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RESUMO

Inducéo experimental do Diabetes mellitus em ratos Wistar submetidos a injecéo
intraperitoneal de aloxana em diferentes doses

Este estudo teve por objetivo comparar os efeitos da acéo diabetogénica da aloxana
em diferentes doses, por meio da sua administracdo intraperitoneal (ip) em ratos
Wistar. Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em quatro grupos
experimentais: grupo controle (GC), constituido por 30 ratos submetidos a injecao
(ip) de solucéo de cloreto de sodio 0,9%; grupo 1 (G1), 2 (G2) e 3 (G3) constituidos
por 60 ratos cada, submetidos a injecéo (ip) de aloxana 2% nas doses de 120, 150 e
200mg/kg, respectivamente. Foram avaliados durante 15 dias, quanto aos seguintes
parametros: glicose sanguinea, peso, ingestdo hidrica, ingestdo alimentar, volume
urinario, exame quimico da urina (glicose, corpos cetdnicos e outros parametros).
Concluiu-se que, a dose de 120mg/kg de aloxana a 2% (ip), quando comparada as
demais doses foi a mais eficiente, frente aos objetivos deste estudo, pois induziu o
diabetes em um maior nimero de animais e promoveu um baixo percentual de
obitos.

Palavras-chave: Aloxana. Intraperitoneal. Diabetes mellitus. Rato Wistar.



ABSTRACT

Experimental induction of Diabetes mellitus in Wistar rats submitted to
intraperitoneally injection of aloxana in different doses

This study was to compare the effects the action diabetogenic of alloxan in different
doses, through its administration intraperitoneally (ip) in Wistar rats. The animals
were distributed randomly four in experimental groups: experimental control group
(GC), consisting of 30 rats subjected to injection (ip) of sodium chloride solution
0.9%; Group 1 (G1), 2 (G2) and 3 (G3) consisting of 60 rats each, subject to injection
(ip) alloxan 2% at doses of 120, 150 and 200 mg/kg, respectively. Were evaluated
during 15 days, on the following parameters: blood glucose, weight, water intake,
dietary intake, urination chemical examination of urine (glucose, ketone bodies, and
other parameters). It was concluded that the dose of 120 mg/kg alloxan at 2% (ip),
when compared to the doses was most efficient, compared to the objectives of this
study, it induced diabetes in a larger number of animals and promoted a low
percentage of deaths.

Key-Words: Alloxan. Intraperitoneally. Diabetes mellitus. Wistar rat.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O Diabetes mellitus constitui um problema de saude publica mundial
devido ao seu potencial de morbidade e mortalidade (LERCO et al., 2003; CAVALLI
et al., 2007). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em todo o planeta,
o diabetes acomete cerca de 194 milhdes de pessoas, gerando consequéncias
humanas, sociais e econdmicas devastadoras: sdo quatro milhdes de mortes por
ano relacionadas ao diabetes e suas complicagbes, o que representa 9% da
mortalidade mundial total (LEAL et al., 2009) e outros 140 milhdes poderao
desenvolver a doenca nos proximos 20 anos (CAVALLI et al., 2007). As projecdes
da OMS para 2025 sugerem gue o numero de portadores do diabetes possa chegar
a 300 milhdes (LERCO et al., 2003). No Brasil, estima-se que esta doenca atinge
quase 12 milhdes de individuos (CAVALLI et al., 2007).

Diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabdlica com hiperglicemia
cronica, resultante da deficiéncia absoluta ou relativa na secrecdo e/ou acdo da
insulina (PAIVA, 2001; GROSS et al., 2002; NEGRI, 2005; OLIVEIRA et al., 2008),
levando a disturbios no metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas e a
complicagbes microvasculares, predominando a retinopatia (principal causa de
cegueira), nefropatia (que pode conduzir a faléncia renal), uma variedade de
neuropatias debilitantes (SACKS et al., 2002; SCHEFFEL et al., 2004) com risco de
Ulceras nos pés, amputacdes, artropatia de Charcot e aspectos de disfuncéo
auton6mica, incluindo sintomas gastrintestinais, geniturinarios, cardiovasculares e
disfuncdo sexual (PAIVA, 2001). Além das complicagBes micro, as macrovasculares
também estdo presentes, particularmente o acidente vascular cerebral e as doencas
da artéria coronaria, afetando artérias que suprem o coracdo, cérebro e
extremidades inferiores (SACKS et al., 2002; SCHEFFEL et al., 2004). Pacientes
diabéticos apresentam elevadas chances de desenvolver trombose e infarto
cerebral, bem como gangrena de membros inferiores, numa incidéncia duas vezes
maior que a populacdo nao diabética, (KULLER, 1976; BORTOLOTTO, 2007), em
decorréncia de alteracbes quantitativas e qualitativas na elastina e no colageno das
paredes de artérias centrais, consequentemente afetando a estrutura e funcdo das

mesmas. Com relacdo as alteragBes estruturais, tem sido demonstrado que
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pacientes diabéticos tipo | e/ou insulinodependentes, apresentam maior espessura
intima medial de artéria carétida do que os individuos sem a doenca da mesma faixa
etaria. Em alguns estudos houve uma correlacdo importante entre a espessura
intima medial de carotida e disfuncdo endotelial, sugerindo a participacdo das
alteracbes do endotélio no desenvolvimento de aterosclerose destes pacientes.
Além disso, a presenca de alteracdes funcionais e estruturais de grandes artérias
pode piorar o prognostico de pacientes com diabetes e outras complicacoes,
principalmente as renais, manifestas por microalbumindria ou insuficiéncia renal.
Pacientes com doenca renal terminal e diabetes tém uma velocidade de onda de
pulso adrtica mais elevada do que aqueles individuos sem diabetes, e essa condi¢éo
contribui para a maior mortalidade e morbidade cardiovascular desses pacientes
(BORTOLOTTO, 2007).

Existem quatro principais hipdteses sobre os mecanismos pelos quais
a hiperglicemia causa as complicacbes no diabetes: fluxo aumentado na via poliol,
aumento da formacdo de produtos finais de glicosilagdo avancada, ativacdo das
isoformas da proteina quinase C, e aumento do fluxo na via das hexosaminas.
Recentemente foi descoberto que, cada um dos quatro mecanismos patolégicos
diferentes, reflete um simples processo induzido pela hiperglicemia: a excessiva
producdo de superdxido pela cadeia de transporte de elétrons (RIBEIRO et al.,
2007).

O diabetes desencadeia importantes alteracbes no metabolismo
protéico em funcdo do hipoinsulinismo, levando a um estado catabdlico. Uma
discreta alteracdo no equilibrio entre sintese e degradacao de proteina pode exercer
profundo efeito a longo prazo sobre a viabilidade e metabolismo das células
(RIBEIRO et al., 2007). As ac¢fes da insulina sobre o metabolismo das proteinas e
dos aminoacidos séo orientadas no sentido do anabolismo. A insulina, apos
interacdo com o receptor de membrana, estimula os transportadores de glicose
(GLUT4), facilitando a entrada do carboidrato na célula, e exerce acdo anabdlica
sobre o metabolismo protéico através dos seguintes mecanismos: estimulando o
transporte de aminoacidos para dentro da célula; aumentando, ao nivel ribossémico,
a eficiéncia do processo de transducéo, atuando na etapa de iniciagcdo da sintese
protéica. Essas acfes da insulina sobre o metabolismo protéico sdo especialmente

importantes no masculo, mas estdo também presentes, em maior ou menor grau, em
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outros tecidos (LUCIANO; MELLO, 1998; ROGATTO; LUCIANO, 2001). A insulina é
um importante regulador da sintese protéica e da protedlise no musculo esquelético,
sendo que o balanco entre estes dois processos fisioldgicos determinam a massa
muscular. A reducdo ou atrofia muscular € uma caracteristica frequentemente
observada em individuos com deficiéncia insulinica severa, como no quadro de
diabetes. Alguns estudos tém mostrado um comprometimento da evolugao da massa
corporal, além de retardo da estatura e do processo de maturacédo pela privacdo de
insulina (ROGATTO; LUCIANO, 2001) Alteracbes na sintese e na degradacdo de
proteinas podem, ainda, afetar negativamente o reparo de tecidos apos lesGes ou
infec¢des (RIBEIRO et al., 2007).

A deficiéncia de insulina causa, ainda, outra alteracdo metabdlica
significativa: o aumento da degradacdo e oxidacdo de gordura, resultando em
excessiva producdo de cetonas. A cetoacidose diabética (CAD) é outro fator que
pode levar a morte nessa patologia, se nao tratada adequadamente (RIBEIRO et al.,
2007). A hiperglicemia leva a glicosuria e a desidratacdo, enquanto que a producéo
excessiva de corpos cetbnicos agrava a acidose metabdlica decorrente da
desidratacdo (COLLETT-SOLBERG, 2001).

Comum ndo sé em humanos, o DM esta presente em animais de
estimacdo como o0s cdes e gatos, e pode ser fatal se ndo for diagnosticada e
adequadamente tratada (FARIA, 2007). A maioria dos casos de diabetes
espontaneo ocorre em cées adultos, idosos, obesos e sedentarios (FELDMAN;
NELSON, 1996). A incidéncia em fémeas é aproximadamente o dobro da incidéncia
em machos; e as racas caninas mais predispostas séo: Poodle, Cocker, Beagle, Fox
paulistinha, Pinscher, Rotweiller, Schnauzers, Dachshund e Terrier (FELDMAN;
NELSON, 1996; FARIA, 2007; NOGUEIRA; MARCO, 2008).

Dentre os principais fatores responsaveis por desencadear o DM nos
cées, a predisposicado genética, obesidade, infec¢des, enfermidades antagénicas da
insulina e drogas, ileite imunomediada e pancreatite, foram identificadas como
fatores iniciantes do desenvolvimento de Diabetes mellitus insulinodependente
(SWENSON; REECE, 1996; FARIA, 2007); a forma mais comum de diabetes
clinicamente identificada no cdo (NELSON; COUTO, 2001). Os sinais clinicos mais
comumente relatados incluem polidipsia, polidria, polifagia, perda de peso e cegueira
causada por catarata (NELSON; COUTO, 2001).
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Frente a toda essa realidade, torna-se imprescindivel que o empenho
cientifico estabelegca modelos de estudo, e desenvolva técnicas para uma melhor
compreensao dos mecanismos fisiopatolégicos do diabetes e de suas complicacdes,
a procura de agentes terapéuticos capazes de contribuir para minimizar as
alteracdes endocrino-metabdlicas e, principalmente, as lesbes crbnicas sobre o0s
diferentes O6rgdos causadas pela doenca (BERTRAM et al., 2001; LERCO et al.,
2003). Além de permitir o desenvolvimento de estudos detalhados dos eventos
bioquimicos, hormonais e morfolégicos que ocorrem durante e apos a inducao do
estado diabético (ZANOELLO et al., 2002).

Diversos modelos de inducdo do Diabetes mellitus estdo disponiveis
(DELFINO et al.,, 2002), os quais incluem: pancreatectomia total ou parcial
(CARVALHO; CARVALHO; FERREIRA, 2003), injuria ao hipotalamo ventromedial,
dietas ricas em acUcares, gorduras, ma nutricdo in utero ou altas doses de
hormbnios contra-regulatérios como os glicocorticoides (ISLAS-ANDRADE et al.,
2000); porém o mais frequentemente utilizado é a inducéo do diabetes quimico pela
administracdo dos agentes toxicos aloxana e estreptozotocina, ambos citotdéxicos
seletivos para células 3 das ilhotas de Langerhans do pancreas (ISLAS-ANDRADE
et al., 2000; DELFINO et al., 2002; LENZEN, 2008).

A estreptozotocina (STZ), um glicosideo nitrosouréia (N-metil-N
nitrosouréia) natural, isolado do Streptomyces achromogenes, estimula a producao
de radicais livres, o que leva a destruicdo e disjuncao das células p (SCHEIN et al.,
1973; NEGRI, 2005). Sua administracdo em ratos adultos produz diabetes severo
gue muitas vezes necessita da administracéo de insulina quando os ratos precisam
sobreviver por longo periodo (RERUP, 1970). Entretanto, a STZ apresenta alguns
problemas para experimentos cronicos, especialmente recuperacdo espontanea da
hiperglicemia pelo desenvolvimento de insulinoma funcionante e alta incidéncia de
tumores no figado e nos rins, devido a sua forte agdo oncogénica (LENZEN, 2008).

A aloxana (AL) é um dos agentes diabetogénicos mais estudado e
comumente utilizado no meio cientifico para a inducdo do diabetes experimental
(BLACK; ROSENBLUM; CAPEN, 1980; JANSSON; SANDLER, 1986), por
apresentar caracteristicas semelhantes as encontradas na sindrome diabética em
humanos tais como, hiperglicemia, glicosuria, polifagia, polidipsia, perda de peso

corporal, cetonuria e cetonemia; além de possuir pequena acdo oncogénica e ter um



17

custo menor quando comparada a STZ (LENZEN; PANTEN, 1988; RIBEIRO et al.,
2007).

Essa droga possui citotoxicidade especifica para as células B do
pancreas, causando danos aos vasos sanguineos das ilhotas pancreaticas, levando
a morte das células e ao quadro clinico de Diabetes mellitus tipo | (JANSSON;
SANDLER, 1986; LENZEN, 2008), por causar insuficiéncia insulinica primaria,
provocando uma resposta trifasica nos niveis glicémicos durante as primeiras horas
da administracao, seguida do estabelecimento de diabetes permanente nas 24 horas
subsequentes (LERCO et al., 2003), em decorréncia da destruicdo de mais de 90%
das células B das ilhotas pancreaticas (ZANOELLO et al., 2002). Alguns estudos
demonstraram que a formacédo de radicais superéxido e hidroxila, induzidos pela
aloxana, € responsavel pela citotoxicidade desse composto (HEIKKILA et al., 1976;
LIMA et al.,, 2001). Outros experimentos sugerem que a inibicdo da secrecéo de
insulina por aloxana € causada por sua interferéncia com as proteinas
citoplasmaticas que contém sulfidril e dissulfeto. Atribuindo-se o decréscimo nos
niveis plasméaticos de insulina, a de um declinio intracelular dos niveis de
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NAD) (LIMA et al., 2001; SZKUDELSKI, 2001).

Apesar de ser um bom modelo experimental para inducdo do DM, h&a
muitas duvidas quanto a utilizacdo da aloxana. Alguns grupos de pesquisa relatam
dificuldades em conseguir induzir o diabetes de maneira satisfatoria, pois alguns
animais apresentam-se mais resistentes aos efeitos da aloxana, e apenas uma
pequena proporcao de animais tratados realmente torna-se diabéticos (FEDERIUK
et al., 2004). Manter os animais em boas condi¢cdes por longos periodos apés a
administracdo da droga também constitui uma das dificuldades (FEDERIUK et al.,
2004; RIBEIRO et al., 2007), devido aos problemas apresentados pela droga,
decorrentes de sua instabilidade quimica, metabolismo rapido e fatores que tornam
quase impossivel estabelecer uma relagcéo clara entre as doses de aloxana e sua
concentracéo efetiva no pancreas (NEGRI, 2005).

A acdo diabetogénica da aloxana pode ser influenciada pela
concentracdo da droga, velocidade de infusdo, dose, via de administracdo, dieta,
tempo de jejum, peso do animal, até a utilizacdo de substancias capazes de
influenciar os seus mecanismos de acdo, tais como os barbitdricos, o &cido
nicotinico, o 1-2-dimetil-4 amino-5-benzeno (LERCO et al., 2003; FEDERIUK et al.,
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2004), picolinamida, benzamida, 3-aminobenzamida, teofilina, nicotinamida, entre
outras (WILSON et al.,, 1984). Frente a estes fatores, justifica-se contribuir com
estudos que venham aprimorar a indugéo experimental do Diabetes mellitus com o
uso da aloxana e caracterizar um protocolo de inducédo mais satisfatério, baseando-
se numa melhor compreensdo da reatividade quimica deste composto, o que é
fundamental para conhecer seus efeitos diabetogénicos sobre as células f
pancreaticas (SZKUDELSKI, 2001).

1.1 Insulina: Sintese, Estrutura e Funcao

O péncreas € um 6rgdo em forma de V, situado ao longo do duodeno
(FARIA, 2007), abaixo e atras do estbmago, sendo uma glandula que pesa cerca de
250g no homem, representado por aglomerados de células microscépicas
denominadas ilhotas de Langerhans e numerosas outras células distribuidas na
porcdo exdcrina e no epitélio de revestimento dos canais excretores (NEGRI, 2005).

Trata-se de um 6rgdo que apresenta fungdes tanto enddcrinas quanto
exdcrinas, sendo por isso considerado uma glandula mista (anficrina) e/ou dupla,
sendo composto por dois tipos de tecidos que sdo: 0s acinos pancreaticos (porcao
exdcrina) que secretam suco digestivo no duodeno e as ilhotas de Langerhans
(porcdo enddcrina), que secretam insulina e glucagon na corrente sanguinea, sendo
essas ilhotas circundadas pelas células acinares secretoras exécrinas do pancreas
(GUYTON; HALL, 2011). Foram identificadas quatro tipos de células nas ilhotas
pancreaticas, com base nas propriedades citoquimicas e na morfologia: células a
(alfa), que secretam glucagon; células B (beta), que secretam insulina; células &
(delta), que secretam somatostatina; e células F, que secretam o polipeptidio
pancreatico (FARIA, 2007; ETTINGER; FELDMAN, 2004).

Horménio anabdlico mais conhecido, a insulina é essencial para a
manutencdo da homeostase de glicose e do crescimento e diferenciacdo celular.
Esse hormoénio é secretado em resposta ao aumento dos niveis circulantes de
glicose e amino&cidos apos as refeicdes (CARVALHIERA; ZECCHIN; SAAD, 2002).

Apesar de a secrec¢do insulinica basal ser constante, alguns estimulos provenientes



19

da metabolizag&o de nutrientes, atuacédo de neurotransmissores e hormonios podem
aumentar ou diminuir esses niveis (CISTERNAS, 2002); ainda farmacos e agentes
toxicos também podem afetar a secrecdo de insulina (FARIA, 2007). Dentre os
nutrientes secretagogos, somente a glicose pode iniciar a secre¢do de insulina.
Considera-se que a oxidagao da glicose pelas células 3 pancreéticas seja 0 estimulo
essencial para a secrecdo insulinica (LIANG; MATSCHINSKY, 1994). A insulina
regula a homeostase de glicose em varios niveis, reduzindo a producéo hepatica de
glicose (via diminuicdo da gliconeogénese e glicogendlise) e aumentando a
captacdo periférica de glicose, principalmente nos tecidos muscular e adiposo. A
insulina também estimula a lipogénese no figado, e nos adipécitos reduz a lipélise,
bem como aumenta a sintese e inibe a degradacdo protéica (CARVALHIERA;
ZECCHIN; SAAD, 2002).

A insulina é um horménio polipeptidico composto por 51 aminoacidos
(a.a.) dispostos em duas cadeias (cadeia A, com 21 a.a.) e (cadeia B, com 30 a.a.),
unidas entre si por duas pontes dissulfeto cruzadas (Figura 1) (SILVA et al., 2003).
Inicialmente a insulina é sintetizada a partir de um precursor de 110 aminoacidos, a
pré-proé-insulina, no reticulo endoplasmatico das células B que apds a acao de uma
peptidase é clivada a proé-insulina. A pré-insulina fica armazenada em granulos no
complexo de Golgi das células B, até que chegue o sinal para sua secregao
(GILMAN et al., 1991). Através da acdo de peptidases especificas, a pro-insulina é
convertida em insulina por meio da clivagem de duas ligacdes peptidicas, as cadeias
A e B, e remocdo de um segmento médio, o peptideo C. A estrutura da molécula é
semelhante em determinadas posicfes de cada cadeia de insulina, mas existem
diferencas minimas na sequéncia de aminoacidos, principalmente nas posicoes 8, 9

e 10 da cadeia A e, em menor frequéncia, na posicdo 30 da cadeia B (FARIA, 2007).
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FIGURA 1 — Molécula de insulina humana
Fonte: ZIB, 2006

A secrecao de insulina € um processo estritamente regulado gracas a
interacdo coordenada de varios nutrientes, horménios gastrointestinais, pancreaticos
e neurotransmissores (GILMAN et al.,, 1991). Quando estimulada pela glicose, é
rigorosamente dependente da regulacdo dos eventos metabdlicos que ocorrem nas
células B pancreaticas. A principal rota do metabolismo da glicose € a glicélise. A
glicOlise, e a subsequente oxidacdo do piruvato via ciclo de Krebs sdo de
importancia crucial para o controle da secrecao insulinica. As alterac6es na glicemia
correspondem a uma taxa de fluxo metabdlico produtora de sinal para iniciacdo da
secrecdo de insulina. O transporte da glicose para o interior das células do
organismo ocorre por meio de proteinas transmembrana homélogas, sendo
denominadas de uma forma geral de GLUT (transportadores de glicose — Glucose
transporter) (HABER, 2001; MANOLESCU et al., 2007). Varias isoformas de GLUT
ja foram identificadas e clonadas que apresentam diferentes afinidades e
capacidades de transportar glicose e que sao expressas em diferentes tecidos
(MANOLESCU et al., 2007). O GLUT1 foi o primeiro transportador por difuséo
facilitada identificado e esta presente na placenta, cérebro, rins, eritrécitos e colon;
também esta presente em baixa quantidade no tecido adiposo e muscular
(MUECKLER, 1994). O GLUT2, presente, predominantemente, no figado e nas
células B pancreaticas, estando envolvido no mecanismo, regulado por glicose, que
leva a secrecédo de insulina (MUECKLER, 1994), e transporta glicose para o interior
das células B por difusao facilitada. Esse transportador da glicose € caracterizado

por atuar a uma velocidade 100 vezes mais rapida que a taxa da fosforilacdo da
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glicose catalisada pela glicoquinase. Esta rapida capacidade funcional do GLUT?2
resulta numa concentracao intracelular da glicose similar & concentracéo extracelular
(LIANG; MATSCHINSKY, 1994). Uma vez captada pela célula através de difusdo
facilitada pelo GLUT2, a glicose é fosforilada a glicose 6-fosfato (G-6P) pela
glicoquinase, e entdo oxidada. Ocorre aumento da taxa de producao de ATP/ADP,
resultando no fechamento dos canais de potassio (K*) sensiveis ao ATP, com
consequente despolarizagdo da membrana das células 3, ocorrendo influxo de calcio
(Ca**) extracelular. O resultado final desta elevacgéo nos niveis intracelulares de Ca?*
€ a liberacdo da insulina armazenada (GILMAN et al, 1991; LIANG;
MATSCHINSKY, 1994). Em condi¢cdes fisiologicas, qualquer mudanca na
concentracdo de glicose sanguinea, mesmo que pequena, podera alterar a taxa de
fosforilacdo da glicose, regulando desta forma, a taxa do metabolismo da glicose nas
células B pancreaticas e, consequentemente, a secregdo insulinica (LIANG,;
MATSCHINSKY, 1994).

O GLUT3 é encontrado em multiplos tecidos, incluindo cérebro,
placenta e rins. O GLUT5 € encontrado, predominantemente, no intestino delgado
(MUECKLER, 1994). Os GLUT- 1, 2, 3, 4 e 5 sdo os principais transportadores
envolvidos na captacdo basal de glicose (HABER, 2001). O GLUT4 parece ser o
Unico transportador de glicose regulado por estimulo insulinémico e por contracdo
muscular, sendo encontrado, exclusivamente, nos musculos esqueléticos, cardiaco e
no tecido adiposo. Ja as isoformas de GLUT 6-14 ainda ndo tém um papel bem
determinado para o transporte de glicose (MANOLESCU et al., 2007).

Dentre as agdes e fungbes insulinicas, destacam-se o controle de
importantes reagfes de sintese e degradacdo nos tecidos periféricos. Para tal, a
insulina se liga a receptores especificos de alta afinidade na membrana plasmatica
da maioria dos tecidos, incluindo o mauasculo, figado e tecido adiposo,
desencadeando uma cascata de reacbes moleculares. No musculo, a insulina
promove a captacdo de glicose e estoque de glicogénio. No figado, inibe a producgéo
e liberacdo de glicose, bem como promove o estoque de glicogénio. No tecido
adiposo, a captacao de glicose é estimulada e a liberacdo de acidos graxos livres é
inibida (HAVEL, 1996). Assim, a insulina afeta diretamente o metabolismo de
lipidios, reduzindo a oxidacdo de gorduras, por inibir a acdo da lipase horménio-
sensivel, estimulando o depdsito de gorduras por ativacdo da lipase lipoprotéica
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(FRIEDMAN, 1998; BOSELLO; ZAMBONI, 2000). Em resumo, a principal funcao da
insulina € o transporte da glicose da corrente sanguinea para o interior das células
(efeito hipoglicemiante), e também o transporte transmembrana de aminoacidos,
formacéo de glicogénio, producéo de triglicerideos, e sintese de acidos nucléicos e
proteinas (GUYTON; HALL, 2011; JONES; HUNT; KING, 2000).

Além de influenciar a utilizagdo de glicose pelas células, a insulina é
capaz de atuar no hipotalamo, interagindo com neurotransmissores envolvidos no
mecanismo de controle da fome-saciedade, sendo que 0 neuropeptideo Y é o
principal deles. Além desta via neuro-hormonal, o hipotadlamo também possui
glicorreceptores sensiveis a glicemia plasmatica, que induzem maior sensacao de
fome quando os niveis glicémicos apresentam-se baixos (FRENCH; CASTIGLIONE,
2002).

Quando ocorre um distdrbio complexo, que resulta da incapacidade
das ilhotas pancreéticas secretar insulina e/ou de acao deficiente da insulina nos
tecidos, promovendo anormalidades como: hiperglicemia (acumulo de glicose no
sangue), glicosuria (glicose presente na urina) e sinais clinicos classicos de poliuria
(miccao frequente), polidipsia (sede excessiva), polifagia (fome excessiva) e perda
de peso, instala-se a patologia conhecida como Diabetes mellitus (GROSS et al.,
2002; LIMA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2008).

1.2. Classificagédo do Diabetes mellitus

1.2.1 Diabetes mellitus tipo | ou insulinodependente

O DM tipo I, ou Diabetes mellitus insulinodependente (IDDM) & uma
doenca autoimune multifatorial, cuja susceptibilidade é determinada por uma
combinacao de fatores genéticos e ambientais (RIBEIRO et al., 2007). Neste tipo de
diabetes, ocorre destruicdo, mediada pelas células T, de mais de 90% das células
secretoras de insulina das ilhotas pancreaticas (células B do pancreas), usualmente
por agressao quimica, viral (ZANOELLO et al., 2002) ou processo autoimune (forma
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autoimune; tipo 1A) ou menos comumente de causa desconhecida (forma idiopética;
tipo 1B) (GROSS et al., 2002; OLIVEIRA, 2008).

No diabetes tipo I, os pacientes apresentam sintomas agudos,
hiperglicemia acentuada e tem tendéncia a cetoacidose, muitas vezes a primeira
manifestagdo da doenca (GROSS et al.,, 2002; OLIVEIRA, 2008). O quadro de
cetoacidose é a expressdo maxima da deficiéncia de insulina e pode também ocorrer
na presenca de estresse infeccioso, ou de qualquer etiologia ou ser decorrente do
uso inadequado da insulina (GROSS et al., 2002).

A cetoacidose diabética (CAD) é uma complicacdo aguda do DM
caracterizada por hiperglicemia, acidose metabdlica, desidratacdo e cetose, na
vigéncia de deficiéncia profunda de insulina. Acomete principalmente pacientes com
DM tipo | e geralmente € precipitada por condi¢des infecciosas ou omissao da
administracdo de insulina (BARONE et al., 2007). Esse conjunto de disturbios
metabdlicos se desenvolve em uma situacdo de deficiéncia insulinica grave ou
absoluta, comumente associada a condi¢cfes estressantes, que levam ao aumento
dos horménios contra-reguladores como glucagon, cortisol e catecolaminas (FOSS-
FREITAS; FOSS, 2003; BARONE et al., 2007).

As principais causas para as alteragbes metabdlicas encontradas na
cetoacidose diabética sdo: 1) a perda do transporte de glicose para dentro dos
tecidos periféricos, como muasculos e gordura, jA que este transporte depende de
insulina, 2) aumento da gliconeogénese e glicogendlise hepaticas (COLLETT-
SOLBERG, 2001), um componente fisiopatoldgico caracteristico da situacéo,
justificando varios dos sintomas e sinais tipicos da CAD, como polidipsia, poliuria e
graus variados de desidratacdo, que podem chegar a hipovolemia acentuada e
choque circulatorio (FOSS-FREITAS; FOSS, 2003) e 3) desinibicdo da quebra de
gordura, proteinas e glicogénio. Com isso, a deficiéncia de insulina leva a uma
hiperglicemia (devido a uma diminuigdo da utilizacdo periférica e ao aumento da
producdo hepética de glicose) e a acidose devido a producédo de corpos cetbnicos
pelo figado. Agravando este quadro, a hiperglicemia causa glicosuUria e consequente
polidria. Essa perda hidrica é acompanhada de uma perda de eletrdlitos e
desidratacdo. Na presenca de uma desidratacdo importante, ocorre uma diminuicéo
da circulagéo periférica e aumento da producéo de &cido lactico, piorando a acidose
metabdlica ja presente (COLLETT-SOLBERG, 2001).
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O desenvolvimento da cetoacidose é progressivo, evoluindo de cetose
inicial com acidose compensada até graus avancados de hipercetonemia e acidose
metabdlica, com manifestacdes tipicas de halito cetdnico, taquicardia e alteracdes
respiratorias compensatérias (respiracdo de Kussmaul — respiracdo ampla e
acelerada) (COLLETT-SOLBERG, 2001; FOSS-FREITAS; FOSS, 2003; BARONE et
al., 2007). Pode ainda haver hipotensao arterial, fator considerado como sugestivo
de pior prognéstico, assim como a hipotermia, que também pode ocorrer (BARONE
et al., 2007). S&o observados anorexia, nduseas e vomitos, que podem agravar a
desidratacdo. Cefaléia, mal-estar, parestesia e dor abdominal também sdo comuns
(BARONE et al.,, 2007). O conjunto das alteracdes metabdlicas pode ter graus
variados de repercussdo sobre a funcdo do sistema nervoso central, podendo
determinar desde graus leves de sonoléncia, torpor e confusdo mental até o
estabelecimento de estado de coma profundo (FOSS-FREITAS; FOSS, 2003),
embora s6 ocorra em cerca de 10% dos pacientes (BARONE et al., 2007). Assim o
diagnéstico da cetoacidose, em paciente diabético, fundamenta-se no entendimento
de toda a apresentada situacdo clinica, com sintomas e sinais caracteristicos
(FOSS-FREITAS; FOSS, 2003; BARONE et al., 2007). E importante lembrar que a
existéncia de DM nem sempre é mencionada, pois a CAD pode ser a forma de
apresentacao inicial da doenca (BARONE et al., 2007).

O DM tipo | é diagnosticado principalmente em criancas e jovens, mas
pode ocorrer também em adultos (OLIVEIRA, 2008). O pico de incidéncia do
diabetes tipo | ocorre dos 10 aos 14 anos de idade, havendo a seguir uma
diminuicdo progressiva da incidéncia até os 35 anos, de tal maneira que casos de
diabetes tipo | de inicio apés esta idade sdo pouco frequentes. No entanto,
individuos de qualquer idade podem desenvolver diabetes tipo | (GROSS et al.,
2002). A taxa de destruicdo das células B € variavel sendo em geral mais rapida
entre as criancas (OLIVEIRA, 2008).

Na clinica de pequenos animais o Diabetes mellitus tipo | (IDDM), é a
forma mais comum de diabetes clinicamente identificada no cdo (NELSON; COUTO,
2001) e pode ser fatal se for incorretamente diagnosticada ou inadequadamente
tratada (FARIA, 2007). Cades com diabetes comumente situam-se na faixa etéaria
entre quatro e 14 anos, com pico de incidéncia nos sete a nove anos. As fémeas sao

afetadas aproximadamente duas vezes mais que os machos (ETTINGER,;
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FELDMAN, 2004). A hiperglicemia é sempre uma caracteristica do diabetes em
cédes, resultante da diminuicdo da captacdo da glicose pelos tecidos periféricos, tais
como, musculo esquelético, tecido adiposo e taxas aumentadas de gliconeogénese
no figado (YOXALL; HIRD, 1996).

Em caes, as ilhotas pancreéaticas sao com frequéncia, destruidas
secundariamente a uma lesao inflamatoria do pancreas exocrino. Uma pancreatite
cronica recorrente com perda progressiva de células exocrinas e endodcrinas e
substituicdo por tecido conjuntivo fibroso € uma causa frequente do diabetes. O
desenvolvimento do diabetes em animais jovens pode estar associado a atrofia
idiopatica do pancreas, a pancreatite aguda com necrose e hemorragia, aplasia das
células pancreaticas e até mesmo infeccdes virais (CARLTON; McGAVIN, 1998;
FARIA, 2007).

Caes com Diabetes mellitus do tipo | podem apresentar-se com
surgimento subito dos sinais de polidria, polidipsia, polifagia, perda de peso, letargia,
vomito, depressdo, hepatomegalia, desidratacdo, pelame em mas condi¢cdes,
hipotermia, em decorréncia da queda abrupta na secrecdo de insulina (TILLEY;
SMITH JR., 2003).

No cao diabético cetoacidético, os achados fisicos séo: desidratacao,
depressao, astenia, taquipnéia, vémito e algumas vezes halito com intenso odor de
acetona. Os sinais gastrintestinais de vomito, dor e distensdo abdominal sdo comuns
na cetoacidose diabética, devendo ser diferenciada dos sinais similares associados
a pancreatite, peritonite, ou outros distlrbios intra-abdominais (NELSON; COUTO,
2001). Céaes com diabetes necessitam de tratamento com insulina desde o momento
do diagndstico (ETTINGER; FELDMAN, 2004).

1.2.2 Diabetes mellitus tipo Il ou ndo insulinodependente

O diabetes tipo Il ocorre mais lenta e tardiamente do que o tipo I, e &
considerado nao insulinodependente (NIDDM) (RIBEIRO et al., 2007). Este tipo de
diabetes é mais comum do que o tipo |, perfazendo cerca de 90 a 95% dos casos de
diabetes (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2006). E uma
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entidade heterogénea, caracterizada por distirbios da acdo e secre¢do da insulina,
com predominio de um ou outro componente (GROSS et al.,, 2002). Pode ser
desencadeado por varios fatores tais como a obesidade, dieta hipercalorica e falta
de atividade fisica (RIBEIRO et al., 2007); porém a etiologia especifica deste tipo de
diabetes ainda ndo estd claramente estabelecida como no diabetes tipo I. A
destruicdo autoimune do pancreas ndo esta envolvida. Também ao contrario do
diabetes tipo I, a maioria dos pacientes apresenta obesidade (GROSS et al., 2002).

A obesidade e/ou sobrepeso estdo presentes na maioria dos pacientes
diabéticos tipo Il, e consiste em uma doenca metabdlica cronica caracterizada pelo
excesso de gordura corporal (CORREA et al., 2003). Na obesidade a secrecdo de
insulina estd aumentada, enquanto que a captacdo hepatica e a eficacia periférica
da insulina diminuem. A elevada secrecdo de insulina esta relacionada ao grau de
obesidade, j& a reducdo na depuracdo hepética e a resisténcia periférica ao
hormonio estdo relacionadas ao tipo de obesidade (obesidade visceral). Os acidos
graxos livres aumentados na circulacdo, pela elevada sensibilidade lipolitica da
gordura abdominal e pelo menor efeito anti-lipolitico da insulina nesse tecido, inibem
a depuracdo hepética de insulina, levando a hiperinsulinemia e a resisténcia
periférica, além do direcionamento desses acidos graxos para a sintese de
triglicérides pelo figado (McLELLAN et al., 2007).

A hiperinsulinemia é considerada um fator de risco independente para
a doenca cardiovascular, jA que tem um papel importante no desenvolvimento de
outros componentes da sindrome metabdlica, como a dislipidemia, a hipertensao e a
hiperuricemia (OLIVEIRA et al., 2004). A obesidade, principalmente a visceral,
resulta em varias alteragfes fisiopatolégicas como menor extracdo de insulina pelo
figado, com aumento da producdo hepética de glicose e diminuicdo da captacdo de
glicose pelo tecido muscular. Estes eventos podem resultar em diferentes graus de
intolerancia a glicose e, nos individuos com DM tipo I, irdo influenciar o controle
glicémico, refletido por maiores niveis de hemoglobina glicosilada (HbAlc). Este fato
deve ser analisado no contexto dos recentes estudos que demonstraram que nestes
pacientes o controle glicémico é fundamental para a reducdo do risco de evolugéo
para complicacdes microvasculares. Aléem disso, alguns estudos sugerem ainda que
o controle de outros parametros como pressao arterial e niveis séricos de lipidios,

como aumento do colesterol total, triglicérides e apolipoproteina B, e reducédo do



27

colesterol HDL, seriam de relevante importancia para diminuir o risco de surgimento
das complicagbes macrovasculares do diabetes, que representam 65% das causas
de mortalidade nesta populacio (CORREA et al., 2003). Visto que em condicdes
normais, a insulina tem varias acdes na regulacdo do metabolismo lipidico; no
entanto, nos individuos obesos o mesmo ndo é observado, devido as frequentes
alteracbes que ocorrem na atuacado de determinadas enzimas e no metabolismo
lipidico, devido a resisténcia a insulina. As principais alteracdes do perfil lipidico sao:
niveis aumentados de VLDL, devido a maior producédo de triglicérides pelo figado e
ao menor catabolismo; reducdo dos niveis e do tamanho de HDL, relacionada a
diminuicdo da subfracdo HDL-C2 e ao maior catabolismo devido a maior
concentracdo de triglicérides nestas particulas, e particulas de LDL menores e mais
densas, mais ricas em apolipoproteina B (OLIVEIRA et al., 2004).

A hiperinsulinemia também tem um papel importante no
desenvolvimento da hipertensdo em individuos obesos, conforme demonstrou um
estudo, no qual individuos obesos hipertensos tinham uma reducéo da sensibilidade
a insulina. Os mecanismos que podem explicar a relacao da hiperinsulinemia com o
desenvolvimento da hipertensdo sdo: a reabsorcdo renal de sédio e &gua
aumentada; a ativacdo do sistema nervoso simpatico; a diminuicdo da atividade
enzima Na'-K'-ATPase e aumento do actimulo de calcio celular e o estimulo de
fatores de crescimento. Por outro lado, a maior liberacdo de acidos graxos livres
(AGL) na veia porta, verificada em individuos com obesidade abdominal, parece ter
uma relacdo com a fisiopatologia da hipertensdo. Em individuos eutroficos o
aumento de AGL, provocado artificialmente, aumenta a sensibilidade vascular por
meio do estimulo alfa adrenérgico. Segundo estudos realizados em ratos, este efeito
pode ser maior com o aumento do fluxo de AGL no sistema porta. Ao inibir a
producdo de oxido nitrico, os AGL podem aumentar a pressao arterial, ndo somente
pelo aumento da vasoconstriccdo, mas também pela diminuicdo do reflexo de
relaxamento vascular (OLIVEIRA et al., 2004).

Niveis elevados de &cido Urico no individuo obeso podem estar
relacionados a resisténcia a insulina. Esta associacéo é explicada em parte pelo fato
de a hiperinsulinemia, possivelmente, diminuir a excrecdo renal de acido urico. No
entanto, alguns estudos tém mostrado que niveis elevados de triglicérides estao

mais relacionados com a hiperuricemia, podendo ser devido a um aumento do
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requerimento da coenzima NADPH para a sintese de novo de acidos graxos nos
individuos obesos, aumentando a producdo de acido Urico. De qualquer forma,
segundo este Ultimo mecanismo, a insulina estaria participando de maneira indireta;
ja niveis elevados deste horménio estdo associados a niveis altos de triglicérides.
Em criancas obesas, tem-se observado niveis mais altos de &cido uUrico quando
comparados as eutrdéficas, podendo esta alteracdo metabdlica j4 estar presente em
idades mais precoces (OLIVEIRA et al., 2004).

A idade de inicio do diabetes tipo Il € varidvel, embora seja mais
frequente apds os 40 anos de idade (OLIVEIRA, 2008), com pico de incidéncia ao
redor dos 60 anos (GROSS et al., 2002). Muitos casos sao diagnosticados apenas
apos as complicacbes aparecerem, e estima-se que 1/3 dos casos ndo chegam a
ser diagnosticados. Os pacientes ndo sao dependentes de insulina exdgena para
sobrevivéncia, no entanto, podem necessitar de tratamento com insulina para
obteng&o de um controle metabdlico adequado (OLIVEIRA, 2008).

A ocorréncia de agregacdo familiar do diabetes € mais comum no
diabetes tipo Il do que no tipo | (GROSS et al., 2002; OLIVEIRA, 2008). No entanto,
estudos recentes descrevem uma prevaléncia duas vezes maior de diabetes do tipo |
em familias com tipo Il, sugerindo uma possivel interacdo genética entre os dois
tipos de diabetes (GROSS et al., 2002).

Deve ser levado em conta que, embora a ocorréncia de cetoacidose
seja caracteristica do estado de deficiéncia insulinica do tipo I, o paciente tipo Il
pode apresentar este quadro na vigéncia de intercorréncias graves como infecgoes
ou episodios agudos de doenca cerebrovascular (GROSS et al., 2002; OLIVEIRA,
2008).

O quadro clinico de Diabetes mellitus n&o insulinodependente
(NIDDM), é de dificil identificagéo clinica no cédo, sendo mais frequente no gato,
portanto a terapéutica com hipoglicemiantes orais € substituida por insulinoterapia.
Com relacao aos gatos, 20% pertencem a este grupo, e respondem bem a terapia
com hipoglicemiantes orais e dieta (NELSON; COUTO, 2001).
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1.2.3 Outros tipos especificos de diabetes

Tém sido elucidados os processos de patogénese do diabetes, tanto
em relacdo a marcadores genéticos como aos mecanismos de doenga, com isso,
tem crescido o numero de tipos distintos de diabetes, permitindo uma classificacdo
mais especifica e definitiva (GROSS et al., 2002). Novas categorias tém sido
acrescidas a lista de tipos especificos de diabetes, incluindo defeitos genéticos da
célula B e da acédo da insulina, doengcas do péancreas exocrino (pancreatite),
endocrinopatias, inducdo pelo uso de medicamentos (corticoides, hormdonios
tiroidianos e outros) ou produtos quimicos, infeccdes e formas incomuns de diabetes
imunomediado (GROSS et al., 2002; OLIVEIRA, 2008).

Segundo Gross et al. (2002), recentemente, tem-se dado énfase a
duas categorias de tipos especificos de diabetes: diabetes do adulto de inicio no
jovem (Maturity Onset Diabetes of the Young - MODY) e diabetes de origem
mitocondrial. O tipo MODY engloba um grupo heterogéneo de diabetes sem
predisposicdo para a cetoacidose e sem obesidade, com hiperglicemia leve, com
inicio antes dos 25 anos de idade e com varias geracfes de familiares com diabetes,
configurando uma heranca autossomica dominante. Usualmente, estes pacientes
apresentam um defeito de secrecdo de insulina relacionado a mutacdes em genes
especificos. Estima-se que este tipo de diabetes seja responsavel por cerca de 1 a
5% dos casos de diabetes (GROSS et al., 2002).

O diabetes de origem mitocondrial ou diabetes com surdez e heranga
materna, caracteriza-se por ocorrer em individuos jovens e sem obesidade.
Inicialmente a hiperglicemia é leve e pode progredir lentamente para graus mais
avancados que necessitam emprego de insulina. Ocorre devido a uma mutacao do
DNA mitocondrial interferindo com a producéo de energia (GROSS et al., 2002). As
alteracdes no DNA mitocondrial tém sido implicadas com o desenvolvimento de DM,
sendo a substituicdo de A por G na posi¢do 3243 no gene do RNAt da leucina a
mutacdo mais comumente associada. A segregacdo dessa mutacdo com diabetes
foi inicialmente reportada por Vanden Ouweland em 1992, sendo posteriormente
proposto o nome de MIDD (Maternal Inherited Diabetes and Deafness) para esse

subtipo de diabetes (SALLES et al., 2007). Os pacientes usualmente apresentam
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surdez neurosensorial e distrofia macular e menos frequentemente pode haver
miopatia, cardiomiopatia e doenga renal (GROSS et al., 2002) Os mesmos podem
apresentar-se como nao dependente de insulina com posterior necessidade de
insulinoterapia ou como dependente de insulina desde o inicio. A suspeita clinica é
feita pela presenca de perda auditiva neurosensorial, transmissdo materna do
diabetes, indice de massa corporal normal ou baixo e baixa estatura (SALLES et al.,
2007).

1.3 Diabetes mellitus Experimental por Aloxana

1.3.1 Agao diabetogénica da Aloxana

Aloxana (2,4,5,6-Tetraoxipirimidina; 5,6-dioxiuracil) foi primeiramente
descrita por Brugnatelli em 1818 (SZKUDELSKI, 2001). Em 1838, Wdhler e Liebig,
sintetizaram um derivado da pirimidina, que mais tarde foi chamado de aloxana
(NEGRI, 2005; LENZEN, 2008). Substancia derivada do acido urico (RERUP 1970;
SZKUDELSKI, 2001), a aloxana, uma toxina muito seletiva das células
pancreaticas por causar a inibicdo da glicoquinase (NEGRI, 2005), tornou-se muitos
anos mais tarde, em 1943, uma substancia de grande interesse por parte dos
pesquisadores do Diabetes mellitus; quando Dunm, Sheehan e McLetchie,
propuseram que a droga poderia induzir o diabetes quando administrada em
coelhos, como resultado de necrose especifica das células B das ilhotas
pancreaticas (SZKUDELSKI, 2001). A insulinopenia resultante provocava um estado
de Diabetes mellitus experimental chamado Diabetes aloxanico, comumente
utiizado como modelo animal de Diabetes mellitus Insulinodependente (IDDM)
(McLETCHIE, 1982; LENZEN, 2008).

O mecanismo de acdo da aloxana foi intensamente estudado,
predominantemente in vitro, sendo muito bem caracterizado. Alguns pesquisadores
usando ilhotas isoladas (WEAVER; MCcDANIEL; LACY, 1978) e pancreas
perfundidos de ratos (KLIBER; SZKUDELSKI; CHICHLOWSKA, 1996),
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demonstraram que a droga provocava um aumento subito na secre¢cdo de insulina,
na presenca ou auséncia de glicose. Esse fendmeno aparecia logo apés o
tratamento com aloxana; e o mesmo néao foi observado apds a exposicao repetitiva
das ilhotas a este agente diabetogénico (WEAVER; Mc DANIEL; LACY, 1978). O
subito aumento na concentracdo sanguinea de insulina, também foi observado in
vivo, logo apoOs a injecdo da droga em ratos (SZKUDELSKI, 2001). A aloxana
promove uma liberacdo macica de insulina, presumivelmente em virtude do influxo
de ions calcio ao citosol das células B; no entanto, trata-se de uma liberacdo de
curta duragdo, seguida por completa supressao da resposta das ilhotas pancreéticas
a glicose, em decorréncia de necrose das células f (SZKUDELSKI; KANDULSKA;
OKULICZ, 1998; SZKUDELSKI, 2001).

A acdo da aloxana no pancreas é precedida por sua rapida absorcao
pelas células [, uma das principais caracteristicas determinantes da
diabetogenicidade da mesma (WEAVER; McDANIEL; LACY, 1978). Possui
comprovadamente, acao seletiva e destrutiva sobre as células B pancreaticas, o que
induz ao Diabetes mellitus em animais experimentais (WAGURI et al., 1997). A
citotoxidade seletiva da aloxana é condicionada pela grande capacidade da célula 3
em acumular a droga, atribuida a uma elevada taxa de capitacdo da droga por essa
célula, através do transportador de glicose GLUT2 presente no plasma (MALAISSE
et al., 1982; JANSSON; SANDLER, 1986; SZKUDELSKI, 2001). Portanto os efeitos
patolégicos da aloxana podem ser atribuidos as suas propriedades quimicas, a
absorc¢ao seletiva celular e ao acimulo da mesma (LENZEN, 2008).

Estudo, utilizando o método imunoistoquimico, observou que o0s
pancreas dos animais com Diabetes mellitus induzido por aloxana, apresentaram
reducdo de 70% da &rea da ilhota ocupada pelas células B, chegando até a auséncia
delas, enquanto houve aumento da area ocupada por células & e ndo houve
alteracdo no conteudo de células produtoras de glucagon nas ilhotas (RASTOGI et
al., 1990). Outro estudo concluiu que, aparentemente, a aloxana causa nao somente
a destruicao das células 3, como também, de toda a ilhota, com aumento das células
a e O por hiperplasia (RASTOGI et al., 1993). Analisando a morfologia das ilhotas
pancreaticas, havendo coloracdo por imunofluorescéncia e analise morfométrica, e
levando-se em consideracao a area total de células por ilhota, demonstrou-se que as

células a e & dos pancreas dos ratos com Diabetes mellitus induzido por aloxana,
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estavam dispersas e com forma distorcida, em contraste com sua localizagao
periférica normal (PATEL et al., 1983).

Por se tratar de um composto quimico muito instavel, a aloxana, com
estrutura molecular muito semelhante a glicose (Figura 2), ambas hidrofilicas, néo
penetra a bicamada lipidica da membrana plasmética; porém é aceita pelo
transportador de glicose GLUT2 presente na membrana plasmatica da célula 3, que
a transporta para o citosol, promovendo sua entrada para o interior da célula. A
aloxana nao inibe a funcdo do transportador, e pode seletivamente entrar nas
células B de forma irrestrita; portanto ndo é téxica para as células produtoras de
insulina que ndo expressam esse transportador (LENZEN, 2008). A meia-vida da
aloxana em pH neutro e temperatura de 37°C, € de cerca de 1,5 minutos; se
decompde espontaneamente em acido aloxanico ndo diabetogénico em minutos,
quando diluida em solucdo aquosa. Devido a isso, ela deve-se acumular
rapidamente nas células B; e se apresenta ineficaz quando o fluxo de sangue para o
pancreas € interrompido durante os primeiros minutos apos a injecdo (SZKUDELSKI,
2001; LENZEN, 2008). Alguns autores diluem a droga em solucédo aquosa (cloreto
de sédio 0,9%) (BONGIOLO, 2008; CARVALHO; CARVALHO; FERREIRA, 2003;
LERCO et al., 2003; OLIVEIRA, 2008; OLIVEIRA et al., 2008), obtendo resultados
satisfatérios na inducdo, enquanto outros autores relatam a diluicdo em solucao
tampéo citrato 0,05M, pH 4,5 (CAVALLI et al.,, 2007; MAZZANTI et al., 2003;
ZANOELLO et al., 2002), também obtendo satisfacdo na inducéo experimental.

o) s
OH
0
J\ J\ H
0 H o o0 H 0
Alloxan Dialuric acid

FIGURA 2 — Estrutura quimica da aloxana e seu produto de reducéo (acido dialurico)
Fonte: LENZEN, 2008.

Na presenca de tidis intracelulares, especialmente Glutationa, a

aloxana produz espécies reativas de oxigénio por meio de uma reacao redox ciclica
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com seu produto de reducao, o acido dialtrico. A formacéo de espécies reativas de
oxigénio é precedida pela redugcdo da aloxana, que ocorre nas células B, na
presenca de diferentes agentes redutores (COHEN; HEIKKILA, 1974,
WINTERBOURN; MUNDAY, 1989; LENZEN, 2008). A droga exibe alta afinidade por
compostos celulares contendo sulfidril (SH), Glutationa reduzida (tripeptideo
glutationa-GSH), cisteina e grupos sulfidril contidos em proteinas (incluindo enzimas
contendo SH); sendo estes compostos mais susceptiveis a sua acdo (LENZEN;
MUNDAY, 1991; LENZEN, 2008). No entanto, a reducao de outros agentes como 0s
ditibis e o acido ascérbico também sdo adequados agentes redutores e pode,
portanto, contribuir para a reducao da aloxana (LENZEN, 2008).

A reducdo da aloxana em acido dialarico na célula ocorre na presenca
de um tiol adequado, normalmente o tripeptideo glutationa (GSH) para gerar a
ciclagem redox, acido dialurico e glutationa oxidada (WINTERBOURN; MUNDAY,
1989; LENZEN, 2008). A estrutura tri-cetona da aloxana € de vital importancia para
esta reacdo em duas fases com glutationa, que gera o radical aloxana como produto
intermediario (LENZEN, 2008). Quando mantida sob a forma oxidada, a aloxana nao
gera espécies reativas de oxigénio; assim, ndo é citotdxica na auséncia de tidis
como GSH ou quando restrita ao espaco extracelular. Ti6is na membrana
plasmatica, com que aloxana poderia interagir e gerar espécies reativas em um ciclo
redox, aparentemente ndo estdo presentes ou ndo acessiveis em uma extensdo
suficiente, para permitir a geracdo dessas espécies reativas de oxigénio e danificar
as células (ELSNER; GURGUL-CONVEY; LENZEN, 2006). O produto de reducao do
acido dialarico também ndo € toxico quando mantido sob a forma reduzida
(WINTERBOURN; MUNDAY, 1989; ELSNER; GURGUL-CONVEY; LENZEN, 2006),
entretanto, em contraste com aloxana, o acido dialirico auto-oxida
espontaneamente na presenca de O,, gerando espécies reativas de oxigénio
citotoxicas na auséncia de tidis (LENZEN, 2008).

Quando as concentracdes de agentes redutores da aloxana sé&o
significativamente aumentadas na corrente sanguinea ou no espaco extracelular,
através da injecdo de um tiol, mais aloxana € reduzida extracelularmente de modo
que, menos estad disponivel para a acumulacdo intracelular. No entanto, a

capacidade de reducao da aloxana, ciclismo redox e a geracao de espécies reativas
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de oxigénio na circulacdo, normalmente ndo sdo suficientes para evitar que a
molécula de aloxana entre na célula § (LENZEN, 2008).

Lenzen, Tiedge e Panten (1987), propuseram que um dos compostos
contendo SH essencial para a secrecdo de insulina induzida pela glicose é a
glicoquinase, enzima contendo grupo tiol mais sensivel na célula B, sendo muito
vulneraveis a acdo da droga. A aloxana reage com dois grupos SH da glicoquinase,
resultando na formacéo de uma ligacao dissulfeto e inativacdo da enzima; entretanto
a glicose pode proteger contra a inativacdo glicoquinase, dificultando o acesso da
aloxana aos grupos SH da enzima (LENZEN; TIEDGE; PANTEN, 1987,
SZKUDELSKI, 2001). A inibicdo da glicoquinase reduz a oxidacdo da glicose e
geracdo de ATP, suprimindo assim o sinal de ATP que desencadeia a secrecdo de
insulina. Essa inibicdo da glicoquinase € atingida dentro de um minuto de exposi¢ao
a aloxana. Porém a inibicdo da secrecdo de insulina apds a exposi¢do a aloxana é
restrita pela inducdo de glicose e seu epimero, manose, 0s quais induzem a
secrecdo de insulina através da interacdo com a glicoquinase (LENZEN, 2008). Tem
sido argumentado que a glicose neutraliza a citotoxidade da aloxana in vitro e in
Vivo; no entanto, essa capacidade ndo resulta apenas da protecao da glicoquinase.
O efeito protetor da glicose contra a necrose e morte das células  é dose
dependente (glicose e aloxana), e pode ocorrer devido a interacdo do agucar com o
transportador de glicose GLUTZ2, resultando numa capitacdo limitada de aloxana
(RERUP, 1970; SZKUDELSKI, 2001). A biossintese de insulina € também inibida
pela aloxana, muito provavelmente através do mesmo mecanismo (LENZEN, 2008).

A acao toxica da aloxana nas células B é iniciada pelos radicais livres
formados na reagdo redox (LENZEN, 2008). O acido dialurico é formado como
resultado da reducgéo da aloxana, por acdo dos agentes redutores; que em seguida é
re-oxidado de volta para aloxana, estabelecendo um ciclo redox para a geracédo dos
radicais superoxido (SZKUDELSKI, 2001). A auto-oxidacdo do acido dialtrico gera
radicais superoxido altamente reativos (O;-), peréxido de hidrogénio (H,0,), e radical
hidroxila (OH) - o radical mais reativo sendo gerado na reagéo entre H,O, e O,-
catalisada pelo ferro (WINTERBOURN; MUNDAY, 1989; LENZEN, 2008). Esses
radicais (radical hidroxila) afetam o metabolismo oxidativo da célula, com
subsequente necrose seletiva das células 3, e morte celular; o que provoca um
estado de diabetes insulinodependente (JANSSON; SANDLER, 1986; ZANOELLO et
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al., 2002). O fato da célula B demonstrar maior sensibilidade aos radicais peroxidos
quando comparada a outros tecidos acontece devido a baixa atividade da enzima
GSH-peroxidase, que catalisa a reducdo de peréoxidos nessas células (MALAISSE et
al., 1982; SZKUDELSKI; KANDULSKA; OKULICZ, 1998; LIMA et al.,, 2001). A
capitacdo similar de aloxana também ocorre no figado; entretanto, o figado e outros
tecidos s@o mais resistentes as espécies reativas de oxigénio em comparagdo com
as células B do pancreas, e essa resisténcia protege contra a toxicidade da aloxana
(MALAISSE et al, 1982; SZKUDELSKI, 2001). A possibilidade dos radicais peroxidos
estarem envolvidos no efeito diabetogénico da aloxana é reforcado pelo fato de
etanol, metanol, n-propanol e n-butanol, alcoois de cadeia curta e varredores desses
radicais protegerem as células B contra acdo dessa droga (FISCHER,;
HAMBURGER, 1980a).

Um dos alvos das espécies reativas de oxigénio € o DNA das células
das ilhotas pancreéticas. Esses radicais induzem quebras simples e duplas nas
cadeias de DNA, resultando na ativacdo da enzima poli-ADP-ribose. O processo de
ativacdo da enzima nuclear resulta em uma significativa deplecdo do conteudo
intracelular de NAD, que é consumido no processo de sintese de poli-ADP-ribose,
afetando severamente as func¢des celulares, como a producdo de ATP, sintese de
proteinas, levando a célula a morte (YAMAMOTO; UCHIGATA; OKAMOTO, 1981,
SZKUDELSKI, 2001). Segundo Sandler, Welsh e Andersson (1984), a aloxana age a
nivel da utilizacdo mitocondrial de substratos exdgenos, afetando as funcdes
mitocondriais essenciais, danificando e desintegrando essas organelas celulares.

Foi proposto que disturbios na homeostase do calcio intracelular
constituem um importante passo na agado diabetogénica da aloxana. Este conceito
foi confirmado in vitro e in vivo demonstrando que a aloxana eleva a concentracéo
de Ca? citosolico livre nas células B pancreaticas. A droga induz um influxo de calcio
do liquido extracelular, resultante de sua capacidade em despolarizar as células 8 do
pancreas. A despolarizacdo da membrana celular abre os canais de calcio
dependentes de voltagem e aumenta a entrada de calcio nas células. A
concentracdo exagerada deste ion contribui para a liberacdo suprafisiologica de
insulina, juntamente com espécies reativas de oxigénio, provocando

consequentemente, danos as células 3 pancreaticas (SZKUDELSKI, 2001).
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Resultados de experimentos com antagonistas de canais de calcio tém
confirmado o importante papel do célcio citosdlico na agéo citotoxica da aloxana. O
pré-tratamento de ratos com verapamil impediu 0 aumento induzido pela aloxana na
concentracdo de Ca®" celular, e aboliu o efeito estimulante da droga sobre a
liberac@o de insulina. Os antagonistas de canais de calcio (verapamil e diltiazem)
também suprimiram a hiperglicemia e o aparecimento de diabetes com aloxana em
ratos (SZKUDELSKI, 2001).

Resumindo, a acdo toxica da aloxana em células [ pancreaticas,
descrito h4 muitos anos por Dunn, € a soma de Varios processos, tais como
oxidacdo de grupos SH essenciais, a inibicdo da glicoquinase, a geracao de radicais
livres e os disturbios na homeostase do calcio intracelular (SZKUDELSKI, 2001;
LENZEN, 2008).

1.3.2 Fatores que influenciam a acao diabetogénica da Aloxana

Multiplos fatores séo capazes de influenciar os efeitos diabetogénicos
da aloxana e a sensibilidade do hospedeiro, podendo néo estabelecer o quadro de
diabetes ou levar o mesmo a morte. Estar atento a estes fatores & de vital
importancia, para obtencdo de inducdo do diabetes de maneira satisfatoria, com
maior nimero de animais diabéticos, menor indice de mortalidade e manutencéo dos
animais em boas condicoes.

Estédo envolvidos nestes fatores, a dose, concentracéo da droga, via de
administracdo, velocidade de infusdo, dieta, tempo de jejum, espécie e peso do
animal, até a utilizagdo de substancias capazes de influenciar os seus mecanismos
de acédo, tais como barbitaricos, acido nicotinico, 1-2-dimetil-4 amino-5-benzeno,
(LERCO et al., 2003; FEDERIUK et al., 2004), picolinamida, benzamida, 3-

aminobenzamida, teofilina, nicotinamida, entre outras (WILSON et al., 1984).
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1.3.2.1 Doses, concentracao, vias de administracdo e velocidade de infusao

Sugere-se que para cada grupo de ratos a ser estudado, seja
determinada a dose diabetogénica antes do inicio dos experimentos propriamente
ditos. A dose diabetogénica da droga é definida como a quantidade do agente
indutor que promove necrose das células B e hiperglicemia mantida em pelo menos
80% dos animais, mas ndo causa danos a outros Orgdos. Sugestdo essa,
importante, para que se evite 0 USO excessivo e desnecessario de animais, estando
de acordo com as orientagBes éticas para uso de animais de experimentacdo
(DELFINO et al., 2002).

A aloxana exerce sua acdo diabetogénica quando € administrada por
via parentérica: via intravenosa, intraperitoneal ou subcutédnea. A dose de aloxana
necessaria para induzir o diabetes depende da espécie animal, via de administracéo
e estado nutricional. (SZKUDELSKI, 2001). Quando administrada por via intravenosa
(iv), a dose mais frequentemente utilizada em ratos é de 40 a 65mg/kg, por meio da
veia peniana ou veia da cauda e na concentracdo de 2% (CARVALHO; CARVALHO;
FERREIRA, 2003; LERCO et al., 2003; SZKUDELSKI, 2001). Alguns pesquisadores
utiizam doses mais elevadas de 120mg/kg (iv) (FEDERIUK et al.,, 2004). A
velocidade de infusdo é importante, quando a via intravenosa é utilizada; doses
efetivas de aloxana ndo produzem diabetes se as mesmas séo injetadas lentamente
(LERCO et al., 2003). Por via intraperitoneal ou subcutanea, a dose eficaz deve ser
duas a trés vezes maior que a dose para via intravenosa. A dose intraperitoneal
abaixo de 150mg/kg, pode ser insuficiente para induzir o diabetes em ratos,
necessitando de uma segunda dose (SZKUDELSKI, 2001).

Embora maior parte dos pesquisadores utilizarem a via intravenosa na
maioria das espeécies animais, onde os efeitos da aloxana sdo mais evidentes,
Federiuk et al. (2004) em seu experimento utiliza varios protocolos para indugédo do
diabetes, e observa que 70% dos ratos que receberam uma dose de 120mg/kg de
aloxana (intravenosa) morreram nos primeiros dois dias apos a inducéo, apesar de
adotar as medidas destinadas a prevenir a desidratacédo e hipoglicemia. Devido ao
alto indice de mortalidade, provavelmente decorrente da liberagdo macica de
insulina pelas células B lesadas, seguida de morte encefalica; o autor abandonou
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esta dose por esta via de administracdo e ndo a recomenda. Por outro lado, o
mesmo relata uma satisfacdo na inducéo do diabetes, quando utiliza uma dose de
200mg/kg de aloxana por via intraperitoneal em um grupo de 10 animais, visto que
apenas um animal (10%) morreu durante a primeira semana, e o restante dos
animais permaneceram vivos por mais de 200 dias, utilizando-se das medidas de
prevencdo a desnutricdo, desidratacéo e hipoglicemia. E importante observar que a
dose foi ajustada de 120 para 200mg/kg, com a troca da via intravenosa pela
intraperitoneal.

Com a preferéncia pela via intraperitoneal, uma atengdo meticulosa
deve ser dada aos valores de glicose no sangue, o que pode aumentar ou diminuir
precipitadamente (FEDERIUK et al., 2004).

1.3.2.2 Dieta e jejum

A alimentacao prévia dos animais tem importancia significativa, quanto
a sensibilidade do hospedeiro a acdo da droga. Uma dieta com alto teor de gordura
torna os ratos mais sensiveis a uma dose constante de aloxana, com taxa de
mortalidade, nesses casos, de 90% a 100%. Por outro lado, uma dieta com alto teor
de proteinas e carboidratos, é capaz de diminuir esses indices para 33% a 40%
(LERCO et al., 2003), visto que, o aumento de glicose no sangue proveniente dos
carboidratos, fornece uma protecéo parcial a acao da droga; devido a interacdo das
moléculas de acucar com o transportador de glicose GLUT2, resultando em uma
captacao limitada de aloxana (RERUP, 1970; SZKUDELSKI, 2001).

O jejum promove maior sensibilidade a acdo diabetogénica da droga, e
tem importancia significativa na resposta dos animais a aloxana. Segundo Lukens
(1948), 95% dos ratos tratados com aloxana, administrada com o animal em jejum
prolongado de 48 a 60 horas, tornam-se diabéticos, enquanto que uma dose similar
administrada em animais onde o jejum ndo foi observado diminui essa resposta em
25%. Alguns animais apresentam-se refratarios a doses posteriores a primeira
injecdo de aloxana, e esse comportamento € observado em animais cujo jejum nao

foi convenientemente observado. Entretanto, estes mesmos animais, refratarios a
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doses subsequentes, tornam-se diabéticos apds 60 horas de jejum, com uma dose
padrao de aloxana (LUKENS, 1948). O tempo de jejum pode variar de 12, 24, 48 a
60 horas, como apontam alguns pesquisadores, sendo que a sensibilidade do
animal a acdo da droga aumenta respectivamente com o aumento do tempo de
jejum (ZANOELLO et al.,, 2002; LERCO et al.,, 2003; FEDERIUK et al., 2004,
CAVALLI et al., 2007).

1.3.2.3 Espécies e peso do animal

A aloxana pode ser utilizada para indu¢cdo do Diabetes mellitus em
ratos, caes, coelhos, hamster, cobaias e até ovinos (BLACK; ROSENBLUM; CAPEN,
1980; FEDERIUK et al., 2004). Porém os ratos tém sido amplamente utilizados por
pesquisadores em todo o mundo, por apresentarem inlUmeras vantagens em relacao
ao cao e a outros animais de maior porte: facil manuseio (alimentacdo, higiene,
acomodacédo); possibilidade de trabalhar simultaneamente com varios grupos
experimentais, sem a ocupac¢ao de grandes espacos; elevada resisténcia a infec¢ao;
e facilidade para remocdo dos diversos Orgdos estudados (retina, rins, coracao,
aorta e iliacas). Além desses fatos, por apresentarem semelhancas clinicas,
laboratoriais e histopatolégicas com o diabetes humano (LERCO et al., 2003). Uma
grande desvantagem em utilizar o cdo, segundo Black, Rosenblum e Capen (1980) é
o grande indice de mortalidade desses animais ap0s a administracdo da droga. A
utilizacdo de coelhos, segundo Federiuk et al. (2004), também é desvantajosa, ja
gue, esses animais apresentam alto indice de mortalidade, hipoglicemia frequente, e
consequentemente déficits neuroldgicos frequentes atribuiveis a hipoglicemia; além
de serem mais dificeis de lidar.

Lukens (1948) revelou a importancia do peso, em relacdo a
susceptibilidade do animal aos efeitos téxicos da aloxana. Em um estudo detalhado
em ratos, esse pesquisador revelou que a toxicidade da aloxana altera-se numa
relacdo linear com o peso do animal, aumentando 0,73 poderes de toxicidade para

cada unidade de peso. Os pesos dos ratos podem ser os mais variados entre 123-
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160g (ZANOELLO et al., 2002), 200-300g (LERCO et al., 2003), 250-330g (CAVALLI
et al., 2007), 250-350g (MAZZANTI et al., 2003), 350-675g (FEDERIUK et al., 2004).

1.3.2.4 Substéancias que interferem na acdo diabetogénica da Aloxana

Algumas substancias agem direta ou indiretamente sobre os
mecanismos de acdo da aloxana. Os barbitlricos tornam os animais mais sensiveis
aos efeitos da droga. Por outro lado, algumas substancias, tais como o &cido
nicotinico, o 1-2-dimetil-4 amino-5-benzeno e o acido dicarboxilico piridinico, podem
proteger o animal desses danos, se administrados simultaneamente com a droga
(LERCO et al., 2003). A nivel celular, o etanol, metanol, n-propanol e n-butanol,
(alcoois de cadeia curta), protegem as células B contra acdo dessa droga
(FISCHER; HAMBURGER, 1980a). O pré-tratamento das ilhotas com alguns
inibidores da enzima poli-ADP-ribose, como picolinamida, benzamida, 3-
aminobenzamida, teofilina e nicotinamida, podem parcialmente restringir a toxicidade
da aloxana, protegendo as ilhotas contra a diminuicdo da biossintese de pré-insulina
provocada pela mesma (WILSON et al., 1984; SZKUDELSKI, 2001). Ainda o
tratamento prévio das ilhotas com a superoxido dismutase e catalase, promove uma
acdo profilatica contra a citotoxicidade da aloxana sobre as células B, in vivo e in
vitro (FISCHER; HAMBURGER, 1980a; ZANOELLO et al., 2002; MAZZANTI et al.,
2003). A hiperglicemia induzida pela aloxana em ratos pode ser suprimida por
antagonistas dos canais de célcio (verapamil e diltiazem), assim como o cloreto de
niquel que previne a hiperglicemia, devido a sua capacidade de aumentar a
atividade da superéxido dismutase no pancreas desses animais. Por fim alguns
estudos demonstram que o grau de destruicdo das células B pancreaticas provocada
pela aloxana in vitro, é reduzido em 80% pela adicdo de glicose ao meio, antes ou
durante a exposi¢do a droga (ZANOELLO et al., 2002).

O estudo em questdo teve como objetivo, estudar a inducéo
experimental do diabetes em ratos Wistar, pela administracdo intraperitoneal de

aloxana em diferentes doses; verificando qual a dose mais eficiente, ou seja, que
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estabelece o quadro de diabetes num maior numero de animais, com menor

percentual de ébitos.
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ABSTRACT

This study was to compare the effects of the action diabetogenic of alloxan in different doses, through its
administration intraperitoneally (ip) in Wistar rats. The animals were distributed randomly four in
experimental groups: experimental control group (GC), consisting of 30 rats subjected to injection (ip) of
sodium chloride solution 0.9%; Group 1 (G1), 2 (G2) and 3 (G3) consisting of 60 rats each, subject to
injection (ip) alloxan 2% at doses of 120, 150 and 200 mg/Kg, respectively. Were evaluated during 15
days, on the following parameters: blood glucose, weight, water intake, dietary intake, urination
chemical examination of urine (glucose, ketone bodies, and other parameters). It was concluded that, the
dose of 120 mg/Kg alloxan at 2% (ip), when compared to other doses was the most efficient, compared to
the objectives of this study, it induced diabetes in a larger number of animals and promoted a low

percentage of deaths.

Key words: alloxan, intraperitoneally, Diabetes mellitus, Wistar rat.

INTRODUCAO

O Diabetes mellitus, desordem metabolica
caracterizada por hiperglicemia cronica com
disturbios no metabolismo de carboidratos,
gorduras e proteinas, resultante da deficiéncia
absoluta ou relativa na secrecdo e/ou acdo da
insulina, (Paiva, 2001; Gross et al., 2002; Oliveira
et al., 2008); gera consequéncias sociais e
econbmicas devastadoras: sdo quatro milhGes de
mortes por ano relacionadas ao diabetes e suas
complicacBes, o que representa 9% da mortalidade
mundial total (Leal et al., 2009).

Entre suas complicacbes  microvasculares,
predominam a retinopatia, nefropatia, neuropatia e
uma variedade de neuropatias debilitantes; entre as
macrovasculares, destacam-se particularmente o
acidente vascular cerebral e as doencas da artéria
coronéria, afetando artérias que suprem o coragdo,
cérebro e extremidades inferiores (Scheffel et al.,
2004; Cavalli et al., 2007). Juntas, essas doengas
fazem do diabetes a sétima causa de Obitos no
mundo desenvolvido (Reis et al., 2008), sendo a
doenca cardiovascular a principal causa de morte

* Autor para correspondéncia: vrdiass-farm@uol.com.br

no Diabetes mellitus Insulinodependente (IDDM)
(Ribeiro et al., 2007), uma vez que, essa
endocrinopatia esta associada ao aumento da
aterosclerose, observada em autdpsias de infarto
agudo do miocardio, decorrente de alteracBes
funcionais e estruturais de grandes artérias,
principalmente aumento da rigidez arterial em
diabéticos (Kuller, 1976; Bortolotto, 2007).
Comum nao s6 em humanos, o Diabetes mellitus,
esta presente em animais de estimacdo como 0s
cdes, e pode ser fatal se ndo for diagnosticada e
adequadamente tratada (Faria, 2007). A maioria
dos casos de diabetes espontaneo ocorre em cées
adultos, idosos, obesos e sedentarios (Feldman &
Nelson, 1996). A incidéncia em fémeas ¢é
aproximadamente o dobro da incidéncia em
machos; e as ragas caninas mais predispostas séo:
Poodle, Cocker, Beagle, Fox paulistinha, Pinscher,
Rotweiller, Schnauzers, Dachshund e Terrier
(Feldman & Nelson, 1996; Faria, 2007; Nogueira,
2008).

Frente a essa realidade, torna-se imprescindivel
gue o empenho cientifico estabeleca modelos de
estudo, e desenvolva técnicas para uma melhor



compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos do
diabetes e de suas complicacBes, a procura de
agentes terapéuticos capazes de contribuir para
minimizar as alteracBes endocrino-metabdlicas e,
principalmente, as lesdes crbnicas sobre 0s
diferentes 6rgdos causadas pela doenca (Bertram
et al., 2001; Lerco et al., 2003). Além de permitir o
desenvolvimento de estudos detalhados dos
eventos bioquimicos, hormonais e morfolégicos
que ocorrem durante e ap6s a inducdo do estado
diabético (Zanoello et al., 2002).

Entre os diversos modelos de inducédo
experimental do Diabetes mellitus, a destruigdo
quimica das células [ pancreaticas, pela
administracdo dos agentes toxicos aloxana (AL) e
estreptozotocina  (STZ), ambos citotoxicos
seletivos para estas células (Delfino et al., 2002;
Negri, 2005; Lenzen, 2008), é o mais utilizado
atualmente.

A aloxana, derivada do &cido drico (Machado et
al., 2000), é um dos agentes diabetogénicos mais
estudado e comumente utilizado no meio cientifico
para a indugdo do diabetes experimental (Black et
al., 1980; Jansson & Sandler, 1986; Cavalli et al.,
2007), por apresentar caracteristicas semelhantes
as encontradas na sindrome diabética em humanos
tais como, perda de peso corporal, glicosUria,
polifagia, polidipsia, hiperglicemia, cetondria e
cetonemia; além de possuir pequena agdo
oncogénica e ter um custo menor quando
comparada a STZ (Cavalli et al., 2007; Ribeiro et
al., 2007). Essa droga possui citotoxicidade
especifica para as células B do pancreas, causa
danos aos vasos sanguineos das ilhotas
pancredticas, levando a morte das células e ao
guadro clinico de Diabetes mellitus tipo 1 (Jansson
& Sandler, 1986; Ribeiro et al., 2007; Lenzen,
2008). Alguns estudos demonstraram que a
formacdo de radicais superdxido e hidroxila,
induzidos pela aloxana, é responsavel pela
citotoxicidade desse composto (Heikkila et al.,
1976; Lima et al., 2001). Outros experimentos
sugerem que o efeito da aloxana sobre a secrecéo
de insulina ocorre em dois estagios; inicialmente,
ha uma acgdo estimulante com liberagdo rapida do
hormdnio, presumivelmente em virtude do influxo
de ions de calcio ao citosol das células B, no
entanto, trata-se de uma liberagdo de curta
duracdo, seguida por completa supressdo na
secrecao de insulina, causada por interferéncia da
aloxana com as proteinas citoplasmaticas que
contém sulfidril e dissulfeto, levando as células B a
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necrose (Szkudelski et al., 1998; Szkudelski,
2001).

Diversos fatores podem influenciar na acéo
diabetogénica da aloxana: concentracdo da droga,
velocidade de infusdo, dose, via de administracéo,
dieta, tempo de jejum, peso do animal, até a
utilizacdo de substéncias capazes de influenciar os
seus mecanismos de acdo, tais como 0s
barbitaricos, o acido nicotinico, o 1-2-dimetil-4
amino-5-benzeno (Lerco et al., 2003; Federiuk et
al., 2004), picolinamida, benzamida, 3-
aminobenzamida, teofilina, nicotinamida, entre
outras (Wilson et al., 1984). Frente a estes fatores,
justifica-se contribuir com estudos que venham
aprimorar a inducdo experimental do Diabetes
mellitus com o uso da aloxana e caracterizar um
protocolo de inducdo mais satisfatério. O estudo
em questdo teve como objetivo, estudar a inducao
experimental do diabetes em ratos Wistar, pela
administracdo intraperitoneal de aloxana em
diferentes doses; verificando qual a dose mais
eficiente, ou seja, que estabelece o quadro de
diabetes num maior ndmero de animais, com
menor percentual de 6bitos.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Biotério Central da
Universidade de origem ap6s ser protocolado com
0 namero 43/09, avaliado e aprovado pelo Comité
de Etica e Pesquisa da mesma instituicao.

Para realizacdo deste estudo foram utilizados 210
ratos da linhagem Wistar, fémeas, adultos, sadios
ao exame clinico, com idade de 60 dias e peso
médio de 180g, provenientes do Biotério Central
da instituicdo. Os animais foram mantidos em
caixas individuais de polietileno, em local com
temperatura ambiente controlada (22°C = 2°C) e
fotoperiodos controlados (12h claro/12h escuro)
durante dois dias antes da inducdo do diabetes,
com rago (Supra®) e agua ad libitum.

Inducéo do Diabetes Experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente, em
quatro grupos experimentais: grupo controle (GC),
constituido por 30 ratos, grupo 1 (G1), grupo 2
(G2) e grupo 3 (G3) constituidos por 60 ratos cada
grupo. Apés jejum alimentar de 24 horas, com
fornecimento de &gua “ad libitum”, 0s animais do
grupo (GC) foram submetidos a uma Unica injecao
intraperitoneal de solugdo de cloreto de sodio
0,9%, enquanto os animais dos grupos (G1), (G2)



e (G3) foram submetidos a uma Unica injecdo
intraperitoneal de aloxana (Alloxan monohydrate,
SIGMA-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA),
diluida a 2% em solucéo de cloreto de sédio 0,9%
(Carvalho et al.,, 2003; Lerco et al., 2003;
Bongiolo, 2008; Oliveira, 2008; Oliveira et al.,
2008), nas doses de 120mg/kg (Federiuk et al.,
2004; Oliveira et al., 2007), 150mg/kg (Mazzanti
et al., 2003; Federiuk et al., 2004) e 200mg/kg
(Wimhurst & Manchester, 1970; Kodama et al.,
1993; Federiuk et al., 2004; Bongiolo, 2008) de
peso corporal, respectivamente.

Decorridos 30 minutos apos a injecdo, os animais
foram alimentados normalmente e receberam uma
solucdo de glicose a 10% via oral, como Unica
fonte hidrica, durante 24 horas, e 4gua sem glicose
apos este periodo. Segundo Zanoello et al. (2002)
e Mazzanti et al. (2003), o fornecimento de
solucdo glicose a 10%, é fundamental para evitar
uma hipoglicemia fatal, devido a liberagdo macica
de insulina que ocorre ap6s a destruicdo das
células B.

Avaliacdo clinica e laboratorial

O periodo de avaliagdo dos animais ao longo do
seguimento, apo6s a administracdo da droga foi de
15 dias.

A glicemia dos animais foi avaliada nos momentos
M7 (7 dias) (Lerco et al., 2003; Cavalli et al.,
2007) e M14 (14 dias) (Lerco et al., 2003), por
meio de glicosimetro para analise de glicose
sanguinea (Breeze®2-Bayer), ap6s jejum de 12
horas. Os animais foram contidos em cone acrilico
de contencdo para ratos, com exposicdo da cauda,
onde foi feita uma pequena incisdo, utilizando-se
lamina de bisturi, para a coleta de uma gota de
sangue que era depositada diretamente na tira de
leitura de glicose do glicosimetro. Foram
considerados animais diabéticos, 0s animais que
apresentaram glicemia de jejum em dois niveis de
intensidade, ao qual se classificou o estado
diabético: diabetes moderado (DM) (glicemia de
jejum de 120 a 200mg/dL), diabetes grave (DG)
(glicemia de jejum acima de 200mg/dL) (Rudge et
al., 1998; Calderon et al., 1999).

Apos a avaliagdo da glicemia, 12 animais de cada
grupo (os que apresentaram 0s maiores valores
glicémicos), foram selecionados e transferidos
para gaiolas metabdlicas individuais, com
alimentacdo e &gua “ad libitum”, onde foram
mantidos por 24 horas, para um diagndstico mais
preciso do diabetes, com inclusdo da analise de
parametros clinicos.
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Nos momentos M8 (8 dias) e M15 (15 dias)
(Zanoello et al., 2002), tanto os animais mantidos
nas caixas individuais de polietileno, quanto os
mantidos nas gaiolas metabdlicas, foram avaliados
guanto aos seguintes parametros clinicos: peso
corporal em gramas (g) utilizando balanca digital
marca ELC-10; ingestdo hidrica em mililitros
(mL) e ingestdo alimentar em gramas (g), ambas
em 24 horas. Nestes momentos, a analise de
diurese (volume urinario) em mililitros (mL), e
exame quimico da urina (densidade, pH,
leucécitos, nitrito, proteina, glicose, corpos
cetbnicos, urobilinogénio, bilirrubina, sangue) por
meio de fitas reagentes (Combur-Test®UX,
Roche), foi inclusa apenas para 0s animais
mantidos nas gaiolas metabdlicas. Ao final do
experimento todos os animais foram sacrificados
por meio de injegdo intraperitoneal de tiopental na
dose de 100mg/kg (Rhoden et al., 2006).

Analise Estatistica

Previamente a analise estatistica, os grupos de
dados compostos por variaveis paramétricas foram
avaliados quanto ao pressuposto de normalidade
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para avaliar
os efeitos das doses de aloxana sobre os
pardmetros clinicos e laboratoriais avaliados
empregou-se ao teste de Analise de Variancia para
0 esquema fatorial 2x3 (trés grupos em dois
momentos), com delineamento inteiramente
casualizado. Os contrastes foram realizados pelo
método de Tukey. Para comparar o0s efeitos
observados nos momentos (M7 e M14), (M8 e
M15) pos-medicacdo, dentro de cada grupo,
empregou-se o teste t-pareado e teste de Wilcoxon
(Pagano & Gauvreau, 2004).

As variaveis mensuradas na forma de escores
foram previamente consideradas como ndo
paramétricas e os efeitos das doses sobre os
pardmetros  clinico e laboratorial  foram
comparados pelo teste de Kruskal-Wallis (Pagano
& Gauvreau, 2004).

O teste de Qui-quadrado foi utilizado em uma
tabela de contingéncia 2x3 para provar se 0s
percentuais de Obitos se distribuiam de forma
homogénea em relacdo as trés doses de
medicamentos testadas, aos 7 e aos 14 dias. Para a
realizagdo dos contrastes utilizou-se 0 método de
particdo do Qui-quadrado (Everitt, 1977), para o
qual o nivel de significancia de 5% foi ajustado
para 2,5% (p <0,025) em razdo das mdultiplas
comparacgdes. A comparacdo entre 0s percentuais
de Obitos observados aos 7 e 14 dias foram



comparados pelo teste de qui-quadrado para
tabelas 2x2, adotando-se nivel de significancia de
5% (Pagano & Gauvreau, 2004).

Para confrontar o0s percentuais de animais
diabéticos x percentual de animais ndo diabéticos
+ animais que vieram a o6bito aos 7 e 14 dias ap06s
a aplicacdo de aloxana a 2%, foi utilizado o teste
exato de Fisher ou Qui-quadrado com contrastes
pelo método de particdo (Ayres et al., 2007). O
mesmo teste foi empregado para confrontar o0s
percentuais de animais sobreviventes com diabetes
moderado (DM) e diabetes grave (DG), 7 e 14 dias
apos a aplicacdo da aloxana a 2%. Na parti¢do do
Qui-quadrado o nivel de significancia de 5% foi
ajustado para 2,5% em razdo das maultiplas
comparagoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como modelo experimental escolheu-se o rato
Wistar, por apresentar inlmeras vantagens em
relagdo a outros animais de maior porte e,
principalmente, por apresentar semelhancas
clinicas, laboratoriais e histopatolégicas com o
diabetes humano (Lerco et al., 2003; Cavalli et al.,
2007).

Com base nos resultados da glicemia de jejum nos
momentos M7 (médias dos grupos: (G1)
145,5mg/dL, (G2) 176,6mg/dL, (G3) 177,5mg/dL)
e M14 (médias dos grupos: (G1) 117,1mg/dL,
(G2) 122,3mg/dL, (G3) 84,1mg/dL), obtidos por
meio do  glicosimetro  (Breeze®2-Bayer);
observaram-se 0s numeros e porcentagens de
animais diabéticos sobreviventes e animais nao
diabéticos + o0bitos, nos momentos M7 e M14
(Tabelas 1 e 2), animais com diabetes moderado
(DM) e diabetes grave (DG) entre 0s animais
sobreviventes, nos momentos M7 e M14 (Tabelas
3 e 4), nimeros e percentuais de 6bitos, nos
mesmos momentos (Tabela 5), de cada grupo
experimental (G1), (G2) e (G3). Entre os 30
animais do grupo (GC), nenhum animal
apresentou-se diabético, com valores glicémicos
menores que 120mg/dL.

O baixo percentual de animais diabéticos
encontrado no grupo (G1) de 25% no M7 e 17,7%
no M14 (Tabelas 1 e 2), é explicado por dois, dos
diversos fatores que podem influenciar os efeitos
diabetogénicos da droga; dose e via de
administragdo. Ainda, segundo Federiuk et al.
(2004), uma atencdo meticulosa deve ser dada aos
valores de glicose no sangue, quando a via
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intraperitoneal é a de escolha para administracdo
da droga, pois estes valores podem aumentar ou
diminuir precipitadamente. Esse fato enfatiza a
importancia de incluir na avaliagdo desses animais,
parametros clinicos representados pelo peso,
ingestdo hidrica, ingestdo alimentar e diurese;
realizado neste estudo, com a intengédo de obter um
diagnéstico mais preciso do diabetes.

A aloxana exerce sua acdo diabetogénica quando é
administrada por via parentérica: via intravenosa,
intraperitoneal ou subcutanea. A dose de aloxana
necessaria para induzir o diabetes depende da
espécie animal, via de administragdo e estado
nutricional (Szkudelski, ~ 2001). Quando
administrada por via intravenosa (iv), a dose mais
frequentemente utilizada em ratos é de 40 a
65mg/kg, por meio da veia peniana ou veia da
cauda (Carvalho et al., 2003; Lerco et al., 2003;
Szkudelski, 2001; Cavalli et al., 2007). Federiuk et
al. (2004) utilizaram doses mais elevadas de
120mg/kg (iv).

Segundo Szkudelski (2001), gquando administrada
por via intraperitoneal ou subcutdnea, a dose
eficaz deve ser duas a trés vezes maior, que a dose
pra via intravenosa. O nimero de 15 ratos (25%)
(Tabela 1) diabéticos encontrado no grupo (G1) no
momento M7 concorda com Szkudelski, (2001);
pois ao comparar os achados deste grupo, com
outros estudos, como o de Lerco et al., (2003),
observa-se que o autor obteve numa populacéo de
64 animais, um nudmero de 25 ratos (39%)
diabéticos, utilizando uma dose menor (42mg/kg
via intravenosa), em relacdo a dose (ip) usada
neste estudo para o grupo (G1). Szkudelski (2001)
relata ainda, que a dose intraperitoneal abaixo de
150mg/kg, pode ser insuficiente para induzir o
diabetes em ratos, necessitando de uma segunda
dose. Entretanto os achados deste estudo com
relacdo ao grupo (G1) discordam do autor, pois foi
possivel induzir o diabetes nos animais, quando
utilizada a dose de 120mg/kg de aloxana via
intraperitoneal.

Estudos demonstram ampla variagdo na dosagem
de aloxana na indugdo do diabetes experimental
em ratos; Soares et al. (2000) utilizaram em seu
experimento a dose de 40mg/kg via intraperitoneal
e observaram hiperglicemia moderada. No entanto,
relatam que outros autores utilizaram a mesma
dose por via intravenosa, e obtiveram como
resultados em seus experimentos severa
hiperglicemia. Este fato sugere que outras vias,
que ndo a via (iv) atenuam a resposta
hiperglicémica no diabetes induzido com aloxana.
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Tabela 1 - Nameros e percentuais de animais diabéticos sobreviventes e animais nao diabéticos + 6bitos dos grupos (G1), (G2) e
(G3) no momento M7 ap6s administragdo de aloxana 2%.

Grupo Diabéticos Nao diabéticos + dbitos Total
G1 (120 mg/Kg) * 15 (25%) 36 + 9 =45 (75%) 60 (100%)
G2 (150 mg/Kg) & 13 (21,7%) 22 + 25 =47 (78,3%) 60 (100%)
G3 (200 mg/Kg) © 7 (20%) 11 + 42 = 53 (88,3%) 60 (100%)

Total 35 (66,7%) 145 (241,7%) 180 (300%)

Tabela 2x3 - X* = 3,68, 2 g.I, p =0,1581
Parti¢do do Qui-quadrado

B versus A: X2=0,21,1g.l., p = 0,6446
B versus C: X2=13,47, 1 g.l., p < 0,0623

Tabela 2 - NUmeros e percentuais de animais diabéticos sobreviventes e animais nao diabéticos + 6bitos dos grupos (G1), (G2) e
(G3) no momento M14 ap6s administragéo de aloxana 2%.

Grupo Diabéticos Nao diabéticos + dbitos Total
G1 (120 mg/Kg) * 9 (17,7%) 35+ 7 =42 (70%) 51 (87,7%)
G2 (150 mg/Kg) ® 7 (13,7%) 25 + 3 =28 (46,7%) 35 (60,4%)
G3 (200 mg/Kg) © 0 (0%) 13+ 5 =18 (30%) 18 (30%)
Total 16 (31,4%) 88 (146,6%) 104 (178,1%)

Tabela 2x3 - X? = 2,26, 2 gl, p = 0,3223
Parti¢do do Qui-quadrado

B versus A: X2=0,42,1g.l., p=0,5165
B versus C: X?=1,84, 1 g.l., p =0,1746

Tabela 3 - Numeros e percentuais de animais com diabetes moderado (DM) e diabetes grave (DG) entre os animais
sobreviventes, dos grupos (G1), (G2) e (G3) no momento M7 apés administracdo de aloxana 2%.

Grupo DM DG Total
G1 (120 mg/Kg) * 4 (6,7%) 11 (18,3%) 15 (25%)
G2 (150 mg/Kg) ® 5 (8,3%) 8 (13,4%) 13 (21,7%)
G3 (200 mg/Kg) © 3 (5%) 4 (6,7%) 7 (11,7%)

Total 12 (20%) 23 (38,4%) 35 (58,4%)

Tabela 2x3 - X*=0,71, 2 gl, p=0,6993
Particdo do Qui-quadrado

B versus A: X>=0,43,1g.l, p=0,5120
B versus C: X2=0,28, 1 g.l., p =0,5932

Tabela 4 - Numeros e percentuais de animais com diabetes moderado (DM) e diabetes grave (DG) entre os animais
sobreviventes, dos grupos (G1), (G2) e (G3) no momento M14 apds administracdo de aloxana 2%.

Grupo DM DG Total
G1 (120 mg/Kg) * 6 (11,8%) 3 (5%) 9 (16,8%)
G2 (150 mg/Kg) ® 4 (11,4%) 3 (5%) 7 (16,4%)
G3 (200 mg/Kg)* 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Total 10 (23,2%) 6 (10%) 16 (33,2%)

*- Excluido da andlise
Tabela 2x2 — teste exato de Fisher, p = 1,000

Tabela 5 - NUmeros e percentuais de 6bitos, observados nos grupos (G1), (G2) e (G3) nos momentos M7 e M14 ap6s
administracdo de aloxana 2%.

Grupos
Dados Momentos - =51 (120mg/kg) G2 (150mg/Kg) G3 (200mg/Kg)
— M7 9 (15%)Aa 25 (41,6%)Ba 42 (70%)Ca
Obitos M14 7 (13,7%)Aa 3 (8,6%)Ab 5 (27,8%)Ab

Valores seguidos de letras maitsculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente. Valores seguidos de letras mindsculas
iguais na mesma coluna néo diferem estatisticamente.



Embora maior parte dos pesquisadores utilizarem a
via intravenosa na maioria das espécies animais,
onde os efeitos da aloxana sdo mais evidentes,
Federiuk et al. (2004) utilizaram varios protocolos
para inducédo do diabetes, e observam que 70% dos
ratos que receberam uma dose de 120mg/kg de
aloxana (intravenosa) morreram nos primeiros dois
dias ap6s a inducdo, mesmo tendo sido usadas
medidas destinadas a prevenir a desnutri¢do,
desidratacdo e hipoglicemia. Devido ao alto indice
de mortalidade, provavelmente decorrente da
liberacdo macica de insulina pelas células 3
lesadas, seguida de morte encefalica; o autor
abandonou esta via de administragdo e ndo a
recomenda (Federiuk et al., 2004). Além disso, é
importante estar atento a velocidade de infusdo da
droga, quando a via intravenosa é utilizada; doses
efetivas de aloxana ndo produzem diabetes se as
mesmas sdo injetadas lentamente (Lerco et al.,
2003); por estas razbes, optamos pela via
intraperitoneal para realizagdo deste estudo.

No grupo (G2) observou-se um aumento no
nimero de animais ndo diabéticos no M14 (25
animais), quando comparado ao momento M7 (22
animais) (Tabelas 1 e 2). Este aumento pode ter
ocorrido devido ao fato, de alguns animais que se
apresentavam hiperglicémicos no 7° dia, voltarem
ao estado normoglicémico no 14° dia. Foram
sugeridas duas hipGteses para explicar este
acontecimento. A primeira hipdtese descreve que
a toxicidade inicial da droga foi maior e no
decorrer do periodo experimental foi sendo
metabolizada e eliminada do organismo, bem
como o efeito toxico da droga pode ter se
restringido apenas a inibicdo da liberacdo de
insulina pelas células B, por redugdo dos niveis
intracelulares de NAD (Black et al., 1980; Soares
et al., 2000). A segunda hipétese sugere que a
droga poderia ndo ter atingido todas as células f3,
ficando uma populacgdo de células sem degenerar e
estas, por sua vez, poderiam ter sofrido uma
hipertrofia compensatoria (Soares et al., 2000). No
entanto, uma analise histopatologica deveria ser
realizada, para verificar se realmente houve ou
ndo, uma degeneracdo e/ou hipertrofia visiveis.
Evidéncias que se acumularam na Gltima década, a
partir de dados experimentais obtidos em estudos
“in vivo” e “in vitro”, descrevem a capacidade das
celulas B das ilhotas pancreaticas em se recuperar
apo6s danos (Ribeiro et al., 2007), especialmente
quando provenientes de organismos jovens.

Estudo desenvolvido por Waguri et al. (1997),
utilizando o método imunoistoquimico, dividiu o
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pancreas de ratos em areas onde houve e onde ndo
houve perfusdo por aloxana através do
clampeamento da artéria mesentérica superior.
Esse estudo demonstrou que ha duas formas de
regeneracdo das células P: proliferacio e
diferenciacdo. No segmento onde houve perfusdo
por aloxana, observou-se que a longo prazo, houve
um aumento no namero de células P,
principalmente proximo aos ductos; sugerindo que
elas poderiam ter se diferenciado das células do
ducto. No segmento onde ndo houve perfusdo por
aloxana, sugeriu-se que as células [ se
regenerariam por proliferacdo das células pré-
existentes. Esse estudo demonstrou que, apds um
ano de seu inicio, a tolerancia a glicose estava
completamente normal com um aumento
concomitante do conteddo de insulina do
pancreas.

Algumas células B podem ndo ser destruidas pela
aloxana; visto que se trata de um composto
guimico muito instavel, com uma estrutura
molecular semelhante & glicose; ambas
hidrofilicas que ndo penetram na bicamada
lipidica da membrana plasmatica; e € transportada
para o citosol da célula B por meio do
transportador de glicose GLUT2 presente na
membrana plasmatica (Malaisse et al., 1982;
Jansson & Sandler, 1986; Cavalli et al., 2007,
Lenzen, 2008). A aloxana ndo inibe a fungdo do
transportador, e pode seletivamente entrar nas
células B de forma irrestrita; portanto ndo € toxica
para as células produtoras de insulina que ndo
expressam esse transportador (Lenzen, 2008).
Além dessas hipoGteses, o tempo de jejum que
estes animais foram submetidos, também pode
explicar o fato de alguns animais hiperglicémicos,
voltarem a ser normoglicémicos. O jejum prévio a
administragdo da aloxana promove maior
sensibilidade & a¢do diabetogénica da droga, e tem
importancia significativa na resposta dos animais
a aloxana. Segundo Lukens (1948), 95% dos ratos
tratados com aloxana, administrada com o animal
em jejum prolongado de 48 a 60 horas, tornam-se
diabéticos, enquanto que uma dose similar
administrada em animais onde o jejum ndo foi
observado diminui essa resposta em 25%.

O tempo de jejum pode variar de 12, 24, 48 a 60
horas, como apontam alguns pesquisadores, sendo
gue a sensibilidade do animal a acdo da droga
aumenta respectivamente com o aumento do
tempo de jejum (Zanoello et al., 2002; Lerco et al.,
2003; Federiuk et al., 2004; Cavalli et al., 2007).
Neste experimento submetemos 0s animais ao



periodo de jejum de 24 horas antes da
administracdo da droga por questdes éticas; e para
alguns animais, esse tempo pode ter sido
insuficiente para que ocorresse a degeneracdo de
todas as células B, fazendo com que os mesmos
voltassem ao estado normoglicémico.

Quando comparados, os grupos (G2) e (G3)
apresentaram no momento M7 um percentual de
Obitos maior em relagdo ao grupo (G1), com
diferenga estatistica significante, observados na
tabela 5. Entre si, os grupos (G2) e (G3) também
apresentaram no momento M7  diferencas
significativas nos seus percentuais de Obitos
(Tabela 5). O aumento nos percentuais de Obito
nos grupos (G2) e (G3), pode ser explicado pelo
aumento na dose da droga em relacdo a dose
utilizada para o grupo (G1), o que torna os efeitos
da droga mais evidentes, levando os animais a
morte, devido & desidratacdo e desnutrigdo,
consequéncia de descontrolada hiperglicemia; e/ou
morte por hipoglicemia (Federiuk et al., 2004).

A aloxana é conhecida por causar hiperglicemia,
entretanto Federiuk et al. (2004), relataram que nas
primeiras 48 horas ap0s a sua administracdo, a
mesma pode levar a uma acentuada hipoglicemia,
devido a liberacdo macica de insulina pelas células
B danificadas, seguida de morte encefilica,
consequentemente levando a morbidade e
mortalidade. Assim, o aumento do nUmero de
mortos nos grupos (G2) e (G3), pode ser explicado
também, pela falta da gestdo de um tratamento
mais intensivo nas primeiras 48 horas ap6s a
indugdo da doenca, o que é de extrema
importancia, quando ha a necessidade de manter os
animais em boas condigdes durante um periodo
significativo. Ainda segundo Sebbag et al. (1994),
além da hiperglicemia, a hipercolesterolemia
diabética constitui um processo responsavel pela
elevada morbidade e mortalidade de pacientes
diabéticos.

Apesar da administracdo de doses maiores de
aloxana, o nimero de animais diabéticos entre os
grupos (G2) e (G3) néo foi maior que o (G1), por
terem sido avaliados no primeiro momento,
somente sete dias ap6s a inducdo da doenca; visto
que, apds sua administracdo, a droga pode levar a
morte em 48 horas (Federiuk et al., 2004). Ainda
Lerco et al. (2003) e Cavalli et al. (2007) relatam,
uma resposta trifasica nos niveis glicémicos
durante as primeiras horas da administracdo da
droga, seguida do estabelecimento de diabetes
permanente nas 24 horas subsequentes.  Desta
forma, considerando os relatos dos autores,
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podemos sugerir, porém com a necessidade de
outros estudos, que as doses de aloxana
administradas nos grupos (G2) e (G3), poderiam
mostrar um maior indice de animais diabéticos, se
fossem utilizadas medidas de prevencdo a
desnutricdo, desidratacdo e hipoglicemia; visto
que, Kodoma et al. (1993), relataram um novo
modelo de inducdo de Diabetes mellitus
experimental, utilizando aloxana 2% na dosagem
de 200mg/kg via intraperitoneal, durante o
periodo neonatal; e observaram valores glicémicos
superiores a 250mg/dL, classificando-os como
severa hiperglicemia. Federiuk et al. (2004),
relataram uma satisfacdo na inducdo do diabetes
em 90% da populacdo de ratos submetidos a
indugdo experimental do diabetes; quando
utilizaram das medidas preventivas, ap6s a
indugdo do diabetes. Em seu experimento o
mesmo utilizou uma dose de 200mg/kg de aloxana
por via intraperitoneal em um grupo de 10
animais, e apenas um animal (10%) morreu
durante a primeira semana, ja o restante dos
animais permaneceram Vvivos por mais de 200
dias.

Entre os momentos M7 e M14, o grupo (G1) ndo
apresentou diferenca estatistica nos percentuais de
Obito; enquanto os grupos (G2) e (G3)
apresentaram diferencas marcantes no percentual
de &bitos entre esses momentos. Alguns animais
do (G2) e (G3) resistiram por mais tempo aos
efeitos de desnutricdo e desidratagdo gerados pela
droga e morreram apenas durante a segunda
semana, gerando um percentual de 6bitos menor
no momento M14, com relagdo ao momento M7,
0 que explica a diferenga estatistica significativa
(p<0,05) no percentual de Obitos desses grupos
entre esses momentos.

Evolucéo Clinica

Os pardmetros clinicos representados pela
evolucdo do peso, ingestdo hidrica, ingestdo
alimentar e diurese entre os animais diabéticos dos
trés grupos, evoluiram de forma caracteristica,
com a presenca de perda de peso, polidipsia,
polifagia e polidria, evidentes; sinais clinicos
compativeis com o Diabetes mellitus humano,
concordando com os achados de outros trabalhos
(Cavalli et al., 2007; Ribeiro et al., 2007).
Também observamos pelagem ericada e sem
brilho, aumento da circunferéncia abdominal, odor
forte na urina e catarata bilateral em animais que
se apresentaram totalmente debilitados
concordando com outros estudos (Lerco et al.



2003) (Figura 1). Ja os 30 animais pertencentes ao
grupo controle (GC) evoluiram sem quaisquer
alteracBes clinicas durante todo o experimento
(Tabela 6).

Na avaliagdo da média do peso dos animais
diabéticos nos momentos M8 e M15, nos trés
grupos (Gl), (G2) e (G3), houve perda
significativa de peso em relacdo ao peso inicial.
Os animais diabéticos do grupo (G1) apresentaram
uma perda média de 39,7 + 18,99 e 48,6 + 26,19
nos momentos M8 e M15, respectivamente. A
perda média de peso dos animais diabéticos do
grupo (G2) foi de 55,5 + 11,89 no momento M8 e
de 55,1 + 16,99 no momento M15; enquanto 0s
animais diabéticos do grupo (G3) apresentaram
perda média de 51,8 + 15,99 no momento M8. No
momento M15 nenhum dos animais sobreviventes
deste grupo se apresentava diabético.

Os valores do consumo médio de agua em 24 horas
entre os animais diabéticos dos trés grupos, nos
momentos M8 e M15, foram significativamente
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elevados, quando comparados aos valores do
consumo de 24 horas, dos ratos do grupo (GC)
(Tabela 6), caracterizando a presenca de polidipsia
entre os animais diabéticos.
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Figura 1 - Rato lado esquerdo (animal normal), Rato lado
direito (animal diabético apresenta-se debilitado, caquético,
pelagem ericada e sem brilho).

Tabela 6 - Médias e desvio-padrdes da ingestdo hidrica/24h (ml), ingestdo alimentar/24h (g) e volume urinario/24h (ml) dos

animais do grupo controle (GC), nos momentos M8 e M15.

Grupo Controle (GC)

Parametros Clinicos

Ingestdo hidrica
M8 32,8 +£9,5ml
M15 39,9 +£2,9ml

Ingestéo alimentar
13,5+1,89
16,7 + 5,29

Volume urinario
3,9+0,4ml
4,2+0,2ml

Os animais diabéticos do (G1) apresentaram
consumo médio de 93,3 + 25,3ml/dia e 94,3 +
259ml/dia, nos momentos M8 e M5,
respectivamente. O grupo (G2) apresentou um
consumo médio de 82,1 + 34,6ml/dia no M8 e 86,1
+ 14,3ml/dia no M15; enquanto o (G3) apresentou
no momento M8, consumo de 91,6 + 17,1ml/dia e
auséncia de animais diabéticos no momento M15.

A polidipsia presente nos animais diabéticos pode
ter ocorrido devido a hiper-osmolaridade
sanguinea, em razdo de altos niveis de glicose
circulante, que faz a &gua passar do meio
intracelular para o extracelular, a fim de manter o
equilibrio osmotico. A desidratacdo intracelular é
percebida pelos osmorreceptores  cerebrais,
desencadeando sede intensa (Lerco et al., 2003).
Na comparacdo da ingestdo hidrica entre os grupos
(G1), (G2) e (G3), todos os animais foram
inclusos, ndo sé os diabéticos, mas também os que
ndo desenvolveram a doenca. Nesta avaliacdo foi

observado no momento M8, que os animais do
grupo (G2) apresentaram um consumo hidrico
mais elevado (p<0,05) quando comparado ao
consumo médio do grupo (G1), observado na
tabela 7.

Quanto ao consumo meédio de racdo em 24 horas,
avaliado entre os animais diabéticos dos trés
grupos estudados nos momentos M8 e M15,
observamos gue houve um consumo mais elevado,
em relacdo aos valores do consumo médio (24
horas) dos ratos do grupo (GC) (tabela 6). Os
animais diabéticos do grupo (G1) apresentaram
consumo médio de 24,3 + 6,2g/dia no momento
M8, e 25,7 + 5,0g/dia no momento M15. O grupo
(G2) apresentou consumo de 18,0 + 7,2g/dia e
18,9 = 9,4g/dia; nos momentos M8 e MI15,
respectivamente. J& o grupo (G3) apresentou no
momento M8, consumo préximo ao valor limite
consumido ao dia pelos ratos do grupo (GC); o
consumo foi de 16,0 + 7,1g/dia; no momento M15



nenhum dos animais sobreviventes deste grupo se
apresentava diabético.

A diminuicdo da entrada de glicose no centro da
saciedade, na regido ventromedial do hipotalamo,
ocorre devido a hipoinsulinemia, afetando
diretamente a sensacdo de fome e causando
polifagia, sinal clinico observado nos animais
diabéticos deste estudo (Nogueira; Marco, 2008).
Na comparacdo da ingestdo alimentar entre os
grupos (G1), (G2) e (G3), todos os animais foram
inclusos, diabéticos e ndo diabéticos. Observou-se
gue os animais do grupo (G1) no momento M8,
apresentaram um consumo de ra¢do mais elevado
(p<0,05) em relacdo ao consumo médio dos
animais dos grupos (G2) e (G3) (Tabela 7).

No momento M15, o grupo (G1) apresentou
novamente um consumo mais elevado (p<0,001),
quando comparado ao grupo (G2). Neste mesmo
momento, observou-se que 0s animais do grupo
(G3) apresentaram um consumo mais elevado
(p<0,01) em relacdo ao consumo médio dos
animais do grupo (G2) (Tabela 7).

Na comparagéo entre os momentos M8 e M15 para
os grupos (G1), (G2) e (G3), ndo observamos
diferenca significativa (p<0,05) tanto no consumo
de racéo, como no consumo de agua (Tabela 7).

Na andlise de diurese de 24 horas, realizada com
12 animais de cada grupo, mantidos nas gaiolas
metabolicas individuais, observamos que 0s
animais do grupo (G2) apresentaram um volume
urinario mais elevado no momento M8 (8,3 *
3,6ml) e no momento M15 (5,4 £ 2,6ml) (Tabela
8), em relagdo aos valores do volume urinario dos
ratos do grupo (GC) (Tabela 6). O grupo (G1)
apresentou volume médio de urina de 4,5 + 1,9ml
no momento M8 e 4,1 = 1,8m1 no momento M15
(Tabela 8), valores préximos do grupo (GC). O
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volume médio apresentado pelo grupo (G3) foi de
27+ 17ml e 1,6 £ 1,3ml; nos momentos M8 e
M15, respectivamente (Tabela 8). A diminuicdo
do volume urindrio do grupo (G3), pode ter
ocorrido em consequéncia do Obito de alguns
animais mantidos na gaiola metabdlica neste
periodo de 24 horas, antes do momento da coleta,
gerando uma média do volume total reduzido.

A polilria, uma das caracteristicas do estado
hiperglicémico, esteve presente no grupo (G2),
(M8), devido o aumento elevado da concentragéo
de glicose no filtrado glomerular, excedendo a
capacidade das células tubulares em reabsorvé-la e
dando origem a diurese osmotica. Esse
mecanismo tem sido o responsavel pela produgéo
de grande volume de wurina com elevada
osmolaridade (Lerco et al., 2003; Sales et al.,
2010). A associagdo entre a perda de &gua e
eletrolitos, e auséncia de ingestdo hidrica
adequada pode resultar em desidratacdo e,
consequentemente gerar insuficiéncia circulatéria
periférica (Sales et al., 2010)

Quando comparados 0s grupos, observou-se no
momento M8, um volume médio de urina mais
elevado (p<0,01) dos animais do grupo (G2), em
relacdo ao grupo (G1), observado na tabela 8.
Quando comparado ao grupo (G3), o grupo (G2)
também  apresentou um  volume urinario
significativamente  mais elevado (p<0,001)
(Tabela 8). No momento M15, o grupo (G2)
apresentou novamente um volume de urina mais
elevado (p<0,01) quando comparado ao grupo
(G3) (Tabela 8).

Para cada grupo (G1), (G2) e (G3), a comparagéo
entre 0s momentos M8 e M15, ndo gerou
nenhuma diferenca significativa (p>0,05) no
volume médio de urina dos animais (Tabela 8).
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Tabela 7 — Médias e desvios-padrdes do consumo hidrico/24h (ml) e alimentar/24h (g) dos animais dos grupos (G1), (G2) e (G3)
nos momentos M8 e M15 ap6s administragdo de aloxana 2%.

Parametros Momentos Grupos
avaliados
Gl G2 G3
(120 mg/Kg) (150 mg/Kg) (200 mg/Kg)
Consumo de 4gua M8 77,6 +21,4Aa 92,7 +30,9Ba 86,5+ 21,6ABa
(ml)
M15 93,2+19,1Aa 97,2 +24,4Aa 92,6 +21,4Aa
Consumo de ragédo M8 22,4 +4.6Aa 19,3 £5,9Ba 19,0 £5,1Ba
()
M15 23,8 +4,6Aa 18,1 +5,3Ba 235+5,3Aa

Com relagdo as médias: Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente. Valores

seguidos de letras minusculas iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente.

Tabela 8 — Médias e desvios-padrées dos parametros do exame quimico da urina realizada com a fita Combur®® Test®UX dos
animais dos grupos (G1), (G2) e (G3) nos momentos M8 e M15 ap6s administragdo de aloxana 2%.

Parametros avaliados Momentos Grupos
Gl G2 G3
(120 mg/Kg) (150 mg/Kg) (200 mg/Kg)
Volume (ml) M8 45+ 19Aa 8,3+ 3,6Ba 2,7t1,6Aa
(24 horas) M15 41+18ABa 5,4 +2,5A 16+1,3Ba
Densidade M8 1013,2 £ 6,8Aa 1010,8 £ 7,9Aa 1011,7 £ 7,9Aa
M15 1008,9 + 8,9Aa 1000,0 £ 0,0Ba 1008,6 = 8,0Aa
pH M8 6,9 £ 0,9Aa 7,2+ 12Aa 7,2+ 0,9Aa
M15 7,7+ 13Aa 9,0 +£0,0Ba 7,8+ 1,2ABa

Com relagdo as médias: Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente. Valores

seguidos de letras mindsculas iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente.

Evolucdo Laboratorial

No exame quimico da urina realizado por meio de
fitas reagentes, além da andlise de glicosuria e
corpos cetdnicos; outros pardmetros como,
densidade, pH da urina, leucdcitos, nitrito,
proteina, urobilinogénio, bilirrubina e sangue;
foram analisados nos momentos M8 e M15.
Tomando como referéncia o exame quimico da
urina realizado com animais do grupo (GC), que
apresentam densidade (1013 + 5,2) e (1012 + 4,8)
nos momentos M8 e M15, respectivamente; pH

(6,7 £ 2,1) no momento M8 e pH (6,5 £ 2,0) no
momento M15; normalidade para glicosuria e
urobilinogénio, e negatividade para cetondria,
leucdcitos, nitrito, proteina, bilirrubina e sangue
nos dois momentos (M8 e M15); observamos
algumas alteracGes na urina dos ratos dos grupos
(Gl), (G2) e (G3), mantidos nas gaiolas
metabdlicas; alteracOes estas, compativeis com as
alteracbes na urina de pacientes diabéticos
(Tabelas 8 e 9).
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Tabela 9 — AlteracBes do exame quimico da urina dos animais dos grupos (G1), (G2) e (G3) nos momentos M8 e M15 ap6s

administragéo de aloxana 2%.

Dados Momentos Gl G2 G3
(120mg/Kg) (150mg/Kg) (200mg/Kg)
. M8 0,0 (0,0-0,0)A 1,0 (1,0-1,0)B 0,0 (0,0-0,0)A
Nitrito M15 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,0)
M8 3,0 (1,0-4,0A 1,0 (0,0-2,0)B 2,0 (0,0-4,0)AB
Sangue M15 3,0 (0,0-4,0)A 0,0 (0,0-4,0)B 0,0 (0,0-3,0)B
. M8 4,0 (2,0-4,0)A 4,0 (2,0-4,0)A 0,0 (0,0-4,0)B
Glicose M15 4,0 (1,0-4,00A 0,0 (0,0-1,0)B 0,0 (0,0-1,0)B

Valores seguidos de letras maitsculas comparam grupos dentro do mesmo momento (Letras iguais ndo diferem estatisticamente);
A comparacdo dos momentos dentro do mesmo grupo, ndo gerou diferenca estatistica (p>0,05) para nenhum dos grupos. Nitrito
(0-negativo; 1-positivo); Sangue: (0-negativo 1-+, 2-++, 3-+++, 4-++++); Glicose: (0-normal; 1-+; 2-++, 3-+++, 4-++++),

Na comparacdo entre os grupos (G1), (G2) e (G3)
quanto a densidade da urina, foi observado no
momento M15 que o grupo (G2), apresentou um
valor médio de densidade baixo (p<0,05), quando
comparado aos grupos (Gl1l) e (G3), que
apresentaram valores médios de densidade mais
elevados (Tabela 8). A densidade baixa encontrada
no grupo (G2) pode ter ocorrido devido a um
maior consumo de agua pelos animais deste grupo,
visto que, a densidade urinaria tem relagdo direta
com a quantidade de agua ingerida (Hennemann et
al., 1996); confirmando assim, a presenca de
polidipsia  nesses animais, sinal  clinico
caracteristico de diabetes. Além disso, a densidade
baixa, assim como a glicosuria e cetondria,
caracteriza o diabetes por meio do exame quimico
da urina (Veiga, 2005). Quanto maior € a
ingestdo de agua, maior serd a dilui¢do da urina e
consequentemente menores serdo os valores da
densidade, mostrando a incapacidade do rim em
concentrar a urina, uma vez que a densidade é
definida como a taxa de concentra¢do da solucéo
comparada com a concentragdo de igual volume de
agua, e a determinacdo da mesma é utilizada para
estimar o nimero de particulas por unidade de
solvente e monitorar a capacidade renal em
concentrar e diluir a urina (Hennemann et al.,
1996).

Quanto ao pH urinario, o grupo (G2) apresentou
pH médio mais elevado (pH alcalino) (p<0,05),
guando comparado ao grupo (G1l) no momento
M15 (Tabela 8). O pH alcalino encontrado no
grupo (G2), é resultante de uma possivel alcalose
metabdlica, onde os rins respondem diminuindo a
excrecdo de H', aumentando a concentragdo de
bicarbonato de sddio por excesso de retencdo do
mesmo, resultando em um maior valor de pH
urinario (Patience, 1991). Assim, ocorre a
excrecdo urinaria de bicarbonato, e uma urina

alcalina é excretada para manter a
eletroneutralidade (Correa et al., 2009); gerando
um aumento no volume urinario (poliuria), pois a
excrecdo renal de sodio é acompanhada pela
excrecdo de &gua, tornando o animal desidratado,
desencadeando consequentemente a polidipsia no
mesmo (Evora et al., 1999).

Com relagdo ao nitrito, foi observado no momento
M8, que apenas o grupo (G2) apresentou
positividade para nitrito (p<0,001), em relagdo aos
demais grupos (Gl1l) e (G3) (Tabela 9);
possivelmente por ocorréncia de infeccdo urinaria
nos animais deste grupo, pois de acordo com
Sialelli (2005), a presenga de nitrito na urina esta
sistematicamente associada a ocorréncia de
infeccdo urindria, uma das complicacBes do
diabetes. As bactérias normalmente envolvidas nos
casos de infeccdo urinaria apresentam a
capacidade de reduzir o nitrato da urina em nitrito
(Almond & Stevens, 1995).

A presenca de sangue na urina foi observada para
0s trés grupos estudados (G1l, G2 e G3) no
momento M8, entretanto o grupo (G1) apresentou
hematiria mais intensa (p<0,05), quando
comparado ao grupo (G2) que apresentou
hematudria com menor intensidade (Tabela 9). No
momento M15, apenas o grupo (G1) apresentou
hematuria, (p<0,05), quando comparado aos
demais grupos (G2 e G3), que ndo apresentaram
hematiria  neste  momento  (Tabela 9),
possivelmente por se tratar de uma hematlria
microscOpica transitéria (achado por meio do
exame de urina) (Abreu et al., 2007). A presenca
de sangue na urina esta associada ao Diabetes
mellitus (Faria, 2007), e pode indicar a presenca de
infeccdo do trato urinario e/ou glomerulonefrite,
gue muitas vezes pode evoluir para quadros de
insuficiéncia renal (Grassiotto et al.,, 2001),
necessitando de um diagnéstico mais preciso.



Quanto a glicosuria, caracteristica marcante do
diabetes grave, o0s grupos (Gl) e (G2)
apresentaram positividade (++++) para a mesma
no momento M8, concordando com os achados de
outros autores (Lerco et al., 2003); gerando uma
diferenca estatistica muito significativa (p<0,01)
qguando comparados ao grupo (G3), onde
negatividade para glicose foi observada (Tabela 9).
No momento M15, o grupo (G1) foi o Unico a
apresentar  glicosuria  (p<0,001), quando
comparado aos grupos (G2) e (G3) (Tabela 9).
Para cada grupo (G1, G2 e G3), a comparacao
entre 0s momentos M8 e M15, ndo gerou nenhuma
diferenca estatistica significativa (p>0,05) em
todos os parametros analisados no exame quimico
da urina (Tabela 9).

Quando se estuda a agéo diabetogénica da aloxana,
¢ importante considerar o periodo de avaliacdo dos
animais, ao longo do seguimento apés a
administragdo da droga. Pois como visto
anteriormente, nos achados deste estudo, alguns
animais que se apresentavam hiperglicémicos,
voltaram a apresentar niveis glicémicos, dentro
dos parametros de normalidade, apds dias da
inducdo. Entretanto, observamos também que,
durante todo o experimento, alguns animais que
ndo se apresentavam diabéticos no momento M7,
estavam diabéticos no momento M14, com base
nos valores glicémicos. Federiuk et al. (2004),
chamam atencéo, quanto aos valores de glicose no
sangue, quando a via intraperitoneal é a de escolha
para administragdo da droga, pois estes valores
podem aumentar ou diminuir precipitadamente.

O fato de alguns animais deste estudo, desenvolver
0 diabetes, depois de duas semanas pode ser
explicado, partindo da hipdtese, que sugere que a
acdo quimica da droga poderia ndo ter afetado
todas as células B, ficando uma populagdo de
células sem degenerar. Estas, por sua vez,
poderiam ter sofrido, ao invés de uma hipertrofia,
uma exaustdo ao longo de duas semanas, devido
ao excesso de atividade, ou seja, devido a uma
hipersecrecdo de insulina, na tentativa de suprir a
falta de insulina circulante, levando as células a
morte e consequente hiperglicemia persistente,
estabelecendo o quadro de diabetes.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e nas condi¢bes
experimentais deste estudo, pode-se concluir que a
aloxana a 2% induz experimentalmente o Diabetes
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mellitus no rato Wistar de maneira satisfatoria,
demonstrado por alteraces clinicas e laboratoriais
bem caracterizadas. A dose de 120mg/kg via
intraperitoneal comparada as doses de 150mg/kg e
200mg/kg foi mais eficiente, frente ao objetivo
deste estudo; pois induziu o diabetes em um maior
nimero de animais e promoveu um baixo
percentual de 6bitos. E importante ressaltar que,
dependendo do enfoque do estudo, ou seja, quando
se pretende induzir o diabetes com alteracGes
laboratoriais presentes e bem caracterizadas, onde
a investigacdo tem por objetivo, verificar
principalmente alteragdes no exame quimico da
urina como densidade, pH, nitrito, entre outras,
este estudo mostra que principalmente a dose de
150mg/kg pode ser mais indicada e mais
satisfatoria na inducdo experimental do diabetes. A
dose de 200mg/kg, também pode ser mais
satisfatoria quando se quer obter estas alteragdes
urinarias, porém o percentual de ébitos gerado
pela mesma é muito elevado, devendo estar atento
a inclusdo de medidas preventivas as diversas
complicagcbes que levam o0s animais a morte,
quando se utiliza esta dose.
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RESUMO

Este estudo teve por objetivo comparar os efeitos
da acdo diabetogénica da aloxana em diferentes
doses, por meio da sua administracio
intraperitoneal (ip) em ratos Wistar. Os animais
foram distribuidos, aleatoriamente, em quatro
grupos experimentais: grupo controle (GC),
constituido por 30 ratos submetidos a injecéo (ip)
de solugcdo de cloreto de sodio 0,9%; grupo 1
(G1), 2 (G2) e 3 (G3) constituidos por 60 ratos
cada, submetidos a injecdo (ip) de aloxana 2% nas
doses de 120, 150 e 200mg/Kg, respectivamente.
Foram avaliados durante 15 dias, quanto aos
seguintes parametros: glicose sanguinea, peso,
ingestdo hidrica, ingestdo alimentar, volume
urinario, exame quimico da urina (glicose, corpos
cetbnicos e outros parametros). Concluiu-se que,
a dose de 120mg/kg de aloxana a 2% (ip), quando



comparada as demais doses foi a mais eficiente,
frente aos objetivos deste estudo, pois induziu o
diabetes em um maior nimero de animais e
promoveu um baixo percentual de ébitos.
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