore, it can be concluded that polyuria, polyphagia and polyuria were more
pronounced in STZ-induced animals, and there were no significant differences in

weight loss and fasting glycemia between the TALX and TSTZ groups.

Key words: Alloxan. Streptozotocin. Diabetes mellitus
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1 INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) € um grupo heterogéneo de distarbios caracterizado por
hiperglicemia e outras anormalidades metabdlicas (YANOFF; SASSANI, 2015),
causadas por deficiéncia absoluta ou relativa de insulina ou ainda por defeitos na
sua acéo (SPERLING, 2014).

A carga global dessa doenca e de disturbios metabdlicos associados atingiu
proporcdes catastroficas e continua a subir a uma taxa alarmante (SARGIS, 2014)
fazendo dessa doenca um importante problema de satde publica (PATRICIO et al.,
2015). Em 2015, foram registrados 415 milh6es de casos no mundo, valor que,
segundo estimativas da International Diabetes Federation, deve aumentar para
cerca de 642 milhdes no ano de 2040. No Brasil, foram registrados 11 milhdes de
casos em 2014 e 14,3 milhdes em 2015. Estimativas para 2040 apontam que serao
23,2 milhdes de brasileiros convivendo com o diabetes (IDF, 2016).

Essa doenca acarreta significativos prejuizos a sociedade em decorréncia da
perda de produtividade no trabalho, aposentadoria precoce e mortalidade prematura
(BRASIL, 2006 apud BRAGA, 2014) que podem ser ampliados em virtude das
complicagcbes associadas (FUZINATO et al., 2016).

Revisando trabalhos publicados entre 2007 a 2011, de diversos paises
inclusive o Brasil, Ng e colaboradores (2014) apontam para os altos custos
relacionados ao diabetes. Esse estudo mostra que as estimativas para 0s custos
totais anuais de DM variaram de 141,6 milh6es a 174 bilhées de ddlares, sendo que
0s custos diretos variaram de 150 a 14.060 délares por paciente ao ano, enquanto
que os custos indiretos variaram de 39,6 a 7.164 ddlares. O custo de internagéo foi o
principal contribuinte para o custo direto na metade dos estudos que incluiram
custos de internacgéo, servicos médicos e medicamentos.

Tendo isso em mente, mostra-se necessaria a realizacdo de pesquisas que
visem a obtencdo de novos conhecimentos que possam ser usados para reduzir as
consequéncias associadas ao diabetes. Esses estudos mostram-se importantes
para a compreensdo dos mecanismos complexos que fundamentam o
desenvolvimento do diabetes e suas complicacdes, 0 que se mostra necessario para
o entendimento da historia natural da doenca, além de possibilitar a identificacdo de
novos alvos para a terapia e reavaliacdo das intervengbes e tratamentos ja
existentes (RADENKOVIC et al., 2016).
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Apesar de todos o0s avangos experimentais vivenciados atualmente, muitas
respostas de questdes relacionadas ao que foi mencionado s6 podem ser obtidas
por meio da realizacdo de procedimentos invasivos ou observacdes restritas em
seres humanos, quer por razdes logisticas ou éticas (KAPLAN; WAGNER, 2006
apud RADENKOVIC et al., 2016). Dessa forma, diversos estudos experimentais no
campo do diabetes tém sido realizados utilizando modelos animais (GARGOURI et
al., 2016; SAMARGHANDIAN et al, 2016; REDIVO et al, 2016;
BHAKKIYALAKSHMI et al., 2016; CHAUHAN et al., 2016; MOHAMMED et al., 2016;
MELISSAS et al., 2016; MORALES et al., 2017) Devido a duracdo de tempo e aos
recursos necessarios para a maioria das técnicas, o DM induzido quimicamente
oferece a opcéo mais rapida e econémica (DEEDS et al., 2011), sendo a aloxana e
estreptozotocina (STZ) os agentes diabetogénicos mais importantes (RADENKOVIC
et al., 2016).

Sabendo-se da necessidade da elaboragcdo de protocolos de inducao
experimental usando essas substancias em ratos Wistar com vista a posteriores
estudos de atividade farmacoldgica relacionadas ao diabetes e suas complicacfes, 0
presente trabalho se prop6s a realizar um estudo comparativo das indu¢gdes de DM

utilizando aloxana e STZ.


http://www-sciencedirect-com.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0014299916300978?np=y
http://www-sciencedirect-com.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2222180815610349
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Diabetes mellitus e Insulina

O diabetes mellitus (DM) caracteriza-se como um conjunto de desordens
metabdlicas de etiologia variada, decorrentes de defeitos nos mecanismos de
secrecdo e/ou acdo da insulina em seus sitios de acao, levando ao aumento da
concentracdo de glicose no sangue (hiperglicemia) e a prejuizos no metabolismo de
carboidratos, proteinas e gorduras (FERNANDES, 2013; AL-AWAR et al., 2016;
RODEN, 2016; SBD, 2016).

A insulina é um horménio anabdlico (MOREIRA et al., 2015) sintetizado e
secretado pelas células B pancreaticas das ilhotas de Langerhans, cuja secregao é
regulada por fatores ambientais, hormdénios como o peptideo insulinotropico
dependente de glicose (GIP), neurotransmissores autonémicos, como a acetilcolina,
e pela acdo de varios nutrientes, sendo a glicose o principal estimulo para a
secrecdo de insulina, por ser componente alimentar principal e por se acumular
imediatamente apés a ingestdo de alimentos (FU et al., 2014; NEWSHOLME et al.,
2014; RUTTER et al., 2015).

A glicose penetra na célula B pancreatica por meio de difusdo facilitada via
transportador de glicose GLUT-2, expresso constitutivamente nessas células, sendo
posteriormente fosforilada a glicose-6-fosfato (G-6-P) preponderantemente pela
hexoquinase IV (BRUNTON et al., 2012).

A principal rota da G-6-P € a glicolise que leva ao aumento intracelular da
relacdo ATP:ADP causando uma modulacdo negativa dos canais de potassio
sensiveis ao ATP (Katp). Essa inibicdo causa a despolarizacdo da membrana
plasmatica da célula B pancreatica, o que leva a modulagédo positiva de canais de
calcio sensiveis a voltagem (Ca,) causando influxo de ions calcio com consequente
exocitose da insulina presente em vesiculas que se fundem a membrana plasmatica
da célula B pancreatica (Figura 1) (BRUNTON et al., 2012; FU et al., 2014; RUTTER
et al., 2015).
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Figura 1 — Mecanismo de liberacdo da insulina
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Fonte: Disponivel em <www.medicinageriatrica.com.br/tag/glut-4/> Acesso em marco de 2017.

A insulina exerce um importante papel no crescimento e desenvolvimento dos
tecidos, bem como, no controle da homeostase da glicose, principalmente no figado,
musculo e gordura estimulando o uso e armazenamento celular da glicose, de
aminoécidos e acidos graxos e inibindo processos catabdlicos (Figura 2) (SAMUEL;
SHULMAN, 2012; BRAZ, 2015).

A secrecao inadequada de insulina pode ocorrer pela sua producao insuficiente
ou em decorréncia da faléncia das células B pancreaticas em reconhecer os
estimulos para sua secre¢do. Ja a acdo minimizada da insulina nos tecidos
periféricos pode ser ocasionada, por exemplo, pela reducdo de seus receptores na
superficie das células-alvo (PEREIRA, 2008).

A falta de insulina leva a diminuicdo da sintese de glicogénio e a absor¢ao
reduzida da glicose pelas células, gerando aumento da glicogendlise e diminuicao
da captacdo de glicose pelo figado para armazenamento e reserva energética
(PEREIRA, 2008). A hiperglicemia resultante se manifesta por sintomas como
polidria, polidipsia, polifagia, visdo turva, perda de peso, susceptibilidade a certas
infeccbes, cetoacidose diabética e sindrome hiperosmolar hiperglicémica nao
cetoética com risco de coma (RODEN, 2016).

As alteracdes no metabolismo proteico em funcdo da baixa biodisponibilidade
de insulina se baseiam na reducdo da taxa de sintese proteica (BERTOLINI, 2013)

podendo levar a reducdo da massa muscular, retardo na estatura (ADAMS, 1998;
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LUCIANO et al.,, 1998) e a dificuldades no reparo de tecidos apoOs lesGes ou
infeccbes (CHARLTON; NAIR, 1998). A hipoinsulinemia causa ainda o aumento da
degradacéo e oxidacdo de lipidios, resultando em excessiva producdo de cetonas
(KELLY et al., 2003 apud ARANTES, 2013).

Figura 2 — Mecanismos de sinalizag&o da insulina
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Legenda: A via de sinalizacdo da insulina no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas se
inicia quando esse hormdnio interage com seu receptor de membrana plasmatica. Esse receptor é
uma tirosina quinase que se autofosforila e catalisa a fosforilagcdo de proteinas intracelulares como o
Substrato do Receptor de Insulina (IRS). Apés a fosforilacdo essas proteinas se ligam a outras
moléculas de sinalizacdo através de seus dominios SH2, resultando na ativagdo de vias de
sinalizacao intracelular como a via da Pl 3-quinase. Essas vias regulam o transporte de glicose, a
sintese de glicogénio, lipidios e proteinas, coordenando e integrando o metabolismo intermediario
(CARVALHEIRA et al, 2002 apud PEREIRA, 2014).

Fonte da imagem: Genuth (2008).
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2.2 Prevaléncia

A prevaléncia do DM esta aumentando a um ritmo alarmante e a mortalidade
estd obviamente aumentando em paralelo (ALBERTI; ZIMMET, 2013). Segundo a
International Diabetes Federation, o numero de diabéticos em 2015 era de 415
milhdes em todo o mundo, 0 que, em outras linhas, representa 1 doente a cada 11
adultos. Estimativas indicam que no ano de 2040 esse numero aumente
consideravelmente para cerca de 642 milhfes de casos (IDF, 2016).

Na América Latina, a estimativa para 2040 € que o numero de diabéticos
aumente em 65%. Em 2015, a doenca foi responsavel por 01 morte a cada 06
segundos, superior as mortes causadas pela malaria, tuberculose e HIV/SIDA
guando somadas, sendo responsavel pelo gasto de 34,6 bilhGes de ddlares com
estimativas de 55,6 bilhdes de ddlares para 2040 em gastos em saude. No Brasil,
em 2015, cerca de 14,3 milhdes de brasileiros conviviam com o diabetes, sendo que
metade dos casos ainda ndo tinha sido diagnosticada. Estimativas para o ano de
2040 é que o nosso pais tenha cerca de 23,2 milhGes de pessoas convivendo com a
doenca (IDF, 2016).

Esse grande numero de doentes se projeta em custos incontrolaveis e
insustentaveis tanto para o individuo como para a sociedade (SARGIS, 2014)
fazendo com que esses gastos girem em torno de bilhdes de ddlares os sistemas de
salide no mundo (ALMEIDA et al., 2014). E sabido que 12% dos gastos em sautde
no mundo, em 2015, foram relacionados ao diabetes, correspondendo a 673 bilhdes
de ddlares americanos. Para 2040, as estimativas apontam para um gasto superior a
802 bilhées de dolares (IDF, 2015).

Alguns fatores podem justificar o aumento do numero de casos de DM:
modificacdo nos habitos alimentares, crescimento populacional global,
envelhecimento, urbanizacdo e obesidade, inatividade fisica e maior sobrevida de
pacientes com essa doenca (GUARIGUATA et al., 2014; BORTOLUZ et al., 2016;
SBD, 2016).
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2.4 Tipos de diabetes

Atualmente, o DM é classificado conforme a etiologia (SBD, 2016). A American
Diabetes Association (ADA, 2017) classifica o DM em quatro classes clinicas: 1)
diabetes mellitus tipo 1 (DM1, onde ha destruicdo autoimune das células f
pancreaticas, levando a deficiéncia de insulina); 2) diabetes mellitus tipo 2 (DM2,
onde é observada perda progressiva da secrecdo de insulina das células 3, com
antecedente resisténcia a insulina); 3) diabetes mellitus gestacional (DMG, diabetes
diagnosticada no segundo ou terceiro trimestre da gravidez, ndo evidente antes da
gestacdo); e 4) outros tipos especificos, que ocorrem devido a outras causas como,
por exemplo, doencas do pancreas exécrino e MODY.

O DM tipo 1 (DM1), abordado nesse estudo, anteriormente conhecido como
diabetes insulino-dependente ou diabetes juvenil, é resultante da destruicdo auto-
imune das células B pancreaticas que leva a uma deficiéncia de insulina (CANIVELL,;
GOMIS, 2014; SBD, 2016) sendo a aplicacdo subcutanea de insulina a base do
tratamento dos pacientes com esse tipo de diabetes (ALMEIDA et al., 2014).

Marcadores dessa destruicdo imunoldgica (anticorpos anti-insulina, antitirosina-
fosfatases, entre outros) podem ser encontrados em até 90% dos individuos. Essa
forma de diabetes é classificada como DM tipo 1A (DM1A) ou autoimune e
corresponde de 5 a 10% dos casos de DM (SBD, 2016). No entanto, uma minoria
dos casos de DM1 nao tem etiologia conhecida. Alguns desses doentes apresentam
uma insulinopenia permanente e tendéncia a cetoacidose, mas ndo tem nenhuma
eviéncia de autoimunidade. Esse tipo de diabetes é classificado com DM tipo 1B
(DM1B) ou idiopético (ADA, 2017).

Devido a avaliacdo dos autoanticorpos néo se encontrar disponivel em todos
0s centros, a classificacdo etiologica do DM1 nas subcategorias autoimune e

idiopatica pode néo ser sempre possivel (SBD, 2016).

2.5. Modelos animais de inducéo de diabetes

Os modelos animais tém sido extensivamente usados para obter diferentes
informacdes sobre varias condigbes patoldgicas. Atualmente, muitos modelos
animais de diabetes foram criados (RADENKOVIC et al., 2016) mostrando-se

indispensaveis para a pesquisa em diabetes e suas complicacfes (WU; YAN, 2015)



24

bem como para o desenvolvimento e rastreio de novos farmacos antidiabéticos
(TRIPATHI; VERMA, 2014).

A inducado experimental dessa doenca em animais de laboratério pode ser feita
usando manipulacdo quimica, genética e cirGrgica/imunolégica (RADENKOVIC et
al., 2016) com uso de técnicas que incluem: destruicdo quimica das células B
pancreaticas, remocéo cirdrgica da massa de células B ou pancreatectomia, injaria
ao hipotdlamo ventromedial, dietas ricas em acucares, gorduras, ma& nutricdo in
utero ou altas doses de hormonios contra regulatérios como os glicocorticoides
(TRIPATHI; VERMA, 2014; CAZAROLLI, 2004 apud SILVA et al., 2015; SHARMA et
al., 2016; AL-AWAR et al., 2016). Porém, alguns modelos apresentam algumas
desvantagens que inviabilizam o seu uso, como é o caso da utilizacdo de modelos
virais relacionados aos virus RNA, altamente espécie-especificos, que se constituem
em risco potencial para o experimentador, tendo ainda papel incerto na inducao da
doenca (LERCO et al., 2003).

Os métodos quimicos, por sua vez, sao muito simples, convenientes
(SZKUDELSKI, 2001) e viaveis para este tipo de experimentacao, pois exibem todos
0s eventos bioquimicos, hormonais e morfolégicos que ocorrem durante e apés a
inducdo do estado diabetogénico (LERCO et al., 2003). A aloxana e a STZ s&o 0s
agentes mais amplamente usados nos trabalhos de investigacdo do diabetes,
podendo induzir ao diabetes tipo 1 ou tipo 2, sendo mais comumente utilizado para a
inducdo do diabetes de tipo 1, porque eles sao incapazes de induzir diretamente
uma resisténcia a insulina (ETUK, 2010; RADENKOVIC et al., 2016; ISLAM et al.,
2017).

A aloxana (5,6-dioxiuracil; 2,4,5,6-tetraoxipirimidina) é um acido fraco, bastante
hidrofilico (ISLAM et al., 2017), derivado sintético da pirimidina e analogo citotéxico
da glicose, sintetizada por oxidacdo do acido urico (Figura 3) (LENZEN, 2008) de
grande uso na inducéo experimental do DM1 (NOVOSELOVA et al., 2016; OU et al.,
2016; RAHIMI-MADISEH et al., 2017; SALEH et al., 2017; BORGOHAIN et al., 2017,
NAHID et al., 2017).

Sua atividade diabetogénica se da gracas as suas propriedades quimicas
especificas. Por ser um analogo da glicose, essa molécula penetra nas células
pancreaticas via transportador de glicose GLUT-2 permitindo sua captacgéo seletiva e
acumulacdo (LENZEN, 2008) levando a necrose dessas células (ISLAM et al.,
2017).
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Seu mecanismo de acdo se baseia em dois efeitos patolégicos distintos: 1)
inibicdo seletiva da secrecdo de insulina induzida pela glicose através da inibigdo
especifica da hexoquinase IV (glicoquinase) e 2) inducédo da formacao de espécies
reativas de oxigénio (ROS), resultando em necrose seletiva da célula B (Figura 4)
(LENZEN 2008).

Figura 3 — Estrutura molecular da aloxana

Fonte: Elaborado pelo autor.

A aloxana tem um grupo 5-carbonila central que reage com grupos sulfidrila
(SH). Essa caracteristica quimica da aloxana permite que sua molécula tenha alta
afinidade por componentes celulares que contenham esse grupo em sua estrutura,
como algumas enzimas (LENZEN; PANTEN, 1988 apud RADENKOVIC et al., 2016;
SZKUDELSKI, 2001). E o que acontece com a glicoquinase, enzima essencial para
a secrecao de insulina induzida pela glicose, que contem grupos sulfidrila em sua
estrutura e que €, portanto, muito vulneravel a acdo da aloxana (LENZEN, 1987
apud SZKUDELSKI, 2001).

A inibicdo da glicoquinase ocorre quando a aloxana reage com dois grupos -SH
no lado de ligacdo do agucar da enzima, resultando na formacdo da ligacdo
dissulfeto (SZKUDELSKI, 2001). Isso leva a redugcdo da geracdo de ATP,
suprimindo, desse modo, o sinal de ATP que desencadeia a secrecao de insulina
(LENZEN 2008).
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Figura 4 — Mecanismos de acéo diabetogénicos da aloxana
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Fonte: Modificado de Al-Awar et al. (2016).

Como ja mencionado, além da inibicdo da glicoquinase, a aloxana exerce sua
acdo diabetogénica por meio da destruigdo seletiva das células B pancreaticas pela
formacédo de EROS (LENZEN, 2008; ISLAM et al., 2017).

As EROS sdo amplamente definidas como espécies quimicas contendo
oxigénio com propriedades reativas que incluem os radicais livres superéxido (O,") e
hidroxila (HO"), bem como moléculas nédo radicais tais como peroxido de hidrogénio
(H20,). Estas moléculas sdo constantemente produzidas por reacdes enziméaticas e
nao enzimaticas, sendo derivadas principalmente do oxigénio que é consumido em
varias reacbes metabolicas que ocorrem principalmente nas mitocondrias,
peroxissomos e reticulo endoplasmatico. ReacOes catalisadas por enzimas que
geram EROS incluem aquelas envolvendo NADPH oxidase, xantina oxidase, 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS), acido araquiddnico e enzimas metabdlicas como
as enzimas citocromo P450, lipoxigenase e ciclooxigenase. A cadeia respiratoria

mitocondrial € uma fonte ndo enzimatica de EROS (GORRINI et al., 2013).
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Nos sistemas bioldgicos, as EROS atacam uma série de macromoléculas como
proteinas, acuUcares e lipidios causando uma série de reacbes que levam ao
estresse oxidativo e o dano celular (VASCONCELOS et al., 2007). Esses danos néo
dependem apenas das concentracdes intracelulares das EROS, mas sim do
equilibrio entre sua concentracdo e as espécies antioxidantes enddégenas. Quando o
equilibrio pré-oxidante/anti-oxidante é perdido, o estresse oxidativo é gerado,
alterando e danificando diversas moléculas intracelulares, incluindo o DNA, RNA,
lipidios e proteinas (VESKOUKIS et al., 2012). Essas espécies reativas causam
danos ao DNA e mal funcionamento do seu mecanismo de reparo. Além disso, a
membrana celular é rica em lipidios poli-insaturados, que s&o susceptiveis a
oxidacdo por EROS. Assim, essas espécies reativas promovem a peroxidacao
lipidica e consequentemente aumentam a permeabilidade da membrana celular,
podendo assim levar a morte da célula (SOSA et al., 2013).

A geracdo de EROS a partir da aloxana ocorre em uma reacao ciclica entre
essa molécula e o seu produto de reducdo, o acido dialturico (ISLAM et al., 2017)
(Figura 5).

O acido dialurico (AH,;) é formado a partir da redugdo da aloxana (A)
(SZKUDELSKI, 2001), envolvendo a formacéo do intermediario radical aloxana (AH)
requerendo a presenca de um tiol adequado, tipicamente o tripeptideo glutationa
(GSH). O &cido dialtrico sofre autoxidagdo gerando radicais superéxido (O;7) e
peroxido de hidrogénio (H,O;). H& ainda a formacéo de radicais hidroxila (OH") via
reacdo de Fenton, desde que haja um catalisador metalico adequado (comumente o
ferro). A autoxidacao do &cido dialurico leva a formacédo de radical aloxana. Quando
mantida sob a forma oxidada a aloxana ndo é citotdxica, pois ndo gera espécies
reativas de oxigénio o que ressalta a importancia da presenca de tidis, como a

cisteina e 0 GSH, para a acao diabetogénica dessa substancia (LENZEN, 2008).
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Figura 5 — Reacg0bes de ciclismo redox entre a aloxana e o acido dialrico
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Fonte: Modificado de Lenzen (2008).

O quadro diabético aloxanico sofre altera¢cdes no decorrer do tempo em um
processo tetrafasico. Inicialmente, 30 minutos apds a sua injecdo, a aloxana
proporciona discreta redugédo da glicemia, como resultado do aumento da secrecao
de insulina. Em seguida, na segunda fase, ocorre reten¢do da insulina nas células 3
e aumento da glicemia, que persiste por até 4 horas ap6s a aplicacdo da aloxana.
Podem-se observar as primeiras alteragdes morfolégicas das células B: dilatagao do
reticulo endoplasmatico rugoso e das mitocondrias e a diminuicdo do complexo de
Golgi. Posteriormente, na terceira fase, ocorre ruptura da membrana celular
causando aumento da insulinemia. Isso ocorre no periodo de 4 a 8 horas. Alguns
autores sugerem que nessa fase o experimentador ofereca glicose ao animal de
maneira a se evitar uma hipoglicemia severa e consequente morte. Por fim, a quarta
fase € marcada por hipoinsulinemia e hiperglicemia permanente, com lise completa
das células e reducao da massa das células que ocorre de forma crescente entre 9 a
144 horas, estabilizando-se em seguida. (LENZEN, 2008; LEME et al., 2010).

Uma grande variacdo e diferentes protocolos de inducdo sao relatados e
diversos fatores podem influenciar na acdo diabetogénica da aloxana, dentre elas a



29

concentracdo da droga, velocidade de infusdo, dose, via de administracdo, dieta,
tempo de jejum e peso do animal (SILVA et al., 2014).

Assim como a aloxana, a STZ tem sido amplamente utilizada na inducéo
experimental do diabetes mellitus (GUNDALA et al., 2016; MAHMOUD, et al., 2017,
ZHANG et al., 2017; WANG et al., 2017; ANTONY et al., 2017; DHANANJAYAN et
al., 2017; EL-BASSOSSY et al., 2017; CUNHA et al., 2017; HOSSEINI et al., 2017).

Agente quimioterapico de ocorréncia natural e de nome quimico 2-desoxi-2-(3-
metil-3-nitrosoureia)-1-D-glicopiranose, a STZ € uma molécula alquilante analoga da
nitrosoureia e derivada da glicosamina, que consiste em uma hexose com uma
porgdo N-metil-N-nitrosureia (MNU) ligado ao seu carbono 2, com seletividade e
toxicidade para as células B pancreaticas (LENZEN, 2008; ELEAZU et al., 2013;
SARGIS, 2014; ISLAM et al., 2017) (Figura 6).

Figura 6 — Estrutura molecular da estreptozotocina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Embora os compostos de nitrosoureia sejam geralmente lipofilicos tornando
muito rapida a sua captacdo por células, a STZ, pelo contrario, € um composto
hidrofilico devido a substituicdo da hexose que limita a sua absorcao pelas células,
sendo, portanto, captada pelas células B pancreaticas via transportadores GLUT-2
(LENZEN, 2008; ELEAZU et al., 2013).

Atualmente, assume-se que a acao diabetogénica da STZ € dependente dos
seguintes mecanismos: 1) alquilacdo do DNA; 2) glicosilacdo e metilacdo de
proteinas — fatores adicionais que contribuem para agéo diabetogénica da STZ, mas
gue ndao desempenham um papel essencial; 3) geracdo de EROS, levando ao dano

celular ao interagir com macromoléculas celulares; e 4) doacdo de oOxido nitrico a
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partir do grupo nitrosureia de sua porgdo N-metil-N-nitrosureia (MNU) (LENZEN,
2008; ISLAM et al., 2017) (Figura 7).

Figura 7 — Mecanismos de acdo diabetogénicos da estreptozotocina
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Fonte: Baseado em Al-Awar et al. (2016).

O efeito citotdxico dos agentes alquilantes € principalmente devido a alquilagédo
de bases de DNA que pode prejudicar processos essenciais, tais como replicacao
e/ou transcricdo de DNA (BORDIN et al., 2013; PUYO et al., 2014; KR et al., 2014).

De acordo com a diversidade de danos ao DNA causados por agentes
alquilantes, a resposta celular a estes farmacos é bastante complexa. Apés o dano
ao DNA, as células orquestram uma série de respostas que incluem o disparo de
pontos de verificagdo de dano de DNA e bloqueio do ciclo celular. Esta detencdo do
ciclo celular permite um tempo adicional para o reparo do DNA. Se o reparo do DNA
nao for bem sucedido ou se o dano do DNA for muito abundante, as cascatas de
sinalizacdo que levam a morte celular serdo ativadas (BORDIN et al., 2013).

O nitrogénio, o oxigénio e os fosfatos sdo alvos comuns para a alquilagéo,
embora a especificidade da reacdo possa variar amplamente para diferentes
agentes alquilantes. O atomo N’ de guanina é particularmente susceptivel a

alquilacdo. Além disso, podem ser modificados outros atomos nas bases de purina e
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pirimidina do DNA, tais como os 4tomos N* ou N° da adenina, o N° da citosina e o O°
da guanina (BORDIN et al., 2013).

A STZ atua na metilacdo de proteinas e do DNA. Esse ultimo mecanismo,
ocorre por meio da transferéncia do radical metil da porcdo MNU dessa molécula ao
DNA da célula B, especialmente na posigdo O° da guanina. Na tentativa de reparar o
DNA, a poli(ADP-ribose)polimerase (PARP) é superestimulada. Isto diminui o NAD"
celular, e subsequentemente os estoques de ATP. A deplecdo das reservas de
energia celular acaba por resultar na necrose das células 8. (LENZEN, 2008).

O oxido nitrico (NO) é um gas de meia-vida curta, produzido endogenamente,
atua como uma molécula de sinalizacdo no corpo. Essa molécula sintetizada pela
Oxido Nitrico Sintase (NOS) é relativamente estavel e se difunde prontamente nas
células e membranas celulares onde reage com alvos moleculares. As reacdes
precisas do NO dependem da concentracdo de NO obtida e de variagcdes sutis na
composicao do meio intra e extracelular (CHOUDHARI et al., 2013).

As células B sao particularmente sensiveis aos danos causados pelo 6xido
nitrico e pelos radicais livres devido aos seus baixos niveis de enzimas de
eliminagdo de radicais livres (SINGH et al.,, 2001; FRIEDERICH et al, 2009;
SPINNAS, 1999 apud ELEAZU et al., 2013).

Assim como na indugdo do DM usando aloxana, a indugdo feita com STZ
também pode sofrer interferéncia de alguns fatores capazes de alterar o efeito da
droga e a sensibilidade do animal & sua acdo diabetogénica. Esses fatores estéo
relacionados a propria substéncia, bem como a metodologia de inducdo ou ao
animal usado no experimento. Dentre esses fatores podem-se citar a linhagem, a
dieta e o ritmo circadiano do animal (DEEDS et al., 2011).

Assim, o objetivo deste trabalho foi testar os efeitos diabetogénicos da STZ e
da aloxana, frente as células B pancreaticas de ratos Wistar e buscando uma
contribuicdo para o aprimoramento da indugéo experimental do diabetes mellitus que
permitisse o fornecimento de um maior suporte de detalhes experimentais que
facilitem a outros experimentadores a execucdo desejada dos experimentos sem
gue haja a necessidade adicional de pré-testes, importante para que se evite 0 uso
adicional de animais, foi proposto nesse trabalho uma analise comparativa das
indugbes de DM utilizando aloxana e STZ com protocolos estabelecidos com base
em artigos e outras referéncias cientificas e em testes-piloto realizados no Instituto

de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da UFPB.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

» Verificar qual das técnicas de indugdo quimica, pela aloxana ou pela STZ é
a mais satisfatoria, comparando a relacdo desenvolvimento da

doenca/mortalidade e custo da inducéo, em ratos Wistar.

3.2 Objetivos Especificos

= Padronizar a técnica de inducéo quimica pela aloxana e pela STZ em ratos;

= Comparar o tempo de sobrevida dos animais induzidos com aloxana e com
STZ;

= Observar o desenvolvimento do diabetes induzido nos animais através da
medida de ingesta de agua, racdo e do volume de urina excretado bem
como verificar o decaimento fisico (complicages da doenca);

= Comparar a histopatologia do pancreas, rins e figado dos animais do grupo

controle e experimental ao final do experimento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Locais de pesquisa

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no biotério Prof. Thomas
George, no Laboratorio de Psicofarmacologia Prof. Elizaldo Carlini (PsiFARM)
situados no Instituto de Pesquisa de Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), no Laboratério UNILAB e na Escola

Técnica de Saude do Centro de Ciéncias da Saude da UFPB.

4.1.2 Substancias utilizadas

Aloxana (Alloxan monohydrate, SIGMA-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA),
estreptozotocina (Streptozotocin, SIGMA-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA), agua
purificada Milli-Q, Soluc&o salina 0,9%, Xilasina (Anasedan®), Cetamina (Ketamin® -
Cristélia).

4.1.3 Animais e condi¢cbes experimentais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) normoglicEémicos, machos,
adultos (faixa etaria proxima de 90 dias), com peso entre 210 e 250 g e saudaveis
ao exame clinico, obtidos do biotério Prof. Thomas George (IPeFarM/UFPB). Os
animais foram agrupados em gaiolas metabdlicas, mantidos sob condi¢cdes
controladas de temperatura de 21 + 1 °C, sem uso de qualquer medicacéo, tendo
livre acesso a alimentacao (tipo pellets de racdo da marca Purina®) e agua potavel
ad libitum. Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de doze horas (06h00
as 18h00 horas). Todas as atividades experimentais obedeceram aos principios de
cuidados com animais, aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do
IPeFarM/UFPB sob certiddo n® 166/2015 (Anexo). Os animais foram sacrificados ao
final do periodo de experimentacdo, obedecendo as Diretrizes da Pratica de
Eutandsia do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (BRASIL,

2013) vigentes para o periodo de realizagdo das atividades de pesquisa.
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4.1.4 Aparelhagem

Glicosimetro (Accu-Chek® Active), balanca digital (Gehaka®, BE 4001).
4.2METODOS
4.2.1 Inducéo quimica do Diabetes mellitus tipo 1

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos: Grupo controle
constituido de 06 animais (n=6), grupo teste ALX (TALX) e grupo teste STZ (TSTZ),
ambos constituidos de 10 animais (n=10). Apos jejum alimentar e fornecimento de
agua ad libitum os animais do grupo controle foram submetidos a uma injecdo
intraperitoneal de solucdo salina 0,9% ou &gua purificada Milli-Q. Os animais do
grupo TALX foram submetidos a uma Unica injecdo intraperitoneal de aloxana na
dose de 120 mg/kg de peso do animal. Os animais do grupo TSTZ foram submetidos

a uma unica injecao intraperitoneal de STZ na dose de 60 mg/kg de peso do animal.
4.2.2 Inducgédo com uso de estreptozotocina

Realizou-se pesagem da STZ em ambiente escuro ao abrigo da luz.
Solubilizou-se, aos poucos, a STZ em agua purificada Milli-Q.

Protegeu-se o0 recipiente, contendo essa preparacdo, da acdo de luz
envolvendo-o com papel aluminio e reservou-se essa preparacdo em condi¢cdes
refrigeradas.

Esse procedimento foi realizado imediatamente antes a administracdo da
substancia.

Apos jejum solido de 15 horas, realizou-se a administracdo de STZ na dose de
60 mg/kg de peso por via intraperitoneal (i.p.). Apos isso, forneceu-se agua ad
libitum e rac&o (imediatamente apos a administracéo da droga).

4.2.3 Inducédo com uso de aloxana

Imediatamente antes a administracdo, realizou-se lentamente a solubilizagcdo

da aloxana em solucao salina 0,9%.
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ApOs jejum solido de 22 horas, realizou-se a administracdo de aloxana na dose
de 120 mg/kg de peso por via intraperitoneal (i.p.). Apoés isso, forneceu-se agua ad

libitum, sendo a ragéo fornecida apenas 2 horas e 30 minutos apds a inducao.

4.2.4 Avaliacéo clinica dos animais saudéaveis e diabéticos

Antes da inducdo quimica do diabetes mellitus (Momento O — MO) realizou-se
um corte na extremidade da cauda do animal, em jejum, para coleta de uma gota de
sangue para avaliagdo glicémica com auxilio de glicosimetro. Os animais que
apresentaram glicemia entre 50-135 mg/dL (HARKNESS & WAGNER, 1993) foram
considerados normoglicémicos e submetidos a indu¢éo quimica do diabetes mellitus.
Apos 72 horas da inducdo (Momento 1 - M1), uma nova avaliacdo glicémica foi
realizada para confirmagdo da doenca, sendo considerados diabéticos os ratos que
apresentaram glicemia de jejum maior do que 200 mg/dL.

Apoés avaliacdo glicémica em M1, foram fornecidos agua e racdo aos animais
diabéticos, dando-se inicio ao periodo de monitorizacdo de trinta (30) dias, onde
foram avaliados diariamente os consumos de dgua (mL) e racdo (g), volume urinério
individual (mL) e condicdo da pelagem e outras manifesta¢des clinicas associadas a

doenca.

4.2.5 Analise histopatologica de rins, figado e pancreas dos animais saudaveis

e diabéticos

Os animais sobreviventes ao periodo de monitorizagdo dos grupos controle e
tratados tiveram os 6rgaos excisados (pancreas, figado, rins) e seccionados, fixados
em formalina (solugcdo de formol a 10 %) tamponada e apos 24 horas, foram
resseccionados para processamento histopatolégico: desidratacdo com seéries
crescentes de alcool (70 a 100 %), diafanizacdo em xilol, impregnacgéo e inclusdo em
parafina, segundo os métodos habituais. Em micrétomo convencional (LEIKA®), os
fragmentos tissulares foram seccionados em espessura de 3,0 uym e
subsequentemente submetidos a coloracdo hematoxilina-eosina e examinados ao
microscoépio optico. Os procedimentos descritos foram realizados na Escola Técnica
de Saude da UFPB, sob colaboragédo da profa. Claudenice R. do Nascimento e no

laboratorio UNILAB sob colaboracgéo do Prof. Dr. Ivan Rodrigues de Carvalho Filho.



36

4.2.6 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como a meédia e desvio padrdo da média e
analisados estatisticamente utilizando o teste de Analise de Variancia (ANOVA one-
way), seguido do pos-teste de Tukey e as diferengas entre os grupos foram

consideradas significantes quando apresentaram p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Inducéo do diabetes mellitus usando dose Unica intraperitoneal de aloxana

e estreptozotocina

Os resultados de glicemia de jejum no momento M1 (72 horas ap6s a inducéo),
permitiram a observacdo do numero de animais diabéticos, ndo diabéticos e que
vieram a Obito (Tabela 1) apés a administracdo de dose Unica de 120 mg/kg de

aloxana (i.p) e de 60 mg/kg de STZ (i.p), grupos (TALX) e (TSTZ), respectivamente.

Tabelal— NuUmero e percentuais de animais diabéticos sobreviventes, animais nao
diabéticos e obitos de ratos submetidos a injecdo intraperitoneal de aloxana

(120 mg/kg) ou estreptozotocina (60 mg/kg)

Grupos Diabéticos | N&o diabéticos Obitos Total
TALX? 05 (50%) 02 (20%) 03 (30%) 10 (100%)
TSTZP 09 (90%) 01 (10%) 00 (00%) 10 (100%)

*TALX: Teste aloxana
PTSTZ: Teste estreptozotocina

5.2 Consumo de agua e racado e volume urinario

Foi observado aumento significativo no consumo de agua (Tabela 2, Grafico 1),
racao (Tabela 2, Gréfico 2) e no volume urinario (Tabela 2, Gréafico 3) dos animais do
grupo TALX e do grupo TSTZ, quando comparado ao grupo controle durante os 30

dias de acompanhamento.
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Tabela 2 - Consumo de agua, racao e volume de urina de animais diabéticos e saudaveis

Controle TALX? TSTZ®
Agua (mL) 50,6 + 15,9 209,6 + 5,7* 220,44+ 5,7*
Rac&o (g) 209+27 435+ 3,7* 48,3 +1,2* %
Urina (mL) 33+1,4 1444 + 5,9* 156,7 + 5,5*

Dados apresentados como a média + d.p. do grupo controle: n=6; ALX: n=5; STZ: n=9, analisados por

ANOVA Oneway com pés-teste de Tukey.
4TALX: Teste aloxana

®TSTZ: Teste estreptozotocina

*p<0,05 significativo controle vs teste
#p<0,05 significativo TSTZ vs TALX

Gréfico 1 - Efeito de aloxana e estreptozotocina sobre o volume de agua ingerido pelos

grupos teste durante 4 semanas em relacéo ao grupo controle
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*p<0,05 comparacao entre o grupo controle e os grupos teste ALX e STZ
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Gréfico 2 — Efeito de aloxana e estreptozotocina sobre a quantidade de ragdo consumida
pelos grupos teste durante 4 semanas em relacdo ao grupo controle
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*p<0,05 comparacéo entre o grupo controle e os grupos teste ALX e STZ. #p<0,05 comparacao entre
0S grupos teste ALX e STZ.

Gréfico 3 — Efeito de aloxana e estreptozotocina sobre o volume de urina excretado pelos

grupos teste durante 4 semanas em relagdo ao grupo controle
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*p<0,05 comparacao entre o grupo controle e os grupos teste ALX e STZ.

5.3 Evolucao do peso corporal dos animais dos animais saudaveis e diabéticos

Observou-se, como esperado, perda significativa do peso dos animais doentes
de ambos os grupos submetidos a induc¢do quimica do diabetes mellitus, quando
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comparado ao grupo controle, em todos os momentos de avaliacdo, cujos resultados
estdo expressos na tabela 3 e no grafico 4.

Tabela 3 — Evolucdo ponderal, em gramas, de ratos induzidos ao diabetes com aloxana e
estreptozotocina

Controle TALX? TSTZ

Basal 231,3+9,2 233,0+ 12,6 232,7+10,3
7 dias 248 + 24,4 222,0+9,8 212,3 £ 13,1%
14 dias 276,5+ 15,5 210,0 + 24,0* 181,6 + 24,7*
21 dias 287,6 + 16,6 200,0 + 26,3* 176, 4 + 23,5+
28 dias 289,2 + 20,9 165,0 + 36,3* 172,8 + 33,5*

Dados apresentados como a média + d.p. do grupo controle: n=6; ALX: n=5; STZ: n=9, analisados por
ANOVA Oneway com poés-teste de Tukey.

8TALX: Teste aloxana

®TSTZ: Teste estreptozotocina
*p < 0,05 comparado ao controle.

Gréfico 4 — Efeito do tratamento de ratos com aloxana e estreptozotocina sobre o0 peso em

gramas
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Oneway ANOVA com pos teste de Tukey. *p< 0,05 comparacao entre o grupo controle e teste ALX e

teste STZ.
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5.4 Avaliagcéo glicémica dos animais dos animais saudaveis e diabéticos

A avaliagcdo semanal da glicemia permitiu observar diferencas significativas nos

indices glicémicos dos animais. Os animais dos grupos TALX e TSTZ, apresentaram

aumento significativo dos seus valores de glicemia de jejum, quando comparado ao

grupo controle, em todos os momentos de avaliacéo (Tabela 4 e Gréfico 5).

Tabela 4 — Valores glicémicos, em mg/dL, de animais diabéticos e saudaveis

Controle TALX? TSTZ®
Basal 922+74 77,2 +16,9 80,4 + 15,7
7 dias 91,5+ 2,9 434,4 + 133,6* 402,2 + 32,7*
14 dias 86,3 + 13,4 437,0 £ 76,6* 400,0 + 125,288
21 dias 86,8+ 9,1 373 +122,8* 449,1 + 148,0*
28 dias 101,5+9,9 491,8 +117,9* 459,8 + 199,1*

Dados apresentados como a média + d.p. do grupo controle: n=6; ALX: n=5; STZ: n=9, analisados por
Teste T de Student.

*TALX: Teste aloxana

PTSTZ: Teste estreptozotocina

*p<0,05 Controle vs teste

Gréfico 5 — Valores glicémicos de animais controle e diabéticos induzidos com aloxana e

estreptozotocina
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Dados apresentados como a média + d.p de Controle n=6; TALX n=5 e TSTZ n=9 analisados por
ANOVA Oneway com pés-teste de Tukey.*p<0,05 Controle vs teste.
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5.5 Avaliagéo clinica dos animais saudéaveis e diabéticos
A avaliacao clinica dos animais permitiu observar debilidade fisica e alteracdes
de pelagem e no 6rgao genital dos animais diabéticos. Ndo evidenciou-se nenhuma

alteracao clinica nos animais do grupo controle (Figuras 8 e 9).

Figura 8 — Condicgéo fisica de animais do grupo controle, TALX e TSTZ

Legenda: Ratos saudaveis do grupo controle (A) e (C); Rato diabético do grupo TALX apresentando-
se caquético, com distensao abdominal e com alteragdo de pelagem (B) e rato diabético do grupo
TSTZ, apresentando-se debilitado, caquético e com alteracéo de pelagem (D).
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Figura9 —  Alteracdo peniana presente em animais diabéticos induzidos com aloxana e

estreptozotocina

Legenda: Ratos saudaveis do grupo controle (A) e (C); Diagnostico sugestivo de balanite em animal
diabético induzido com aloxana (120 mg/dL) (i.p) (B) e com estreptozotocina (60 mg/dL) (i.p) (D).

5.6 Analise histopatoldgica de rins, figado e pancreas dos animais saudaveis e

diabéticos

A andlise histopatolégica dos 6rgaos revelou alteracbes nas ilhotas de
Langerhans (Figura 10), nos glomérulos renais (Figura 11) e reacao inflamatéria com
infiltrado de leucécitos polimorfonucleares em figados (Figura 12) de animais
diabéticos. A histologia dos 6rgdos dos animais do grupo controle encontrou-se

preservada.
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Figura 10 — Andlise histol6gica dos pancreas dos animais diabéticos e saudaveis

Legenda: llhotas de Langerhans. (A) Controle; (B) e (C) Grupo TALX; (D) e (E) Grupo TSTZ. Corante
H.E, 400x
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Figura 11 — Andlise histoldgica dos rins dos animais diabéticos e saudaveis

Legenda: Glomérulos renais em (A) Controle; (B) - (D) Grupo TSTZ; (E) Grupo TALX; (F) Cicatriz
fibrética em Grupo TSTZ. A, B, C, E, e F — H.E, 400x; D, - H.E, 200x.
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Figura 12 — Andlise histologica dos figados dos animais diabéticos e saudaveis

Legenda: (A) e (B) Controle; (C) Grupo TSTZ; (D) Grupo TALX. A e B — H.E, 200x; C e D — H.E, 400x
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6 DISCUSSAO

Devido ao aumento da prevaléncia de diabetes mellitus (DM) em todo o mundo,
acredita-se que os modelos de ratos diabéticos desempenham um papel importante
na elucidagdo da patogénese do diabetes humano e das suas complicagdes, tais
como retinopatia, nefropatia e neuropatia e na investigacdo e desenvolvimento de
novas drogas para diabetes e suas complicacdes (AL-AWAR, 2016).

Os artigos cientificos relatam que a inducdo de diabetes mellitus em ratos pode
ser facilmente realizada por produtos quimicos diabetogénicos conhecidos, tais
como aloxana ou STZ, por procedimentos simples que podem ser reproduzidos com
sucesso em laboratérios de investigagdo (SRINIVAS, 2015). No entanto, ndo existe
um protocolo padrdo que foi unanimemente aceito pela comunidade cientifica
(RADENKOVIC et al., 2016).

Este trabalho propds um estudo comparativo da inducdo experimental do
diabetes mellitus tipo 1 (DM1) com aloxana e STZ em ratos Wistar ap0s extensiva
pesquisa realizada em portais cientificos disponiveis na internet (PubMed, Google
Académico, Periédico Capes e outros). Nela, pdde ser observado que ha uma maior
prevaléncia de artigos utilizando a STZ em comparacdo a aloxana para a indugao
em roedores.

Apesar do uso mais disseminado dessa droga na inducdo quimica dessa
doenca, diversos pesquisadores tém relatado no portal Research Gate, dificuldades
para inducdo do DM1 com o uso de STZ (baixo numero de animais doentes e
elevadas taxas de mortalidade, por exemplo), contradizendo alguns autores que
afirmam que algumas metodologias de indugdo com uso dessa substancia séo
simples, baratas, rapidas e eficazes (THULESEN et al, 1997; HOLEMANS et al,
1997; AL-HARIRI, 2012) com menor toxicidade geral que a aloxana (LERCO et al.,
2003).

Desta forma, surgiu o seguinte questionamento: A inducado pela STZ € mesmo
mais satisfatoria (aquela que induz o quadro de diabetes num maior nimero de
animais, com menor percentual de 6bitos) do que aquela na qual se usa aloxana?

Ainda, assim como mencionado por Deeds e colaboradores (2011) percebeu-
se, em nossa pesquisa, que ha uma variagdo muito grande nas metodologias de

inducao, ndo havendo um protocolo padréo que responda aos principais problemas
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como preparagao das substéancias, a via e o intervalo de administragéo, a dose
escolhida, a manipulacédo laboratorial das substancias selecionadas, a taxa de
sucesso, a taxa de mortalidade (RADENKOVIC et al., 2016) e outras peculiaridades
técnicas da inducdo de DM1 usando aloxana e STZ.

Diversas dificuldades relatadas no Research Gate eram compartilhadas pela
equipe do laboratério de psicofarmacologia (PsiFARM/IPeFarM/UFPB), mostrando a
necessidade de elaboracdo de um protocolo para a inducdo do DM1 em ratos
usando a STZ.

Para tanto, estudos piloto que permitissem o delineamento experimental foram
realizados no biotério Prof. Thomas George (IPeFarM/UFPB), onde foram
considerados 0s seguintes parametros para padronizacdo: 1) escolha da espécie,
género animal e faixa de peso; 2) condi¢des ideais para manutencao da estabilidade
das substancias; 3) modo de preparo da solucdo; 4) tempo de jejum antes da
inducéo; 5) dose adequada para esse modelo (maior nimero de animais doentes
com menor niumero de mortes); 6) veiculo; e 7) tempo de reposi¢cdo dos pellets pés
inducao do diabetes.

Definidos os protocolos de inducao, deu-se inicio a realizacdo da avaliacdo da
atividade diabetogénica da aloxana e STZ frente as células 3 de ratos machos da
linhagem Wistar (Rattus norvegicus). A escolha desses animais baseou-se no seu
manuseio facil e préatico, no seu baixo custo de manutencdo, na sua maior
resisténcia as infeccdes, na facilidade para remocao dos diversos 6rgaos estudados
(LERCO, 2003; BIGHETTI, 2011) e por serem largamente utilizados no campo de
pesquisa do DM1 usando aloxana ou STZ (DAS et al., 2012; OLIVEIRA, 2015;
SAMARGHANDIAN et al. 2016; CUNHA et al., 2017; DHANANJAYAN et al., 2017;
HOSSEINI et al., 2017; RAHIMI-MADISEH et al., 2017; KOLSI et al.,, 2017;
RAMADAN et al., 2017; CHERBAL et al., 2017; AL MAMUN et al., 2017).

Revisando trabalhos recentes, foi observado o uso frequente de ratos Wistar
machos, em modelo de diabetes experimental induzido quimicamente com STZ e
aloxana, com faixa de peso compreendida entre 210 e 250 gramas (BHATTA,
VEERANJANEYULU et al., 2014; KIM et al., 2014; FARSANI et al., 2015; ASRI-
REZAEI et al., 2015; BALUCHNEJADMOJARAD et al., 2017; KIASALARI et al.,
2017). De acordo com Lukens (1948), existe uma relagéo entre a sensibilidade do
animal aos efeitos diabetogénicos da aloxana e o peso corpdreo. Para cada unidade

de peso do rato existe um aumento de 0,73 poderes de toxicidade da aloxana.
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Portanto, animais adultos (3 meses de idade), porém jovens, tém peso menor e
requerem doses menores, também.

Em protocolo desenvolvido por Dias e colaboradores (2011), foi observado que
uma dose Unica de aloxana 120 mg/kg de peso corporal em solucao salina 0,9% por
via intraperitoneal (i.p) em ratas Wistar, com jejum prévio de 24 horas, foi capaz de
levar a indugao de diabetes grave (> 200 mg/dL) em 61,2% dos animais. Neste
protocolo, a racédo foi fornecida apenas 1 hora e 30 minutos apés a administracdo da
aloxana. Silva e colaboradores (2014) em estudo comparativo da inducdo de DM1
usando diferentes doses de aloxana em ratas Wistar (120, 150 e 200 mg/kg de peso
corporal em solucao salina 0,9%, i.p) com jejum prévio de 24 horas, verificou que a
dose de 120mg/kg comparada as demais doses foi mais eficiente, por induzir os
sinais clinicos e laboratoriais da doenca em um maior nimero de animais com
menor indice de oObitos. Estudo de Oliveira (2012) também mostra a eficacia da dose
de 120 mg/kg i.p em ratas, quando comparada a dose de 200 mg/kg i.p que, apesar
de também induzir uma alta taxa de animais com diabetes grave, também induz a
um maior indice de ébito comparado a dose de 120 mg/kg de peso corporal.

Em estudo comparativo da taxa de inducdo de diabetes mellitus com STZ
utilizando diferentes solventes em ratos machos realizada por Al-Hariri (2012) foi
demonstrado que a administracdo intraperitoneal de uma Unica dose de STZ (60
mg/kg de peso corporal) dissolvida em agua destilada pbéde ser utilizada como um
método alternativo para a inducdo mais rapida de DM no desenho diabético
experimental tendo ele algumas vantagens, incluindo simplicidade, rapidez e
eficacia.

Considerando o0s sucessos experimentais relatados nesses trabalhos e os
observados nas indugbes dos nossos testes-piloto, determinou-se que para a
inducdo com uso de aloxana a dose utilizada seria 120 mg/kg (i.p), dissolvida em
solucéo salina a 0,9% com 22 horas de jejum prévio e fornecimento de racédo apenas
1 hora e 30 minutos apos a inducdo. Ja em relacdo a indugdo com STZ, determinou-
se que a dose utilizada seria 60 mg/kg dissolvida em agua purificada Milli-Q com 15
horas de jejum prévio e fornecimento imediato de racdo apOs a injecao
intraperitoneal da droga.

Com base na medida de glicemia de jejum, 72 horas apoés a indu¢do (momento
M1), pdde-se determinar o numero de animais diabéticos e nado diabéticos.

Considerando que a faixa de normalidade para os niveis glicémicos dessa espécie
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encontra-se entre 50 e 135 mg/dL (HARKNESS; WAGNER, 1993) e que valores
acima de 200 mg/dL confirmam o diagndstico de diabetes (SBD, 2016), encontrou-
se que entre os 10 animais induzidos com aloxana, 50% encontraram-se diabéticos,
30% vieram a Obito antes da confirmacdo da doenca no momento M1 e que 20%
dos animais nado ficaram diabéticos com a administracdo da dose Unica de 120
mg/kg de aloxana, via intraperitoneal.

Em se tratando da inducdo com STZ, dos 10 animais induzidos com a dose
Gnica de 60 mg/kg i.p, 90% ficaram diabéticos e apenas 10% nao apresentaram
glicemia de jejum > 200 mg/dL. Neste grupo, ndo foram observadas mortes nas
primeiras 72 horas de indugao.

Entre os 06 animais do grupo controle, nenhum apresentou glicemia com
valores maiores que 200 mg/dL.

No teste piloto, os animais induzidos com aloxana e STZ foram mantidos em
caixas coletivas de polietileno em condi¢cdes padrdo de laboratdrio e a porcentagem
de inducéo de diabetes e o tempo de sobrevida foram semelhantes entre 0s grupos.
Este resultado prévio levou a hipétese de que ndo haveria diferenca significativa
entre a indugao utilizando aloxana ou STZ em ratos.

Nos testes piloto realizados para a padronizacdo da utilizacdo da aloxana, foi
observado 100% de sucesso de inducdo nos animais testados, sem nenhuma morte
até as 72 horas para confirmacéo da doenca.

O menor percentual de animais diabéticos observado no grupo submetido a
inducédo com aloxana (TALX), quando comparado ao grupo submetido a injecdo de
STZ (TSTZ), pode ser explicado por um dos diversos fatores que podem influenciar
os efeitos diabetogénicos da substancia: a sua baixa estabilidade.

A aloxana € uma substancia instavel. Sua meia-vida a pH neutro e 37 °C é de
cerca de 1,5 minutos e € mais longo em temperaturas mais baixas (LENZEN;
MUNDAY, 1991 apud SZKUDELSKI, 2001). Problemas técnicos no fornecimento de
energia do IPeFarM, em dias anteriores a inducdo com aloxana levou a falta de
refrigeracdo e, consequentemente, ao aumento da temperatura da geladeira na qual
a substancia estava armazenada, por tempo desconhecido por parte dos
experimentadores. Esse fato pode ter contribuido para perda da estabilidade da
droga e, consequentemente, reducdo do niumero de animais diabéticos pela acdo da
aloxana. Faz-se necessario mencionar o fato de que as condi¢cdes de manutengéo

dos animais diferiram do teste piloto para o experimental definitivo: no teste piloto os
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animais ficaram agrupados na gaiola de polietileno enquanto que no experimental,
0os animais foram mantidos isolados nas gaiolas metabdlicas. No periodo de
adaptacao de 48 horas, quando os animais foram retirados da caixa coletiva para a
gaiola metabolica individual, observou-se uma perda de peso estimada em
aproximadamente 20 g por animal. Esse fato retrata o quanto os animais tornam-se
sensiveis quando encontram-se isolados e em um ambiente desconhecido,
podendo, assim, interferir em sua sensibilidade a acéo tdxica da aloxana.

Na avaliacdo clinica da doenca foi possivel observar que a evolucao do peso,
diurese e ingestdo de 4gua e racgdo, bastante importantes na avaliacao clinica do
diabetes mellitus, desenvolveram-se caracteristicamente e conforme o esperado nos
dois grupos de animais doentes (TALX e TSTZ), evidenciando-se emagrecimento,
polidria, polidipsia e polifagia compativeis com os achados da literatura. Foram
observados também alteracdo na pelagem que apresentou-se ericada e sem brilho,
forte odor na urina e balanite. Os animais do grupo controle ndo apresentaram
nenhuma alteracao clinica durante o periodo de acompanhamento.

A avaliacdo da média de peso dos animais doentes permite a observacao de
perda significativa em relacdo ao peso do dia da inducdo. Os animais diabéticos do
grupo TALX apresentaram uma perda média de 63,8 + 44,5 g, entre a primeira e
quarta semana. A perda média de peso dos animais do grupo TSTZ foi de 59,9 +
36,1 g, entre a primeira e quarta semana de acompanhamento. Os animais do grupo
controle apresentaram ganho de peso durante as quatro semanas de experimento.
N&o foi observada diferencga significativa de perda de peso entre os grupos TALX e
TSTZ.

Sabe-se, que a deficiéncia de insulina promove uma diminuicdo na sintese
proteica acarretando em um acelerado catabolismo que reflete em perda de massa
muscular (PEREIRA, 2008) e consequente perda de peso.

Ao comparar os valores do consumo médio diario de agua e racao dos animais
do grupo TALX aos do controle (dgua: 50,6 mL + 159 e racdo: 29,9 + 2,7 @),
observa-se um aumento significativo dos animais desse grupo, sendo de 209,6 + 5,7
mL e 43,5 + 3,7 g, respectivamente. Também foram observados no grupo TSTZ,
consumos meédios de agua e racao significativamente elevados, quando comparado
ao grupo controle, sendo de 220,4 + 5,7 mL e 48,3 + 1,2 g, respectivamente. Esses

resultados permitem a caracterizagdo de polidipsia e polifagia entre os animais
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diabéticos de ambos os grupos, TALX e TSTZ. Esses resultados permitiram ainda,
perceber que os consumos de agua e racdo dos animais do grupo TSTZ nao foram
significativamente maiores quando comparados ao grupo TALX.

A medida do volume de urina de 24 horas permitiu a observacdo de um
aumento significativo da diurese dos animais diabéticos quando comparado ao
grupo controle, sendo 144,4 + 59 mL do grupo TALX, 156,7 + 5,5 mL do grupo
TSTZ e 3,3 £ 1,4 mL do grupo controle.

N&o houve diferenca significativa da diurese dos animais do grupo TSTZ
comparados aos animais do grupo TALX. Esses resultados permitem a
caracterizacao de polidria nesses animais.

O aumento da ingestdo de agua, ou polidipsia, presente nos animais diabéticos
deve-se a hiperosmolaridade sanguinea, 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 osmoético. A desidratacdo intracelular é percebida pelos
osmorreceptores cerebrais, desencadeando sede intensa (LERCO, 2003).

J4 a polifagia, € resultado da ativacdo do centro regulador do apetite no
hipotalamo decorrente do quadro de inanicdo apresentado pelo individuo diabético,
gque é causado pela deficiéncia de insulina e da consequente diminuicdo da
utilizacao da glicose como fonte principal de energia (PEREIRA, 2008).

A polidipsia, polifagia, polilria e perda de peso observados nos dois grupos de
animais doentes mostram-se compativeis ao encontrado em outros trabalhos de
inducdo do diabetes utilizando aloxana (LERCO et al., 2003; SILVA; NOGUEIRA,
2015) e STZ (DELFINO et al., 2002; AKBARZADEH, 2007) em ratos.

Os resultados de glicemia semanal dos animais diabéticos permitem visualizar
aumentos significativos da glicemia de jejum a partir da primeira semana de
instalacdo da doenca quando comparados aos valores glicémicos basais, realizados
antes da inducdo quimica do diabetes com aloxana ou STZ. Os animais do grupo
TALX apresentaram glicemia média de 434,4 + 133,6 mg/dL na primeira semana,
chegando a 491,8 + 117,9 mg/dL na quarta semana de acompanhamento, aumento
significativo quando comparado ao grupo controle que foi de 92,2 + 7,4 na primeira
semana e 101,5 =+ 9,9 na quarta semana. De maneira semelhante, os animais do

grupo TSTZ apresentaram valores médios de glicemia de jejum de 402,2 + 32,7
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mg/dL na primeira semana e 459,8 + 199,1 mg/dL na quarta semana, sendo
significativamente elevados quando comparados ao grupo controle.

A medida da glicemia de jejum momentos antes da eutanasia dos animais
permitiu a observagao de hipoglicemia em um dos animais do grupo TSTZ. Esse
animal apresentou valor glicémico <10 mg/dL. Esse achado pode ser explicado pela
suposicdo de que a toxicidade da aloxana poderia ndo ter afetado todas as
populagdes de células B desse animal, ficando um remanescente de células que nao
sofreram necrose. Essas células sofreram, entéo, hipertrofia na busca de atender a
demanda de insulina circulante havendo, posteriormente, uma grande secrecéo de
insulina. Esse fato, associado a hipotese de que o animal diabético encontrava-se
com suas reservas de glicogénio hepético esgotadas, acarretou em hipoglicemia.

A falta de acdo insulinica resulta em diminuicdo da sintese de glicogénio
(diminuicdo do glicogénio hepatico e muscular) e também uma deficiéncia grave de
absorcdo e utilizacdo da glicose pelas células em virtude da diminuicdo no
transporte através da membrana celular. Ao mesmo tempo, ocorre aumento na
glicogendlise, perda de glicose pela urina e diminuicdo de captacdo da glicose pelo
figado. Todos esses fenbmenos levam a uma hiperglicemia e, consequentemente,
ao aparecimento dos sinais e sintomas caracteristicos do diabetes mellitus
(PEREIRA, 2008).

AlteragGes na pelagem, como pelo ericado e sem brilho, estiveram presentes
em todos os animais doentes. Além disso, observou-se aumento da circunferéncia
abdominal, odor forte na urina e parasitose dos pelos, compativeis aos achados em
outros trabalhos (LERCO, et al., 2003; SILVA, et al., 2011).

Também foi observada uma alteracdo na genitalia sugestiva de balanite. Essa
alteracdo foi evidenciada em todos os animais do grupo TALX e em 78% dos
animais do grupo TSTZ.

A balanite é definida como a inflamacdo da glande (JANIER et al., 2016)
resultada do supercrescimento de organismos que estdo normalmente presentes
nesse local (PORCHE, 2007) tendo o diabetes mellitus como um dos fatores de risco
para sua ocorréncia (SOH et al., 2016). A fisiopatologia envolve uma inflamacéo do
tecido da glande, que se torna edematosa (PORCHE, 2007). E sabido que a
hiperglicemia interfere com o0s mecanismos normais de defesa do individuo

(JHONSSON et al., 2013) estando associada com o aumento da susceptibilidade a



54

infeccbes (GOMES et al., 2014), provavelmente, por efeitos pro-inflamatérios e
diminuicao da fagocitose (LOPES, 2007).

Na analise histopatologica de pancreas foi observado que animais diabéticos
tratados com aloxana e STZ apresentaram ilhotas com diametro variavel, formato
irregular e algumas ilhotas com menor nimero de células. As llhotas pancreéticas
dos animais do grupo controle apresentaram caracteristicas histolégicas normais,
com formato oval e espalhadas através dos acinos pancreaticos

Rins de animais do grupo controle apresentaram uma estrutura histologica
tipica, com morfologia glomerular normal. No entanto, a andlise histolégica renal de
animais do grupo TSTZ mostrou glomérulos renais exibindo espaco de Bowman
aumentado, formato de glomérulo alongado e irregular e cicatriz fibrética, indicativa
de possivel processo regenerativo. A histopatologia de rins de animais do grupo ALX
evidenciou morfologia glomerular preservada, entretanto foi visualizado a presenca
de necrose celular. O fato de ndo encontrarmos alteragdes glomerulares nas laminas
dos rins dos animais induzidos com aloxana n&o indica, necessariamente, a
auséncia de alteracdes histopatolégicas nos rins dos animais induzidos com
aloxana. A realizacdo de cortes histolégicos em determinadas regifes anatdmicas
dos rins, mas ndo em outras, mais centrais pode ter levado a nao visualizagdo de
possiveis alteracfes nesse 6rgao.

Histologia normal tipica foi observada em figados de animais do grupo controle.
No entanto, ao analisar a histopatologia hepéatica de animais do grupo TSTZ
evidenciou-se a presenca de infiltrado de leucdcitos polimorfonucleares préximo ao
espaco portal e veias centrolobulares. J4 em figados de animais do grupo TALX, foi
observado processo inflamatério préximo a triade portal.

Achados semelhantes foram encontrados em trabalho de Vinagre e
colaboradores (2010) no qual os autores observaram que pancreas de animais
induzidos com STZ apresentaram ilhotas de diametro reduzido e forma irregular,
com um pequeno numero de células. Esses autores evidenciaram ainda processo
inflamatorio infiltrativo na regido periportal de figados de animais diabéticos e
cicatrizes fibrgticas na analise histologica de rins. Ao induzir DM com aloxana em
ratos, Nagy e Mohamed (2014) observaram uma clara diminuicdo na area ocupada
pelas células B nas secgdes pancreaticas dos animais diabéticos e ativacdo de
células de Kupffer em histopatologia de figados dos animais diabéticos.
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Pode-se sugerir que essas alteracdes histopatoldgicas se deram gracas a acao
da aloxana e STZ sobre esses 6rgaos. A expressdo de receptores GLUT-2 nas
células tubulares renais e nos hepatécitos permitem que a aloxana e STZ,
transportadas para o interior das células através desses receptores, exercam acao
toxica nos rins e figado (LENZEN, 2008) levando a danos nesses 0rgaos.

As alteracbes histopatologicas observadas podem também ser atribuidas aos
efeitos da hiperglicemia durante as quatro semanas de duragcédo do experimento.

Em pesquisa realizada no site da Sigma-Aldrich® na primeira semana de marco
de 2017, obtivemos os valores de custo de aquisicdo da aloxana e STZ. A tabela 5
mostra os gastos relativos a inducdo do DM1 usando essas duas substancias

diabetogénicas com a metodologia empregada nesse trabalho.

Tabela 5 — Custos, em reais, para indugdo de DM1 usando aloxana (120 mg/kg) e STZ (60
mg/kg)

Substancia Custo da Preco do Custo Custo parainducdo | Gastos
droga® animal® animal de diabetes em 10 totais®
total animais”
(n=10)
Aloxana 298,00 (10 g) 17,00 170,00 4,16 174,16
STZ 473,00 (0,1 ¢ 17,00 170,00 421,25 591,25
X2)

# custo da quantidade minima ofertada no site da Sigma (aloxana) ou necessaria para realizar o
experimento (STZ)®

® custo de administracdo da substéncia por animal, considerando o peso de 250 g

¢ animal com idade de 90 dias, mantido por 30 dias, com peso entre 210 e 250g, em condi¢Bes
normais de biotério

4 considerando o preco do animal x 10 + custo para inducéo (n=10)

De posse desses valores, cabe ao pesquisador analisar a relagdo custo-
beneficio do uso de cada uma das substancias. Se houver dificuldades na obtencgéo
de animais para experimentos e facilidade na obtencé&o de recursos financeiros,
provavelmente sera vantajoso utilizar STZ, uma vez que a taxa de sucesso de

inducéo é alta quando comparada a aloxana. Entretanto, se o pesquisador possui
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acesso a animais e dispde de poucos recursos, a aloxana pode ser uma opg¢éo a se
considerar na ponderacgéo do uso de cada uma das substancias.

Em suma, esse trabalho apresenta a elaboracdo de um protocolo de inducao
do diabetes mellitus tipo 1 em ratos Wistar usando aloxana e STZ, dados clinicos do
acompanhamento da doenca cujos resultados espelham a deficiéncia de insulina
decorrente do efeito da agao toxica dessas drogas sobre as células 3 pancreaticas
desses animais e uma analise histopatolégica de rins, figado e pancreas,
contribuindo para o conhecimento cientifico da inducdo experimental do diabetes

mellitus.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os estudos realizados com a aloxana e a STZ, foi possivel

concluir que:

e A técnica de inducdo quimica usando a STZ foi a mais satisfatoria, quando
considerada a relacdo desenvolvimento da doenca/mortalidade. Entretanto,
considerando o custo desse agente diabetogénico, em comparacdo com
todos os outros fatores (preco do animal, racdo, etc), existe uma
desproporcao que torna a aloxana mais conveniente;

e Foi possivel obter um protocolo reprodutivel da técnica de inducdo quimica
pela STZ em ratos;

e N&o hé& diferenca entre o tempo de sobrevida dos animais induzidos com
aloxana e com STZ;

e Com relagdo aos parametros ingestdo de agua, excre¢do de urina e perda de
peso, ndo houve diferenca significativa entre os grupos tratados com aloxana
e STZ. Houve aumento significativo do consumo de ragdo dos animais do
grupo TSTZ comparado ao grupo TALX;

e Animais do grupo TSTZ apresentaram alteragbes na histopatologia do
pancreas, rins e figado enquanto que animais do grupo TALX apresentaram
alteracdes histopatolégicas em pancreas e figado e aparentemente nao

apresentaram alteracdes glomerulares nos rins.
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