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RESUMO

A Diabetes Mellitus tipo 11 (DM2) ¢ caracterizada principalmente pela resisténcia a agao da
insulina nos tecidos periféricos. E uma sindrome de evolugdo cronica e elevada ocorréncia
global, sendo considerada um importante problema de satde publica. Portanto, faz-se
necessario o desenvolvimento de modelos experimentais que mimetizem as caracteristicas
metabolicas da DM2 para compreensdo de suas bases moleculares, além de estratégias
terapéuticas e preventivas mais eficazes e alternativas as atuais. O objetivo do estudo foi
desenvolver um protocolo de baixo custo relativo e rapida implementacdo da DM2 em ratos,
através da producdo e tratamento com dieta hiperlipidica/hipercalorica (RHH), usando
alimentos de baixo custo e facil aquisi¢ao, associado a baixa dose de estreptozotocina (STZ),
e que fosse capaz de replicar algumas das principais caracteristicas metabolicas dessa
patologia em humanos. O estudo foi desenvolvido durante 8 semanas com 10 ratos wistar
machos, divididos em dois grupos: 5 ratos controles (ndo diabéticos), alimentados com dieta
normal, e 5 ratos diabéticos, alimentados com a dieta hiperlipidica/hipercalérica, durante as 3
primeiras semanas. No 22° dia foi administrado 35mg/Kg de STZ. A partir da 6° semana,
ambos os grupos passaram a receber dieta normal. A glicemia e o peso corporal dos ratos
foram monitorados no 1°, 22°, 29°, 36°, 43°, 50° e 57° dias. No ultimo dia do experimento (57°
dia), realizou-se a eutanésia dos ratos e analise de pardmetros bioquimicos: glicemia de jejum,
insulina, hemoglobina glicada, triglicerideos, colesterol total, HDL, LDL, ureia, creatinina,
ALT, AST, FAL e albumina. Os ratos diabéticos realmente desenvolveram as principais
caracteristicas dessa doenga e algumas de suas complicagdes. A hiperglicemia foi marcante
nesse grupo, que apresentou hemoglobina glicada elevada em relagdo ao grupo controle. Os
ratos diabéticos desenvolveram uma dislipidemia caracterizada principalmente pela
hipertrigliceridemia e, aparentemente, também apresentaram dano hepatico. O presente estudo
demonstrou que a combina¢do da RHH elaborada em nosso laboratério com a dose tnica de
estreptozotocina em baixa concentra¢do (35 mg / kg de massa corporal), aplicada por via
intraperitoneal, foi capaz de gerar um modelo animal 1til para o estudo da diabetes mellitus

tipo 11

Palavras — chaves: Estreptozotocina, Dieta Hiperlipidica/Hipercalérica, Analises Bioquimicas,

Analises Estatisticas.



ABSTRACT

Type II Diabetes Mellitus (DM2) is mainly characterized by the resistance of the peripheral
tissues to the action of insulin. It is a syndrome of chronic evolution and high global
occurrence, being considered an important public health problem. Therefore, it is necessary
the development of experimental models that mimic the metabolic features of DM2 for the
better understanding of its molecular bases, in addition to therapeutic and preventive
strategies more effective and alternative to the current ones. The aim of the study was to
develop a low cost protocol of rapid implementation of DM2 in rats through the production
and treatment with a hyperlipidic / hypercaloric diet using low cost products and easy to
acquire, associated with a low dose of streptozotocin (STZ), and that would be able to
replicate some of the major metabolic features of this pathology in humans. The study was
developed over 8 weeks with 10 male Wistar rats, divided into two groups: 5 control
(nondiabetic) rats fed by normal diet, and 5 diabetic rats fed by hyperlipidic / hypercaloric
diet during the first 3 weeks. On the 22nd day, 35mg / kg STZ was administered. From the
6th week, both groups started to receive normal diet. Blood glucose and body weight of the
rats were monitored at 1, 22, 29, 36, 43, 50 and 57 day. On the last day of the experiment
(57th day), rats were euthanized and biochemical parameters were analyzed: fasting glycemia,
insulin, glycated hemoglobin, triglycerides, total cholesterol, HDL, LDL, urea, creatinine,
ALT, AST, FAL And albumin. Diabetic rats indeed developed the main features of this
disease and some of its complications. Hyperglycemia was marked in this group, which
presented elevated glycated hemoglobin in relation to the control group. Diabetic rats
developed dyslipidemia characterized mainly by hypertriglyceridemia and apparently also
presented liver damage. The present study demonstrated that the combination of hyperlipidic /
hypercaloric diet made in our laboratory with the single intraperitoneal dose of streptozotocin
at low concentration (35 mg / kg body weight) was able to reproduce a useful animal model

for the study of diabetes mellitus type II.

Key words: Streptozotocin, Hyperlipidic / Hypercaloric Diet, Biochemical Analysis,

Statistical Analysis.
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1. INTRODUCAO

1.1- Diabetes Mellitus

1.1.1- Definicao

O Diabetes Mellitus consiste em um grupo de doencas metabolicas caracterizadas por
uma disfun¢do na producao e/ou secrecao da insulina, na a¢do desse hormodnio ou, ainda, por
ambos fatores, resultando assim, na hiperglicemia, principal sinal clinico da doenca (DE
MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011; KHARROUBI & DARWISH, 2015; SBD, 2017).
A insulina ¢ um hormonio peptidico produzido e secretado pelas células beta-pancreaticas em
resposta a niveis elevados de glicose no sangue, estimulando, assim, a captacdo e
metabolizacdo da mesma pelas células do corpo e promovendo o controle dos seus niveis

plasmaticos (Figura 1) (DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011; SBD, 2017).

S — S
A Chain | |

) 4 f oF oV oV oV oV oV oV oV oV oV oV oV oV oV oV oV oV oV of
[Gly [ lle | Val | Glu | GIn | Cys|Cys| Ala | Ser| Val | Cys | Ser|Leu | Tyr | GIn | Leu | Glu|Asn| Tyr (Cys|Asn
O e O O S S S O e S S S S S O O &

o

1 /
5 5
= S
VA Y £ ( y oV V4 Y £ £ 4 \ V4 Y. Y/ v/ \ £ y Y/ Y <
(Phe | Val | Asn | GIn | His | Leu [ Cys | Gly | Ser | His | Leu | Val | Glu | Ala [ Leu | Tyr | Leu | Val | Cys | Gly
W WO OO OO OO OO OO O T GGG OAG)
B Chain [ Arg |
,/'\Q” 4
\Gly )
Voo

PoW oV oV oW oV oV i)
(Ala | Lys | Pro | Thr | Tyr | Phe (\ J/
e o S W

Figura 1 - Estrutura Molecular da Insulina. A figura demonstra a estrutura da insulina
caracterizada por duas cadeias de aminoacidos, denominadas cadeia A e cadeia B, ligadas entre
si por duas pontes dissulfeto intercadeia. A primeira ponte representada conecta o residuo de
aminoacido A7 ao residuo B7, enquanto que a segunda ponte conecta o residuo de aminoacido
A20 ao B19. Ha ainda uma terceira ponte dissulfeto intracadeia A, que conecta o residuo 6 ao
11 (DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011).

Fonte: Khan Academy (2013); Disponivel em: <https://goo.gl/6gNgFV>.

Os processos patogénicos que levam ao desenvolvimento da diabetes podem envolver
fatores genéticos e/ou fatores ambientais, variando desde a destruicdo autoimune das células
beta-pancreaticas, associada a deficiéncia de insulina, até as anomalias que resultam na
resisténcia a acdo do hormonio. Esses fatores levam a anormalidades metabdlicas de

carboidratos, lipideos e proteinas (KHARROUBI & DARWISH, 2015; ADA, 2016)
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A sintomatologia da diabetes ¢ marcada por uma triade classica, ocasionada pela
hiperglicemia caracteristica, que compreende a politria, a polidipsia e a polifagia (DE
MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011; KHARROUBI & DARWISH, 2015; ADA,
2016). A doenca pode manifestar complicacdes agudas, muitas das vezes com risco de morte
quando ndo controladas, como a sindrome hiperosmolar nao cetosica, a cetoacidose diabética
e a hipoglicemia (DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011; ADA, 2016). As
complicacdes a longo prazo (crdnicas), por sua vez, podem ser do tipo microvasculares ou
macrovasculares. S3do exemplos de manifestagdes microvasculares: a retinopatia,
acompanhada, muitas vezes, por perda da visdo; a nefropatia, resultando em insuficiéncia
renal; e a neuropatia periférica, uma das maiores causas de perda de sensibilidade nos
membros inferiores, facilitando o desenvolvimento de ulceras nos pés (pé diabético) e a
artropatia neurogénica (articulagdes de Charcot) (Tabela 1). Ja as complicagdes
macrovasculares associam-se a aterosclerose e suas consequentes sequelas como gangrena,
infarto agudo do miocardio (IAM) e acidente vascular cerebral (AVC) (DE MARIA,
MOREIRA & MARCILIO, 2011; ADA, 2016). Os mecanismos ligados a tais manifestacdes
cronicas envolvem, entre outros, o aumento da glicagdo de proteinas, aumento da atividade da
via poliol, alteracdes hemodindmicas, alteragdes no estado redox celular e producdo de

superéxido (DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011).

Tabela 1 - Sintomatologia da DM2.

Triade Complicacdes Agudas Complicacdes Cronicas
Classica
Macrovasculares | Microvasculares
Poliuria Sindrome Hiperosmolar Nao Aterosclerose Retinopatia
Cetosica
Polidipsia Cetoacidose Diabética Gangrena Nefropatia
Polifagia Hipoglicemia IAM Neuropatia
Periférica

Fonte: O Autor (2017).
1.1.2- Classificacao
Segundo a American Diabetes Association — ADA (2017), a classificagdo geral da

diabetes engloba trés categorias diferentes (entre outros tipos especificos da doenga) que se

desenvolvem por diferentes causas. As trés categorias gerais sdo: Diabetes Tipo 1 (DM1),
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caracterizada pela destrui¢do das células beta-pancreaticas, levando a completa deficiéncia de
insulina; Diabetes Tipo 2 (DM2), determinada por resisténcia a insulina e disfun¢do na
secrecao da mesma pelo pancreas; e o Diabetes Mellitus Gestacional (DMG), associada a um
prejuizo na secre¢do e na resposta a insulina, geralmente diagnosticada no segundo ou terceiro
trimestre de gravidez. Outros tipos especificos seriam as Sindromes Diabéticas Monogénicas,
como a Diabetes Neonatal ¢ a Diabetes com Inicio na Maturidade do Jovem (DIMJ ou
MODY — Maturity-Onset Diabetes of the Young); a Diabetes Autoimune Latente em Adultos
(LADA); Diabetes associada a outras doencas pancredticas; e a Diabetes induzida por
medicamentos ou substancias quimicas, como, por exemplo, os usados no tratamento de

individuos com HIV/AIDS ou que sofreram transplante de 6rgaos (ADA, 2017).

Outra classificagdo de diabetes, reconhecida em 2003 pelo Comité responsavel pelo
artigo de Diagnostico e Classificagdo de Diabetes Mellitus da ADA, denominada pré-diabetes,
consiste em individuos que apresentam valores anormais da glicose em jejum e/ou tolerancia
a glicose, indicando um alto risco de desenvolver a DM2 no futuro. Este grupo apresenta
valores glicémicos mais elevados que o normal, porém ndo atendem aos critérios que
determinam a diabetes, como, por exemplo, valores de glicose plasmatica variando entre 140
e 199 mg/dL (Normal: menor ou igual a 140mg/dL; Diabetes: maior ou igual a 200mg/dL)
duas horas apds o Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) e nivel sanguineo da glicose
em jejum entre 100 e 125 mg/dL (Normal: menor ou igual 99mg/dL; Diabetes: maior ou igual

a 126mg/dL) (Tabela 2) (DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011; ADA, 2017).

Tabela 2 - Valores de referéncia para glicose plasmatica em jejum e pés-prandial.

Glicose Plasmatica em jejum | Glicose Plasmatica Pos-Prandial
Normal Menor ou Igual a Menor ou Igual a
99 mg/dL 140 mg/dL
Pré-Diabetes Entre Entre
100 e 125 mg/dL 140 e 199 mg/dL
Diabetes Maior ou Igual a Maior ou Igual a
126 mg/dL 200 mg/dL

Fonte: O Autor (2017).

Existem, ainda, algumas endocrinopatias que estimulam a produgao e secre¢do de certos
hormdnios contrarregulatérios da acdo do hormodnio insulina, resultando, portanto, em um
diabetes mellitus secundario. Exemplos de hormodnios antagénicos a insulina seriam o

glucagon, adrenalina, hormoénio do crescimento (GH) e o cortisol, entre outros. Portanto,



doengas que alteram as glandulas adrenais e hipdfise, por exemplo, acabam levando ao
diabetes, como ¢ o caso da Doenga de Cushing, onde h4a uma alta liberacdo de cortisol pelo

cortex da adrenal (DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011).

Vale ressaltar que a classificacdo da diabetes ¢ de extrema importancia para as
estratégias de tratamento que serdo utilizadas, entretanto o diagndstico e a designagao do tipo
de diabetes em questdo dependem de diversos fatores e nem sempre sdo feitos de maneira

correta em um primeiro momento (ADA, 2016; ADA, 2017).

De todos os casos de diabetes, 0 DM2 representa cerca de 90 a 95% e ¢ mais frequente
em adultos maiores de 40 anos de idade (DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011; IFD,
2015; ADA, 2017). Dessa forma, por ser o tipo de diabetes de maior ocorréncia no mundo, o

DM?2 merece destaque.

1.1.3- Diabetes Mellitus Tipo 11

De acordo com a International Diabetes Federation (2015), estima-se que, no Brasil,
aproximadamente 14 milhdes de pessoas apresentam diabetes. Entretanto, segundo as
Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2015-2016), a determinacdo da incidéncia
especifica de DM2 ainda ocorre de forma precdria, uma vez que esta depende de um

acompanhamento durante anos, que inclui medigdes periddicas da glicemia do individuo.

O DM2, também conhecido como diabetes nao-insulino dependente ou tardio, tem sua
ocorréncia associada a uma combinagdo entre a predisposi¢cao genética e fatores ambientais
(DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011). Dessa forma, varios fatores de risco estio
relacionados a essa doenca como o histérico familiar do individuo, dieta altamente caldrica,
falta de atividade fisica, obesidade, aumento da idade, etnia/raca (afro-americanos, indios
americanos, hispanicos/latinos e asiaticos americanos sdo mais pré-dispostos a desenvolver a
doenga), tolerancia a glicose diminuida, historico de diabetes gestacional e ma nutri¢do na
gravidez (Figura 2) (DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011; IFD, 2015). A obesidade
¢ considerada um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento dessa patologia
(DM2) e, por conta disso, ¢ muito frequente que individuos diabéticos apresentem

dislipidemias (DE GODOY-MATOS, 2006).
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Figura 2.: Fatores de risco relacionados a Diabetes Mellitus Tipo 11.
Fonte: O Autor (2017).

Esse tipo de diabetes (DM2) ¢é caracterizado principalmente pela resisténcia a acdo da
insulina observada nos tecidos periféricos. Essa resisténcia a insulina leva a um aumento da
produgdo e secre¢do desse hormonio pelas células beta-pancredticas, o que pode levar, em um
primeiro momento, ao surgimento de uma hiperinsulinemia antes mesmo do aparecimento da
hiperglicemia em si (DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011; ADA, 2017). Em
individuos ndo diagnosticados e, consequentemente, ndo tratados, ou ainda em pacientes
tratados inadequadamente, esse aumento na secre¢do da insulina pode levar a uma exaustao
das células beta e, a longo prazo, a sua destruicdo. Se isso acontecer, pode ser necessario
comecar a tratar o paciente com DM2 com insulina exdgena, tal como se faz com o DM1 (DE

MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011; KHARROUBI & DARWISH, 2015).

Individuos obesos apresentam um estado de inflamacdo cronica de baixo grau e, por
conta disso, expressam altas concentragdes de citocinas pro-inflamatorias como o fator de
necrose tumoral-o (TNF-a)) e as interleucinas 1 e 6 (IL-6 e IL-1), produzidas, nesse caso,
principalmente pelos adipécitos, embora também possam ser produzidas em menores
quantidades nos macrofagos, musculo e figado (DE GODOY-MATOS, 2006; DE MARIA,
MOREIRA & MARCILIO, 2011; BOURET, LEVIN & OZANNE, 2015). Estudos
demonstram que o TNF-a reduz a autofosforilagao insulina-estimulada do receptor de insulina
—IRS (receptor do tipo tirosina quinase) em 20 a 50%, além de reduzir também a fosforilagao

em residuos de tirosina no substrato proteico desse receptor, o Insulin Receptor Substrate-1
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(SRI-1) (DE GODOY-MATOS, 2006). Este tltimo acontece a partir da ligagdo do TNF- a ao
seu receptor de membrana, que ativa a via JNK (ou a via do complexo IKKB), que leva a
fosforilacdo de residuos de serina no IRS-1. De forma semelhante, a ligagdo de IL-6 ao seu
respectivo receptor de membrana, ativa a via de sinalizagdo JAK/STATS3, resultando na
inibicdo da fosforilagdo de IRS-1 pelo receptor de insulina. Dessa forma, ambas as vias
podem levar a uma ubiquitinagdo aumentada/degradacdo proteossomica do IRS-1 ou a
diminuicao da sua capacidade de ativar PI3K que, por sua vez, ¢ entdo incapaz de ativar a via
PKB/Akt; responsavel por fosforilar a proteina AS160 do GLUT4, promovendo sua
transloca¢do para a membrana e consequente captacdo intracelular de glicose. Portanto, a
inibi¢do dessa cascata de sinalizagdes leva a diminuicdo da sensibilidade dos tecidos
periféricos (principalmente adiposo, muscular e hepatico) ao hormonio. Além disso, 0 TNF-a
também estd envolvido na regulagdo negativa da expressdao do GLUT-4 (transportador de
glicose) e de alguns fatores de transcricdo envolvidos no metabolismo de lipideos e glicidios

no adipécito, como o PPAR-y e 0 C/EBPa (DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011).

TNFa Insulina GLUT4

\

Figura 3 - Alteragdes de algumas vias de sinalizagcdo da insulina que levam a resisténcia periférica a acio
do horménio. Ao lado esquerda da figura estd representado a acdo (sistémica ou até mesmo local) da
Angiotensina II na ativagdo do complexo enzimatico NADPH-oxidase, desencadeando um estresse oxidativo
que da origem a ROS, responsaveis por ativar e translocar o fator de transcrigdo NF-kB para o nucleo. Este
ultimo, uma vez no nucleo, estimula a transcri¢do, produgdo e liberagdo de citocinas, como TNF-a e IL-6. A
ligacdo de IL-6 ao seu respectivo receptor de membrana, ativa a via de sinalizagdo JAK/STAT3 que, por sua vez,
ativa SOC3, resultando na inibigdo da fosforilagdo de IRS-1 pelo receptor de insulina. De forma semelhante, a
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ligacdo de TNF-alfa ao seu receptor de membrana, ativa a via JNK, que leva a fosforilagdo de residuos de serina
no IRS-1, diminuindo sua fosforilagdo em residuos de tirosina. Dessa forma, ambas as vias podem levar a uma
ubiquitinagdo aumentada/degradacdo proteossémica do IRS-1 ou a diminui¢do da sua capacidade de ativar PI3K
que, por sua vez, ¢ entdo incapaz de converter PIP, em PIP; e, consequentemente, de ativar a via PKB/Akt;
responsavel por fosforilar a proteina AS160 do GLUT4, promovendo sua translocacdo para a membrana e
consequente captagdo intracelular de glicose; contribuindo, assim, para o estabelecimento da resisténcia a
insulina (MTINEA et al., 2005; WEI et al., 2007). Ang II, angiotensina II; O,, oxigénio molecular; ROS,
espécies reativas de oxigénio; NF-KB, fator nuclear kappa B; TNF-a, fator de necrose tumoral-o; IL-6,
interleucina-6; jak, Janus quinase; STAT3, Signal transducer and activator of transcription 3;
SOCS3, supressor de sinalizagdo de citocina 3; JNK; c-Jun aminoterminal quinase; IRS-1, substrato do
receptor de insulina-1;PI3K, proteina fosfatidilinositol-3-quinase;PIP,, fosfatidilinositol-4,5-bifosfato;PIP;;
fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato; PKB/AKkt, proteina quinase B; GLUT-4; transportador de glicose-4.

Fonte: Adaptado de Crescimento in Foco, Disponivel em: <https://goo.gl/sbPUQV>.

Em um individuo normal os efeitos metabolicos principais da insulina seriam: o
aumento da captacdo de glicose, principalmente nos tecidos muscular e adiposo, aumento da
sintese de proteinas (tecido muscular esquelético), triglicerideos (tecido adiposo) e glicogénio
(figado) e, portanto, bloqueio da protedlise, lipolise e da producdo hepatica de glicose (via
diminui¢io da glicogendlise e gliconeogénese) (DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO,
2011). Entretanto, essas citocinas pro-inflamatdrias, uma vez que inibem a cascata de
sinalizagdo da insulina gerando essa resisténcia a acdo do hormonio em tais tecidos, acabam
por favorecer a glicogenolise e a glineogénese no figado, a protedlise no musculo e a lipdlise
no tecido adiposo. Devido a essa lipolise aumentada nos adipdcitos, ocorre entdo um processo
de lipotoxicidade, onde h4a uma alta concentragdo de 4cidos graxos saturados no sangue,
resultando numa maior captagdo celular e, consequentemente, acimulo desses acidos e de
seus metabolitos (diacilglicerol, acetil-CoA e ceramidas) nos tecidos muscular esquelético e
hepatico (Figura 4). No tecido muscular esquelético esse acumulo resulta na ativacdo da
proteina quinase-teta (teta-PKC) que fosforila o SRI-1 em residuos de serina e, portanto,
reduz sua associagdo a proteina fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), alterando mais uma vez a
via intracelular de sinalizacdo da insulina (Figura 4). Ja no tecido hepatico, como supracitado,
ocorre uma inibi¢do da captacdo de glicose, além da falha em suprimir os processos de
gliconeogénese e glicogendlise, colaborando para a hiperglicemia (Figura 4) (DE GODOY -
MATOS, 2006; DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011; BOURET, LEVIN &
OZANNE, 2015).
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Figura 4 - Lipotoxicidade dos Acidos Graxos Livres nos Tecidos Muscular e Hepatico. A.: Miisculo. Ao
lado esquerdo da figura esta representado o aumento de AGL no sangue que, ao entrar na célula, sofre converséo
a LCCoA. Em condi¢des basais, o0 LCCoA seria transportado para a mitocondria para sofrer o processo de [3-
oxidagdo, entretanto, em concentragdes eclevadas de glicose plasmatica, este processo ¢ inibido e as
concentragdes citosolicas de LCCoA se encontram aumentadas, levando a sua conversdo em DAG. Este tltimo
faz a ativagdo da enzima PKC-0 que, por sua vez, leva a fosforilagdo de SRI-1 em residuos de serina, diminuindo
a ativagdo de PI3K e, portanto, bloqueando a via PKB/Akt de translocagdo da GLUT2 para a membrana
plasmatica. O bloqueio desta via (PKB/Akt) leva, ainda, a incapacidade desta de fosforilar e consequentemente
ativar a enzima GSK3, responsavel por converter glicose em glicogénio. B.: Figado. A esquerda da figura
demonstra o aumento de AGL sendo convertido em LCCoA, como supracitado, além da conversdo de LDN em
LCCoA. Novamente ha a conversdo de LCCoA em DAG que, por sua vez leva a ativagdo de PKC-¢ (especifica
do figado), que fosforila IRS-2 em residuos de serina, resultando no bloqueio da via PKB/Akt. Além da inibig&o
da conversdo de glicose a glicogénio pela inativagdo da GSK3, como ja citado, a inibigdo dessa via no figado
leva ainda, ha sua incapacidade de fosforilar e consequente inativagdo do fator de transcricio FOXO, o que
possibilita que esse seja translocado para o nucleo e aumente a expressio de G6Pase e PEPCK, enzimas
envolvidas no processo de gliconeogénesis (HABER et al., 2001; RAGHEB & MEDHAT, 2011; SOLINAS,
BOREN & DULLO, 2015; LU & HUANG, 2015). AGL, acidos graxos livres; LCCoA, acil-CoA de cadeia
longa; DAG, diacilglicerol; PKC-0, proteina quinase-teta; SRI-1, substrato 1 do receptor de insulina; PI3K,
fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato; PKB/AKkt, proteina quinase B; GSKS3, glicogénio sintase quinase 3; LDN,
lipidios de novo; FOXO, forkhead box O; G6Pase, glicose-6-fosfatase; PEPCK, fosfoenolpiruvato
carboxiquinase.

Fonte: Adaptado de Crescimento in Foco, Disponivel em: <https://goo.gl/o2hweG>.

A dislipidemia diabética ¢ geralmente determinada por um aumento da geracdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL-colesterol), combinado a uma concentracdo
aumentada de triglicerideos plasmaticos (TG) e a uma redugdo da lipoproteina de alta
densidade (HDL-colesterol). Esses fatores associados, por sua vez, sdo denominados de
dislipidemia aterogénica (DE GODOY-MATOS, 2006; ALAM, KAMUR & VERMA, 2015;
VALENSI, 2016). Um tratamento intensivo focado na reducdo da pressdo arterial, da
glicemia e da LDL pode levar a uma reducdo significativa do risco de eventos
cardiovasculares (em até¢ 50%), sendo de extrema importancia para garantir a qualidade de

vida e a longevidade do DM2 (VALENSI, 2016).

Em decorréncia dessa cascata de eventos fisiologicos, DM2, obesidade e dislipidemia

configuram grandes fatores de risco para o desenvolvimento de doenca hepatica gordurosa



ndo alcoolica (DHGNA), uma das principais causas de doenca hepdtica cronica no mundo
ocidental (FAZEL, 2016). Pacientes com DHGNA e DM 2 compartilham varios mecanismos
fisiopatologicos, como aumento da resisténcia a insulina, de citocinas circulantes e do estresse
oxidativo. Estudos em pacientes diabéticos demonstraram prevaléncia elevada de DHGNA,
variando entre 25% e 69,5% (SBH, 2015). A DHGNA nada mais ¢ do que um espectro de
disturbios hepaticos representado pela esteatose hepatica ndo-alcoolica (EH), por esteato-
hepatite ndo alcoolica (EHNA) e suas evolugdes. A condigdo patoldgica da esteatose de um
modo geral ¢ representada pelo acumulo de triglicerideos nos hepatdcitos que pode ser
desencadeada pela ingestdo de alcool exacerbada, por virus de hepatite C ou por distlrbios
metabolicos, como na EH encontrada em pacientes obesos e/ou com DM2 (Figura 5). A
EHNA, por sua vez, ¢ caracterizada pela presenca, ndo s6 de esteatose macrovesicular, mas
também por um processo inflamatdério no loébulo, podendo ser acompanhada ou ndo, por
presenca de corpusculo de Mallory (MINCIS & MINCIS, 2006; FAZEL, 2016). Este ultimo
(EHNA), se ndo controlado, pode progredir para doengas mais graves como cirrose, fibrose
avancada levando a uma insuficiéncia hepatica e, até mesmo, ao desenvolvimento de
hepatocarcinoma (MINCIS & MINCIS, 2006; SBH, 2015; FAZEL, 2016). Clinicamente, a
DHGNA geralmente apresenta hepatomegalia (peso aumentado em até 5%), elevagdo discreta
ou moderada das enzimas hepaticas aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT), elevacdo da fosfatase alcalina, da gama glutamil transferase (GGT) e
da ferritina sérica, além de hipoalbuminemia e hiperbilirrubinemia, podendo ser diagnosticada

a partir desses aspectos (MINCIS & MINCIS, 2006).
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Figura 5 - Relacdo entre a Resisténcia a Insulina (DM2), Esteatose Hepatica e Dislipidemia. Perante uma
dieta rica em CHO, a resisténcia a insulina (RI), inibe a absor¢do de glicose pelo musculo e tecido adiposo e, por
conta disso, essa glicose ¢ absorvida pelo figado, uma vez que esta ¢ insulino-independente (1). Além disso, a RI
favorece a lipélise no tecido adiposo (2). Devido a hiperinsulinemia inicial, ja discutida anteriormente, a alta
concentragdo do hormonio leva a estimulagdo da lipogénese de novo no figado a partir da glicose absorvida,
produzindo AGL que sdo convertidos e estocados como TAG (3). Ha também um efluxo de AGL dos adipocitos
que véo para o figado (4). Somado a isso, o intestino associa lipidios da dieta gordurosa com proteinas formando
os QM, que sdo liberados na corrente linfatica e posteriormente na corrente sanguinea (via ducto toracico), onde
seus TAG sdo hidrolisados a AGL, pela a¢do da LpL presente no endotélio. A maior parte desses AGL sdo entdo
direcionados para o tecido adiposo e pequena parte ¢ distribuido para o figado (juntamente com o quilomicron
remanescente) por estimulagdo da alta concentracdo de insulina (5). Tais fatores levam a um deposito
exacerbado de TAG no figado, caracterizando a esteatose (6). Parte dessa concentragdo de TAG ¢ utilizada na
sintese de VLDL (7), que também se encontra aumentado, e parte ¢ direcionada para produgdo de ATP por B-
oxidagdo (8). Uma vez liberado no plasma, o VLDL ¢é metabolizado em LDL. Além disso, ha atividade alterada
da CETP, que aumenta a catalisacdo da transferéncia entre ésteres de colesterol do HDL e triglicerideos de
VLDL e LDL, estimulando uma maior captagdo de HDL pelo figado, diminuindo sua concentragdo plasmatica, e
aumento a concentragdo de LDL pequenas e densas no sangue, determinando assim o quadro de dislipidemia
diabética (9,10) (ALMEIDA et al., 2007; ZIVKOVIC, GERMAN & SANYAL, 2007). CHO, carboidrato; AGL,
acidos graxos livres; TAG, triglicerideos; QM, quilomicron; LpL, lipoproteina lipase; ATP, trifosfato de
adenosina; VLDL, lipoproteina de densidade muito baixa; LDL, lipoproteina de baixa densidade; HDL,
lipoproteina de alta densidade; CETP, proteina de transferéncia de ésteres de colesterol; LDN, lipogénese de
novo; GLC, glicose.

Fonte: Adaptado de Crescimento in Foco, Disponivel em: <https://goo.gl/02hweG>.
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Ainda no quesito das alteracdes metabdlicas causada pela DM2, individuos diabéticos
no geral apresentam 30% de chances de desenvolver doenca renal diabética (DKD - Diabetic
Kidney Disease), que configura anormalidades funcionais, estruturais e clinicas dos rins

causadas pela doenga (MORA-FERNANDEZ, 2014; SBD, 2014). Esta complicagio (DKD),
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também denominada nefropatia diabética, ¢ uma das principais causas de doenca renal
terminal nas populagdes de risco do DM2, como os afro-americanos, nativos americanos e
hispanicos (MORA-FERNANDEZ, 2014; TUTTLE et al., 2014). Sua fisiopatologia consiste,
basicamente, em danos na barreira de filtragdo glomerular (na membrana basal glomerular e
no epitélio visceral), prejudicando assim, a filtracdo seletiva do sangue pelo o6rgao (MORA-
FERNANDEZ, 2014). A DKD apresenta evolugio gradual e pode ser resumidamente dividida
em sinais precoces e sinais tardios que, por sua vez, podem levar a faléncia renal se ndo
tratados adequadamente. Os sinais precoces sdo caracterizados basicamente por
microalbuminuria, que corresponde a pequenas concentragdes de albumina na urina, e pressao
arterial elevada. Ja os sinais tardios compreendem, principalmente, um declinio da fung¢do
renal através de uma reduc¢do na taxa de filtracdo glomerular (TGF), que pode ser verificada a
partir de dosagens de creatinina e ureia no sangue, além de altos niveis de nitrogénio ureico
(NUS); outros sinais seriam: inchaco nas pernas, especificamente nos tornozelos, anemia,

enjoo e vomito (MORA-FERNANDEZ, 2014; SBD, 2014; NKF; 2015).

O diagnoéstico da DM2, muitas das vezes, ¢ tardio, uma vez que a hiperglicemia se dé de
forma gradual e os sintomas clinicos do individuo nem sempre sdo severos o suficiente para
serem percebidos como um quadro classico de diabetes. Além disso, alguns individuos, seja
por uma questdo cultural ou at¢é mesmo de género, ndo apresentam o habito de realizar
checkups regularmente, podendo passar anos sem serem diagnosticados (KHARROUBI &
DARWISH, 2015; ADA, 2017). A deteccdo da diabetes pode ser feita em exame de sangue de
rotina ou em exame indicado pelo médico quando o individuo j& apresenta de forma mais
marcante a triade de sintomas da diabetes ou alguma complicagdo (DE MARIA, MOREIRA
& MARCILIO, 2011; IFD, 2015; ADA, 2017). Geralmente, em estagio inicial, a doenga pode
ser controlada através de dieta e exercicios fisicos, mas posteriormente, a necessidade de

tratamento farmacologico costuma ser exigida (IFD, 2015; ADA, 2017).

Além disso, para o controle glicémico de individuos ja diabéticos, pode-se realizar o
teste de hemoglobina glicada (HbAlc). A glicose sanguinea tem a capacidade de se ligar as
moléculas de hemoglobina dos eritrocitos de maneira ndo enzimdtica e permanente (reacdo de
Maillard), formando assim, as hemoglobinas glicadas. O nivel de hemoglobina glicada ¢
resultado de todas as hemacias circulantes no organismo, desde a mais velha (120 dias) até a
mais jovem. Dessa forma, a hemoglobina glicada reflete, na realidade, a média ponderada dos

niveis glicémicos de 60 a 90 dias (8 — 12 semanas) antes do exame. Para avaliacdo de controle
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glicémico em humanos, valores entre 4%-6% sao considerados normais, enquanto que valores
entre 6%-7% representam a diabetes moderadamente controlada e acima de 7% ja se
considera uma diabetes mal controlada (DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011;
NETTO et al., 2009; SBD, 2014).

O tratamento farmacoldgico tradicional do DM2 consiste no uso de hipoglicemiantes
orais de diferentes classes de acordo com seus mecanismos de acdo. Sdo eles os secretagogos,
representados pelas sulfoniluréias e meglinitidas, atuando na estimulacdo da secreg¢do de
insulina pelas células beta; os inibidores de alfa-glicosidase, representados pela acarbose,
responsaveis por diminuir a taxa de digestdo do amido e, portanto, de absor¢do da glicose
pelo trato gastrointestinal; e os sensibilizadores de tecidos para a acdo da insulina, que atuam
diminuindo a resisténcia a a¢gdo do hormoénio, como a metformina e as tiazolidinedionas (DE
MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011; TAMBASCIA, 2014). Além disso, a combinagao
desses farmacos e o uso de insulina exdgena (como mencionado anteriormente) sdo
estratégias frequentemente utilizadas para garantir o controle da glicemia ao longo do tempo

(DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011).

O DM2 ¢ uma sindrome de evolugdo cronica e elevada ocorréncia no mundo todo,
apresentando altos indices de morbidade, mortalidade e repercussdes econdmicas
significativas. Devido a esses fatores, essa doenca tem sido considerada um importante
problema de saude publica, tanto em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, quanto
em paises desenvolvidos. Um individuo com DM2 que ndo seja tratado adequadamente ou
que ndo tenha poder aquisitivo suficiente para arcar com os altos custos do tratamento
farmacoldgico, pode evoluir para as complicagdes cronicas ja citadas anteriormente, que, na
maior parte dos casos, sdo irreversiveis e implicam em elevados custos para o sistema de
saude, além de levar a limitagdes no desempenho profissional do individuo ou a sua total
incapacitagdo para o trabalho (MANSOR, 2013; DHURIA, 2015). Dessa forma, estudos para
uma melhor compreensdo das bases moleculares dessa doenga, além de estratégias
terapéuticas e preventivas mais eficazes e alternativas as ja existentes, ainda sdo necessarios.
Para que isso seja possivel, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de modelos

experimentais que mimetizem as caracteristicas metabolicas da DM2 (MANSOR, 2013).
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1.2- Modelo Animal de Indu¢ao da DM2

Com o passar dos anos, diversos modelos animais foram desenvolvidos com o intuito de
viabilizar estudos associados tanto a investigacdes bdasicas da diabetes mellitus, quanto a
testes pré-clinicos das agdes farmacologicas de diferentes matrizes bioativas (MANSOR,
2013). Os modelos de indugdo da DM2 podem ser divididos basicamente em 5 grupos: os
modelos espontaneamente induzidos, geralmente geneticamente modificados; os modelos
genéticos, restritos ao modelo de expressdo do gene do polipeptideo amildide das ilhotas
humanas (hIAPP) e ao modelo de rato Nagoya—Shibata—Yasuda; os modelos induzidos por
dieta, rica em agticares, gorduras ou ainda por ma nutri¢ao in utero; os modelos quimicamente
induzidos, nos quais geralmente sdo utilizados o Aloxano (AL) e a Estreptozotocina (STZ)
como agentes citotoxicos; e, por fim, os modelos induzidos por cirurgias, seja por
pancreatectomia ou por remoc¢do de massa de células B no pancreas (EDDOUKS,
CHATTOPADHYAY & ZEGGWAGH, 2012; KING, 2012; DHURIA, 2015). Os modelos
mais utilizados na literatura sdo os quimicamente induzidos, onde a Estreptozotocina ¢
geralmente a preferida por ser menos citotoxica que o Aloxano e, portanto, desencadear

menos efeitos colaterais (KING, 2012; DHURIA, 2015).

A Estreptozotocina foi acidentalmente descoberta e descrita por Rakieten e
colaboradores em 1963. Esta droga nada mais ¢ do que um glicosideo nitrosoureia isolado de
fermentagdes da bactéria Streptomyces achromogenes e que possui atividade antibidtica e
antineoplasica de amplo espectro (DHURIA, 2015; DA SILVA & NOGUEIRA, 2015). Ao
ser administrada, a STZ entra na célula B pancreatica através da acdo do transportador de
glicose-2 (GLUT-2), promovendo a alquilacdo do DNA, o que gera liberagdo de radicais
livres e, consequentemente, a ativacdo da enzima poli (ADP-ribose) polimerase 1 (PARP-1)
(EDDOUKS, CHATTOPADHYAY & ZEGGWAGH, 2012; DHURIA, 2015). Esta tltima
esta relacionada ao sistema de reparo do material genético e, uma vez ativada, leva a deplecao
de nicotinamida-adenina-dinucleotideo oxidada (NAD+) e, portanto, reduz também os niveis
do trifosfato de adenosina (ATP) nas células B, conduzindo-as a sua destruicdo (SABBAG,
2000; EDDOUKS, CHATTOPADHYAY & ZEGGWAGH, 2012; DHURIA, 2015).

Em 2000, Reed e colaboradores, determinaram um novo modelo de diabetes tipo II, que

ficou conhecido como HFD/STZ rat (High-fat diet, streptozotocin-treated rats) e foi
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amplamente utilizado por estudos posteriores. O estudo foi desenvolvido com Ratos Sprague-
Dawley machos de 7 meses de idade que foram divididos em dois grupos: os ratos que
receberam dieta normal contendo 12% de gordura e os ratos que receberam dieta rica em
gordura contendo 40% da mesma. Depois de duas semanas, ambos os grupos receberam uma
unica dose de estreptozotocina intravenosa de 50 mg/kg e apos trés dias da administracdo, os
ratos apresentaram um aumento significativo de glicose (P <0,05), insulina (P <0,05), acidos
graxos livres (P <0,05) e triglicerideos (P <0,0001), quando comparados com os ratos que
receberam uma dieta normal. Além disso, foi administrado metformina e observado seu efeito
hipoglicemiante em tais ratos, sendo assim, verificado o quadro de resisténcia a acdo da

insulina e estabelecido o modelo experimental de DM2 (REED et al., 2000; SKOVSO, 2014).

Apo6s o modelo de Reed et al., diversos estudos testaram diferentes variagcdes do modelo
gerado, como feito por Srinivasan e colaboradores (2005), onde a dieta hipercalérica foi de
50% de gordura e ap6s duas semanas, a administragio de uma baixa dose unica de
estreptozotocina no valor de 35 mg/kg via intraperitoneal. Posteriormente, Zhang e
colaboradores (2008), também modificaram o modelo padrao de Reed através de um estudo
que demonstrou a eficiéncia da administracdo de duas doses baixas de STZ (30mg/kg), com

intervalo de uma semana entre as doses, combinada a dieta rica em gordura.

Tais modelos e suas variacdes, na maioria das vezes, utilizam ragdes ja preparadas e
comercialmente disponiveis de custo elevado. A estreptozotocina, por sua vez, também
representa um alto custo para os estudos e, quando administrada em multiplas doses, além de
poder gerar danos indesejaveis nos ratos, pode desencadear ainda um diagnostico erroneo da

DM2.

2. OBJETIVO

2.1- Objetivo Geral

O objetivo do estudo foi desenvolver um modelo de diabetes mellitus tipo Il em ratos
que fosse capaz de replicar algumas das principais caracteristicas metabolicas dessa patologia
em humanos e que pudesse ser util para investigagdes basicas e para a avaliagdo de testes pré-

clinicos das acdes farmacologicas de diferentes matrizes bioativas.
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2.2- Objetivos Especificos

e Produzir dieta hiperlipidica/hipercalérica usando alimentos de baixo custo relativo e

facil aquisicao em estabelecimentos tradicionais de comercializa¢do de alimentos.

e Desenvolver um protocolo de baixo custo relativo e rapida implementagdo para a
inducdo da diabetes mellitus tipo II em ratos, pelo emprego dessa dieta

hiperlipidica/hipercaldrica associada a baixa dose de estreptozotocina.

e Avaliar as principais mudangas metabdlicas observadas nos ratos que foram induzidos
ao diabetes através desse protocolo em comparacdo aos ratos ndo diabéticos

(controles).

3. MATERIAL E METODOS

3.1- Aprovacio da Pesquisa

Todos os procedimentos experimentais realizados seguiram as normas estabelecidas

no guia convencional para a experimentacao animal (Publicagdo NIH N°. 85-23, revisado em
1996) e as recomendagdes nacionais impostas pela Lei Arouca (11.794/2008). A realizagdo do

presente estudo foi aprovada pela Comissio de Etica no uso de Animais da UNIRIO (codigo

de registro - CEUA-UNIRIO/2012014-2).

3.2- Animais

Ratos Wistar machos de 2 meses de idade foram adquiridos do Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Biologica na Area de Ciéncia em Animais de Laboratorio da Universidade

Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP).

3.3- Racgoes

A ragdo normal usada na alimentagio dos animais era da marca NUVILAB®

ALIMENTO COMPLETO e foi obtida da empresa QUIMTIA S.A. (Parand, Brasil). A racao
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hiperlipidica/hipercaldrica foi produzida no laboratério LACAPA/IB/UNIRIO misturando-se
a supracitada dieta normal com chocolate ao leite SICAO do grupo Barry Callebaut (MG,
Brasil), amendoim sem pele e sem sal da empresa Nova Geragdo Comestiveis Ltda (Casas
Pedro) (R.J., Brasil) e biscoito Maizena® da Industria de Produtos Alimenticios Piraque S.A.
(Piraqué) (R.J., Brasil) na proporcao de 3: 2: 2: 1 (m/m). Antes da confec¢do dessa mistura, o
chocolate ao leite foi ralado em equipamento padrdo de aluminio de uso manual e os demais
ingredientes foram moidos com o auxilio de um moinho para cereais GUZZO® da empresa
Guzzo Utilidades Domésticas (R.S., Brasil). A essa mistura foi adicionado 1,5 L de agua
potavel, obtendo-se uma massa que foi moldada manualmente na forma de cilindros (cerca de
4 cm de comprimento e 3 cm de didmetro) com o auxilio de um dispositivo de aluminio
conhecido como Méquina Kafta Churrasco Expresso da Mecanica Edi Ltda Me (S.P., Brasil).
Por fim, estes pequenos cilindros foram secos em uma estufa FANEM (S.P., Brasil) durante

48 horas a uma temperatura de 60-70°C (Figura 6).

Figura 6 - Racdo normal e  Racdo
Hiperlipidica/Hipercaldrica. A esquerda da foto se
encontra a ragdo normal adquirida comercialmente e a

direita da foto, se encontra a ragao
hiperlipidica/hipercalorica  produzida em  nosso
laboratorio.

Fonte: O Autor (2017).

3.4- Analise Centesimal das Ragoes

Os contetdos de agua, lipidios, proteinas e minerais (cinzas) das ragdes (normal e
hiperlipidica/hipercaldrica) foram determinados de acordo com os métodos descritos pela
Association of Official Analytical Chemist (AOAC, 1995) e o conteudo total de carboidratos
foi estimado calculando-se a diferenga entre 100% e a soma desses contetidos percentuais de
agua, lipidios, proteinas e minerais. Sendo assim, os teores de carboidratos indicados nessa

monografia englobam também o conteudo total de fibras dessas amostras. Para o célculo do
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valor calorico dessas ragdes considerou-se que 1 g de carboidrato é capaz de gerar cerca de 4
kcal de energia, 1 g de proteinas produz também cerca de 4 kcal de energia e, por ultimo, que

1 g de lipidios gera cerca de 9 kcal de energia.

3.5- Protocolo Experimental (Plano de Intervencao)

Os animais recém-adquiridos tiveram uma semana de adaptagcdo as condi¢cdes do novo
biotério. A partir dai, o estudo foi desenvolvido durante 8 semanas (56 dias) com dez ratos
divididos em dois grupos de cinco individuos: grupo 1 (G1) — ratos ndo diabéticos (controle) e
grupo 2 (G2) — ratos diabéticos. Durante as primeiras trés semanas (21 dias) da fase de
inducdo da diabetes mellitus tipo 11, os ratos G1 receberam ra¢ao normal e os ratos G2 ragdo
hiperlipidica/hipercaldrica. A segunda fase de indugdo da diabetes se iniciou no 22° dia com
os ratos G2 recebendo, por via intraperitoneal, uma pequena dose (35mg/Kg de peso corporal)
de estreptozotocina em tampao citrato (pH = 4,4). Durante as duas semanas correspondentes a
essa segunda fase de indugdo da diabetes (4* e 5% semanas), ambos 0s grupos continuaram
sendo alimentados com as ragdes especificas indicadas acima. A partir do 36° dia (sexta
semana), ambos 0s grupos passaram a ser alimentados apenas com a ragdo normal. Essa
alimentagdo foi mantida até o final do estudo (56° dia). Durante todo o experimento os
animais foram mantidos em caixas plasticas (maximo de 3 animais por caixa), a temperatura
ambiente de (24 £ 1)°C e ciclo de 12h/dia e 12h/noite. A 4gua e as racdes foram oferecidas ad
libitum e o consumo de ambas foi monitorado diariamente. Ja a glicemia e o peso corporal
dos animais foram monitoradas no 1°, 22°, 29°, 36°, 43°, 50° e 57° dias do experimento. A
eutandsia dos animais foi realizada, apos a injec¢do intraperitoneal de tiopental (40 mg/ kg de

peso corporal), pela aplicagdo da técnica de deslocamento cervical.

3.6- Coleta e Analise do Sangue

A coleta do sangue dos animais foi conduzida por punc¢do cardiaca. A partir desse
sangue, foram obtidos o soro e o plasma usados na avaliagdo dos pardmetros bioquimicas
mencionados anteriormente. O sangue dos ratos, todos em jejum, foi coletado em tubos BD
Vacutainer® SST® II Advance® contendo ativador de codgulo jateado na parede do tubo,
responsavel por acelerar o processo de coagulagdo, e gel separador para obten¢do de soro,

todos feitos de plastico e identificados por tampa na cor dourada (Figura 7). Para obtencdo de
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plasma, por sua vez, foram utilizados dois tipos de tubos diferentes: tubos BD Vacutainer®
Plus com Heparina, contendo Heparina de Sodio jateada na parede interna do tubo,
identificados por tampas de cor verde (Figura 7); e tubos BD Vacutainer® contendo EDTA
(4cido etilenodiamino tetra-acético) K2 (sal dipotéssico) jateado na parede interna do tubo. O
EDTA K2 ¢ o anticoagulante recomendado pela CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) e pelo ISCH (International Council for Standardization in Hematology) para andlise
hematologica por ser o melhor anticoagulante universal, além de preservar a morfologia
celular. Esses tubos, por sua vez, podem ser identificados por sua tampa roxa (Figura 7). Cabe
ressaltar que todos os tubos foram identificados com o numero da caixa e do rato
correspondentes, além da data da coleta. Os tubos sem anticoagulantes foram mantidos
verticalmente por 30 minutos a temperatura ambiente sem refrigeracdo para viabilizar a
formacdo de coagulo, enquanto que os tubos com anticoagulantes foram homogeneizados

suavemente para evitar hemolise.

- BD Vacutainers)
B0 Vaculaly SST™ Il Advance
REF 367953

BD Vacutain
¥ EDTA (7.2

S

f
o)
g
B

2 00 Pt e a0
. Ao

Figura 7 - Tubos utilizados na coleta de sangue dos
animais. Tubo BD Vacutainer® com EDTA a esquerda
(tampa roxa), tubo BD Vacutainer® Plus com Heparina
(tampa verde) e, no centro, tubo BD Vacutainer® SST® II
Advance® para coleta de soro a direita (tampa dourada).
Fonte: O Autor (2017).

Todos os tubos foram centrifugados a 3.000 rpm por 15 minutos em centrifuga
refrigerada, modelo NT 815, da Nova Técnica Industria e Comércio de Equipamentos Para
Laboratorio Ltda (Figura 8). O sobrenadante (soro ou plasma) de cada tubo foi coletado e

estocado em tubos eppendorf de 1,5 mL.



Figura 8 - Centrifuga refrigrada. N
Fonte: O Autor.

Por fim, as amostras de sangue foram analisadas por espectrofotometria, através da
utilizagdo do espectrofotometro, através da utilizacdo do Espectrofotometro Digital EEQ-
9023, da empresa INCA Tecnologia de Produtos e Servicos Ltda (Figura 9), e com auxilio de
cubetas de vidro (0,7 mL) e de plasticos (1,0 mL).

Figura 9 - Espectrofotometro digital.
Fonte: O Autor (2017).

As andlises bioquimicas incluiram: (1) glicemia de jejum, (2) insulinemia de jejum,
(3) hemoglobina glicada (HbAIc), (4) triglicerideos, (5) colesterol total, (6) HDL-colesterol,
(7) LDL-colesterol, (8) ureia, (9) creatinina, (10) ALT, (11) AST, (12) FAL e (13) albumina.
Através das analises 4, 5, 6 e 7 avaliou-se o perfil lipidico dos animais; pelas anélises 8 ¢ 9
avaliou-se a func¢do renal e através das analises 10, 11, 12 e 13 avaliou-se a fungdo hepatica.
Para realizacdo dessas andlises bioquimicas, foram utilizados kits comerciais que
possibilitaram a obten¢do de resultados quantitativos com certa rapidez e seguranca. Tais kits
foram adquiridos de diferentes empresas, como da Katal Biotecnologia Industria e Comércio
Ltda para a realizacdo do teste de hemoglobina glicada; da Millipore Industria e Comércio

Ltda para o teste de insulinemia; da Quibasa Quimica Bésica Ltda (Bioclin) para o teste de
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LDL e, para os demais parametros bioquimicos analisados, foram utilizados kits da Labtest

Diagnostica S.A. (M.G., Brasil).

3.7- Analises Estatisticas

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software Graph Pad
Prism 6.0. A anélise estatistica dos parametros de glicemia, consumo de ragdo e 4gua e massa
corporal dos animais foi realizada através de andlise de varidncia agrupada (two-way
ANOVA), com pos-teste de Sidak para multiplas comparagdes entre os dois grupos. Os
demais indices analisados foram submetidos inicialmente ao teste de normalidade de
D’Agostino & Pearson. Para os parametros que passaram no teste de normalidade, a
existéncia de diferencas estatisticas significativas (p < 0,05) entre os grupos foi avaliada pelo
emprego do teste t paramétrico. Para os indices que ndo passaram no teste de normalidade, foi
realizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para verificagdo de diferencas estatisticas

significativas (p < 0,05) entres os grupos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A composi¢do centesimal da ragdo hiperlipidica/hipercalérica (RHH) mostrou-se bem
distinta daquela observada para a ragdo normal (RN). O processo manual utilizado para a
confeccao dessa racdo (RHH) pode ser considerado de facil reproducdo em um laboratorio da
area de alimentos. A racdo RHH foi produzida a partir da racdo normal, facilitando o acesso
dos pesquisadores aos micronutrientes (vitaminas e minerais) necessarios a elaboracdo de
uma dieta que fosse capaz de garantir o desenvolvimento regular dos animais que a
consumiram (periodo de 5 semanas). Para confec¢do da RHH, foram adicionados a RN outros
alimentos (chocolate ao leite, amendoim e biscoito Maizena®™) facilmente encontrados em
estabelecimentos de comercializagdo de produtos alimenticios, relativamente baratos e
amplamente consumidos pela populagdo brasileira. Teoricamente, o alto valor caldrico desses
alimentos e a presenca de gorduras hidrogenadas (chocolate ao leite e biscoito) tem potencial
para fazer com que o consumo associado e frequente dos mesmos favorega o ganho de peso e
o surgimento de dislipidemias, o que pode facilitar o desenvolvimento de condi¢des
patologicas como a diabetes. O processo utilizado na confec¢do da RHH produziu pellets com

textura e dureza muito semelhantes aquelas observadas na RN (Figura 6). Isso ¢ importante
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para a saude dos animais, pois garante que OS mesmos possam exercer sua natureza de
roedores durante o ato da alimentacdo. Para isso, entretanto, foi necessario reduzir a umidade
dessa RHH a mais da metade do valor de umidade da RN. A diferenca mais marcante entre as
duas racdes foi observada no contetido de lipidios, com a RHH apresentando cerca de 12
vezes o teor de lipidios da RN. O valor calérico da RHH foi cerca de 1,7 vezes maior do que o
calculado para a RN. Com base nessas duas informagdes, a ragdo especial produzida e
utilizada para a inducdo da diabetes mellitus tipo II nos ratos realmente pode ser classificada

como hiperlipidica/hipercalorica (vide Tabela 3).

Tabela 3 — Composi¢ao centesimal (g/100 g de amostra) das racdes normal e hiperlipidica/hipercalérica

Composicao centesimal e valor calorico | RN (M £+ DP) RHH (M = DP) Razao (RN/RHH)
Umidade (g/100 g de ragdo) (13,25 +1,45)° (5,12 £0,04)* 2,59
Cinzas (g/100 g de racao) (7,08 £ 0,12)° (3,69 +0,15)" 1,92
Carboidratos (g/100 g de ragdo) (45,94 £ 0,70)° (52,38 £ 1,51)° 0,88
Lipidios (g/100 g de ragao) (2,12 £ 0,08)° (25,75 + 1,11)° 0,08
Proteinas (g/100 g de rag@o) (23,04 £ 0,56)° (17,82 +0,62)° 1,29
Valor calérico (Kcal/100 g de ragio) | (294,88 + 1,10)" | (512,55 +17,16)" 0,58

Em uma mesma linha da tabela, os valores marcados com a mesma letra sdo estatisticamente diferentes (p < 0,05), de acordo com
o teste t paramétrico; RN — ragdo normal; RHH — rag@o hiperlipidica/hipercalérica; M — valor médio; DP — desvio padrdo; os
valores apresentados na tabela correspondem a média de analises em triplicata.

Fonte: O Autor (2017).

Durante as trés primeiras semanas do estudo, os ratos do grupo controle nao diabético
(G1) receberam a RN, enquanto que os ratos do grupo teste diabético (G2) receberam a RHH
produzida em nosso laboratdrio. Nesse periodo de 21 dias, a glicemia de jejum média de
ambos o0s grupos permaneceu inalterada e também ndo foi possivel observar diferenca
estatistica significativa (p > 0,05) nesse parametro entre Gl e G2 (vide Figura 10). O
fornecimento da RHH de forma isolada durante o periodo de 3 semanas ndo foi capaz de
provocar a hiperglicemia cronica caracteristica da diabetes mellitus tipo 1. Esse resultado ¢
corroborado por estudos anteriores, que demonstraram que ratos Sprague-Dawley alimentados
com dieta rica em gordura podem desenvolver obesidade, hiperinsulinemia e resisténcia a
insulina, mas ndo costumam desenvolver hiperglicemia significativa (SRINIVASAN et al.,

2005; MU et al., 2006).
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Figura 10 - Glicemia dos ratos (grupo controle — nio diabético; grupo teste — diabético) monitorada
durante todo o desenvolvimento do protocolo experimental. p>0,05 para 1-21; p<0,05 para 21-29;
p<0,001 para 36-57. Analise estatistica realizada através de andlise de varidncia agrupada (two-way
ANOVA), com pds-teste de Sidak para multiplas comparagdes entre os dois grupos.

Fonte: O Autor (2017).

Durante a maior parte desse periodo de trés semanas, o consumo de RN e de RHH
pelos ratos G1 e G2 mostrou-se similar ou foi menor (p < 0,05) no grupo G2 (dias 4, 5, 6, 11,
12 e 13), indicando que o maior contetdo de lipidios e valor calérico da RHH provavelmente
induziu mais saciedade nesses animais (Figura 11). Caso os ratos G2 tenham desenvolvido
resisténcia a insulina durante essas trés semanas iniciais de ingestdo de RHH, a similaridade
entre G1 e G2 no que diz respeito aos niveis de glicose sanguinea poderia ser explicada,
entdo, pela neutralizagdo dessa resisténcia a insulina por uma possivel resposta compensatoria
do organismo geradora de hiperinsulinemia. Essa situacdo ¢ muito frequente na fase inicial da
diabetes mellitus tipo II, com a hiperinsulinemia se estabelecendo antes mesmo da
hiperglicemia. Uma outra hipdtese para explicar a manutencdo da glicemia no G2 e sua
similaridade com o G1, seria essa maior saciedade produzida pela RHH e a pequena diferenca

entre os contetidos de carboidratos de ambas as ragoes.
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Figura 11 - Consumo de racdo dos ratos (grupo controle — nio diabético; grupo teste - diabético)
monitorado durante todo o desenvolvimento do protocolo experimental. Analise estatistica realizada
através de andlise de varidncia agrupada (two-way ANOVA), com poés-teste de Sidak para multiplas

comparagdes entre os dois grupos.
Fonte: O Autor (2017).

Durante essas trés semanas, também ndo foi observada diferenga estatistica
significativa (p > 0,05) entre G1 e G2 com relagdo a massa corporal dos animais (Figura 12).
Acreditamos que a saciedade provocada por essa RHH e seu conteudo de lipidios
relativamente baixo, comparado a outros estudos similares (SRINIVASAN et al., 2005),
poderia explicar o ganho de massa similar entre os dois grupos. Entretanto, Correia-Santos e
colaboradores (2012), trabalhando também com ratos Wistar, observaram resultados similares
a0s N0ssos para esse parametro (massa corporal), mesmo fornecendo uma dieta bem mais rica
em lipidios (60%). Sendo assim, uma outra possibilidade para explicar o motivo pelo qual o
ganho de peso dos ratos G2 ndo se mostrou estatisticamente diferente do ganho de peso dos
ratos G1 seria uma baixa funcionalidade da insulina associada a resisténcia dos tecidos
periféricos a sua acdo. Nessa condicdo, caso a hiperinsulinemia ndo produzisse um efeito
compensatorio total, a lipdlise (no tecido adiposo) estaria sendo favorecida e poderia

compensar parcialmente o maior valor calorico da ragao fornecida aos ratos G2.
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Figura 12 - Massa corporal dos ratos (grupo controle — nio diabético; grupo teste - diabético) monitorada
durante todo o desenvolvimento do protocolo experimental. Analise estatistica realizada através de analise
de varidncia agrupada (two-way ANOVA), com pos-teste de Sidak para multiplas comparagdes entre os dois

grupos.

Fonte: O Autor (2017).

Durante os 21 dias iniciais do presente estudo, também ndo foram observadas diferengas

estatisticas significativas entre G1 e G2 com relagdo ao consumo de dgua dos animais (Figura

13).
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Figura 13 - Consumo de dgua dos ratos (grupo controle — nio diabético; grupo teste - diabético)
monitorado durante todo o desenvolvimento do protocolo experimental. Analise estatistica realizada
através de andlise de varidncia agrupada (two-way ANOVA), com poés-teste de Sidak para multiplas
comparagdes entre os dois grupos.

Fonte: O Autor (2017).

No vigésimo segundo dia do estudo, os animais G2 receberam dose unica de
estreptozotozina (aplicacdo intraperitoneal) na concentracdo de 35 mg/kg de massa corporal.
A partir desse momento, a glicemia desses ratos comecou a se elevar (Figura 10). Uma
semana depois ja era possivel observar diferenca estatistica (p < 0,05) significativa na
glicemia de jejum entre esses grupos (Gl e G2). A glicemia de jejum dos ratos G2 cresceu
ainda mais na semana seguinte, diferenciando-se de forma mais marcante (p < 0,0001)
daquela observada nos ratos G1. Foi demonstrado por Mu e colaboradores (2006) que uma
dose tUnica isolada de estreptozotocina em baixa concentracdo ndo era capaz de causar
hiperglicemia nos ratos. Sendo assim, a RHH deve realmente ter causado a sensibiliza¢do do
organismo dos ratos G2, desencadeando a resisténcia a insulina. A combinac¢do dessa
sensibilizacdo por RHH com a diminui¢do da capacidade produtora e secretora de insulina do
pancreas, provocada pela estreptozotocina, levou os ratos G2 a uma franca hiperglicemia.
Nesse periodo de duas semanas pos-estreptozotocina, os ratos G2 continuaram a ser
alimentados com RHH. A quantidade de ragdo ingerida por esses ratos ndo se mostrou
estatisticamente diferente (p > 0.05) da quantidade de RN ingerida pelos ratos G1 (Figura 11).
Durante essas duas semanas, a massa corporal dos ratos G2 comegou a diminuir, a0 passo que

a massa corporal dos ratos G1 continuou a crescer, mas o maior valor calérico da RHH



provavelmente impediu que diferencas estatisticas significativas fossem observadas entre os
dois grupos com relagdo a esse pardmetro (massa corporal) (Figura 12). A partir da injecao da
estreptozotocina, o consumo de dgua do G2 comegou a aumentar e, depois de uma semana, ja
havia se estabelecido diferenga estatistica entre os grupos com relagdo a esse parametro
(Figura 13). Essas alteragdes sio todas correlacionadas a hiperglicemia. A medida que a
concentragcdo de glicose sanguinea aumenta, a capacidade de reabsor¢do dessa molécula por
parte dos rins ¢ ultrapassada e uma parte comecga a ser excretada na urina (glicosuria). Isso
provoca aumento da pressdo osmotica no limen renal (diurese osmotica), com inibi¢do da
reabsor¢do de dgua pelos rins. Com isso, hd um aumento da producdo de urina (politiria) e
uma perda acentuada de liquido, que interferem com o volume sanguineo. O volume de
sangue diminuido sera recomposto osmoticamente pelo deslocamento da agua armazenada
nas células do corpo, causando desidratacdo (hiperosmolaridade), sede aumentada e
necessidade de ingestdo excessiva de agua (polidipsia). Cerca de uma semana apds a
aplicacdo da estreptozotocina, a polidipsia e a politria comegaram a ficar muito aparentes,
passando a ser necessario completar as garrafas com agua potavel e trocar a maravalha das

caixas dos ratos G2 diariamente.

A partir do trigésimo sexto dia, com a hiperglicemia completamente instaurada no G2,
a dieta desse grupo foi alterada para RN, a fim de mimetizar o tratamento dietético ao qual os
individuos diabéticos tipo II normalmente sao submetidos. Dessa forma, nas trés semanas que
restavam para o final do experimento, ambos os grupos consumiram apenas a RN. Nesse
periodo, a glicemia de jejum do G2 aumentou um pouco mais na primeira semana e acabou se
estabilizando nas duas semanas seguintes, terminando em um valor médio de (333,25 =+
36,65) mg dL™ (Figura 10). A glicemia dos ratos G1 se manteve constante ao longo de todo
experimento, terminando em um valor médio de (79,20 £ 9,60) mg dL'l, estatisticamente
diferente (p < 0,05) do G2. Com essa hiperglicemia marcante dos ratos G2, a polidipsia e a
politria ficaram ainda mais bem caracterizadas nessa fase e, obviamente, estavam
acompanhadas de glicostria. A glicosuria normalmente causa perda substancial de calorias
(4,1 kcal para cada grama de glicose excretada). Essa perda pode ocasionar fadiga e, quando
associada com a perda de tecido adiposo e muscular (glicose ¢ substituida por lipidios e
proteinas como combustiveis), resulta em severa perda de peso apesar do apetite e da ingestao
calorica aumentados (polifagia). Essa situacdo fica muito clara quando avaliamos os graficos
de massa corporal e consumo de racao nessas ultimas trés semanas do estudo (Figura 12 e 11,

respectivamente). A partir do momento que a RN passou a ser usada pelos ratos G2,
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estabeleceu-se diferencga estatistica significativa (p < 0,05) entre G1 e G2 com relagdo ao
consumo de racdo e, uma semana depois, também foi possivel observar diferenca estatistica
(p < 0,05) entre os grupos com relacdo a massa corporal. Apesar dos ratos G2 consumirem
mais RN, passaram a perder peso e terminaram o experimento com uma massa corporal

média de (362,00 + 18,22) g, contra (459,40 + 30,69) g dos ratos G1.

A hemoglobina glicada dos ratos do G2 [(10,73 £ 1,31)%] foi superior de forma
estatisticamente significativa (p < 0,05) ao valor de hemoglobina glicada determinada para os
ratos do G1 [(8,38 = 1,16)%] (Figura 14). Isso mostra que os ratos G2 realmente ficaram
expostos a uma quantidade de glicose sanguinea mais elevada do que os ratos G1, por conta

da hiperglicemia que desenvolveram ap0s a aplicagdo da streptozotocina.
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Figura 14 - Hemoglobina glicada dos ratos ndo diabéticos (G1) e diabéticos (G2) determinada apéds
eutanasia dos animais. * p < 0,05. Analise estatistica realizada através do teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney.

Fonte: O Autor (2017).

A insulinemia de jejum média de Gl foi de (1,14 £ 0,36) ng mL", sendo
estatisticamente maior (p < 0,05) do que a medida para os ratos G2 [(0,53 + 0,16) ng mL™']
(Figura 15). A dose unica de estreptozotocina (35 mg/ kg de peso corporal do animal)
realmente foi capaz de reduzir a produgdo e secrecdo de insulina nos ratos diabéticos, de tal
forma que 5 semanas apoOs sua aplicacdo a insulinemia desse grupo (G2) apresentou-se
reduzida em cerca de 54% em relacdo aquela do G1. A presenga de quantidades mensuraveis

de insulina no sangue dos ratos G2 ¢ um forte indicativo de que o protocolo experimental



estabelecido funcionou para geracdo de um modelo de diabetes mellitus tipo II.
Aparentemente, o0 modelo proposto no presente estudo foi capaz de mimetizar o curso natural
e metabolico da doenga em humanos, partindo da condigdo de resisténcia a insulina e
terminando com a disfun¢do das células beta pancreaticas. A resisténcia a insulina ¢ um
estado de resposta reduzida aos niveis normais deste hormodnio. Geralmente este quadro
desenvolve-se como primeiro indicador da diabetes tipo II. O pancreas pode compensar a
resposta reduzida a insulina, com o aumento de sua secrecdo, na tentativa de controlar a
concentragdo de glicose no sangue. A hipersecre¢do continua pode levar a faléncia das células
B do pancreas, resultando na menor producdo deste hormoénio e na manifestacdo clinica

efetiva da diabetes tipo Il (CORREIA-SANTOS et al., 2012).
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Figura 15 - Insulinemia de jejum dos ratos ndo diabéticos (G1) e diabéticos (G2) determinada apds
eutanasia dos animais. * p < 0,05. Analise estatistica realizada através do teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney.

Fonte: O Autor (2017).

Os ratos do grupo G2 (diabéticos) também apresentaram anormalidades no
metabolismo de lipidios evidenciadas, principalmente, pelo aumento estatisticamente
significativo (p < 0,05) dos niveis plasmaticos de triglicerideos [G2 = (187,50 + 58,13) mg
dL'] em relagdo ao grupo controle [Gl = (77,86 + 36,39) mg dL'] (Figura 16). Essa
hipertrigliceridemia medida em jejum pode ser explicada pelo provavel aumento do estoque
de triglicerideos no figado associado a estimulagdo da lipogé€nese de novo (com produgdo de
acidos graxos livres) a partir da glicose absorvida. Esse efeito lipogénico ¢ normalmente
provocado pela alta concentracdo de insulina no sangue (hiperinsulinemia) relacionada a
resisténcia a insulina. A RHH usada no presente estudo pode ter favorecido esse processo,
uma vez que possuia um conteudo de carboidratos superior ao de ragdes
hiperlipidicas/hipercaldricas normalmente usadas em outros estudos (SRINIVASAN et al.,

2005; CORREIA-SANTOS et al., 2012) e, também, superior ao da RN que utilizamos. O



aumento da producdo de VLDL pelo figado a partir dos acidos graxos liberados dos
adipocitos, por conta da lipdlise aumentada nesse tecido, também pode contribuir para essa
hipertrigliceridemia. Por Gltimo, essa hipertrigliceridemia também pode ser correlacionada a
uma maior absor¢do de acidos graxos e formacdo aumentada de triglicerideos no intestino
(transportados na forma de quilomicrons), durante o periodo de ingestdo da dieta rica em

lipidios.
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Figura 16 - Triglicerideo sérico dos ratos ndo diabéticos (G1) e diabéticos (G2) determinado apds
eutanasia dos animais. * p < 0,05. Analise estatistica realizada através do teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney.

Fonte: O Autor (2017).

O aumento da VLDL também pode ser associado a um aumento de LDL, visto que a
VLDL ¢ a lipoproteina precursora da LDL. Apesar de ndo haver diferenga estatistica
significativa entre G1 [(2,94 + 2,00) mg dL'] e G2 [(5,90 + 1,87) mg dL"'] com relagdo a esse
parametro (LDL), nota-se uma tendéncia a seu aumento durante a andlise do grafico da Figura
17. O coeficiente de variagdo elevado (67,97%) para os dados de LDL no GI1, podem estar

impedindo que a diferenga estatistica seja alcangada.

LDL-Colesterol

10 9 #

LDL-Colesterol (mg/dL)

Nido Diabético Diabético

Figura 17 - LDL-colesterol dos ratos nao diabéticos (G1) e diabéticos (G2) determinado apds eutanasia
dos animais. # p > 0,05. Analise estatistica realizada através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Fonte: O Autor (2017).
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No caso dos niveis séricos de HDL, observamos uma tendéncia a sua diminui¢do ao
compararmos o G1 [(33,78 £ 28,59) mg dL™'] com o G2 [(27,53 + 4,36) mg dL™'] , apesar de
ndo haver diferenca estatistica significativa (p > 0,05) (Figura 18). Isso também pode estar
associado ao aumento da VLDL, que poderia favorecer a geracdo de HDL2 (contém
triglicerideo e colesterol esterificado), forma prontamente captada pelo figado, o que levaria a

sua diminui¢ao no plasma dos ratos G2.
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Figura 18 - HDL-colesterol dos ratos nao diabéticos (G1) e diabéticos (G2) determinado apds eutanasia
dos animais. # p > 0,05. Analise estatistica realizada através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Fonte: O Autor (2017).

Os niveis sanguineos de colesterol total ndo diferiram de forma estatisticamente
significativa (p > 0,05) ao compararmos G1 [(66,44 + 14,78) mg mL™'] com G2 [(63,90 +
9,51) mg mL™"] (Figura 19). Na condicao diabética, a hipercolesterolemia pode ser atribuida a
uma absor¢do do colesterol da dieta aumentada no intestino delgado, depois da ingestdo de
uma dieta rica em lipidios. Apesar da dieta usada nesse estudo ser hiperlipidica, a quantidade
de lipidios usada mostrou-se menor do que a de outros estudos similares (SRINIVASAN et
al., 2005; CORREIA-SANTOS et al., 2012). Além disso, também deve haver diferenca
qualitativa entre essas fragdes lipidicas, visto que normalmente se usa banha de porco (rica
em colesterol) para a montagem das mesmas (SRINIVASAN et al.,, 2005; CORREIA-
SANTOS et al., 2012). A fragdo lipidica da RHH utilizada no presente estudo foi constituida
pelos lipidios componentes dos diferentes alimentos que usamos em sua confec¢do. O
amendoim contido em nossa rag¢do, por exemplo, ¢ um alimento rico em 4cidos graxos mono-
e poli-insaturados e ndo possui colesterol. Dessa forma, sua ingestdo costuma ser benéfica
para a manutencdo de uma boa relagdo entre os niveis de HDL e LDL e, também, para
reducdo do colesterol total. Isso poderia explicar, pelo menos em parte, os dados obtidos para

o perfil lipidico do ratos G2.
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Figura 19 - Colesterol total dos ratos nao diabéticos (G1) e diabéticos (G2) determinado apés eutanasia
dos animais. # p > 0,05. Analise estatistica realizada através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Fonte: O Autor (2017).

A dislipidemia da diabetes mellitus tipo II é caracterizada por niveis elevados de
triglicerideos e diminui¢do dos niveis sanguineos de HDL. Além disso, ¢ possivel observar
aumento dos niveis de LDL em alguns casos ou, ao invés disso, o aparecimento de particulas
de LDL mais densas e aterogénicas (WU & PARHOFER, 2014; SCHOFIEL et al., 2016).
Dessa forma, o modelo de diabetes que desenvolvemos com a RHH e a baixa dose de
estreptozotocina produziu um fendtipo lipidico para os animais diabéticos semelhante ao

observado em humanos com diabetes mellitus tipo 11.

A avaliag@o da funcao hepatica dos ratos foi realizada pelo monitoramento dos niveis
plasmaticos de albumina e das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (FAL). O nivel plasmético médio de albumina do
grupo G2 [(1,88 + 0,25) g dL™'] ndo se mostrou estatisticamente diferente (p > 0,05) do que o
do grupo G1 [(2,63 + 0,54) g dL'] (Figura 20). Apesar disso, percebe-se uma tendéncia de

diminui¢do da concentragdo de albumina no G2.
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Figura 20 - Albumina dos ratos nio diabéticos (G1) e diabéticos (G2) determinado apds eutanasia dos
animais. # p > 0,05. Analise estatistica realizada através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Fonte: O Autor (2017).
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O valor médio para ALT do G2 [(277,70 £ 238,50) UI L™'] também parece superior ao
do G1 [(39,10 + 40,49) UI L], porém ndo h4 significAncia estatistica (p > 0,05) para
respaldar essa diferenga, muito provavelmente por conta dos elevados coeficientes de
variagdo encontrados para os dados de ambos os grupos (G1 = 103,55% e G2 = 85,90%)
(Figura 21).
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Figura 21 - Alanina aminotransferase (ALT) dos ratos nao diabéticos (G1) e diabéticos (G2) determinada
apos eutanasia dos animais. # p > 0,05. Analise estatistica realizada através do teste ndo paramétrico de Mann-

Whitney.
Fonte: O Autor (2017).

No caso da AST, o valor médio do G2 [(158,30 + 25,39) UI L] mostrou-se
estatisticamente superior ao do G1 [(96,68 + 14,27) UI L'] (Figura 22). O mesmo aconteceu
com a fosfatase alcalina, onde o valor médio do G2 foi de [(156,50 + 111,10) UL L] e do G1
de [(25,53 + 6,67) UL L] (Figura 23).
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Figura 22 - Aspartato aminotransferase (AST) dos ratos nio diabéticos (G1) e diabéticos (G2)
determinada apoés eutanasia dos animais. * p < 0,05. Analise estatistica realizada através do teste ndo

paramétrico de Mann-Whitney.
Fonte: O Autor (2017).
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Figura 23 - Fosfatase alcalina dos ratos ndo diabéticos (G1) e diabéticos (G2) determinada apds eutanasia
dos animais. * p <0,05. Analise estatistica realizada através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Fonte: O Autor (2017).

Avaliando os dados anteriores relacionados a fun¢do hepatica, percebe-se uma
tendéncia ao aumento das enzimas ALT, AST e FAL e a diminui¢do dos niveis de albumina.
A concentragdo plasmatica de albumina diminuida, com concentragdo de ureia normal ou
elevada, acompanhadas por uma elevagdo da concentracdo de enzimas hepaticas no sangue,
sdo indicadores de dano hepatico (GONZALES & CAMPOS, 2003). Talvez essa situagio
ficasse mais caracteristica no G2, com resultados também estatisticamente significativos para

albumina e ALT, se amplidssemos a dura¢dao do experimento e aumentassemos o n amostral.

A concentragio sérica de ureia no G2 [(84,75 +21,44) mg dL'] mostrou-se
estatisticamente superior (p<0,05) a encontrada no G1 [(46,52 + 16,59) mg dL™] (Figura 24).
No caso da creatinina, outro marcador da fun¢do renal, o comportamento observado foi outro.
A concentragdo sérica de creatinina do grupo G1 [(0,18 % 0,19) mg dL™'] ndo diferiu de forma
estatisticamente significativa da encontrada para o grupo G2 [(0,21 + 0,24) mg dL™'] (Figura
25). Com os dados obtidos pelo emprego apenas desses dois marcadores, fica dificil avaliar a
condicdo do sistema renal dos animais do G2. Outros testes, como a verificagdo de
microalbuminudria, seriam necessarios para uma avaliagdo mais precisa e criteriosa. A
concentragdo elevada de ureia encontrada no sangue dos animais do G2 estava, muito
provavelmente, associada a um aumento da protedlise muscular para uso como fonte de
energia, a fim de compensar a diminui¢do da capacidade de utilizagdo de glicose como

combustivel nessa situagdo diabética. Como j& mencionado anteriormente, esse aumento da



protedlise muscular e da lipdlise no tecido adiposo provocou uma perda de massa corporal

substancial nos animais do G2.
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Figura 24 - Ureia dos ratos niao diabéticos (G1) e diabéticos (G2) determinada apds eutanasia dos
animais. * p <0,05. Analise estatistica realizada através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Fonte: O Autor (2017).
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Figura 25 - Creatinina dos ratos niao diabéticos (G1) e diabéticos (G2) determinada apés eutanasia dos
animais. # p > 0,05. Analise estatistica realizada através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Fonte: O Autor (2017).

5. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a combinag¢do da RHH elaborada em nosso laboratdrio
com a dose Unica de estreptozotocina em baixa concentragdo (35 mg / kg de massa corporal),
aplicada por via intraperitoneal, foi capaz de gerar um modelo animal 1til para o estudo da
diabetes mellitus tipo II. Esse modelo mostrou ser capaz de reproduzir a histdria natural e as
caracteristicas metabolicas comuns dessa patologia em humanos. Além disso, esse modelo ¢
de facil instalacdo, baixo custo relativo e tem potencial para ser usado em testes de novas
terapias para o tratamento dessa doenga e de suas complicagdes cronicas. Nesse aspecto,
destacamos seu potencial para ser usado em testes com novos agentes hipoglicemiantes, anti-

dislipidémicos e hepatoprotetores.
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