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Resumo

Araudjo, T.M.V.. Descricao do método de inducao de diabetes mellitus
para testes de novas drogas e procedimentos especificos.
Aracatuba, 2010, 43 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC)-
Departamento de Patologia e Propedéutica Clinica/ Faculdade de
Odontologia de Aracatuba/ Unesp.

O diabetes mellitus é uma das doencas mais comuns encontradas na
populacdo, atingindo 8% da populacdo mundial. Com a crescente
longevidade, obesidade e sedentarismo da populacdo, a prevaléncia do
diabetes aumenta constantemente. O termo diabetes mellitus &
caracterizado por hiperglicemia, resultante de defeitos na secrecdo ou
acdo da insulina que possui um papel critico na regulacdo da glicose no
sangue. Sua deficiéncia provoca alteracbes no metabolismo dos
carboidratos e secundariamente o metabolismo das proteinas e lipidios.
Estas alteracOes podem levar ao atraso da cicatrizacdo das feridas, ao
aumento da predisposi¢cao as infeccdes e incidéncia de complica¢cdes micro
e macro-vasculares. Pelo exposto, € necessario preparacdo e equilibrio
entre custo e beneficio para procedimentos cirdrgicos nos pacientes
portadores desta patologia. Assim, todo esfor¢co a fim de pesquisar novas
tecnologias que minimizem os maleficios trazidos pela doenca é de grande
importancia. Através da inducdo do diabetes experimental podemos testar
a acao de novos medicamentos e conducao de procedimentos terapéuticos
especificos para diabéticos. O presente trabalho expde a metodologia
experimental de inducdo de diabetes mellitus e aplicagdo em ratos.
Consiste na utilizacao de ratos machos, Wistar, com 2 meses e acima de
250 gramas, alimentados com racao soélida, exceto no periodo de jejum
que antecede a administracdo de Estreptozotocina. Esta droga causa a
reducdo na sintese de nicotinamida adenina dinucleotide — NAD, levando a
destruicdo das células beta do pancreas e inibindo a producéo de insulina.
A dose Unica, administrada via peniana na proporcdo de 35mg para cada
1000g de peso corporal animal, € dissolvida em tampéo citrato 0,01M e
pH 4,5, apds anestesia geral. Apos trés dias € feita a coleta de sangue
caudal em aparelho especifico para verificacdo de nivel de glicemia e
confirmacgéo do estado diabético.

Palavras chave: Diabetes Mellitus Experimental, Estreptozotocina, Ratos.



Abstract

Araujo, T.M.V.. Description of the method of induction of diabetes
mellitus for tests of new drugs and specific proceedings. Aracatuba,
2010, 43 f. Trabalho de Conclusédo de Curso (TCC)- Departamento de
Patologia e Propedéutica Clinica/ Faculdade de Odontologia de Aracatuba/
Unesp.

Diabetes mellitus is one of the commonest diseases found in the
population, reaching 8 % of the world-wide population. With the growing
longevity, obesity and sedentary of the population, the predominance of
diabetes increases constantly. The term diabetes mellitus is characterized
for hyperglycemia, resultant force of defects in the secretion or action of
the insulin that has a critical paper in the regulation of the glucose in the
blood. His deficiency provokes alterations in the metabolism of the
carbohydrates and secundarily the metabolism of the proteins and lipids.
These alterations can lead to the delay of the scarring of the wounds, to
the increase of the predisposition to the infections and incidence of
complications micro and macro-vascular. For the exposed one, preparation
and balance is necessary between cost and benefit for surgical
proceedings in the patient bearers of this pathology. So, completely I
make an effort in order to investigate new technologies that minimize the
harms brought by the disease it is of great importance. Through the
induction of experimental diabetes we can test the action of new
medicines and driving of therapeutic proceedings special for diabetics. The
present work exposes the experimental methodology of induction of
diabetes mellitus and application in mice. It consists of the use of male
mice, Wistar, with 2 months and above 250 grammes fed with solid ration,
except of the period of fast that precedes the administration of
Streptozotocina. This drug causes the reduction in the synthesis of
nicotinamida adenina dinucleotide — NAD, leading to the destruction of the
cells metal vein of the pancreas and inhibiting the production of insulin.
The only dose, when road was administered penile in the proportion of
35mg for each 1000g of physical animal weight, citrate is dissolved in
tampon 0,01M and pH 4,5, after general anesthesia. After three days the
collection of blood torrent is done in appliance special for checking of level
of glucose and confirmation of the diabetic state.

Keywords: Diabetes Mellitus Experimental, Streptozotocina, Rats.
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1 Introducéo

Diabetes melitus (DM) ¢é uma doenca multi-sistémica com
conseqiiéncias bioquimicas e anatbmicas. E uma doenca cronica
relacionada ao metabolismo de carboidrato, gordura e proteina, causada
pela falta de insulina. *'**

Tém como caracteristica a secrecdo deficiente ou ausente deste
hormadénio, ou ainda por acado deficiente de seus receptores bem como pela
falta de enzimas envolvidas nesse processo da entrada de insulina na
célula. 2?3 O aumento de aclcar no sangue, ou a hiperglicemia, € um
efeito comum no diabetes que, com o tempo leva a sérios danos ao
organismo do individuo, especialmente nervos e veias. >

O termo diabetes foi nomeado por volta do ano 70, na Grécia
Antiga, quando o médico Areteu da Capaddcia descreveu a doenca pela
primeira vez. Posteriormente, em 1670 o médico inglés Thomas Willis
provou a urina de individuos que apresentavam sintomas semelhantes e
descobriu que era muito doce. A doenca, portanto foi batizada de diabetes
acucarada ou diabetes mellitus, palavra de origem latina que quer dizer
mel ou adocicado. 3

Na diabetes tipo 1, ou diabetes dependente de insulina, a insulina é
funcionalmente ausente devido a destruicdo das células beta do pancreas.
No diabetes tipo 2, também chamado de diabetes do adulto ou diabetes
nao dependente de insulina, o organismo ndo responde a sua proépria
insulina, sendo assim resistente a ela. A diabetes mellitus tipo 2 possui
um fator hereditario maior que o tipo 1 e além disso h4 uma grande
relacdo com sedentarismo e obesidade. *

A diabetes mellitus tipo 1, manifesta seu inicio em criancas de 4
anos de idade, com o pico de incidéncia de inicio da doenca aos 11 a 13
anos, coincidindo com o comec¢o da adolescéncia e puberdade. Também
existe uma incidéncia significante em pessoas no final da terceira década
de vida e comec¢o da quarta década, quando a doenca tende a se

apresentar de maneira mais branda. °
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Em ambos os tipos de diabetes mellitus, ocorre alteracdo do
metabolismo de todos os principais alimentos. O efeito basico da auséncia
de insulina ou da resisténcia ao hormonio, sobre o metabolismo da glicose
consiste em impedir sua captacdo e utilizacdo eficientes pela maioria das
células do corpo.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2006
existiam cerca de 171 milhSes de diabéticos, e este indice tende a
aumentar com o passar dos anos. Estima-se que em 2025, o numero de
doentes deve chegar a 300 milhdes de pessoas portadoras da doenca. °

A diabetes mellitus ocorre em todo o mundo, sendo mais comum o
tipo 2 nos paises desenvolvidos. O maior aumento atualmente é esperado
na Asia e na Africa. O aumento do indice de diabetes em paises em
desenvolvimento segue a tendéncia de urbanizagdo e mudancas de estilos
de vida. °

Em 2007, estima-se que a doencga tenha causado 3,8 milhdes de
mortes em todo o mundo - cerca de 6% do total da mortalidade mundial,
quase o0 mesmo que a Aids e a malaria combinadas. As perdas por morte
ou por deficiéncia provocadas pela doenca chegam a 25 milhdes de anos
de vida por ano, segundo a OMS, e a 23 milh6es de anos de vida por ano,
respectivamente, segundo a Federacdo Internacional de Diabetes. Ou
seja, deixam de ser vividos ou vividos adequadamente, em funcdo da
morte ou das deficiéncias provocadas pelo diabetes, cerca de 48 milhdes
de anos de vida. >°

Infelizmente, o maior problema do diabetes é o diagnodstico tardio
ou o diagnostico mal realizado. O impacto € maior ainda, porque, embora
as pessoas possam viver com a doenca, a causa da morte ¢é
frequentemente registrada como doencas de coracéo ou falha renal.

Nos paises mais pobres, pessoas com a doenca e seus familiares
gastam o que podem com tratamento médico. Na Iindia, por exemplo, as
pessoas mais pobres portadoras da doenca gastam em meédia 25% de sua

renda familiar com tratamento. Em paises da América Latina e do Caribe,
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as familias pagam de seus proprios bolsos 40% a 60% dos custos com
tratamentos - metade deles somente com medicamentos para manter
regulados os niveis de acutcar no sangue. °

O numero de internagcbes por DM registrado no Sistema de
Informacao Hospitalar (SIH/SUS) é elevado, tendo sido gastos mais de 39
milhdes de reais com hospitalizacdes no SUS em 2000. Esses custos estao
relacionados a alta taxa de permanéncia hospitalar do diabético e também
a severidade das complicacbes que, muitas vezes, demandam
procedimentos de elevada complexidade. "°

Além dos problemas econémicos decorrentes da doenca, é
importante considerar sua influéncia negativa durante as praticas
cirargicas, inclusive durante procedimentos odontoldgicos. O paciente com
diabetes apresenta muitas alteracfes sistémicas que diminuem a
capacidade imunolégica e a resposta inflamatéria, aumentando a
susceptibilidade as infec¢des, dificuldade de coagulacdo sanguinea, o que
retarda a cicatrizagdo das feridas e aumenta o risco de doencas
periodontais. &°

Algumas alteracbes bucais sao visiveis na pratica odontoldgica
sendo, portanto, de extrema importancia que o cirurgido dentista esteja
atento a elas, atuando como um instrumento de diagnostico e
encaminhamento do paciente para o profissional da area adequado.

Embora tenham ocorrido muitos avancos terapéuticos, infelizmente
o diabetes ainda é uma das principais causas de incapacitacdo fisica para
o trabalho, ja que torna o portador mais susceptivel a cegueira,
nefropatia, e com riscos de amputacfes de membros, aterosclerose e
doenca cardiovascular. *'%°

O presente trabalho visa expor a importancia de se realizarem
metodologias como processos de pesquisa, a fim de conhecer melhor os
mecanismos fisiopatolégicos da doenca e suas complicacdes, a procura de
um tratamento capaz de contribuir com a diminuicdo dos danos e

sintomas no organismo do portador. Para esse fim, se prop0e a utilizagao
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de substancias quimicas diabetogénicas como modelo experimental, o que

contribui significamente para a compreenséo da doenca.
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2 Revisao de Literatura

2.1 Drogas diabetogénicas

Algumas drogas tém sido utilizadas em modelos experimentais a fim
de induzir quimicamente diabetes. A utilizacdo dessas substancias permite
estudos detalhados de eventos bioquimicos, hormonais e morfolégicos
durante e apds a inducdo do diabetes, além de permitir o teste de
eventuais fatores de protecao contra a lesdo da célula Beta, e com isso a
possibilidade de descobrirem novas terapias. *°

As drogas mais utilizadas para esse fim sdo a Estreptozotocina
(STZ) e a Aloxana. A STZ é uma substancia derivada do fungo
Streptomyces acromagenes, com acao anti-tumoral, antimicrobiana e
altamente diabetogénica. *°

Nos tempos atuais, o uso da STZ como agente indutor de destruicédo
de células betas pancreaticas é muito vasto, em virtude principalmente de
sua persisténcia fisiopatolégica do quadro diabético produzido dentro de
uma determinada espécie. *°

A administracdo de STZ em ratos adultos produz diabetes severo
que muitas vezes necessita de administracdo de insulina quando os ratos
precisam viver por um periodo maior.

A aplicacdo de STZ feita em meio acido e baixa temperatura é mais
eficaz, sendo justificada pelo fato desta ser um composto instavel em
temperaturas ambientais e em pH neutro. Possui baixa instabilidade nos
liquidos e curta meia vida, estimada em apenas 5 minutos em
camundongos e por esta razao, a injecao intravenosa parece ser a melhor
via de administracdo, embora se utilize também a via intraperitonial. *°

O mecanismo pelo qual a STZ lesa a células beta ainda ndo esta tao
claro, porém existem algumas hipdteses de seu mecanismo de agcdo como
a geracdo de espécies ativas de oxigénio e/ou inibicdo de enzimas de
defesa contra espécies ativas de oxigénio e uma ac¢ao alquilante direta da

droga.'%!®
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As quebras de DNA, a geracdo de radicais livres, a ativacdo da
enzima poli(ADP-ribose)polimerase, e a deplecdo do NAD das células
betas sdo alguns das hipOteses quando a destruicdo das ilhotas
pancreaticas. A literatura sugere também que altera¢cdes no metabolismo
do acido araquiddnico, da producdo de endotelinas e aumento do Oxido
nitrico parecem estar envolvidos no mecanismo de a¢do da droga. *°

A estreptozotocina parece induzir a quebra do DNA nuclear, ativando
a enzima poliadenosina-difosforibose-sintetase. Essa enzima utiliza NAD
como substrato, diminuindo seu nivel intracelular. Com a queda dos niveis
de NAD, ha uma deplecdo acentuada da respiracdo celular e como a
producdo de ATP por fosforilagdo oxidativa, se da aclopada a cadeia
respiratdria, diminui o ATP intracelular. Com essa menor quantidade de
energia, a biossintese de proteinas é paralisada e ha perda do balanco
ibnico normal das células beta. Portanto, a droga diminui o nivel de
utilizacdo de NAD pela célula, diminuindo a energia disponivel para a
utilizacdo e consequentemente a deflagracéo da producéo de insulina. *°

A administracdo de STZ produz flutuacbes trifasicas do nivel de
glicose sanguinea. Em ratos, a hiperglicemia inicial atinge no maximo
cerca de duas horas apo6s a injecao da droga, e é seguida de hipoglicemia
acentuada com niveis glicémicos minimos cerca de 10 horas apo6s a
injecdo. A terceira fase é representada pela hiperglicemia permanente. *°

Muitas das alteracfes que surgem apos o tratamento com a STZ sao
certamente decorrentes da lesdo toxica da STZ sobre as células betas,
porém ndo estdo primariamente envolvidos no mecanismo da sua
toxicidade. Tendo isso como base é possivel pensar que a lesdo da célula
beta envolve conjuntos de fatores cuja importancia individual depende da
dose da droga, das condicdes de exposicdo a STZ e também da
susceptibilidade do organismo, determinada por variaveis como espécie e
idade. %'

As doses diabetogénicas variam entre as espécies; uma mesma
dose pode ser toxica e causar um indice de mortalidade alto em uma

espécie, e ser pouco diabetogénica em outra. Em caes, a sensibilidade é
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maxima com uma dose de 50mg/kg de peso corporal, enquanto que com
a mesma dose é minima em camundongos. Em cobaias, a STZ possui
acao diabetogénica efetiva, enquanto que a aloxana quase nao produz
efeito. *°

Raramente sdo observadas recuperacfes espontaneas do quadro
diabético em ratos, com doses de 35mg/kg de peso corporal. Entretanto,
relata-se reversao do quadro diabético em ratos com doses de STZ entre
30 e 40mg/kg de peso, com retorno a condicdo de normoglicemia em 10
dias e da secrecdo de insulina em resposta a glicose em trés meses. *°

Os principais efeitos do diabetes quimicamente induzido por STZ
abrangem um aumento progressivo da glicosuria e do volume urinario na
primeira semana apoOs a inducdo. Mais tarde o peso dos animais que
foram induzidos tende a diminuir ou estabiliza, enquanto os animais
controles da mesma idade e peso inicial apresentam um aumento
ponderal progressivo. A lipemia esta presente, mas a cetindria é rara,
sendo observada em ratos, apenas com doses de 100mg/kg de peso
corporal. *°

A droga Aloxana (2,4,5,6,-tetraoxypyrimida; 5-6-
Dioxyuracila/monohidratada), derivada do acido drico, desempenha um
efeito citotoxico preferencial nas células beta das Illhotas de Langerhans
do pancreas. *? Existem algumas contestacdes sobre o local de acdo da
droga na célula que podem ser a membrana celular, mitocéndrias ou o
nucleo das células.

A maioria dos autores acredita que seja o nucleo da célula beta o
alvo principal de agcdo da droga. O mecanismo de lesdes envolveria a
geracao de espécies ativas de oxigénio no interior da célula. A aloxana, na
sua auto-oxidacdo, origina radicais altamente reativos com anions
superoxidos, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila. A possibilidade
desses radicais estarem envolvidos no efeito diabetogénico de aloxana é
reforcado pelo fato do etanol, metanol, n-propanol, e n-butanol, alcoois de
cadeia curta e varredores desses radicais, protegerem as células beta

contra a acdo dessa droga. **
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A aloxana € uma droga mais antiga que a STZ, e tem pequena acao
oncogénica, mas € menos empregada que esta, devido as dificuldades
mostradas por alguns grupos de pesquisa em induzir o diabetes e manter
os animais em boas condicées. **

No presente trabalho, a estreptozotocina foi a droga de eleicao,
devido as suas caracteristicas como: facil manuseio, aplicacdo, menores
danos ao animal e efetividade comprovada pela literatura. As
caracteristicas da STZ permitem afirmar que este composto quimico é
mais indicado do que a aloxana nos estudos que requerem um quadro
diabético experimental sélido e reproduzivel. *°

Outros mecanismos de producédo de diabetes sdo pouco utilizados ja
que ndo exibem todos os eventos bioquimicos, hormonais e morfol6gicos
que ocorrem durante e apds a inducdo do estado diabetogénico. ** Esses
mecanismos sado por meio de estresse, infecgcbes, toxinas ou
manipulagdes, incluindo a pancreatectomia; lesées no sistema nervoso
central; uso de hormdnios anti-insulinicos; exposicdo a hidrocortisona ou
ACTH e inducdo por virus. *?

A pancreatectomia total ou parcial produz diabetes, cujos aspectos
clinicos e laboratoriais se assemelham ao diabetes quimicamente induzido.
Porém a utilizacdo desses métodos tem sido restrita apenas a animais de
maior porte, além de haver dificuldade por incluir um procedimento
cirtrgico e com todas as suas implicacdes. *?

As lesbes hipotalamicas podem causar obesidade, acompanhada de
DM proporcional ao ganho de peso. Seria necessario um conhecimento
aprofundado em neurofisiologia para executar procedimentos em areas
tdo complexas. Os ratos que passam por esses processos tornam-se
obesos, hiperglicémicos, hipoinsulinémicos e insulino-resistentes. 213

A utilizacdo de hormoénios com acdo oposta a insulina, ainda que
capazes de produzir hiperglicemia, possuem efeitos ainda incertos em
animais. Exercem, principalmente no caso da epinefrina e glucagon, efeito

anti-insulinico, somente se administrados em doses elevadas. 12



19

A exposicao da hidrocortisona ou ACTH leva a eventos bioquimicos,
hormonais e fisiolégicos muito variaveis, o que dificultaria na avaliacdo do
estado diabetogénico. *?

A utilizacdo de modelos virais, principalmente virus RNA, com alta
especificidade, constitui um risco potencial para o experimentador e ainda

ndo ha evidencias que comprovem sua efetividade. *2
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3 Proposicao

O objetivo deste trabalho é:

1- Descrever e documentar a metodologia experimental de inducéo
quimica de diabetes mellitus em ratos com a utilizagdo da droga
estreptozotocina, para que o seu detalhamento sirva como referéncia

para futuras reproducfes em pesquisas.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Selecao dos Animais

Foram utilizados ratos da espécie Rattus norvegicus, Wistar machos,
com 2 meses de idade e peso acima de 300 gramas, procedentes do
biotério do Departamento de Patologia e Propéutica Clinica da Faculdade
de Odontologia de Aracatuba — UNESP.

A escolha desses animais foi baseada em seu facil manuseio;
ocupacao de pequenos espacos € com isso a possibilidade de trabalhar
simultaneamente com varios grupos experimentais; elevada resisténcia a
infeccéo, facilidade de remocéo dos diversos 6rgaos, reducado de custos; e
por apresentarem semelhancas clinicas, laboratoriais e histopatolégicas

com o diabetes humano (Figura 1).

FIGURA 1 - Ratos Wistar machos.
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Os animais passaram por um periodo de adaptacdo de trés dias e
entdo foram enumerados e divididos em gaiolas contendo 4 animais cada.
Neste periodo, foram alimentados com racao soélida e agua ad libitum.

O biotério do Departamento possui temperatura controlada de 22
graus Celcius durante todo o dia, mantida através de equipamentos de ar

condicionado; a iluminacdo ¢é feita tanto artificialmente como a luz

natural; e é realizada frequentemente a limpeza das gaiolas (Figura 2).

FIGURA 2 - Biotério do Departamento de Patologia e Propedéutica Clinica

da Faculdade de Odontologia de Aracatuba- UNESP.

4.2 Distribuicao dos grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos de 24

elementos cada, sendo um grupo diabético e um grupo controle.
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GRUPO | - ratos sadios (controle)

Estes animais foram anestesiados, e submeteram-se apenas a injecao

intrapeniana de soro fisioldgico,

GRUPO Il - ratos diabéticos

Estes animais foram anestesiados, e submeteram-se a injecao

intrapeniana de estreptozotocina conforme o seu peso.

4.3 Inducao do Diabetes Mellitus

Os animais foram privados de alimentacao solida por um periodo de
14 a 16 horas, prévias a administracdo de STZ, e foram mantidos apenas
com agua. Apo6s decorrer este tempo, os animais foram separados e
pesados em balanca comum (Figura 3). Conhecendo o0s pesos dos
animais, seguimos para a proxima etapa que foi a pesagem do

medicamento.

FIGURA 3 - Balanca utilizada para a pesagem dos animais.
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A Estreptozotocina foi pesada em balanca de alta precisdo (Figura 4
e 5). A dose Unica administrada na proporcao de 35 mg para cada 1000g
de peso corporal foi dissolvida em tampao citrato 0,01M e pH 4,5 (Figura
6).

FIGURA 4 - Balanca de Precisdo, utilizada para a pesagem da droga

Estreptozotocina.

FIGURA 5 - Estreptozotocina.
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Férmulas Médicas, Veterindriase

Fone/fax: (18) 36

TA CALLESTIN! FELIPINI
(OZANA BORASCHI
g0 Citrato 0,01 Molar

Rua Tiradentes, 366, esquina com
CNPJ; 01.797.981/0001-02 - IE: 177,

FIGURA 6 - Tampéao Citrato.

Baseado no peso médio dos animais, obteve-se o valor total do peso

do medicamento. Para isso, seguiu-se a seguinte regra de trés:

0,035g (peso do medicamento para um animal) — 1000g

X (peso total do medicamento) - y (soma do peso de todos os animais)

O volume total de solvente foi encontrado, multiplicando o numero
de ratos vezes 0,2 ml de tampao citrato. Todo o medicamento (x) e o
volume total de solvente (tampao citrato) foi homogeinizado, obtendo-se
a solucédo. A fim de néo faltar solucao durante a aplicacdo, consideramos
um numero de animais maior do que o real, jA que observamos que
somando os volumes das solucgbes individuais, obteve-se um numero
maior que a solucéao total, inicialmente prevista.

Para cada animal, sdo necessarios 0,2 ml de solucdo para a
inoculacdo. Para calcular a quantidade da solucdo individual para cada

animal, utilizamos, novamente, uma regra de trés:

P (Peso médio dos animais) — 0,2 ml

p (Peso individual do animal) — S (volume de solucdo individual)
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Dentro dos grupos especificados, os animais foram anestesiados
através da aplicacao de 15 mg/Kg de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-
tiazina (Xilazina), substancia com propriedades sedativas e analgésicas
além de relaxante muscular, e 38,5 mg/kg de Ketamina base a 10%
(Dopaien - Agribands do Brasil Ltda), anestésico geral, via intraperitonial
(Figuras 7, 8 e 9). Os controles receberam apenas administracdao de

tampao citrato pela mesma via.

| mm ........:.-m..«--.mlmpﬂl
40, 0BSERVAGOES * IFORMAGOES TECNICAS, INDICACDES,
{UNTRA INDICACOE'S, PRECAUGOES 000 DE USAR, POSOLOGHK E |
EREACOES » rRULA WMW

FIGURA 7 - Anestésicos
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FIGURA 8 - Tabela com peso corporal e dosagem do anestésico e

miorrelaxante.

FIGURA 9 - Aplicacao do anestésico por via intraperitonial.

ApOs a anestesia geral, os animais foram contidos em decubito
dorsal, para receber a injecdo intravenosa (veia dorsal do pénis) de

estreptozotocina. Com a utilizacdo de seringa de 1 ml e agulha curta fina,
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a droga foi injetada na veia dorsal, ap6s manipular e expor a area de
aplicacdo. A area onde é feita a aplicacdo, apresenta-se mais arroxeada
em comparacdo com o restante do tecido, o que facilita a localizacdo da

veia dorsal peniana (Figuras 10, 11 e 12).

FIGURA 10 - Seringa e agulha.

agulha esta voltado para cima.
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FIGURA 12 - Introducao da agulha por via peniana.

Os animais foram recolocados em suas respectivas gaiolas, e
observados até o final do periodo de analgesia, de aproximadamente 30 a
120 minutos. Ocorrendo sucesso em todas essas etapas descritas, as
gaiolas foram novamente alojadas no biotério, onde permaneceram
durante todo o restante do experimento.

Existe um tipo de gaiola, a chamada gaiola metabdlica que € muito
utilizada em trabalhos com ratos diabéticos. Esta permite determinar o
peso do animal baseado na sua perda urinaria e consumo de alimento;
fornecimento do volume conhecido de agua, quantidade de racao

consumido e quantidade de urina excretada (Figura 13).
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FIGURA 13 - Gaiola Metabdlica.
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4.4 Confirmacao do estado diabetogénico

A verificagdo da glicemia foi realizada 48 horas ap6s a inducdo da
diabetes, sendo que animais que nao apresentaram valores iguais ou
superiores a 300 miligramas por decilitro de sangue foram descartados.

A cada trés dias foi feito o teste de glicemia em todos os animais
para confirmacéo da permanéncia do diabetes e finalmente, verificagdo do
diabetes no dia do sacrificio, para avaliar se houve qualquer processo de
reversdo do diabetes. As verificagbes foram feitas retirando sangue da
veia caudal, sendo colocada uma gota sobre as fitas reagentes da marca
Accu-Chek Performa, e a leitura foi feita no aparelho. Com o auxilio de
uma tesoura esterilizada, é feito um corte longitudinal na ponta da cauda
do animal, apdés o conter adequadamente, e coloca-se a gota de sangue
sobre a fita reagente. Em segundos, temos o valor da taxa de glicemia no
sangue, constatando-se o estado diabetogénico do animal (Figuras 14, 15

e 16).
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FIGURA 14 - Aparelho ACCU-CHEK Performa e suas fitas reagentes,

utilizado para verificar a taxa de glicemia no sangue dos animais.

FIGURA 15 - A ponta da cauda dos animais € cortada para a retirada de

sangue.

FIGURA 16 - Confirmacdo do estado diabetogénico com a utilizacdo de

fitas reagentes e aparelho medidor de glicemia sanguinea.
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O peso dos animais também foi constantemente monitorado,
através de balanca comum. A balanca é zerada, e o0 animal € contido em
dentro do vasilhame, e o conjunto € entdo colocado sobre a balanca,
evidenciando o seu peso corpdreo. Estes procedimentos se repetem a
cada intervalo de dois dias.

No decorrer do experimento, notou-se que os sintomas foram bem
evidentes, com aumento do volume urinario e fecal, irritabilidade,

polidpsia e polifagia (Figura 17).

FIGURA 17 - Gaiola dos ratos diabéticos. Observe a sujidade que se

encontra a gaiola.



34

5 Discussao

O presente trabalho foi idealizado com o objetivo de realizar um
modelo experimental, utilizando a inducdo quimica de diabetes, a fim de
compreender melhor a fisiopatologia da doenca. Foram muitas as
alteracdes gue ocorreram nos animais, sendo perceptiveis sintomas como
poliuria, stress, polifagia etc, nos ratos.

O diabetes mellitus é uma desordem crbénica que afeta o
metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas, devido a uma
deficiéncia relativa ou absoluta de insulina, ocorrendo como consequéncias
da doenca hiperglicemia em jejum, glicosuria e elevada susceptibilidade
ao desenvolvimento de aterosclerose, microangiopatia, nefropatia e
neuropatia. *

O termo “diabetes” (do grego, igual a sifao) foi introduzido por
Heataeus, médico romano, no primeiro século A.C., quando notou a
presenca de acucar na urina. Tempos depois, em 1875, Bouchardat
reconheceu que, clinicamente existiam duas formas de diabetes no
homem, uma caracterizada pela obesidade e outra ocorrendo em pessoas
jovens. Em 1889, Mering & Minkowsk mostraram que a pancreatectomia
podia produzir diabetes no cdo. **°

No ano de 1869 o cientista Langerhans descobriu as ilhotas
pancreaticas, que mais tarde serviria como parametro para as pesquisas
de insulina. ***°°

A conquista subsequente foi o isolamento da insulina, em 1921 por
Banting & Best. Ainda na década de 20, foi introduzido o teste de
tolerancia a glicose. ** Em 1922, foi aplicada a primeira dose de insulina
com finalidade terapéutica, ja que o cientista Banting obteve diversos
conhecimentos e descobertas sobre a terapia da doenca. *°°

Na década de 30, a retinopatia e nefropatia diabética foram
reconhecidas como complicacées especificas do diabetes. ** Entre 1950 e
1960, o interesse voltou-se para a area do tratamento e prevencado das

complicacdes da doenca. * Nos anos 60, importantes aquisicdes foram
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feitas ao processo de sintese de insulina e a descoberta dos efeitos
metabdlicos do glucagon e outros horménios. ®*

Nos anos 70, a insulina purificada foi extraida de animais. Em 1979,
o “National Diabetes Data Group” sugeriu critérios de classificacao e
diagnostico, os quais foram subsequentemente adotados pela OMS,
através do seu comité especializado em diabetes. ** Na década seguinte,
chegou-se a conclusdo que o diabetes é fator de risco isolado para
enfartes e derrames. *°

Atualmente, os esfor¢cos continuam inimeros a fim de desvendar,
ainda mais, os mistérios da doenca. Os cientistas buscam medicamentos
mais potentes e eficazes; sao realizadas cirurgias, como o transplante de
pancreas, entre outras terapéuticas, visando mudar positivamente a vida
dos portadores.

A hiperglicemia é resultado da deficiéncia insulinica, em presenca
excessiva, mesmo que relativa ou absoluta de hormoénio glucagon. A
privacdo de insulina leva a desenvolver a cetose, sendo provocada por
uma modificacdo pancreatica que se apresenta através de uma acao
hormonal menor em nivel periférico, ou deplecédo da secrecdo de insulina.®

A insulina € um hormoénio que propicia a utilizacdo periférica da
glicose no tecido muscular e adiposo, inibe a glicogendlise e a
neoglicogénese hepéatica e aumenta a sintese de proteinas e lipidios.
Quando ocorre uma atuacdo deficiente desse horménio, ha diminuicdo da
utilizacdo de glicose pelos tecidos insulino-dependentes e aumenta o ritmo
de producdo enddgena, o que acarreta a elevacdo dos niveis sanguineos
de acucar. *

O emagrecimento causado pela doenca é proporcional a falha da
insulina presente no organismo, e se deve ao estado catabdlico em
conjunto com as perdas hedroetroliticas. *°

O DM causa inumeros sinais e sintomas locais e sistémicos:
hiperglicemia, polidipsia, poliaria, polifagia, emagrecimento, fregiente
prurido genital, as vezes cetose e repercussdes no metabolismo glicidico,

lipidico, protéico e hidromineral. Com o passar do tempo, podem ocorrer
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lesbes na circulacdo que levam ao comprometimento dos rins, olhos,
nervos, musculos, peles, o0ssos, placenta, pulmdes entre outros,
provocando neles danos funcionais endoteliais, espessamento da
membrana basal, aumento da viscosidade e adesividade plaquetaria,
agregacao eritroplaquetéria, obliteragcdo e microtrombose. 1.6

Existem algumas teorias sobre a etiopatogenia da doenca. A DM tipo
1 é uma disfuncdo catabdlica, e a circulagdo da insulina é insuficiente, o
glucagon no plasma é elevado, e as células beta pancreaticas nao
respondem a todos os estimulos secretérios de insulina. Os pacientes que
apresentam a DM necessitam de insulina exdgena para reverter 0s
sintomas. >*°

Uma segunda teoria € que a DM tipo 1 é uma doenca auto-imune. O
pancreas se apresenta com infiltracdo linfocitica e morte das células que
secretam insulina nas ilhotas de Langerhans, provocando falha na
secrecdo de insulina. Os portadores da doenca possuem células
circulantes de anticorpos das ilhotas, e grande parte também apresentam
anticorpos de insulina detectaveis antes de receberem terapia com
insulina. A maioria dos anticorpos das células das ilhotas sdo mobilizadas
contra a descarboxilase do acido glutamico dentro das células
pancreéticas beta. *>°

Outra teoria proposta a etiologia da DM tipo 1, é que ela é resultado
de uma lesdo as células beta pancredaticas por um agente ambiental
infeccioso. Este ativa o sistema imunoldégico num individuo que ja é
suscetivel a desenvolver uma resposta auto-imune contra os antigenos de
células beta pancreaticas ou as moléculas nas células beta que se
parecem com uma proteina viral. >°

Atualmente, a auto-imunidade é proposta e considerada o principal
fator na fisiopatologia da DM tipo 1. A prevaléncia é mais elevada em
portadores de outras doencas auto-imunes, tais como doenca de Graves,
tiroidite de Hashimoto e doenca de Addison. °

A auséncia de insulina induz o aumento do catabolismo protéico, ja

que o0 organismo nédo consegue absorver toda a glicose que entra no
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organismo, causando perda de peso e atrofia muscular, bem como a
ativacdo do hormoénio lipase-sensivel que leva a uma atividade lipolitica
alterada causando diminuicdo de peso corpdreo mesmo nos animais mais
obesos.

O metabolismo lipidico anormal no figado faz com que os acidos
graxos sejam convertidos em acetilcoenzima A, ao invés de serem
incorporados aos trigricerideos. O ACoA acumula-se no figado e é
convertido em acetoacetilCoA que é transformado em acido acetoacético
causando a cetoacidose metabdlica caracteristica da doenca.

A cetonemia em conjunto com a hiperglicemia ja instalada, estimula
os receptores na zona “trigger” no hipotalamo causando nausea, vomito e
possivel anorexia. O estado de anorexia causa desidratacdo baixando a
taxa de filtracdo glomerular acumulando glicose e cetonas. A azotemia
pré-renal leva a faléncia renal seguida de choque e morte. *°

No modelo experimental, optou-se pelo rato Wistar, considerando
sua facil obtencdo, manuseio, elevada resisténcia a infeccdo e
principalmente pelas caracteristicas positivas apresentadas durante a
instalacdo do diabetes. Além desses fatos, por apresentarem semelhancas
clinicas, laboratoriais e histopatologicas com diabetes humano.

A separacdo dos animais em grupos experimentais possibilitou
analisar comparativamente o desenvolvimento da doenca nos animais.

A deficiéncia de insulina determina no organismo, o aparecimento da
sindrome do diabetes mellitus, um estado patolégico marcado pela
hiperglicemia, polidpsia, politria e polifagia. °

As complicagbes metabdlicas observadas no organismo com
deficiéncia de insulina traduzem basicamente, o elevado grau de
dependéncia dos diversos 6rgaos ao hormonio.

Optou-se pela utilizacdo da Estreptozotocina, devido as suas
caracteristicas apresentadas serem semelhantes as encontradas em
humanos, facil utilizacdo, destruicdo das células beta pancreaticas

comprovada por trabalhos na literatura e rapido principio de acéao.
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Foram inumeras as tentativas de buscar na literatura trabalhos
anteriores que detalhassem de forma clara, simples e completa os
procedimentos executados na inducdo do diabetes. A maioria se
apresentava de forma resumida, ou mais como um relato do que como
uma exposicdo da técnica, e ndo apresentaram imagens que facilitassem a
visualizacdo dos procedimentos passo a passo. Portanto, inicialmente
tinhamos um conhecimento muito limitado, e por si s6 ndo poderiamos
iniciar o trabalho.

Diante dessas dificuldades, foi muito importante o contato que
tivemos com a Prof2. Ass. Dr2. Alessandra Marcondes Aranega, o qual ja
tinha trabalhado com a inducdo de diabetes em sua Tese, em tempos
passados. A sua orientacdo, durante a pesquisa, foi de extrema
importancia em todas as etapas da realizacdo desta metodologia.

Entendemos, portanto, a suma importancia da execugao e
documentacdo detalhada do método de inducdo de diabetes mellitus neste
trabalho. Com esta descricdo, podem ser realizadas novas pesquisas
tendo como base esta metodologia, a fim de obter novas informacdes

referentes a doenca.
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6 Conclusao

Apbés a reproducdo, documentacdo e detalhamento do modelo
experimental de diabetes com a administracdo de STZ, pudemos concluir
que:

1- O modelo é de féacil reproducdo quando efetuado com

planejamento.

2- A droga eleita para a inducgao foi eficiente, demonstrado clinica e

laboratorialmente, e de facil aplicacao.

3- A manipulacdo dos animais diabéticos requer um cuidado maior

pela elevacdo do nivel de estresse.

4- A manutencdo dos animais como limpeza das gaiolas e

disponibilidade de 4gua e comida deve ser redobrada.
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