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RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM) € uma doenca cronica caracterizada pela elevacéao
da glicemia (hiperglicemia), devido a alteracdes ou auséncia da secre¢cdo ou na acéo
da insulina, a qual é produzida nas células beta do pancreas. A OMS classifica 0 DM
em quatro classes clinicas, sendo: Diabetes Mellitus tipo 1, Diabetes Mellitus tipo 2,
Diabetes Mellitus Gestacional e ainda outros tipos especificos de Diabetes Mellitus;
existindo também a glicemia de jejum alterada e tolerancia a glicose diminuida, as
quais sdo categorizadas como pré-diabetes. O tratamento geral do DM busca a
atenuacdo dos sintomas oriundos da hiperglicemia, como a fadiga, polilria,
emagrecimento, ma cicatrizacdo, problemas sexuais, fome, visdo turva,
formigamento, sede, infec¢cbes vaginais e ainda a prevencdo e ou reducdo das
complica¢cBes agudas e cronicas do diabetes. O tratamento farmacol6gico para o DM
consiste da utilizagdo de insulina, o uso de hipoglicemiantes orais, que podem
diminuir a velocidade com que a glicose é absorvida no intestino, e potencializar a
secrecdo de insulina pelas células beta pancreaticas, bem como elevar a
sensibilidade nos tecidos-alvos a insulina. Antes de se testar farmacos em seres
humanos, estes séo investigados em animais de experimentacao, onde se avalia 0s
potenciais riscos, quanto a sua toxicidade geral, carcinogenicidade, genotoxicidade e
toxicidade reprodutiva; posterior a isso, e apds aprovacdo dos érgaos reguladores,
0s ensaios clinicos (em humanos) se iniciam. Os modelos experimentais para
inducdo do diabetes sao instrumentos relevantes na busca e compreensédo do DM,
0s quais previnem estudos desordenados em seres humanos. Para se ter resultados
de qualidade no método de inducdo de diabetes, € necessario a escolha de um
modelo animal que represente a potogenia, o histérico do DM, e ainda, através da
inducgéo, reproduza o desenvolvimento de complicagdes, oriundas do DM, similares
aos seres humanos. Apesar dos avanc¢os na ciéncia e tecnologia, o DM continua
apresentando altas taxas de prevaléncia, gerando assim, a necessidade de busca
no entendimento de modelos experimentais sobre o Diabetes, para que possamos
aprimorar ao maximo o tratamento clinico em humanos. Portanto, o objetivo macro
deste estudo é realizar uma revisdo bibliografica dos principais métodos
experimentais para indugédo do Diabetes Mellitus. Tendo-se ainda, como objetivos
especificos: revisar o Diabetes Mellitus e os modelos para inducdo desta doenca. A
base de dados utilizada foi o PUBMED, PORTAL CAPES e o SCIELO, optando-se



por artigos originais e revisdes, que fizeram uso de estudos in vivo (modelos
animais), no idioma inglés e portugués. Foram utilizados ainda livros de

Farmacologia basica, clinica e terapéutica.

Palavras-chave: Modelos Experimentais, Inducéo, Diabetes, Métodos e Estudo.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is a chronic disease characterized by elevated glycemia
(hyperglycemia) due to changes or absence of secretion or the action of insulin,
which is produced in beta cells of the pancreas. The WHO classifies DM in four
clinical classes: Diabetes Mellitus type 1, Diabetes Mellitus type 2, Gestational
Diabetes Mellitus and other specific types of Diabetes Mellitus; there is also altered
fasting glucose and impaired glucose tolerance, which are categorized as pre-
diabetes. The general treatment of DM seeks to attenuate the symptoms of
hyperglycemia, such as fatigue, polyuria, weight loss, poor healing, sexual problems,
hunger, blurred vision, tingling, thirst, vaginal infections and the prevention and
reduction of acute complications and chronic diseases of diabetes. Pharmacological
treatment for DM consists of the use of insulin, the use of oral hypoglycemic agents,
which can slow the rate at which glucose is absorbed in the intestine, and potentiate
insulin secretion by pancreatic beta cells, as well as increase tissue sensitivity Insulin
addicts. Before testing for drugs in humans, these are investigated in experimental
animals, where the potential risks are assessed for their general toxicity,
carcinogenicity, genotoxicity and reproductive toxicity; After this, and after approval
by regulatory agencies, clinical trials (in humans) begin. The experimental models for
induction of diabetes are relevant tools in the search and understanding of DM, which
prevent disordered studies in humans. In order to have quality results in the diabetes
induction method, it is necessary to choose an animal model that represents the
pathogeny, the history of the DM, and also, through induction, reproduce the
development of complications, originating from the DM, similar to the human beings.
Despite the advances in science and technology, DM continues to present high
prevalence rates, thus generating a need to seek to understand experimental models
about Diabetes so that we can maximize clinical treatment in humans. Therefore, the
macro objective of this study is to perform a bibliographic review of the main
experimental methods for induction of Diabetes Mellitus. The specific objectives are:
to review Diabetes Mellitus and the models for induction of this disease. The
database used was PUBMED, PORTAL CAPES and SCIELO, opting for original
articles and reviews, which made use of in vivo studies (animal models) in English
and Portuguese. We also used basic pharmacology, clinical and therapeutic books.
Keywords: Experimental Models, Induction, Diabetes, Methods and Study.
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1. INTRODUCAO

A alimentagdo rica em gorduras saturadas, bem como 0 uso excessivo de
carboidratos simples, como acucares, seguido pela ndo pratica de atividade fisica,
desencadeia em resisténcia a insulina, originando diversos transtornos de

metabolismo, como por exemplo, o DM (KIMURA, 2016).

O Diabetes Mellitus (DM) é uma patologia cronica ocasionada quando o pancreas
se torna incapaz de produzir insulina, podendo esta producdo ser insuficiente ou

guando o organismo néo faz o bom uso da insulina (FIOCRUZ, 2015).

Basicamente, existem trés tipos de DM: tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2) e por fim a
Diabetes Gestacional. O DM1 ndo possui causa conhecida, se manifesta de forma
autoimune com anticorpos induzindo a morte das células beta pancreéticas. Sendo
assim os pacientes que possuem tal doenca necessitam de administracédo diaria de
insulina, para manterem a vida. J& o DM2 abrange a grande maioria, provavelmente
sendo o resultado do consumo exagerado de calorias, excesso de peso e/ou da falta
de exercicios fisicos. Por fim, o Diabetes Gestacional € uma doenca temporaria,
caracterizada por altos niveis de glicose no sangue da mae que leva glicose
adicional ao bebé, que pode ganhar peso extra, dificultando o parto, além das
complicacBes induzidas por esta alta de glicemia na mae e no bebé que ocorre
guando os indices glicémicos se tornam aumentados, porém abaixo dos demais
diagnésticos de diabetes (UNA-SUS, 2016).

O DM na maior parte dos casos apresenta sintomas classicos, tais como:
polidria, polidipsia, polifagia e perda de peso involuntaria. Podemos citar ainda
outros sintomas que dao indicios de suspeita clinica da doenca, como: fadiga,
fraqueza, letargia, prurido cutaneo e vulvar, balanopostite, infeccbes de repeticao,
mMA cicatrizacdo, problemas sexuais, visao turva e formigamento. O diagndstico pode
ser feito ainda a partir de algumas complicagbes croénicas como neuropatia,

retinopatia ou doenga cardiovascular aterosclerotica (BRASIL, 2006).

No ano de 2014, estimou-se que 422 milhdes de individuos adultos no mundo
possuiam diabetes, em oposi¢cdo aos 108 milhdes em 1980. A prevaléncia global
desta patologia saltou, desde 1980, de 4,7% para 8,5% da populacdo adulta,

refletindo assim em um crescimento nos fatores de risco relacionados ao ganho de
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peso e/ou obesidade. Na ultima década a prevaléncia do DM teve um acréscimo
maior em paises de baixa e média renda, em relacdo aos paises de renda alta,

ocasionando assim 1,5 milhdes de mortes em 2012 (OMS, 2016).

O diagnostico de brasileiros portadores de DM cresceu 61,8% na ultima década,
transpondo de 5,5% da populacdo no ano de 2006 para 8,9% em 2016. Segundo
uma pesquisa da Vigilancia de Fatores de Risco e Protecéo para Doencas Crbnicas
por Inquérito Telefénico (VIGITEL), ligada ao Ministério da Saude (MS), as mulheres
possuem maior incidéncia desta doenga, com numeros que saltaram de 6,3% da
populacdo em 2006 para 9,9% no ano de 2016, enquanto que no sexo masculino foi
de 4,6% para 7,8% (LABOISSIERE, 2017).

A principal causa de morbimortalidade dos pacientes diabéticos € ocasionada
pela cronificacdo do DM. Cita-se, como a principal causa de morte em pacientes
diabéticos do tipo 2, as doencas cardiovasculares (52%). Os fatores de risco,
passiveis de intervencdo, estdo relacionados ao aumento na implicacdo
cardiovascular destes pacientes, dentre eles a presenca de nefropatia diabética e
Hipertensédo Arterial Sistémica (HAS); revisado por GROSS et al., 1999.

Atualmente, podemos citar varias alternativas terapéuticas para promocado do
controle do DM, dentre as quais podemos destacar os farmacos hipoglicemiantes

orais e as insulinas, com inUmeros arranjos posolégicos (RIBEIRO, 2012).

Os altos custos do diabetes ndo oneram somente o paciente diabético, mas
também os sistemas de saude. A cronicidade e as complica¢des originadas pelo DM
sdo as principais despesas em saude do diabetes. A maioria dos individuos,
portadores do DM2, também chamada de adquirida, recebem diagndésticos tardios,
no momento em que ja manifestam complicacbes. O diagndstico precoce evita 0
desenvolvimento de doencas relacionadas a outros niveis de atencdo a saude,
patologias estas com maior custo (ANNUAL REPORT, 2016).

Embora os principais fatores de custo com o Diabetes sejam nos ambitos
hospitalares e ambulatoriais, um fator relevante € o aumento do custo em relacéo a
prescricdo de insulinas analogas, que sédo cada vez mais prescritas, ainda que
existam poucos indicios de que esta tipologia farmacolégica forneca mais beneficios

em relacdo as insulinas humanas mais baratas (OMS, 2016).
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Os modelos experimentais em animais para estudo do diabetes sdo usados em
larga escala com o intuito de se conhecer mais sobre esta doenga. Tais modelos
auxiliam como base de informacéo para o desenvolvimento de novos tratamentos
em humanos, bem como a criacéo de técnicas modernas de transplante de pancreas
(revisado por KIRSTEN; SESTERHEIM; SAITOVITCH, 2010).

Apesar dos inumeros avancos na ciéncia e tecnologia, o Diabetes Mellitus
continua apresentado altas taxas de prevaléncia, colocando o aprimoramento dos
modelos experimentais em evidéncia como parte importante do desenvolvimento dos
conhecimentos sobre DM. Portanto, o objetivo geral deste estudo é realizar uma
revisao bibliografica dos principais modelos experimentais para inducédo do Diabetes
Mellitus em diferentes espécies animais. Tendo-se ainda, como objetivos
especificos: revisar o Diabetes Mellitus e o tratamento em humanos, e compreender
0s modelos experimentais que sado base para pesquisas de novos medicamentos

para o DM.

2. METODOLOGIA

Realizou-se revisdo bibliografica a respeito dos modelos experimentais para
inducdo do Diabetes Mellitus. A base de dados utilizada foi o PUBMED, PORTAL
CAPES e o SCIELO, optando-se por artigos originais e revisdes, que fizeram uso de
estudos in vivo (modelos animais), no idioma inglés e portugués. Foram utilizados
ainda livros de Farmacologia basica, clinica e terapéutica. As palavras-chave
empregadas para pesquisa e selecdo dos artigos foram: Experimental Model,
Induction, Diabetes, Methods, Study.

3. FISIOLOGIA DA REGULACAO DA GLICEMIA

3.1. Anatomia do Pancreas

O pancreas é um 6rgdo glandular constituido de tecidos exocrinos, que
representam 99% de toda a massa pancreatica (responsavel pela secrecdo de
bicarbonato e enzimas digestivas no Trato Gastrointestinal — TGI), e enddcrinos,
representado pelas ilhas de tecido enddécrino, também chamado de llhotas de
Langerhans (GOLAN; TASHJIAN; ARMSTRONG, 2008). Na parte interior destas

ilhotas, existem diferentes células secretoras de hormoénios (quadro 1), dentre os
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quais podemos citar quatro tipos principais: células 3, responsaveis pela secrecao
de insulina, as células a, secretoras de glucagon, as células & que liberam
somatostatina e gastrina, e as células denominada PP que secretam polipeptidio

pancreatico, com fungéo ainda desconhecida (RANG et al., 2012).

Tabela 1: Células das llhotas de Langerhans, seus produtos e agdes.

Porcentagem
Tiposde  aproximada

i Produtos Acao
Células de massas das ¢
ilhotas
. Promove a glicogendlise e
Células a 20 Glucagon, Proglucagon glicog

a gliconeogénese no figado

Promove captacdo de
glicose, de aminodacidos e
de acidos graxos do sangue
Células B 75 Insulina, Peptideo C, Proinsulina, Amilina  para o interior das células,
onde sdo armazenados na
forma de glicogénio,
proteinas e triglicerideos

Diminui a liberacdo de
insulina e de glucagon
Diminui a motilidade do
Células & 3e5 Somatostatina, Gastrina TGl e a liberacdo de
hormonios
Diminui a secreg¢do de
hormonios do crescimento

Modula o apetite, o
esvaziamento gastrico e a
secregao de glucagon e
insulina

Fonte: Adaptado de Katzung (2012, p. 744) e Golan; Tashjian; Armstrong (2008, p. 494).

Células PP 1 Polipeptideo Pancreatico (PP)

3.2. Regulacédo da Glicemia

7

A glicose é a principal fonte de energia para 0 organismo, em que a
alimentacdo proporciona quantidades extras de combustiveis, e o excesso de
calorias adquiridas é estocado no formato de glicogénio ou gordura. No processo de
jejum, tais reservas devem ser metabolizadas, e o principal horménio capaz de
regular os niveis glicémicos € a insulina (RANG et al., 2012). Ainda que os niveis de
glicemia sejam moderados pela agdo da insulina, outros canais de interface via
horménios, entre 6rgdos, fatores locais, substratos e nervos, merecem atencgao
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012).
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A insulina e o glucagon sdo hormonios que estdo envolvidos no controle do
processo de metabolizagdo dos nutrientes, que vao desde a captacdo, passando
pela utilizagdo, armazenamento e liberagdo dos nutrientes. Mais especificamente, a
insulina propicia a captacdo e o armazenamento de glicose e demais moléculas que
liberam energia. Ja os ditos hormonios contra-reguladores, por exemplo: glucagon,
catecolaminas, glicocorticéides e o horménio do crescimento promovem processos

antagénicos a acdo da insulina, favorecendo assim a liberagdo de nutrientes,
(GOLAN; TASHJIAN; ARMSTRONG, 2008).

No processo de ndo absorcdo de nutrientes, via TGI, a glicemia € mantida
essencialmente pelo figado, com os acidos graxos, supridos pelos adipdcitos.
Durante este processo de abstencéo alimentar, os niveis de glicemia encontram-se
relativamente baixos, diferente dos niveis de glucagon, que estdo em niveis
elevados, favorecendo assim a degradacdo dos estoques de glicogénio
(glicogendlise), bem como formacdo de novos aclcares, através da neoglicogénese
hepatica, promovendo ainda o processo de lipogénese (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMAN, 2012).

Apés a alimentacdo, carboidratos complexos sao degradados em
monossacarideos na luz do TGI, e estes séo transportados por processos ativos e
passivos, via membrana apical das células epiteliais gastrointestinais. A absorcéo
destes nutrientes promove o aumento da glicose no plasma, desencadeando a
liberacdo de incretinas no intestino e secrecdo de insulina. O figado, e demais
tecidos de armazenamento, como o musculo esquelético e o tecido adiposo, sdo os
principais captadores ativos de glicose, captacdo esta, induzida pela insulina
(revisado por GOLAN; TASHJIAN; ARMSTRONG, 2008; BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMAN, 2012).
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A glicose &
5’53 Células 5 do transportada para
1 Gliicose péncreas liberam misculas, gordura e
Etapas para sérica insulina células hepaticas

reduzir a elevada
glicemia

\

= Faixa nonmal da
S0 mgidL \\\‘-h glicose sérica
{70 & 110 mgfdL)

O figado sintetiza
CE_%':' Célu lasl|i!;|m miais glicose
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aumentar a |
glicemia

FIGURA 1: Processo Homeostético de Regulacéo da glicose. Fonte: Pagina da Bristol-Myers Squibb.
Disponivel em: http://unidiabetes.webmeeting.com.br/claci/monografia_diabetes_01.pdf. Acesso em:
29/06/2017.

3.3. Insulina

3.3.1. Biogquimica

A insulina foi a primeira proteina a ter sua sequéncia de aminoacidos
descodificada, realizada pelo instituto Sanger, da Universidade de Cambridge —
Reino Unido, em 1995. Esta proteina consiste de 2 cadeias peptidicas (A e B),
contendo uma delas 21 residuos de aminoéacidos, e a outra 30 (RANG et al., 2012).
A Proinsulina (figura 2) € uma molécula protéica de cadeia longa e simples, que é
processada e armazenada no complexo de golgi das células B, a qual sofre

processo de hidrdlise, sendo clivada em insulina mais peptideo C (KATZUNG, 2012).
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Figura 2: Arranjo estrutural da proinsulina humana
Fonte: Pagina da rede social do Ebah. Disponivel em: http://fec2-107-21-65-169.compute-
1.amazonaws.com/content/ ABAAAfvL4AL/aa-peptideos. Acesso em 29/06/2017.

3.3.2. Regulagao da Secrec¢ao de Insulina pela Célula 8

A regulacao da insulina, estimulada pela presenca de glicose, inicia-se com
este monossacarideo sendo transportado, para o interior das células B pancreéticas,
via transportador facilitador de glicose, denominados GLUT1 nos seres humanos, e
GLUT2 nos roedores. Para que isso ocorra, a célula B tem que estar em seu estado
de repouso. Posterior a isso, a glicose sofre metabolizagéo, pela glicocinase, sendo
convertida em glicose-6-fosfato, elevando os niveis de ATP. Tais niveis elevados
inibem o canal para K* sensivel ao ATP, denominado Katp, ocasionando assim,
despolarizacdo da membrana. Esta despolarizacdo desencadeia a abertura de
canais para Ca?* sensiveis a voltagem, aumento nos niveis de Ca?* no interior da
célula, desencadeando desta forma exocitose das vesiculas de insulina (figura 3)
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012).
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Figura 3: Modelo de controle da liberagdo de insulina da célula B.
Fonte: Pagina da Medicina Geriatrica, Geriatria e Gerontologia. Disponivel em:
http://www.medicinageriatrica.com.br/tag/insulina/. Acesso em 29/06/2017.

3.3.3. Vias de Sinalizagédo da Insulina

Na corrente sanguinea, a insulina, liga-se a um receptor de membrana
especifico, caracterizado como uma proteina heterotetramérica, constituida de duas
subunidades alfa, sitio extracelular de reconhecimento, e duas betas, a qual se
projeta pela membrana. Com a ligacdo da insulina mais especificamente na porcao
da subunidade a deste receptor, ocorrem alteracées conformacionais, promovendo
assim encurtamento das alcas da subunidade B e consequentemente ativacdo da
tirosinacinase, ocasionando assim fosforilacdo da tirosina e substratos especificos,
principalmente proteinas do Substrato do Receptor de Insulina — IRS. Logo apés a
estd fosforilacdo, as moléculas de IRS ligam-se a outros tipos de cinases, em
particular a fosfatidilinositol-3quinase (Pl 3-quinase), regulando assim a localidade e
atividade de algumas cinases, como Akt ou PKC, promovendo translocacdo de
transportadores de glicose, como por exemplo, GLUT 4, desencadeando assim um
aumento na captacdo de glicose, como observado na figura 4 (CARVALHEIRA;
ZECCHIN; SAAD, 2002; KATZUNG, 2012).
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Figura 4: Sinalizag&o da Insulina.
Adaptado de Fonte: Pagina da Medicina Geriatrica, Geriatria e Gerontologia. Disponivel em:
http://www.medicinageriatrica.com.br/tag/glut-4/

A sequéncia de fosforilagbes, desencadeadas no interior da célula, €
caracterizado como 2° mensageiro da insulina. As translocacdes de transportadores
de insulina, mais especificamente o GLUT4 (que é encontrado em tecidos que
possuem resposta direta a insulina, como observado na tabela 2, promovem a
facilitacao do transporte interno de glicose e ainda a sintese e armazenamento de
glicogénio, triglicerideos e proteinas em tecidos-alvos, como o figado, tecido adiposo

e muscular (KATZUNG, 2012).

Tabela 2: Transportadores da Glicose

Transportador Tecidos Fungao
GLUT 1 Todos os tecidos, particularmente  Captacdo basal de glicose; transporte através
os eritrécitos e o cérebro da barreira hematoencefalica
GLUT 2 Células B do pancreas; figado; rins; Regulacdo da liberacdo de insulina, outros
intestino aspectos da homeostasia da glicose
GLUT3 Cérebro, placenta Captagdo em neurdnios, outros tecidos
GLUT 4 Musculo, tecido adiposo Captagao da glicose mediada pela insulina
GLUT5 Intestino, rim Absorgao de frutose

Fonte: Adaptado de Katzung (2012, p. 746).
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3.4. Glucagon

O glucagon é um peptideo, sintetizado pelas células alfa das ilhotas de
Langerhans (encontrado em todos os mamiferos), composto de uma cadeia simples
de 29 aminoacidos. A Glicentina € um dos precursores intermediarios do glucagon, a
qual é composta de 69 aminoacidos (KATZUNG, 2012).

Um dos fatores principais para a secrecao do glucagon € a concentracdo de
aminoacidos no plasma, principalmente a L-arginina. Em conseqiiéncia a isso, uma
alimentacdo abundante em proteinas desencadeia um aumento nos niveis de sua
secrecdo. A secrecao de glucagon é induzida por baixas concentracdes de glicose e
acidos graxos no plasma sanguineo, e coibida por concentracfes altas dos mesmos
(RANG et al., 2012). Temos ainda, como estimulo para secrecdo de glucagon: a
atividade do Sistema Nervoso Simpéatico (SNS), niveis de estresse e atividade fisica.
O figado € o principal local de acdo do glucagon, onde acontece a glicogendlise e
gliconeogénese, e lipdlise no tecido adiposo. Os 6rgdos responsaveis pela
degradacéo do glucagon sao o figado e os rins. O tempo de meia vida do glucagon
gira em torno de 6 minutos, tempo este parecido com o t% da insulina (GOLAN;
TASHJIAN; ARMSTRONG, 2008).

O uso do glucagon se da no tratamento de hipoglicemias graves,
principalmente em pacientes com DM1, proibidos de fazerem o uso seguro de
glicose oral, bem quando nédo se tem disponivel a glicose intravenosa (BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMAN, 2012; KATZUNG, 2012).

3.5. Somatostatina

A somatostatina € um peptideo composto por 14 aminoacidos, produzida em
varios locais, principalmente pelas células & das ilhotas de Langerhans, TGl e
hipotadlamo. A somatostatina exerce alguns efeitos inibitérios, tais como: diminui¢éo
da secrecédo tanto de insulina quanto de glucagon, inibicdo da motilidade do TGl e
blogueio da secrecdo dos horménios: estimulante da tiredide (TSH), do crescimento
e diversos hormonios gastrointestinais. Sendo estimulo para sua liberacédo, niveis
plasmaticos elevados de glicose, aminoacidos e acidos graxos (GOLAN; TASHJIAN;
ARMSTRONG, 2008).
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Um analogo da somatostatina, a Octreotida, € utilizada clinicamente para
alivio de sintomas de diferentes tumores enddcrinos gastroenteropancreéticos
incomuns e para o tratamento de acromegalia — disfuncdo enddcrina causada por
um tumor das células secretoras do horménio da adeno-hipofise (RANG et al.,
2012).

3.6. Polipeptideo Amiloide

O polipeptideo amiléide ou amilina é o componente principal do amiléide
pancreatico. E um peptideo composto por 37 residuos de aminoacidos, e é
armazenado no interior dos granulos secretores das células B, e cossecretado com a
insulina, em resposta a estimulos secretores fisioloégicos, com propor¢do de
secrecdo de 1 molécula de amilina para cada 10 de insulina; sendo ainda secretado
pelos rins. A amilina é encontrada em dois formatos, forma glicosilada (ativa) e ndo
glicosilada (inativa). Fisiologicamente, o efeito da amilina baseia-se no controle da
liberacdo de insulina, atuando como retroalimentador negativo sobre a secrecédo da
insulina. Farmacologicamente, a amilina diminui a secrecéo de glucagon, promove 0
retardo do esvaziamento gastrico e reducdo do apetite (KATZUNG, 2012; RANG et
al., 2012).

4. DIABETES MELLITUS

4.1. Definicdo e Epidemiologia do Diabetes Mellitus

De acordo com Golan (2008, p. 499), no ano 200 d.C., o médico grego
Areteu nomeou de “diabetes” os pacientes que tinham sede inextinguivel e micgéo

excessiva, cuja origem grega € “sifao” ou “que passa através de”; e anos mais tarde,
apos verificarem que a urina destes pacientes era doce, foi adicionado a este nome,

a palavra “mellitus” (do latim “melado, doce”).

O DM é caracterizado como um disturbio metabdlico crénico, com niveis
elevados de glicemia, oriundo da deficiéncia e ou resisténcia de insulina (KATZUNG,
2012). Refere-se ainda como um transtorno metabdlico de origens diversas, com
distirbios no metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas, geralmente
associado a dislipidemia, Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) e disfuncéo endotelial
(BRASIL, 2013).
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O DM néo tratado pode ocasionar, em casos mais severos, disfuncdo e
faléncia de vérios érgaos, como os rins, olhos, nervos, coracdo e vasos sanguineos
(com complicagbes micro e macrovasculares), bem como ainda, complicacdes
neuropaticas. Tal patologia é considerada ainda como causas de cegueiras,
insuficiéncias renais, amputacdes de membros (principalmente membros inferiores).
Tais complicacbes podem ser diferenciadas em agudas (as quais incluem:
hipoglicemia, cetoacidose e coma hiperglicémico) e cronicas (definas por:

retinopatia, nefropatia e neuropatia diabética) (BRASIL, 2013).

Os altos indices de pacientes diabéticos se dao em virtude do crescimento da
populacdo, bem como o envelhecimento desta, em decorréncia ainda da obesidade,
movimento migratorio de urbanizacéo, sedentarismo e o prolongamento de vida dos
pacientes acometidos por esta patologia. Em 2011, as taxas de mortalidade por DM,
a cada cem mil habitantes, eram de 30,1 para a populagdo como um todo, 27,2 para
0 sexo masculino e 32,9 para o sexo feminino, com variacbes de acordo com o
aumento da idade, indo de 0,5 para pessoas de idade entre 0 e 29 anos a 223,8

para pessoas com 60 anos ou mais (SBD, 2014).

No ano de 2010, foram gastos, mundialmente, com o diabetes cerca de
11,6% do total de gastos com a saude; numeros estes semelhantes aos gastos do
Brasil com este tipo de doenca. Os custos voltados para o diabetes chegam a ser de
duas a trés vezes maiores em relacdo aos concedidos a pacientes ndo portadores
deste distarbio (BRASIL, 2013).

No ano de 2013 o Brasil obteve a quarta colocacdo entre os paises com
maiores numeros de pessoas diabéticas, o que representou 11,9 milhdes de casos
diagnosticados em individuos adultos, com faixa etaria de idade entre os 20 e 79
anos (FLOR; CAMPQOS, 2017).

4.2. Fisiopatologia do Diabetes Mellitus

Para a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), a classificacado atual do DM
deve ser embasada em sua etiologia, e ndo na tipologia de tratamento, devendo
assim, ser evitado o uso das nomenclaturas do tipo: “Diabetes Mellitus

insulinodependente” e “Diabetes Mellitus insulinoindependente”. A Organizagao
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Mundial de Saude (OMS), Associacdo Americana de Diabetes (ADA) e a SBD

classificam o diabetes em quatro diferentes classes clinicas, sendo:
v Diabetes Mellitus tipo 1;
v Diabetes Mellitus tipo 2;
v Diabetes Mellitus Gestacional;
v Outros tipos especificos de Diabetes Mellitus.

Existindo ainda a glicemia de jejum alterada e tolerancia a glicose diminuida, as
quais sado categorizadas como pré-diabetes, ndo sendo, portanto classificadas
clinicamente como tipos de diabetes, mas sim como fatores primordiais para o

desenvolvimento de DM e doencas cardiovasculares (SBD, 2014).
Os valores utilizados para diagndstico do DM estédo descritos na tabela 3.

Tabela 3: Valores de glicemia (mg/dl) para diagndstico do Diabetes Mellitus

Categoria Jejum 2 h apés 75 g de Glicose Casual
Glicemia normal <100 <140
Tolera'nc.la a,gllcose 51002 <126
diminuida
Diabetes Mellitus >126 >200 > 200 (com sintomas classicos)

Fonte: SBD (2014, p. 9).

4.2.1. Diabetes Mellitus tipo 1

O DM1 é resultado da destruicdo das células B pancreatica, geralmente
devido a um processo autoimune (denominada tipo 1A autoimune ou tipo 1A),
podendo ser diagnosticada pela dosagem de autoanticorpos circulantes, como por
exemplo: o antidescarboxilase do &cido glutamico (Anti-GAD), Anti-ilhotas e anti-
insulina (SBD, 2014-2015). J4 a forma idiopatica do DM1, também conhecida como
tipo 1B, é qualificada pela inexisténcia tanto de insulite quanto de anticorpos relativo
ao DM auto-imune (GROSS et al., 2012).

Com a destruicdo das células beta, ndo ocorre sintese e nem liberagdo de
insulina, consequentemente os niveis circulantes encontram-se proximos de zero; o
gue desencadeia auséncia de captacédo e armazenamento de glicose, aminoacidos e

lipideos pelos tecidos sensiveis a insulina. Entretanto, a degradacéo de glicogénio e
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a formacédo de novos acucares continuam sem controle no figado, liberando assim
glicose na corrente sanguinea, mesmo com a glicemia elevada. Tal destruicdo
desencadeia ainda a degradacdo de proteinas e liberacdo de aminoé&cidos pelo
tecido muscular; degradacao e liberacdo de triglicerideos, pelo tecido adiposo; e
degradacédo de acidos graxos, pelo figado, para serem usados como substancias
gliconeogénicas e exportacdo de corpos cetdnicos, que poderéo ser utilizados pelo
cérebro como fonte de energia. Altas concentragfes destas cetonas podem causar
esgotamento do bicarbonato sérico, desencadeando uma condicdo de acidose
metabdlica, conhecida como cetoacidose diabética (CAD); patologia esta grave e
relativamente mortal, que exige tratamento imediato (GOLAN; TASHJIAN;
ARMSTRONG, 2008).

3.2.2. Diabetes Mellitus tipo 2

O DM2 é a forma mais comum do diabetes mellitus, representa cerca de 90 a
95% dos casos e é caracterizado por resisténcia dos tecidos a acdo da insulina com

relativa insuficiéncia na secreg¢ao deste hormonio (SBD, 2014).

O DM2 ocorre essencialmente, quando o funcionamento da insulina se torna
insuficiente para que possam ser mantidos os niveis de glicose dentro do normal. O
funcionamento da insulina refere-se ao conjunto de suas concentracdes plasmaticas
(regulada pelas células beta das ilhotas pancreéticas) mais a sensibilizacdo dos
tecidos alvo a insulina (figado, masculo esquelético e tecido adiposo), locais estes
onde a acdo da insulina esta comprometida nos individuos diabéticos tipo 2
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012).

A maior parte dos pacientes DM2 estdo acima do peso ou sofrem de
obesidade, porém a cetoacidose desencadeia-se somente quando associada a
outras patologias, como por exemplo infec¢des. Esta forma do diabetes pode afetar
qualquer faixa etéaria, entretanto, € comum o aparecimento ap6s os 40 anos de idade
(SBD, 2014).

Pacientes DM2 geralmente ndo necessitam de insulina para sua sobrevida,
entretanto, cerca de 30% destes fazem uso da insulinoterapia para manutencdo dos
niveis normais de glicemia. Calcula-se, que aproximadamente 10 a 20% dos

individuos diagnosticados com o DM2 possuam as duas formas desta doenca (tipo 1
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e 2), ou portadores do tipo 1, com progressao gradativa, o qual se denomina
Diabetes Imune Latente do Adulto (DALA), em que se € exigido reposi¢do integral de
insulina (KATZUNG, 2012).

4.2.3. Diabetes Mellitus Gestacional

O diabetes mellitus gestacional (DMG) caracteriza-se como a redugédo da
tolerancia aos carboidratos, em variados niveis de intensidade, o qual é
diagnosticado pela primeira vez durante o periodo de gravidez (GROSS et al., 2012).
Durante o periodo gestacional, cria-se resisténcia a insulina, pela placenta e os
hormdénios placentarios, que se torna mais marcante nos trés meses finais da
gravidez (KATZUNG, 2012).

Podemos descrever as seguintes condi¢cdes de risco para o desenvolvimento
do DMG:

ldade superior a 25 anos de idade

Obesidade ou ganho excessivo de peso na gravidez
Deposicao central excessiva de gordura corporal

Historico familiar de diabetes em parentes de primeiro grau

Baixa estatura (menor que 1,50 m)

Crescimento fetal excessivo, execesso de liquido amniodtico
(poliidramnio)

Hipertensao ou pré-eclampsia na gravidez atual

Antecedentes obstétricos de morte fetal ou neonatal, de
macrossomia ou de diabetes gestacional

Figura 5: Fatores de risco para o Diabetes Mellitus Gestacional. Fonte: Sociedade Brasileira de
Diabetes. Disponivel em
http://www.diabetes.org.br/ebook/component/k2/item/59-tratamento-do-diabetes-gestacional-e-da-
gestante-com-diabetes. Acesso em 97/07/2017

A rastreabilidade desta tipologia de diabetes é feita a partir da primeira
consulta pré-natal, utilizando as medidas de glicemia em jejum como parametro,
objetivando a deteccdo do diabetes pré-existente. Ao se iniciar a 202 semana de
gravidez, devera ser realizada outra afericdo dos niveis sorolégicos de glicose
(através do exame de Teste Oral de Tolerancia a Glicose — TOTG), com o intuito de
detectar o diabetes gestacional (GROSS et al., 2012).
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Pacientes diabéticos gestacionais devem ser reavaliados entre 4 e 6 semanas
apos o parto, classificando-as da seguinte forma: apresentando diabetes mellitus,
glicemia de jejum alterada, tolerdncia a glicose diminuida ou normoglicemia. Na
maior parte dos casos de DMG consegue-se reverter esta disfuncao, entretanto, o
risco de desenvolvimento de DM2, dentro de cinco a 16 anos ap0s o parto, varia de
10 a 63% de chance (SBD, 2014).

O diabetes gestacional pode levar a complicagdes graves, uma vez que seus
efeitos se iniciam na fertilizacdo e implantacdo, afetando ainda a organogénese.
Esse fato faz aumentar o risco de aborto precoce, deformacfes congénitas graves e
retardo no crescimento fetal, sobretudo em situacdes em que o tratamento seja feito
de maneira inadequada. Além das complicacdes no concepto, outras manifestacdes
maternas também sdo relevantes, como a retinopatia, neuropatia, nefropatia e
vasculopatia (SBD, 2014).

4.2.4. Outros tipos especificos do Diabetes Mellitus

A designacdo de outros tipos especificos de DM refere-se aos formatos
menos comuns de elevacao da glicemia. Novas categorias vém sendo adicionadas a
este grupo especifico de diabetes, os quais podemos incluir: genes defeituosos das
células beta do pancreas e da acao da insulina, doencas prejudiciais ao pancreas,
desenvolvimento de diabetes devido a outras alteragbes enddcrinas, terapia
farmacoldgica e demais alteracdes descritas na tabela 4 (SBD, 2014; GROSS et al.,
2012).

Tabela 4: Outros Tipos Especificos de Diabetes Mellitus

Defeitos genéticos na fungéo das Induzido por medicamentos ou agentes

células Beta guimicos

MODY 1 (defeitos no gene HNF4A) Determinadas toxinas

MODY 2 (defeitos no gene GCK) Pentamidina

MODY 3 (defeitos no gene HNF1A) Acido nicotinico

MODY 4 (defeitos no gene IPF1) Glicocorticoides

MODY 5 (defeitos no gene HNF1B) Horménio tireoidiano

MODY 6 (defeitos no gene NEUROD1) Diazéxido

Diabetes Neonatal Transitorio Agonistas beta-adrenérgicos

Diabetes Neonatal Permanente Tiazidicos

DM mitocondrial Interferon

Outros Outros

Defeitos genéticos na acdo da InfeccBes
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insulina

Resisténcia a insulina do tipo A

Rubéola congénita

Leprechaunismo

Citomegalovirus

Sindrome de Rabson-Mendenhall

Outros

DM lipoatrofico

Formas incomuns de DM autoimune

Outros

Sindrome de Stiff-Man

Doencas do pancreas exocrino

Anticorpos antirreceptores de insulina

Pancreatite

Outros

Pancreatectomia ou trauma

Outras sindromes genéticas por vezes
associadas a DM

Neoplasia

Sindrome de Down

Fibrose cistica

Sindrome de Klinefelter

Pancreatopatia fibrocalculosa

Sindrome de Turner

Outros

Sindrome de Wolfram

Endocrinopatias

Ataxia de Friedreich

Acromegalia

Coreia de Huntington

Sindrome de Cushing

Sindrome de Laurence-Moon-Bied|

Endocrinopatias

Distrofia miotbnica

Glucagonoma

Sindrome de Prader-Willi

Feocromocitoma

Outros

Somatostinoma

Aldosteronoma

Outros

Fonte: SBD (2014, p. 6).

4.5. Tratamento do Diabetes Mellitus

O intuito em se tratar o DM esta diretamente relacionado com a atenuacgao
dos sintomas oriundos da hiperglicemia, como a fadiga, poliuria e etc, bem como a
prevencdo e ou reducdo das complicacdes agudas e cronicas do diabetes. Para
isso, € necessario que o paciente diabético tenha participacdo ativa no cuidado do
DM (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012).

A terapéutica do DM possui intervencfes cruciais para a melhora dos
resultados na qualidade de vida dos pacientes diagnosticados com tal patologia,
dentre elas podemos destacar: controle da glicemia sanguinea, através de dieta
alimentar balanceada, pratica de atividades fisicas, administracédo de medicamentos,
controle da pressao arterial e dos niveis lipidicos na corrente sanguinea, objetivando
a reducdo de riscos cardiovasculares e o aparecimento de outras complicacdes
ocasionadas pelo DM (ANNUAL REPORT, 2016).
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No DM1 tem-se como plano terapéutico o controle dos niveis glicémicos e a
prevencao ativa da cronificagdo das complicacbes decorrentes desta patologia. Para
tanto, a estratégia de tratamento do DM1 ndo podera ser somente veiculada ao
tratamento farmacoldgico, mas também em critérios que alterem o estilo de vida,
com melhorias nutricionais e pratica de atividades fisicas. Vale ressaltar ainda que a
insulina é necessaria no tratamento deste tipo de diabetes, e seu uso devera ser
iniciado assim que constatado o diagnostico. Atualmente existem diversos tipos de
insulinas, dentre elas estdo: Insulina de acéo intermediaria/longa (isé6fana ou NPH),
de acado rapida (regular), e ainda as analogas: de acado rapida (asparte, lispro e
glulisina), acdo longa (detemir e glargina) e ainda associagdes entre estas,
denominadas pré-misturas (BRASIL, 2013).

O tratamento farmacolégico para o DM abrange medicamentos
disponibilizados por via oral que diminuem a velocidade com que a glicose é
absorvida no intestino, farmacos que potencializam a secrecdo de insulina pelas
células beta pancreéticas, bem como agentes que elevam a sensibilidade nos
tecidos-alvos a insulina (GOLAN; TASHJIAN; ARMSTRONG, 2008).

A tabela 5 evidencia as classes de medicamentos utilizados no tratamento do

diabetes:
Tabela 5: Agentes utilizados no tratamento do DM
Biguanidas Diminui producdo hepdtica de glicose
Inibidores da a-glicosidase Diminui absorcdo Gastro Intestinal de glicose
2 Inibidores da dipeptidil peptidase-4 Aumenta a¢do do GLP-1 enddgeno
© Secretagogos da insulina - Sulfonilureias Aumenta secregao de insulina
§ Secretagogos da insulina - Ndo Aumenta secregao de insulina
S Sulfonilureias
< Tiazolidinedionas Diminui resisténcia a insulina
Aumenta utilizacao da glicose
Sequiestradores de Ac. Biliares Ligagdo aos acidos biliares
" Insulina Aumenta uso da glicose
'g Diminui producdo hepatica de glicose
= Diminui outras a¢Ges anabdlicas
fh; Agonistas do GLP-1 Aumenta insulina
% Diminui glucagon, esvaziamento gastrico lento,
*g saciedade
go Agonistas da amilina Esvaziamento gastrico lento

Diminui glucagon
Fonte: Adaptado de Brunton; Chabner; Knollman (2012, p. 1268-1269).
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5. Estudos Preé-Clinicos

Antes dos farmacos serem testados em seres humanos, eles sé&o
investigados em espécies animais de experimentacao, avaliando minuciosamente o0s
potenciais riscos, quanto a sua toxicidade geral, carcinogenicidade, genotoxicidade e
toxicidade reprodutiva; posterior a isso, e apdés aprovacao dos 6rgaos reguladores,
0s ensaios clinicos se iniciam (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012).

Os testes pré-clinicos de toxicidade podem ser descritos da seguinte forma,

conforme tabela 6:

Tabela 6: Testes de seguranga

Toxicidade aguda Determina a dose aguda que é letal em
— aproximadamente 50% dos animais.
Geralmente usa-se 2 espécies e 2 vias

Toxicidade subaguda ou Determinar efeitos bioquimicos e fisioldgicos.
cronica Trés doses e 2 espécies

Toxicidade cronica Determinar os mesmos pontos de desfecho
que os testes de toxicidade subaguda. Utiliza-
se 1 espécie de roedor e pelo menos 1 ndo
roedor por = 6 meses

Efeito sobre o Estuda efeitos dos testes sobre o
desempenho produtivo comportamento de acasalamento do animal,
reproducgado, defeitos congénitos e etc. Duas

espécies, geralmente roedor e coelhos

Potencial carcinogénico Utilizado quando se pretende utilizar o
«—  » farmaco por periodos longos. Determinar
anatomia patoldgica. Dois anos e 2 espécies

Potencial mutagénico Teste sobre estabilidade genética e mutagbes
«—» em bactérias ou cultura de células em
mamiferos

Fonte: Adaptado de Katzung (2012, p. 71).

6. Estudos Clinicos
Os objetivos dos ensaios clinicos em humanos estdo relacionados com as
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas de um possivel farmaco a ser

aprovado. Tais ensaios avaliam a seguranca do farmaco, eficacia terapéutica,
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tolerancia e efeitos adversos. Nos EUA, o US National Institute of Health exige
condi¢cbes éticas severas para iniciar 0s ensaios clinicos, como: valor social,
validade cientifica, selecdo justa e objetiva na escolha das pessoas que irdo
participar dos testes, consentimento do individuo, relacao favoravel entre os riscos e
beneficios dos ensaios, participacdo de comité revisor independente e ética aos
integrantes da pesquisa. Os ensaios clinicos séo divididos em quatro fases, sendo
que os 3 primeiros tém a funcionalidade em estabelecer seguranca e eficacia,
enquanto o de fase IV (pos-comercializacdo) projeta informacfes relacionadas a
indicacdes, riscos, doses e esquemas de administracdo (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMAN, 2012).

No Brasil, segundo o Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC), todos
os estudos clinicos de fase | a IV séo regulamentados pelas Resolu¢des da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, atraves da RDC 36/2012 e 39/2008, as

quais regulamentam a realizacdo de pesquisa clinica no territorio nacional.

7. Modelos Experimentais

Em 1976, Wessler S. definiu o0 modelo animal como: "um organismo vivo com
um processo patoldgico herdado, naturalmente adquirido ou induzido que em um ou
mais aspectos se parece muito com o mesmo fenébmeno que ocorre no homem"
(revisado por SIEBER; TRAYSTMAN, 1993)

Os modelos experimentais para investigacdo do diabetes sdo instrumentos
relevantes na busca e compreensdo do DM, os quais previnem estudos
desordenados em seres humanos. Para se ter resultados de qualidade no método
de inducdo de diabetes, é necessario a escolha de um modelo animal que
represente a patogenia, o histérico do DM, e ainda, através da inducao, reproduza o
desenvolvimento de complicacdes especificas, relacionadas ao diabetes
(RADENKOVI"C; STOJANOVI'C; PROSTRAN, 2015).

Existem diferentes modelos experimentais para inducdo do diabetes, os quais
se podem citar: a) modelos genéticos, comumente chamados de modelo
experimental espontdneo (animais onde houve uma mutagdo génica), animais
transgénicos ou naqueles onde se produziu knock-out de um ou mais genes; b)

agueles nos quais a resisténcia a insulina é secundaria a uma condicéo patoldgica
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ou, €) aqueles nos quais a resisténcia a insulina é induzida através da administracéao
de drogas ou dietas ricas em acucares e gorduras (CESARETTI; KOHLMANN
JUNIOR, 2006; KIRSTEN; SESTERHEIM; SAITOVITCH, 2010).

7.1. Modelo Experimental do Diabetes Espontaneo

O DM que se desenvolve espontaneamente em modelos animais, € estudado
em dois fatores patogénicos, defeitos imunologicos e predisposi¢cao genética. O DM1
€ bem representado por duas espécies animais para o diabetes espontaneo, sendo:
camundongos Non Obese Diabetic - NOD e ratos Biobreading — BB (revisado por
KIRSTEN; SESTERHEIM; SAITOVITCH, 2010).

A espécie de camundongos NOD, derivados de uma sub-linhagem Jc1 — ICR
outbread a qual desenvolvia catarata (ATKINSON; LEITER, 1999), foi descoberta no
ano de 1974, no laboratério de Investigacbes Shinogui — Osaka, no Japéao
(HERNANDOREN et al., 2001).

Nos camundongos NOD, o inicio do diabetes se da através de infiltracao
celular progressiva das ilhotas de Langerhans, entre a 32 e 42 semana de idade,
entretanto nos machos, ocorre um pouco mais tarde. Os principais mediadores da
destruicdo de células B sdo: células T CD4+ e CD8+, entretanto podem ser
encontrados ainda nos infiltrados mononucleares das ilhotas, células Natural Killer,
linfécitos B, células dendriticas e macrofagos (ANDERSON; BLUESTONE, 2005).
Este modelo possui um genoma bem definido, possuindo um ndamero maior de
reagentes monoclonais na analise de componentes do sistema imune e ainda um
custo relativamente baixo, comparado com a utilizacdo de ratos. Esta linhagem de
camundongos manifesta autoimunidade espontanea, causando assim diabetes,
devido a destruicdo das células beta pancreaticas, produtoras de insulina, assim
como ocorre nos seres humanos (revisado por KIRSTEN; SESTERHEIM;
SAITOVITCH, 2010).

Diferentes locais controlam a susceptibilidade genética do diabetes neste
modelo animal. Os camundongos NOD possuem um grande hapl6tipo de complexo
de histocompatibilidade (MHC), locus genético onde encontram-se genes
extremamente importantes para o sistema imune e para a auto-imunidade, nomeado

de H-2g7, o qual é o maior contribuinte genético para a susceptibilidade a doencas
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(WICKER; A TODD; PETERSON, 1995). Tal haplétipo MHC nédo expressa a
molécula I-E, por causa de um locus Ea defeituoso. Além disso, a molécula Unica de
I-A contém uma substituicdo de acido ndo-aspartico na posicdo 57 da cadeia beta
que altera substancialmente o repertério de péptidos de ligacdo ao MHC
apresentados por este alelo (ACHA-ORBEA; MCDEVITT, 1986). Tal substituicdo
também é observada em humanos DML, local de susceptibilidade de MHC na cadeia
beta DQ (JA; JI; HO, 1987).

A nomenclatura, ratos BioBreeding (BB), se da devido a sua descoberta no
laboratorio BioBreeding, localizado na capital do Canada (Ottawa); os sintomas
diabetogénicos se manifestam em torno do 3° més de vida, tendo como
manifestacdes clinicas: hipoinsulinemia, hiperglicemia (360 a 540 mg/dl), glicosuria,
perda de peso, polidipsia, polidria e cetoacidose (revisado por KIRSTEN;
SESTERHEIM; SAITOVITCH, 2010).

Nos ratos de BioBreeding propensos ao diabetes (DP-BB) do tipo 1, as
respostas aos linfocitos Thl e Th17 sdo dominantes, possuindo ainda, receptores de
células T (TCR) diminuido, devido a linfocitopenia-T, o que leva o inicio do DM. O
haplétipo RT1u € uma mutagdo no gene Gimap5 (fator genético envolvido no inicio
do diabetes em ratos). O Gimap5 desempenha um papel fundamental na
antiapoptose e na sinalizacdo do calcio nas células T. A disfuncdo de Gimap5 induz
linfopenia e inibe a acumulacdo de um grupo de células T normais, incluindo
subconjuntos regulatorios. Tal linfopenia é considerada causa de uma reacado auto-
imune em ratos DP-BB. Por outro lado, os ratos resistentes ao diabetes BB (DR-BB)
ttm um gene Gimap5 normal. Recentemente, a inibicAo da sinalizacéo
coestimuladora para a ativacdo de células T ou o transplante de células T
reguladoras mostraram prevenir o aparecimento de DM usando ratos DP-BB
(TAKEDA et al., 2017).

Ainda existem muitas davidas em relacdo a predisposicdo a resisténcia a
insulina nos seres humanos, ocasionado pelas variabilidades do conjunto genético
humano. Devido a necessidade de respostas frente a genética do distlrbio das
células B e o entendimento da resisténcia a insulina, foram criados por
pesquisadores, ratos transgénicos ou knockout, os quais sdo detentores de

mutacgdes nos genes voltados para a agao e secrecao da insulina (NANDI, 2004).
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Neste modelo, os animais heterozigotos tinham apenas 50% dos receptores
de insulina, ao contrario dos animais homozigéticos, que ndo possuiam este
receptor. A auséncia do receptor de insulina promovia cetoacidose diabética nos
animais e os levavam a 6bito apdés uma semana de nascimento, enquanto que 0s
heterozigotos eram capazes de sobreviver na auséncia de 50% destes receptores
(ACCILI et al., 1996).

No modelo transgénico, ocorre o aumento da expressao do gene,
consequentemente, seu efeito fisioldgico/fisiopatoldgico se torna aumentado,
denominando-o assim de adi¢do génica. Enquanto que no modelo knockout, retira-
se o gene do genoma do animal, promovendo assim o silenciamento génico (ORTIZ,
2003).

Alguns modelos experimentais de resisténcia a insulina avaliam a sinalizacéo
intracelular deste hormonio, a partir da ligacdo da insulina ao seu receptor. Estudos
produzidos com camundongos, onde foram removidos complexos de sinalizacao
intracelular (Insulin Receptor Substrate) IRS-1, IRS-2 e IRS-3 comprovaram o papel
do IRS-1 em mediar os efeitos fisioldgicos da insulina no musculo esquelético e do
IRS-2 no figado, musculo, tecido adiposo, células B pancreéticas e no aparelho
reprodutor (CESARETTI; KOHLMANN JUNIOR, 2006).

A delecdo do Substrato de Receptor de Insulina do tipo IRS-2 também limita o
crescimento e promove a reducdo de células pancreéticas, contrario com o ocorrido
na delecdo do IRS-1, em que ocorre o0 aparecimento de diabetes por volta da 102
semana de vida. Entretanto, ambos os substratos estdo envolvidos no crescimento e
exercem atividade primordial no metabolismo de carboidratos. O substrato IRS-2
também opera no desenvolvimento das células Be no papel hipoglicemiante
periférico mediado pela insulina. O IRS-3 é evidenciado quando se realiza um
duplo knock-out do IRS-1 e IRS-3, ocorrendo assim, hiperglicemia e hiperisulinemia,
lipoatrofia com diminuicdo das concentracbes de leptina, logo diminuicdo da
resposta anorexigena mediada por este peptideo (NANDI, 2004; BIRNBAUM, 2001).



38

7.2. Modelo Experimental de Inducdo do Diabetes Secundéario a uma Condicéo
Patoldgica

O desenvolvimento da hipertenséo arterial estd associado a outros fatores de
risco, como a hipertrofia ventricular esquerda, resisténcia a insulina,
hipertrigliceridemia e intolerancia a glicose (revisado por CESARETTI; KOHLMANN
JUNIOR, 2006).

O modelo animal de rato espontaneamente hipertenso constitui um modelo de
obesidade visceral, tipo este que mais se associa a resisténcia a insulina. A
resisténcia a insulina destes animais esta relacionada uma mutacdo no cromossomo
4, o qual promove a reducéo da expressao do gene CD36, relacionado ao transporte
de &cidos graxos (N et al., 2002; SONE et al., 2001).

Mutacbes espontaneas do gene da leptina na linhagem C57BL/J6, em
camundongos Ob/Ob, promovem obesidade e hiperglicemia com aumento da
resisténcia a insulina. A deficiéncia de leptina ou a resisténcia a leptina resultam em
obesidade nesta linhagem de camundongos, promovendo efeitos como hipertrofia e
hiperplasia nas ilhotas de Langerhans. A resisténcia a insulina desenvolvida nesta
espécie de camundongo € ocasionada pela diminuicdo da autofosforilacdo do
receptor de insulina, diminuicdo da transducdo de sinal de tirosina quinase do
receptor de insulina e reducao da ligacao de insulina ao seu receptor; o que explica
a obesidade destes camundongos, bem como a hiperinsulinemia e resisténcia a
insulina (revisado ASRAFUZZAMAN et al., 2017).

Tais mutacdes na leptina e ou nos genes receptores deste hormonio peptidico
ocasionam obesidade morbida, infertilidade e ainda resisténcia a insulina tanto em
roedores, como em seres humanos (HOUSEKNECHT et al., 2017).

7.3. Modelo Quimico de Inducédo do Diabetes

Apesar da diversidade de modelos experimentais para indugéo do diabetes, o
mais comumente utilizado € o modelo experimental induzido quimicamente, onde
ocorre a destruicdo quimica seletiva das células beta pancreaticas, tendo-se como
substancias mais usadas a Aloxana e a Estreptozotocina - STZ (DELFINOA et al.,
2002; KIRSTEN; SESTERHEIM; SAITOVITCH, 2010). O produto quimico exdgeno
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administrado no animal desencadeia alteracdes diretas no metabolismo basal,

promovendo assim sintomas diabetogénicos (SILVA, 2007)

Os modelos animais de diabetes também séo classificados com base na
tipologia do DM que eles podem manifestar. Tanto a Aloxana quanto a
estreptozotocina podem ser utilizados para inducéo de diabetes tipo 1 e tipo 2. Ainda
assim, esses produtos quimicos sdo mais comumente usados para inducdo de
diabetes tipo 1 (DA; JC, 2004; M; M; M, 2015).

7.3.1. Propriedades béasicas e mecanismo de acdo da Aloxana

Em 1818, o quimico italiano Brugnatelli descreveu pela 12 vez a Aloxana (2, 4,
5, 6-tetraoxipirimidina, 5, 6-dioxuracilo), a qual teve a caracterizacdo de sua sintese
por oxidacdo do acido urico, descrita por Wohler e Liebig. Entretanto, somente em
1943, Dunn, Sheehan e McLethie explanaram as propriedades diabetogénicas desta

droga, constatando necrose nas ilhotas pancreéticas de coelhos testados (T, 2001).

PROPRIEDADES O
Formula molecular C4H2N204 )J\
Massa molar 142.06968 g/mol HN NH
Aparéncia Sélido
Densidade 1.639 g/cm?
Ponto de Fusdo 289°C ®) O
Solubilidade em agua Muito soluvel em 4gua O

ALOXANA

Figura 6: Aloxana — Molécula e suas propriedades. Disponivel
em:http://www.wikiwand.com/pt/Aloxana. Acesso em 10/8/17

A Aloxana € um composto quimico hidrofilico bastante instavel, com uma
estrutura muito parecida a glicose, a qual Ihe confere o desenvolvimento de
diabetes. A caracteristica hidrofilica da Aloxana impede que a mesma transponha a
bicamada lipidica da membrana plasmatica, por outro lado, a estrutura semelhante a
glicose favorece a entrada dela nas células beta pancreaticas. O grupo central de 5-
carbonilo que compde a estrutura da Aloxana, importante para o desenvolvimento do

diabetes, atua reagindo com grupos tiol de diferentes enzimas, especialmente a
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glucoquinase (hexocinase V), que é conhecida como a enzima tiol mais sensivel em
células beta (revisado por RADENKOVI’C; STOJANOVI"C; PROSTRAN, 2015).

A similaridade molecular da aloxana favorece com que o transportador de
glicose-GLUT?2, situado no plasma da membrana da célula B, aceite a molécula da
droga, transportando-a para o citosol, consequentemente a sua entrada para o
interior da célula. A Aloxana néo inibe a funcdo do transportador, e pode
seletivamente entrar nas células  de forma irrestrita, portanto ndo € toxica para as
células produtoras de insulina que ndo expressam esse transportador (LENZEN,
2008 apud SILVA; NOGUEIRA, 2014).

O uso da Aloxana desencadeia a liberacdo densa de insulina, devido ao
influxo de calcio no citosol das células B pancreaticas, entretanto esta liberacdo é de
curta duracdo, prosseguida por completa supressdo da resposta das ilhotas
pancreéticas a glicose, em decorréncia de necrose das células 3. Anteriormente a
acdo da Aloxana no péancreas, ocorre a sua rapida absorcdo e acumulo nas células
beta, atribuida a uma elevada taxa de capitacdo da droga por essa célula, via
transportador de glicose GLUT2. Logo, os efeitos patolégicos da Aloxana estdo
relacionados as suas propriedades quimicas, a absorcdo seletiva celular e seu
acumulo as células B (revisado por SILVA; NOGUEIRA, 2014).

A Aloxana é considerada um bom modelo experimental para indu¢do do DM,
porém, alguns pesquisadores relatam dificuldades em conseguir induzir o diabetes,
devido a instabilidade quimica desta droga, metabolismo rapido e fatores como dieta
e idade, o que torna quase impossivel estabelecer uma relagéo clara entre as doses
de Aloxana e sua concentracdo efetiva no pancreas (FEDERIUK et al., 2004; Ribeiro
et al., 2007; NEGRI, 2005 apud SILVA; NOGUEIRA, 2014).

7.3.2. Propriedades béasicas e mecanismo de acdo da Estreptozotocina

A Estreptozotocina — STZ (2-deoxy-2-(3-(metil-3-nitrosourea)-D-glicopiranose)
€ um farmaco sintetizado pelo fungo Streptomyces achromogenes, e é utilizada na
inducdo do DM insulino dependente e nédo insulino dependente, IDDM e NIDDM,
respectivamente (RADENKOVI’C; STOJANOVI"C; PROSTRAN, 2015).



OH CHs PROPRIEDADES

H | Férmula molecular CsH15N307
_.,\\\\N\ /N\ Massa molar 265.2 g/mol
0 ' ﬁ T Aparéncia Sélido
Ponto de Fusdo 121 °C
HO\C*/\OH 0 0 Solubilidade Soldvel em dgua
Hy
OH

Figura 7: Estreptozotocina — Molécula e suas propriedades. Disponivel em:

https://www.agscientific.com/streptozotocin.html. Acesso em 10/08/17

A STZ tem propriedades quimicas semelhantes as da Aloxana, refletindo
assim, no fato de que ambos os compostos sdo hidrofilicos e podem ser
classificados como analogos de glicose, téxicos em células beta pancreaticas, que
podem passar pela membrana celular através de transportadores de GLUT2. Ao
contrario da Aloxana, a Estreptozotocina € relativamente estavel a pH 7,4 e
temperatura de 37 °C, durante pelo menos 1 h (SZKUDELSKI et. al, 1998; revisado
por RADENKOVI"C; STOJANOVI’C; PROSTRAN, 2015).

O tipo de diabetes insulinodependente, induzido pela STZ, pode ser
desenvolvido por trés diferentes mecanismos de acbes (LENZEN, 2008). Tais
mecanismos patologicos tém como principio o dano no acido desoxirribonucléico
(DNA). O primeiro mecanismo, e 0 mais provavel de inducdo de diabetes por
Estreptozotocina, é a alquilagdo do DNA. J4 o segundo, refere-se ao residuo da
estrutura quimica da STZ, a qual contém um grupo nitroso, podendendo liberar o
oxido nitrico (NO) durante sua acéo. Entretanto, esta liberacdo intracelular de éxido
nitrico € considerada como um mecanismo alternativo ou adicional de sua acéo. Por
altimo, o terceiro mecanismo refere-se a formacdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (ROS), o qual contribui para os efeitos diabetogénicos da estreptozotocina
(RADENKOVI"C; STOJANOVI'C; PROSTRAN, 2015).

A administracdo de STZ injetavel ocasiona alteracdes nas concentracdes de
insulina e glicose no sangue, a hiperglicemia é detectada em conseqiiéncia a uma
queda concomitante de insulina no sangue. Observa-se ainda uma hipoglicemia com
altos niveis de insulina circulante. Por udltimo, desenvolve-se hiperglicemia e os
niveis de insulina no sangue diminuem. Essas mudancas nas concentracdes de
glicose no sangue e insulina refletem anormalidades na fungédo das células beta. A
STZ prejudica a oxidacdo da glicose e diminui a biossintese e secrecdo de insulina.
Sendo assim, inicialmente a STZ anula a resposta das células B a glicose,

promovendo, posteriormente, um retorno temporario da capacidade de resposta,
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seguido por morte progressiva das ceélulas beta pancreéaticas (revisado por
SZKUDELSKI et. al, 1998).

7.4. Modelos Experimentais de Diabetes Induzidos por Dietas

Atualmente vivemos em um mundo globalizado, onde o excessivo consumo
de carboidratos refinados, bem como a ingesta de gorduras saturadas sao as
principais causas de resisténcia a insulina, a qual aumenta substancialmente a
incidéncia de sindrome metabdlica, desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 e

patologias cardiovasculares (KENDALL et al., 2010).

Dietas com elevado teor de lipideos e carboidratos, associadas ou ndo, tém
um papel relevante nas alteragfes metabolicas voltadas para o desenvolvimento do
DM tipo 2, entretanto as especificidades dos fatores dietéticos ndo estdo totalmente
definidos, devido as controvérsias em relacdo ao risco do DM, a quantidade e os
tipos de lipidios e de carboidratos que devem existir numa dieta adequada, uma vez
que os lipidios e os carboidratos ndo sdo moléculas homogéneas, portanto
diferentes tipos de lipidios e carboidratos tém efeitos diferenciados sobre a

homeostase da glicose e a sensibilidade a insulina (CAMARGO, 2009).

Assim, quantidades elevadas de sacarose e frutose tém sido usadas em
modelos animais para induzir alteracdes metabdlicas observadas na Sindrome
Metabdlica, uma desordem caracterizada por resisténcia a insulina, hipertenséo,

dislipidemia e alta incidéncia de doencas cardiovasculares (Reaven, G. M., 1988).

Fatores de risco referente ao estilo de vida aumentam a incidéncia do
diabetes mellitus; a obesidade e o ganho de peso elevam tais riscos no
desenvolvimento desta doenca, bem como a falta de atividade fisica, a qual também
eleva estes riscos, independentemente da obesidade. Cita-se ainda, os altos indices
glicémicos em dietas pobres em fibras, como um dos fatores de aumento na

ocorréncia desta patologia (revisado por SILVA, L. F., 2012).

A insercao de dietas hiperlipidicas tem sido muito utilizada como um modelo
de inducdo de obesidade em animais de laboratorio. Este modelo € extremamente
atil nas pesquisas com obesidade em animais devido a sua semelhanca com a
génese e com as respostas metabdlicas decorrentes da obesidade em humanos, ou

seja, a obesidade € a conseqiiéncia de um balanco energético positivo gerado por
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fatores ambientais, como o0 consumo em excesso de alimentos altamente caloricos e
o sedentarismo (TSCHOP M.; HEIMAN M. L., 2001).

Um estudo demonstrou que os acidos graxos saturados de cadeia longa,
encontrados principalmente em carnes vermelhas, sdo os lipideos mais nocivos
guando se trata de acumulo de massa adiposa (MILANSKI et al., 2009). No referido
estudo verificaram que tais moléculas ligam-se aos receptores do tipo Toll (TLR2 e
TLR4) das micréglias (células protetoras do hipotdlamo) estimulando a producéo de
citosinas pré-inflamatérias (do tipo: TNF-a, IL-1B e IL-6) e, consequentemente, a
destruicdo dos neurdnios responsaveis pelo controle do apetite e da termogénese. O
acumulo de gordura corporal favorece a secrecdo aumentada, pelos adipdcitos, de
concentracbes de TNF-a e IL-6, que antagonizam a acgéo da insulina; promovendo
ainda maior secrecdo de leptina, resistina e o inibidor-1 da ativacdo do
plasminogénio (PAI-1), que causam o quadro de resisténcia a insulina (CAMPOS et
al, 2006).

De modo semelhante as dietas hiperglicidicas, as dietas com elevadas
quantidades de lipidios vém sendo muito utilizadas para estudos que envolvem a
resisténcia a insulina e também para a investigacdo terapéutica dos efeitos anti-
obesidade e anti-diabetogénicos de determinadas drogas (revisado por CAMARGO,
2009).

O uso de dietas para animais, ricas em alimentos palataveis, comumente
utilizados por seres humanos, também vem sendo empregada em muitas pesquisas
voltadas para a obesidade e distarbios metabdlicos, devido ao fato de se assemelhar
a forma como a obesidade é adquirida pela populacdo humana, reproduzindo assim

suas causas e conseqiéncias (NASCIMENTO et al, 2008).

Em modelo experimental, a dieta de cafeteria se d4 em oferecer aos animais
um aporte calérico elevado, bem como pela elevacdo de carboidratos e lipideos
presentes na alimentacdo. Assim, os estudos com dieta de cafeteria em modelagem
experimental mostram que esta alimentacdo induz uma hiperfagia persistente e o
aumento da ingestao de energia, estimulado pela variedade de alimentos ofertados.
Esse padrdo de alimentacédo se assemelha aos observados na populacdo humana

quando em meio a habitos alimentares ndo saudéaveis, reforcando assim a
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legitimidade da utilizacdo desse modelo para inducéo da obesidade (CASTRO et al,
2015).

8. Andlise dos Artigos

Os modelos animais de diabetes tém sido usados extensivamente na
obtencéo do esclarecimento sobre a patologia do DM. Portanto, foi realizada revisao
bibliografica, e selecionados 19 artigos sobre os principais modelos experimentais
para o estudo de inducdo do Diabetes Mellitus, em diferentes espécies,
concentracfes do agente indutor e vias de administracdo, com destaque para 0s
modelos induzidos quimicamente por Aloxana e Estreptozotocina, associados ou
ndo a esquemas dietéticos hipercalodricos, haja vista uma maior frequéncia de
empregabilidade destes agentes quimicos em estudos de inducéo de diabetes, além

de seu baixo custo, e também por ser uma das técnicas mais antigas empregadas..

Dordevic e seus colaboradores (2017) realizaram estudo de inducédo do
diabetes, com ratos Wistar albinos, pesando entre 220 e 250 g, através de injecao
intraperitoneal de STZ a uma dose de 40 mg/kg, durante 5 dias consecutivos de
inducdo. Os ratos foram considerados diabéticos no 5° dia de indugdo, quando a
glicemia de jejum excedeu 360 mg/dl. O processo de indu¢cdo do DM realizado por
Eleazu e seus colaboradores (2017) utilizou também ratos albinos, de ambos os
sexos, com idade aproximada de 8 semanas de vida. A STZ foi o indutor do diabetes
de escolha, o qual foi injetado intraperitonealmente 65 mg/kg deste agente, durante
sete dias de administracdo do farmaco. A inducao foi diagnosticada no 7° dia, e os

ratos considerados hiperglicémicos possuiam glicemia igual ou maior a 200 mg/dl.

Ambos os autores foram condizentes em relacdo a via de administracdo de
escolha (Intraperitoneal), bem como as doses de STZ utilizadas, através da
estratégia de inducdo ndo-dose Unica, uma vez que as dozes para inducdo de DM
por STZ podem variar de 35 mg/kg a 80 mg/kg; no entanto, observa-se uma certa
frequéncia, na literatura, de doses Unicas intraperitoneais significativamente maiores,
indo de 150 mg/kg a 200 mg/kg, embora o caminho da administragcdo de
estreptozotocina deva ser feito em varias injecdes intraperitoneais com menor dose

de estreptozotocina, conforme executado pelos autores mencionados acima, para
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gue seja mimetizado os efeitos adversos em relacdo a concentracdo do agente
indutor (revisado por RADENKOVI’C; STOJANOVI"C; PROSTRAN, 2015).

Em revisdo dos artigos elaborados por Pipkin e colaboradores (2017),
Nazratun e seus colaboradores (2017) e Gite e colaboradores (2017) pode-se
observar o uso da STZ em doses que variaram entre 45 e 50 mg/kg, induzidas
também em ratos, através de injecdo sub-cutanea no primeiro, e intravenosa nos
dois ultimos artigos, entretanto, devido as baixas doses utilizadas de STZ, o método
de inducdo normalmente se daria em diferentes dias, conforme citado por
Radenkovic e colaboradores (2015), o que ndo ocorreu nos métodos descritos por
estes autores, jA que os mesmos optaram pela inducdo por dose Unica do agente
indutor. Em contraponto, as doses utilizadas, bem como injecdes Unicas de STZ,
manuseadas pelos referidos autores, estes obtiveram excelentes resultados no que
tange aos indices de hiperglicemia atingidos, os quais, ratos considerados
hiperglicémicos atingiram indices de glicemia maiores que 250 mg/dl, 288 mg/dl e
200 mg/dl, respectivamente, apresentando assim, apds 72 hs, sinais de polidria e
demais sintomas caracteristicos do DM, sendo portanto, considerados diabéticos

insulinodependentes.

Nos estudos realizados por Chen e Yang e colaboradores (2017), bem como
por Eddouks e seus colaboradores (2017), os quais, ambos recorreram ao uso de
camundongos, evidencia-se a utilizacdo, via método de inducdo por STZ, das vias
de administracGes intraperitoneais, com ressalva para as diferencas entre ambos,
nos quesitos: dose do agente quimico e numeros de injecBes, 30 mg/dl e 80 mg/dl,
injecdo Unica e quatro dias consecutivos de administracdes, respectivamente. Ha de
se levar em conta, ainda, a pouca variancia entre as concentracdes de glicemia pés
indugdo, sendo que no primeiro modelo, os camundongos considerados
hiperglicémicos obtiveram glicemia maior ou igual a 250 mg/dl, enquanto que no
segundo estudo, tais camundongos apresentaram indices maiores que 288 mg/dl.
Evidenciando assim, que em doses sub-diabetogénicas a STZ também pode
provocar insulite pancreatica, seguida de morte sucessiva das células

pancreaticas, levando ainda ao desenvolvimento do DM (RAYAT et al., 2000).

A inducdo do DM descrita por Adefegha e seus colaboradores (2000), utilizou
0 método de associacdo entre dieta hiperlipidica indutora de obesidade, comumente
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chamada de HFD (High-Fat Diet), por 14 dias consecutivos, e injecdo dose Unica de
STZ intraperitoneal (35 mg/kg). Inducdo esta constatada ap6s 72 h da administracao
de STZ, os quais os ratos (machos, com peso corporal entre 175 e 203 g), com

indices glicémicos iguais ou maiores a 200 mg/dl, foram considerados diabéticos.

Este tipo de modelo utilizando STZ e alimentacdo HFD foi desenvolvido para
imitar a progressao natural e possiveis mudancas que ocorrem gradativamente em
humanos com DM2, como o desenvolvimento de obesidade, hiperinsulinemia e
resisténcia a insulina, causados pela ingestdo abundante de alimentos hiperlipidicos.
Promovendo assim, uma combinacdo de resisténcia a insulina, seguido pela
deficiéncia deste horménio (lesdo das células beta pancreaticas), ocasionados,
respectivamente, pela introducao da dieta hiperlipidica, seguida pela injecdo de STZ
(RADENKOVI"C; STOJANOVI’C; PROSTRAN, 2015. MANCO; CALVANI;
MINGRONE, 2004).

O camundongo, por representar a segunda espécie animal com maior uso em
inducdo de DM por STZ, ficando atras somente dos ratos, injecdes tanto
intravenosas quanto intraperitoneais de STZ geram semelhancas entre ambos 0s
métodos, justificando assim, sua descricdo por diversos autores, tanto em ratos
guanto em camundongos (BASHA; SANKARANARAYANAN, 2014).

Apesar dos roedores serem a ordem mais utilizada para o estudo do DM,
outra espécie utilizada para inducdo desta doenca por STZ, € o macaco, Park e Shin
e seus colaboradores (2017) utilizaram em seus estudos, macacos cinomolgos e
rhesus, administrando por via intraperitoneal e intravenosa 60 mg/kg e 110-120
mg/kg de STZ, respectivamente, ambos em dose Unica. No estudo de Park e
colaboradores (2017), foram considerados hiperglicémicos, 0s macacos que
obtiveram glicemia maior que 250 mg/dl, parametros estes ndo disponibilizados no

estudo de Shin e colaboradores (2015).

Conforme observado por Park e colaboradores (2017), uma dose menor de
STZ pode ser usada em macacos para induzir Diabetes Mellitus Insulino
Dependente — IDDM, desde que este meétodo de inducdo seja realizado
concomitantemente com Pancreatectomia subtotal, evitando assim o uso de altas

doses de STZ, consequentemente, liviando o animal de desenvolver efeitos



47

adversos severos, tais como hepatotoxicidade e nefrotoxicidade. Efeitos adversos
estes evidenciados no estudo de Shin e seus colaboradores (2015), os quais fizeram
0 uso de um analgésico opiodide (Butorfanol), para reducdo dos efeitos nefrotoxicos,
além de um farmaco antiemético (Metoclopramida) para evitar vomitos. Todos 0s
sintomas apresentados foram justificados pelo proprio autor, devido ao uso de altas
doses de STZ, 110-120 mg/dI.

Outros estudos envolvendo indugdo por STZ foram conduzidos por Hiridis
(2016) e Pepper (2013) e seus colaboradores, os quais utilizaram modelos animais
em porcos, administrando via intravenosa 120 e 150 mg/kg de STZ,

respectivamente.

Segundo Hiridis e seus colaboradores (2016), a selecdo de porcos para
inducdo de DM, por SZT, justifica-se devido a sua maior semelhanca com a fisiologia
humana, anatomia, estrutura gastrointestinais e metabolismo. Tal semelhanga
também é enfatizada por Pepper e seus colaboradores (2013), o qual vislumbra a
semelhanca dos fatores fisioldgicos e fisiopatoldgicos entre porcos e humanos, além
de semelhanca anatdmica do pancreas, ilhotas de Langerhans, sequienciamento

guase completo de insulina, e ainda homeostase semelhante a glicose.

Apesar de poucos relatos literarios sobre a inducao por STZ em porcos, 0 DM
induzido neste modelo animal é eficaz, porém altamente tdéxico; mesmo se tratando
de um produto quimico de baixo custo, de facil disponibilidade de mercado e
seletividade por células beta, o dano téxico ndo seletivo ao rim e ao figado séo

fatores indesejaveis em relacdo a STZ (HIRIDIS et al., 2016).

Apoés realizacdo de estudos, foi evidenciado que as condicGes diabéticas
humanas sdo similares a espécie de peixes-zebra ou zebrafish (Danio rerio). Em
cima desta concluséo, pode-se afirmar que, em comparagcdo com o genoma do ser
humano, aproximadamente 70% dos genes humanos tém ao menos uma homologia
Obvia aos genes do Zebrafish (HOWE et al., 2013).

Com base na similaridade genética entre humanos e o Zebrafish, Leontovich
e seus colaboradores (2016) induziram o diabetes, nesta espécie, através de
injecbes de STZ diretas na barbatana caudal, numa dose de 350 mg/kg,
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estabelecendo como indice de corte para peixes hiperglicémicos, 0s peixes que

alcancaram glicemia maior que 315 mg/dI.

No referido estudo, descobriu-se ainda que os estados de DM do Zebrafish
estejam relacionados as alteracdes no processo de replicacdo e metabolismo do
DNA (LEONTOVICH et al., 2016), bem como reducdes nas regides de metilacado do
DNA, as quais sdo encontradas nos genomas humanos diabéticos. Destacando
ainda a hipometilacdo na regido promotora do gene do Fator de Crescimento do
Tecido Conjuntivo (CTGF) em pacientes DM2. O CTGF regula a proliferagdo celular
no processo de angiogénese, o qual esta vinculado aos mecanismos de replicacéo e
reparacdo do DNA (ZHANG et al., 2013)

Leontovich e seus colaboradores (2016) demonstraram ainda que a retirada
da STZ leva a regeneracdo das ceélulas beta pancreaticas, bem como a volta de
peixes hiperglicémicos a seu estado fisiolégico normal de glicemia, dentro de 2
semanas. Ao contrario do retorno dos niveis glicémicos ao seu estado normal, 0s
prejuizos nos tecidos associados a hiperglicemia permanecem, com
comprometimentos na angiogénese, na cura de tecidos de revestimento e na
regeneracdo dos membros; no caso dos peixes zebra, objeto deste estudo, a
deficiéncia foi detectada na regeneracao da barbatana, ocasionada pela diminuigéo

na proliferagéo celular dos tecidos deste membro.

A alta fecundidade, o curto periodo de fecundacéo, baixo custo de habitagéo,
facilidade na manipulacdo de gene e fisiologia celular similar aos vertebrados
levaram Intine e seus colaboradores (2013) a também realizarem um estudo
experimental de indugdo do DM em peixes-zebra. STZ foi administrado
intraperitonealmente, a uma concentracdo de 350 mg/dl; estipulando como peixes
hiperglicémicos, os que atingiram glicemia maior que 310 mg/dl. Neste estudo, ficou
evidenciado que ao se utilizar uma Unica dose de STZ, a taxa de sucesso em gerar
peixes diabéticos era em torno de 40% dos peixes, e quando utilizado trés injecoes,

esta taxa tem éxito de 95%.

Intine e seus colaboradores (2013) mostraram também, assim como
Leontovich e seus colaboradores (2016), que o Zebrafish hiperglicémico, além de

exibir complicagBes secundérias oriundas do DM, conhecidas nos seres humanos,
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retoma seu estado de euglicemia no intervalo de 2 semanas ap0s a retirada do
agente indutor, ocasionado pela regeneracdo das células beta pancreéticas, bem
como retomada na producdo do horménio insulinico endégeno; em contraponto, a
regeneracdo dos membros deste peixe permanece afetada, assim como no estado
diabético agudo, indicando complicacdo resistente e susceptivel a memoria

metabodlica.

No modelo experimental de indugdo do DM proposto por Erekat e
colaboradores (2014), foi utilizado como agente quimico indutor, um anélogo toxico
da glicose (Aloxana), a qual foi administrada pela via intraperitoneal de ratos, em
uma concentracdo de 120 mg/kg, em trés dias consecutivos; obtendo ratos

hiperglicémicos, com niveis de glicemia acima de 250 mg/dl.

Erekat e seus colaboradores (2014) avaliaram neste estudo a desregulacao,
no coragao de ratos, do Fator de Crescimento Endotelial Vascular — VEGF (fator
regulador essencial no desenvolvimento vascular, através da vasculogénese),
associada ao DM induzido por Aloxana. Concluindo que tais fatores sofreram
diminuicdes mutuas devido a hiperglicemia induzida por Aloxana, reforcando assim a
desregulacdo de VEGF em ratos hiperglicémicos, induzidos por STZ. Inseriram
ainda neste trabalho o teste de treinamento de marcha na esteira (Treadmill), para
avaliacdo de ratos hiperglicémicos, em relacdo aos niveis de VEGF; concluindo
assim gue, houve um expressivo aumento nos niveis de VEGF com a introducéo de
exercicios de resisténcia, explicado pela melhora da vasodilatacdo do endotélio no

coracao de ratos diabéticos, induzidos tanto por Aloxana, quanto por STZ.

Trevino e seus colaboradores (2016) também utilizaram ratos para inducdo do
DM, por Aloxana via intraperitoneal, a uma dosagem de 150 mg/kg em dose Unica, e
obtiveram ratos hiperglicémicos com niveis de glicemia superior a 300 mg/dl. Foi
diagnosticado, por estes pesquisadores, que ap6s a inducdo por Aloxana, 0s ratos
hiperglicémicos apresentaram uma diminui¢do nos niveis de insulina em cerca de
86%, bem como aumento nos niveis de uréia e creatinina em 25% e 86%,
respectivamente. Os niveis de sodio e potassio diminuiram aproximadamente em
9% e 25%, em relagdo ao grupo de animais controle, estabelecendo assim uma
hipotese de sinais de funcéo renal alterada (caracteristica de rim diabético), uma vez

que o rim € um dos orgaos envolvidos no processo de desintoxica¢cdo e homeostase
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hidroeletrolitica. Destaca-se ainda, observacdes feitas neste estudo em relacdo ao
aumento das Transaminases hepaticas (Gamaglutamiltranspeptidase — yGT e
Fosfatase Alcalina — ALP), bem como o aumento na dosagem de bilirrubina, os quais
foram interpretados pelos autores como uma inflamacgéo hepatica pos- inducao por
Aloxana, com achados de alteracdes no figado que variaram de uma degeneracéo
gordurosa das células hepaticas, com evolucdo para esteatohepatite e fibrose
periportal. Tais alteracdes, ligadas as lesées morfolégicas e ultraestruturais no
figado destes ratos, se assemelham em sua maioria a doenca hepatica crénica em
seres humanos diabéticos (TREVINO et al., 2016).

Liang e seus colaboradores (2010) basearam seus estudos nos defeitos
cardiacos de embrifes de Zebrafish hiperglicémicos, induzidos pela exposicdo em
ambiente de glicose elevada, D-glicose e L-glicose, ambas em concentragcfes de
450 mg/l, dissolvidos na 4gua que continham o ovo. Os embrides utilizados estavam
em estagios de desenvolvimento que variavam entre 6 e 30 horas pos-fertilizacao.
Os estagios selecionados retratam o periodo de gastrulacdo precoce, montagem do
tubo cardiaco e looping cardiaco (estagio de pré-formacdo da alca cardiaca) no
zebrafish (ACKERMANN; PAW, 2003); periodo este que corresponde entre a 32 e 42
semanas de gravidez em humanos (FISHMAN; CHIEN, 1997). O referido estudo
evidenciou que o excesso de glicose seja responsavel por defeitos de loop cardiaco
(localizacdo de ventriculos); sendo este apontado como o principal processo na
morfogénese cardiaca. Predizendo assim, que os diversos tipos de anomalias
cardiacas em lactentes de maes diabéticas sejam devidos as deformidades de

looping.

Liang e colaboradores (2010) demonstraram ainda que niveis elevados de
glicose nos embrides submetidos a D-glicose e L-glicose apresentaram
malformacdes graduais como: edema do pericardio seguido de coracdo nao ligado
(valvula que separa as camaras superior e inferior do lado esquerdo do coragéo nédo
fecha corretamente), podendo apresentar ou néo regurgitacdo, fusdo anormal ou
inadequada das almofadas superior e inferior do endocardio e ainda, obstrucéo

parcial ou completa do trato de saida do ventriculo.

Portanto, os resultados da pesquisa realizada por Liang e seus colaboradores
(2010) sdo de extrema importancia na elaboracdo de estratégias preventivas e
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terapéuticas focadas na reducéo de ocorréncias de defeitos congénito-cardiacos na
gestacdo do paciente diabético, desde que associados a outras pesquisas, com

diferentes espécies.

Gleeson e seus colaboradores (2007) utilizaram como metodologia de
inducdo do DM no zebrafish, o método de inducdo por imersdo em solucdo de
glicose a 2% e 0%, durante 32 dias de estudo, alternando entre as duas solucfes a
cada 24 h, e dosando os niveis de glicemia a cada 3 dias até o findar do estudo. Os
peixes foram considerados hiperglicémicos apds a exposicdo a 2% de glicose,
guando atingiram o triplo do nivel de glicose no sangue normal (indices de glicemia

maior que 200 mg/dl).

O objetivo principal de Gleeson e seus colaboradores (2007) foi desenvolver
amostras de zebrafish como modelo de estudo de retinopatia diabética, através de
alteracdes morfoldgicas na retina dos peixes induzidamente hiperglicémicos. Assim,
mediram a espessura das camadas da retina proximal, tanto dos peixes
hiperglicémicos, quanto dos peixes controle, obtendo como resultado uma
diminuicdo de aproximadamente 60% na camada plexiforme interna — IPL, bem

como na camada nuclear interna — INL, dos peixes induzidos com glicose.

Portanto, Gleeson e seus colaboradores (2007) indicam que os zebrafish
induzidos a hiperglicemia, representam bem os casos de hiperglicemia crénica com
desgaste expressivo de IPL e INL, assim como demonstrado em outros estudos de
modelos de retinopatia diabética. Evidenciando assim, o peixe zebra, como um
excelente modelo de estudo dos mecanismos e tratamentos farmacol6gicos da
retinopatia diabética, por serem, de simples criagcdo, e semelhantes funcionalmente e

morfologicamente aos seres humanos.

Assim como Gleeson e colaboradores (2007), Arenal e seus colaboradores
(2012) também realizaram um estudo em que a indu¢éo do DM foi através da adicao
de glicose no tanque de peixes. Entretanto, Arenal e colaboradores (2012)
escolheram a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), como espécie de peixe para
inducéo de hiperglicemia. No referido estudo, foram selecionados dois grupos com
45 animais cada, um controle (sem adicdo de glicose no tanque) e no outro, a

hiperglicemia foi induzida com glicose a 50 g/I, durante 30 minutos. Os autores deste
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artigo testaram ainda a inducdo do DM com a adicdo de glicose a 25 g/l na agua dos
tanques dos peixes, e observaram que nesta concentragdo de glicose, a glicemia
das tildpias aumentaram em 27% em comparacao ao grupo controle; resultado este
inferior ao encontrado nas tilapias, que foram induzidas com glicose a 50 g/l, as

quais obtiveram um aumento meédio de 50% na concentracdo da glicemia.

Foram relatados ainda por Arenal e seus colaboradores (2012) que passados
90 minutos apds a inducéo, os niveis glicémicos se mantiveram maiores que 0 grupo
controle e que os maiores indices de glicemia dos peixes foram detectados apés 15
minutos de inducédo; passados 2 horas ap0s hiperglicemia induzida, a glicemia das

tilapias reduziu-se a valores semelhantes aos do controle.

Existem inidmeros modelos para indu¢cdo do DM em modelos animais,
conforme descritos acima. A sua grande maioria faz o uso de ratos, camundongos,
primatas, entre outros, nos quais o DM possa ser induzido quimicamente
(SUGANYA et al., 2012). A utilizacdo de indutores quimicos do DM produz efeitos
colaterais, como: tumores renais, pulmonares e hepaticos, causados pela STZ e
ainda necrose hepatica e renal, devido ao uso de Aloxana, demonstrando assim a
baixa especificidade destes agentes (LENZEN, 2008). O uso de adi¢&o de glicose na
dgua dos tanques com peixes, realizado por Gleeson e colaboradores (2007),
justifica-se pela necessidade de evitar o aparecimento de tais efeitos colaterais em
seus modelos experimentais, além de ndo observarem morte de peixes. Por ultimo,
0s autores enalteceram a homologia entre as insulinas destes peixes em relacdo a
insulina humana, uma vez que a diminuicdo de glicemia sérica, também foi

observada em tilapias, apos administragéo de insulina humana.

Na planilha abaixo (tabela 7), relata-se as caracteristicas principais dos 19
artigos analisados, em relacdo aos diferentes tipos de modelos experimentais para

inducéo do DM:

Tabela 7: Modelos Experimentais para Indu¢do do DM

Idade . Tem . . .
Espécie | Sexo Peso (seman Via | Agent. Dose po Hlper_gllce Gl'.ce Referéncia
(9) Adm Ind. mia mia
as) Adm.
Ratos (DORDEVI
Wistar M 2225%_ 8a20 | IP STZ 40 mg/kg digs 5 dias Tns?(;)l Cetal,
albinos 9 2017)
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Peso ldade | Via Agent Tem Hiperglice | Glice
Espécie | Sexo (seman [ Adm gent. Dose po perg . Referéncia
(9) Ind. mia mia
as) Adm.
Ratos 7 . 2200 |(ELEAZU et
albinos | A - 8 P STZ | 85makg | gias | 7di@S | o | al, 2017)
Ratos 250- . . > 250 | (PIPKIN et
Wistar M 300 7a8 SC STZ 45 mg/kg | 1dia | 3-5dias mg/dl | al., 2017)
Ratos (NAZRATU
Sprague- M 22:1%' 8 \ STZ 45 mg/kg | 1 dia 3 dias ;2/8;3' N etal.,
Dawley g 2017)
Ratos
; 327,6 . . > 200 (GITE et
W|§tar - 1305 - v STZ 50 mg/kg | 1dia 3 dias mg/dl | al., 2017)
albinos
14
dias | 14 dias (ADEFEGH
Ratos 175- VO+| | Dieta+S (HFD =200
Wistar M| 203 - p 17 [ 35Malkg |y | HFD) +3 1 g | Astal,
dia dias (ST2) 2016)
STZ
(CHEN, D.
camuade | m : 12 | P | s1z | somgkg |1dia| 7dias | Z2%0 | L vANG,
9 9 |K.v,2017)
C57BL / M 3045 11 IP STZ 80 mg/kg dias - moydl Detal,
2017)
6J
Zebra Fish
selvagem (LEONTOV
(WT) - - |16a28 || stz | 350mgkg | - - -3 | icHetal,
(Danio 9 2016)
rerio)
Zebra Fish
. . . > 310 | (INTINE et
(Da_nlo - - - IP STz 350 mg/kg | 1 dia 1dia mg/dl | al., 2013)
rerio)
Macacos
cynomolg
us >250 | (PARK et
(Macaca i i i P STz 60 mg/kg ) i mg al., 2017)
fasciculari
s)
Macacos
rhesus 144 a 110-120 . . (SHIN et
(Macaca i i 192 v STz mg/kg 1 dia 1 dia i al., 2015)
mulatta)
26.00
0- . (HIRIDIS et
Porcos F 35 00 12a24 v STZ 120 mg/kg 1 1dia - al., 2016)
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Idade Tem
Espécie | Sexo Peso (sema Via | Agent. Dose po Hlper_gllce Gll_ce Referéncia
(9) nas) Adm. Ind. Adm mia mia
Porcos
Yorkshire- - 2.300 12a v STz 150 mg/kg - - - (PEPPER et
16 al,. 2013)
Landrace
Ratos
3 . > 250 (EREKAT
Sprague- - - - IP ALX 120 mg/kg dias 3 dias ma/dl | et. al 2014)
Dawley
Ratos 300- . . >300 | (TREVINO
Wistar M| 320 - IP- | ALX | 150mg/kg | 1dia| 3dias | oy | etal, 2016)
Zebra Fish
tipo ) ) ) DIL- ) ) ) (LIANG et
selvagem EXP glicose 450,4 mg/ al., 2010)
(AB)
Zebrafish . 20mg/l | 32 >200 | (GLEESON
AB e - - - | BXP | Glicose | "0y | dias - mo/dl | et al., 2007)
Selvagem 0 9 ”
Tilapia O. 46,6 . . (ARENAL et
niloticus ) 48¢ ) . Glicose 50 g/ 30 . ) al., 2012)

9. Consideracgdes Finais
O DM é considerado um distarbio metabdlico de propor¢cées mundiais, que
acomete milhdes de pessoas, trazendo prejuizos médicos, sociais e econdmicos a

populacdo mundial.

Modelos experimentais para inducdo do DM auxiliam na pesquisa do
diabetes, evitando estudos mais caros e eticamente proibidos nos humanos. Apesar
da existéncia de diferentes modelos que induzem o diabetes, os métodos quimicos,
induzidos por agentes como a Aloxana e STZ, sdo disparadamente 0s mais

utilizados e indicados para a indugéo desta patologia.

Entretanto, torna-se necessario o desenvolvimento de mais pesquisas
aplicadas no ambito do diabetes, para que possamos adquirir cada vez mais
conhecimentos, em prol da reducdo de danos ocasionados por esta patologia,
através de novos conhecimentos sobre os mecanismos de complexidade do DM,
além da necessidade de descoberta de novos farmacos, mais efetivos e que causem

menos efeitos adversos aos seres humanos.
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Logo, o objetivo deste trabalho foi revisar os conhecimentos atuais
relacionados aos modelos experimentais para inducdo do DM, expondo informagdes
sobre o mecanismo de acdo e metodologias usadas, bem como debater ainda as
principais limitacdes ligadas a cada método, ndo deixando de evidenciar também os

pontos positivos.
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