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RESUMO

O objetivo do presente estudo experimental foi desenvolver um modelo animal de diabetes tipo 2 que
mimetizasse o curso natural e metabdlico desta doenga em humanos. Assim, foi oferecida uma dieta
hiperlipidica (com aproximadamente 60% das calorias totais provenientes de lipideos) por trés sema-
nas, estabelecendo entdo, um quadro de resisténcia a insulina. Em seguida, as ratas foram submeti-
das a uma dose Unica de estreptozotocina (STZ) (35mg/kg de peso corporal) em veiculo de tampao
citrato (pH: 4,4). Ap6s 1 semana da injegdo de STZ, as ratas foram submetidas ao teste oral de toleran-
cia a glicose, mediante administracdo oral de glicose (2g glicose/kg de massa corporal). Os dados
foram submetidos a comparacdo entre os grupos utilizando-se o teste t. A significancia em todos os
testes se deu ao nivel de p < 0,05. O grupo controle manteve a concentracao média de glicose final igual
a inicial. Apds ingestao da dieta hiperlipidica houve um aumento da glicemia de jejum em cerca de
16,5% em relacdo ao momento inicial do experimento (P<0,0001) enquanto os animais que receberam
a dieta controle apresentaram um aumento aproximado de 8,7%. Uma semana apds a administragéo
intraperitoneal de STZ, pode-se verificar aumento da concentragdo média de glicose no grupo hiperlipidico
em cerca de 194,2%, representando um aumento de 275,8% (P<0,0001) quando comparado ao GC. O
presente estudo retrata que a combinacdo de uma dieta hiperlipidica e baixa dose de estreptozotocina
serve como um modelo animal alternativo para a diabetes tipo 2 simulando a sindrome em humanos.
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Introducao

O Diabetes Tipo 2 € uma sindrome de etiologia
multipla, decorrente da falta de insulina e/ou da inca-
pacidade da mesma de exercer adequadamente seus
efeitos, resultando em resisténcia a este hormonio,
seguida pela incapacidade das células 3 em compen-
sar tal resisténcia (disfuncéo das células 3 pancreati-
cas).!? Esta sindrome caracteriza-se pela presenga
de hiperglicemia cronica, freqlientemente, acompanha-
da de dislipidemia, hipertensdo arterial e disfuncio
endotelial.!

Por definicdo, a resisténcia a insulina € um es-
tado de reduzida resposta a niveis normais deste hor-
monio. Geralmente este quadro desenvolve-se como
primeiro indicador do diabetes tipo 2.> O pancreas pode
compensar a resposta reduzida a insulina, com o au-
mento de sua secrecdo, na tentativa de controlar a
concentragdo de glicose no sangue. A hipersecrecio
continua pode levar a faléncia das células § do pan-
creas resultando na menor produ¢do deste hormonio
e a manifestacdo do diabetes tipo 2.343

Apesar do papel da predisposi¢do genética,
outros fatores como o envelhecimento, a obesidade, a
qualidade da dieta e o estilo de vida sedentério sdo os
principais fatores de risco envolvidos no desenvolvi-
mento no diabetes tipo 2.

Os modelos animais de diabetes tém sido usa-
dos extensivamente na obten¢do do esclarecimento
sobre esta doenga. Eles tém fornecido iniimeros be-
neficios para a satide, incluido o tratamento de compli-
cacdes oculares ou vasculares e o desenvolvimento
de farmacos e de técnicas de transplante de pancreas,
entre outras.” Embora exista um excedente de mode-
los animais (tanto espontaneos como induzidos) dispo-
niveis para o estudo do diabetes tipo 2, o padrdo de
inicio da doenga e o desenvolvimento da maioria deles
ndo parece ser andlogo a situacdo clinica em seres
humanos. No entanto, existem certos modelos genéti-
cos chamados ratos ZDF (Zucker Diabetic Fatty rats)
e camundongos db/db que desenvolvem diabetes es-
pontaneamente, semelhantes a diabetes tipo 2. O de-
senvolvimento do diabetes nesses animais € predomi-
nantemente determinado geneticamente, ao contrario
do observado em seres humanos. Além disso, as ob-
servagoes derivadas destas linhagens geneticamente
puras, nao podem de forma satisfatdria, ser extrapola-
das para a populacdo humana, devido a grande
heterogeneidade dos humanos. Além disso, em mode-
los de indug¢@o de diabetes, a maioria dos animais (adul-
tos ou recém-nascidos) requer doses relativamente
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altas de estreptozotocina (STZ >50mg.kg™!) (glicosa-
mina-nitrosureia, antibiético com propriedades diabe-
togénicas). O desenvolvimento da hiperglicemia nesses
ratos apos a inje¢do de STZ é conseqiiente da destrui-
¢do direta das células } pancredticas e resulta na defi-
ciéncia de insulina. Desta forma, a hiperglicemia obser-
vada no caso néo € decorrente de um quadro de resis-
téncia insulinica. Assim, esses modelos mostram mais
sintomas e caracteristicas tipicas de diabetes tipo 1 do
que diabetes do tipo 2 e; ainda ndo sdo muito sensiveis
aos efeitos de drogas, como os insulinotrépicos e sen-
sibilizadores de insulina. Em contraste, ratos alimenta-
dos com dieta rica em gordura (dieta hiperlipidica)
desenvolvem obesidade, hiperinsulinemia e resistén-
cia a insulina, mas nao desenvolvem hiperglicemia alta,
limitando assim, a triagem de agentes que controlam
as concentracdes de glicose no sangue.?®

Visto o exposto, este estudo teve como objetivo
desenvolver um modelo metabdlico de diabetes tipo 2
em ratos wistar que mimetiza o curso natural e meta-
bdlico da doenga em humanos (de resisténcia a insuli-
na a disfungéo da célula P).

Material e métodos

Delineamento Experimental

Todos os procedimentos experimentais realiza-
dos seguiram as normas estabelecidas no guia con-
vencional para a experimentacio animal (Publicag¢do
NIH N°.85-23, revisado em 1996) e as recomenda-
cdes nacionais impostas pela Lei Arouca (11.794/2008).
O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentagio Animal do Niicleo de Ani-
mais de Laboratério da Universidade Federal
Fluminense com o ntimero de registro: 035/2011.

Foram utilizadas 30 ratas wistar provenientes
da coldnia do Laboratério de Nutricio Experimental
(LabNE) da UFF, nuliparas, com aproximadamente
trés meses de idade e foram mantidas em condi¢des
controladas de temperatura (22 + 2°C) e umidade (60
+ 10%), com acesso irrestrito a comida e d4gua, e com
ambiente submetido a ciclos de 12:12h claro-escuro.

Do total de animais utilizados, 24 ratas foram
alimentadas com dieta de alta densidade energética
(hiperlipidica), pelo periodo inicial de trés semanas, e
seis ratas foram alimentadas com dieta a base de
caseina, ambas ad libitum, formando entdo dois gru-
pos: Grupo Hiperlipidico (n=24) e Grupo Controle (n=6).
A composi¢do da dieta hiperlipidica e da dieta contro-
le esta descrita na Tabela 1.
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Tabela 1

Composicdo a cada 1000g das dietas utilizadas durante o ensaio

Ingrediente/ Dieta Dieta controle Dieta hiperlipidica
Casefna (g) * 140 190
Amido de milho (g) T 619,492 249,492
Sacarose (g)+ 100 100
Oleo de soja (ml) ** 40 40
Banha de porco (g) ¥ - 320
Fibra (g) 7+ 50 50
Mix de vitaminas (AIN93-M) (g) § 10 10
Mix de minerais (AIN93-M) (g) ® 35 35
Cistina (g) ¢ 3 3
Colina (g) ¢ 2,5 2,5
BHT (Terc-butilhidroquinona) (g) 0,008 0,008
Total (g) 1000 1000
Carboidrato (%) 76 26
Proteina (%) 14 14
Lipidio (%) 10 60
Energia (Kcal/kg) 3573 5404

AIN-93M = American Institute of Nutrition-93M

* Comércio e Indudstria Farmos Ltda. (Rio de Janeiro RJ, Brasil).
+ Maizena da Unilever Bestfoods Brasil Ltda. (Mogi Guagu, SP, Brasil).

¥ Unido (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

** Liza da Cargill Agricultura Ltda. (Mairinque, SP, Brasil).

1+ Microcel da Blanver Ltda. (Cotia, SP, Brasil).
¥ Sadia Comercial Ltda

§ PragSolucdes Comércio e Servigos Ltda-ME (Jau, SP, Sao Paulo)
(O M. Cassab Comércio e Inddstria Ltda. (Sdo Paulo, SP, Brasil)

Depois de trés semanas da dieta hiperlipidica,
as ratas receberam inje¢do intraperitoneal (i.p.) de es-
treptozotocina (STZ) em baixa dosagem (35mg.kg™!)
dissolvida em veiculo (solucdo de citrato de sddio
0,01M, pH =4,5) segundo Sriniva-san et al.> As ratas
que consumiram dieta controle receberam somente o
veiculo por via intraperitoneal.

Estudos prévios, empregando desenho experi-
mental semelhante ao nosso, realizados por Srinivasan
et al.2 e Mu et al.?, utilizando ratos Sprague-Dawley,
mostraram que a dieta hiperlipidica ou a estreptozoto-
cina isolada ndo afetaram significativamente a glice-
mia, enquanto que a combinagdo da dieta hiperlipidica
e estreptozotocina, na dose de 35mg/kg, levou a fran-
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ca hiperglicemia. Foi mostrado também por Mu et al.?
que somente a dose de STZ causou uma reducio de
aproximadamente 40% dos niveis de insulina no plas-
ma, o que ndo foi suficiente para causar a hiperglice-
mia nos animais alimentos com a dieta normal. Deci-
dimos, portanto, somente utilizarmos dois grupos, um
com a associacao da dieta hiperlipidica e estreptozo-
tocina (grupo hiperlipidico) e um s6 com dieta contro-
le (Grupo controle).

O peso corporal e a glicose plasmdtica foram
analisados antes da administracdo da dieta hiperlipidica
e ao final das trés semanas de administracio da dieta,
antes da inje¢do da STZ e depois de 7 dias da inje¢do,
isto é, com 4 semanas de administracdo da dieta nas
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ratas. A confirmacao do diabetes foi feita seguindo os
seguintes critérios: concentracio de glicose plasmati-
ca maxima maior que 288mg/dL, ou concentragdo
maior que 198mg/dL apés 120 minutos de administra-
¢do de solugdo oral de glicose (2g glicose/kg de mas-
sa corporal).’

Avaliacoes metabdlicas

O teste oral de tolerancia a glicose foi realizado
ao final do experimento. Apds 6 horas de jejum, uma
amostra de sangue foi retirada da veia caudal de cada
rato (tempo 0), que na seqiiéncia recebia, via gavagem,
uma solugdo de glicose na concentracio de dois gra-
mas de glicose por quilograma de peso. A glicemia foi
determinada nos tempos zero (antes da administracao
de glicose), 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apds a inje-
c¢do, utilizando-se glicosimetro e fitas para glicemia da
marca Accu-Chek Active (Roche Diagnostics, Ale-
manha). A drea sob a curva (AUC) foi calculada usan-
do o GraphPad Prism versao 5.03 para Windows.

Avaliacao do valor biolégico das racoes

Para a avaliacdo do valor biol6gico das racdes,
foi utilizado indice de eficiéncia alimentar, a partir do
qual, foi possivel verificar o quanto a ingestdo energé-
tica foi eficiente em promover o aumento do peso dos
animais.'” A ingestdo de ra¢do (g/dia) foi multiplicada
pela energia da ragdo (kcal/g) para se obter a inges-
tdo de energia didria por rato. A eficiéncia alimentar
foi calculada como [(ganho de massa corporal/kcal
ingerida) x 100].

Tabela 2
Ingestdo de racdo e energia.
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Analise estatistica

Os dados foram apresentados na forma de
média =+ erro padrdo. A distribui¢do normal dos valo-
res encontrados foi analisada através do teste
Kolmogorov-Smirnov. Verificando-se a normalidade
dos dados, estes foram submetidos & comparacao en-
tre os grupos utilizando-se o teste ¢ de Student para
dados independentes. Nos resultados que ndo segui-
ram a distribuicdo normal foi aplicado o teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney. A significancia em
todos os testes foi estabelecida ao nivel de p < 0,05.
Tais andlises estatisticas foram realizadas pelo pro-
grama GraphPadPrism versdo 4.03 para Windows
(GraphPad Software, Sdao Diego, Califérnia, EUA).

Resultados

Ingestao de racao, energia e eficiéncia ali-
mentar

Até a terceira semana, o grupo hiperlipidico
ingeriu 15% a menos de racio do que o grupo contro-
le, porém a ingestdo energética foi maior (+30%,
P<0,0001) (Tabela 2). A administracido da STZ ao gru-
po hiperlipidico e veiculo ao grupo controle, resultou
na diminui¢do da ingestdo de racdo em ambos os gru-
pos, e diferente do momento pré STZ, os grupos pas-
saram a ingerir a mesma quantidade de ragdo; contu-
do aingestao de energia do grupo hiperlipidico conti-
nuou sendo superior ao grupo controle (+43%, P =
0,0003) (Tabela 2).

Racio (g/dia/animal) Energia (Kcal/dia/animal)
Pré STZ ou veiculo
Grupo Controle (n=6) 19,2+0,6 68,4+2,0
Grupo Hiperlipidico (n=24) 16,3+0,3% 88,3 1,8
Pé6s STZ ou veiculo
Grupo Controle (n=6) 15,2 +0,9¥ 54,1 +3,3¥
Grupo Hiperlipidico (n=24) 14,3 +0,6* 77,2 +3,1°¥

Os dados s@o apresentados na forma de média + EPM.
A letra (a) representa diferenga estatistica comparada do Grupo Controle, P<0,0001. O simbolo (¥)
representa diferenca estatistica quando comparado ao seu respectivo grupo pré STZ ou veiculo, P<0,001.

STZ = Estreptozotocina
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A eficiéncia alimentar dos animais ali-
mentados tanto com dieta controle quanto com
dieta hiperlipidica foi igual no periodo pré STZ
ou veiculo (GC: 44, 5% +=7,9% ¢ GH: 41, 7% +
1,8%) (Figura 1). O mesmo nao aconteceu apos
a administra¢do da STZ no grupo hiperlipidico,
que diminuiu a eficiéncia energética, de forma a
tornd-la negativa (GC: 31,7% = 4,2% e GH: -
11,99% + 4,5%).

Massa corporal

Os animais iniciaram o experimento sem

Eficiéncia Alimentar (%)
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Pré STZ ou Veiculo Pés STZ ou Veiculo

60 I ®P <0,0001
' @ P =0,0007

diferencas na massa corporal (223,5g + 2,5g aos
3 meses de idade) (Figura 2). Ao final das trés
semanas de administragdo das dietas experimen-
tais, nao houve diferenca estatisticamente signi-
ficativa para este parametro (GC: 255g + 21,6g
e GH: 269 = 19,1g2).

A administracio da STZ impediu a evolu-
¢do do ganho de massa corporal e induziu a per-
da de massa no grupo hiperlipidico, enquanto que
a administracao de veiculo ao grupo controle nao
causou alteracdo no ganho de massa corporal
(Figura 2).

Metabolismo Glicidico

A ingestdo da dieta hiperlipidica levou ao
aumento da glicemia de jejum em cercade 16,5%
quando comparada ao momento basal do experi-
mento (P<0,0001) (Inicial: 100,5 + 2,8mg/dL; Fi-
nal: 117 £ 2,6mg/dL.); enquanto que o grupo con-
trole teve um aumento de aproximadamente 8,7%
(Inicial: 105,8 + 6,7mg/dL; Final: 115 + 2,3mg/

Massa corporal (Q)

Figura 1: Eficiéncia alimentar dos diferentes grupos experimentais,
nos periodos pré injecao de estreptozotocina (STZ) ou veiculo e pds
injecdo de STZ e veiculo. Grupos: GC, grupo controle e GH, grupo

hiperlipidico. O Simbolo ( ¢ ) representa diferenca estatistica.
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dL) (Figura 3). Uma semana apds a inje¢do in-
traperitoneal de STZ, foi observado aumento da
concentracdo média de glicose de aproximada-
mente 194,2% no grupo hiperlipidico (344,2 +
6,3mg/dL) e quando comparado ao grupo con-
trole (91,6 = 2,6mg/dL), a STZ levou a um au-
mento de cerca de 275,8% (P<0,0001).

No teste oral de tolerincia a glicose, a drea sob
a curva foi maior no grupo hiperlipidico comparado ao
grupo controle (+297,6%, P<0,001 - GC:14677u.a.;
GH:58361u.a.) (Figura 4), confirmando a diabetes em
todas as ratas.

Discussao

O regime dietético empregado no presente es-
tudo exemplifica a situacio nutricional vivenciada pela
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Figura 2: Evolugdo da massa corporal ao logo da primeira fase do
experimento (inducéo). As dietas foram administradas durante 3 semanas
e ao final da ultima semana foi administrada intraperitonealmente
estreptozotocina (STZ) ao grupo hiperlipidico e veiculo ao grupo controle.
Grupos: GC, grupo controle e GHF, grupo hiperlipidico. O simbolo
representa diferenca estatistica, P<0,001.

N

populacdo mundial, uma vez que hé oferta abundante
de alimentos hiperlipidicos.!! A utiliza¢@o de acidos
graxos saturados como fonte predominante de lipidios
vem sendo associada ndo somente a obesidade, mas
também ao desenvolvimento de resisténcia a insulina,
intolerancia a glicose e desordens no metabolismo de
lipoproteinas!?, sendo este o fundamento para sua uti-
lizagdo em pesquisas relacionadas ao diabetes.
Nesta linha de pensamento, tentou-se reprodu-
zir um modelo experimental, ndo genético, que mime-
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Figura 3: Contragcdes médias de glicose nos grupos experimentais. (A) Grupo Controle, concentragdes médias basais de glicose (O -
zero), apos trés semanas de administragdo de dieta controle e apds injecdo i.p. de veiculo (4 semanas). (B) Grupo Hiperlipidico,
concentragdes médias basais de glicose, apds trés semanas de administragao de dieta hiperlipidica e apos injecado i.p. de estreptozotocina.
O simbolo (*) e as letras (a; b) representam diferenga estatistica, P<0,01.

O

TOTG
600+ G
-
-

—_ /ﬁ -i\-\s-_\ -m- GH
5 J TTt~-m
> 4004/
E
o
®»
3 2004
o T/’\’\= -

cl Ll Ll Ll 1

0 30 60 90 120

tempo (minutos)

60,0007
o *;ﬁGC
S 45,0001
=
(&)
% 30,00
3
X 15,0001

0 T

GC GH

Figura 4: Teste oral de tolerancia glicose apds uma semana de administracdo de estreptozotocina ou veiculo. As curvas glicémicas de
resposta a sobrecarga de glicose sdo mostradas em (A), grupo controle e grupo hiperlipidico, respectivamente e as areas sob as
curvas sao mostradas em (B). O Simbolo (*) representa diferenga estatistica, P<0,0001.

tizasse o curso natural e metabdlico da diabetes tipo 2
em humanos (combinacdo de resisténcia a insulina e
deficiéncia de insulina). Para tal, administrou-se dieta
hiperlipidica, rica em dcidos graxos saturados e pobre
em carboidratos, durante trés semanas, com a finali-
dade de causar a resisténcia a insulina, e em seguida
foi injetada uma dose baixa e tinica de STZ, levando a
lesdo das células [ (deficiéncia de insulina), seguindo
por mais uma semana de dieta hiperlipidica.
Analisando os resultados ao longo do periodo
de experimento, referentes a ingestdo alimentar, per-
cebemos que durante as trés semanas iniciais do es-
tudo os animais que foram alimentados com a dieta
hiperlipidica apresentaram menor ingestao alimentar
quando comparados aos animais do grupo controle.
Hariri et al.!* em sua pesquisa encontraram resulta-

dos semelhantes em relacdo ao consumo de ragdo,
onde ofertaram dietas hiperlipidicas (67% da energia
total) com diferentes fontes de lipidio (banha e 6leo de
canola) a ratos Sprague-Dawley por um periodo de
26 dias, a fim de analisar o efeito da dieta como faci-
litador ao ganho de peso excessivo. Além disso, a in-
gestdo energética foi superior no grupo alimentado com
a racdo que continha a banha de porco, semelhante
aos nossos animais, e da mesma forma ambos os gru-
pos apresentaram redu¢do na ingestdo alimentar no
momento de transicdo da dieta padrdo (utilizada no
periodo de ambientagdo) para a oferta das dietas
hiperlipidicas, porém sem diferenca significativa. Vale
ressaltar que lipidios estimulam a liberacdo de cole-
cistoquinina (horménio da saciedade)'* e a redugio
de consumo dos animais que consumiram dieta hiper-
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lipidica pode ser devido a este fato. No mesmo estu-
do'3, também foi observado, que ao comparar os gru-
pos hiperlipidicos (6leo de canola ou manteiga) com o
grupo controle, este apresentou maior ingestdo alimen-
tar. Em ambos os estudos, a semelhanca da reducio
na ingestdo dietética pode estar relacionada com uma
adaptacdo dos animais em conseqiiéncia a alteracoes
na qualidade da alimentag¢@o, inicialmente composta
pela dieta padrdo, modificando-se para dieta hiperlipi-
dica, a qual segue fornecendo maior densidade ener-
gética com possiveis alteracdes sensoriais, além da
suposta saciedade ja mencionada.

Podemos observar que no periodo seguido a
administragdo da STZ e veiculo, tanto o grupo hiperli-
pidico quanto o grupo controle, respectivamente, apre-
sentaram reduc¢do da ingestdo alimentar e igualaram-
se na quantidade de racdo consumida. Contrapondo-
se aos resultados do presente experimento, Yokoyama
et al.'’>, utilizando ratos machos Sprague- Dawley,
observaram que os animais diabéticos induzidos por
STZ apresentaram ingestdo alimentar estatisticamen-
te superior, porém com semelhanca nos dados encon-
trados referentes ao ganho de peso e eficicia alimen-
tar, onde estes apresentaram valores significativamente
menores em relagdo aos animais ndo diabéticos. Nes-
te estudo, a eficiéncia alimentar durante o periodo ini-
cial foi igual em ambos os grupos, tornando-se negati-
va apds administra¢do da STZ no grupo hiperlipidico.

O balanco energético positivo contribui para
o ganho de peso corporal, mesmo a ingestio alimen-
tar sendo relativamente pequena em termos quanti-
tativos, porém elevada em termos de calorias. Um
padrdo dietético constituido em sua maioria por ali-
mentos com elevada densidade energética, é um dos
fatores mais relevantes para o ganho de peso exces-
sivo.!17 Os animais do grupo hiperlipidico néo apre-
sentaram diferenca significativa na massa corporal
em relacdo aos animais do grupo controle no periodo
em que estavam sendo ofertadas apenas as dietas
experimentais. Com o objetivo de reproduzir um mo-
delo animal, em fémeas Sprague-Dawley, de obesida-
de a partir de estimulos dietéticos, Hariri et al.!3 ob-
servaram que o grupo alimentado com a banha ao fi-
nal deste periodo apresentou maior peso corporal, po-
rém sem valores significativos; semelhante aos nos-
sos resultados.

Ainda em relacdo ao ganho de peso dos ani-
mais, apos a administragdo da STZ, foi observada uma
reducdo na massa corporal dos mesmos, sem ganho
ao longo do experimento. A perda de peso encontrada
nos animais apoés a injecdo de STZ j4 era esperada,
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pois esta, em ratos, leva ao desenvolvimento de uma
sindrome clinica caracterizada por hiperglicemia e
politiria, que também ocorreu em nossos animais, além
perda de peso.!® Estes resultados corroboram com
outros estudos onde também foi encontrada perda de
peso apds a administracio de diferentes doses de STZ
em animais.>!%2%2! Sabe-se que a perda de peso é
uma caracteristica do estado de hiperglicemia aguda
em humanos, entre outros sintomas cléssicos.?? O
paciente diabético exibe um quadro em que ha defici-
éncia na produc¢do de insulina, e como conseqiiéncia a
utilizacio da glicose pelos musculos e tecido adiposo
encontra-se prejudicada. A mesma € liberada pelo
pancreas em resposta aos niveis aumentados de gli-
cemia apos as refeicoes com objetivo de armazenar
energia.?} Porém, com o individuo apresentando uma
reduzida razdo entre insulina e glucagon, havera um
estimulo para a gliconeogénese hepética e cetogénese,
com maior degradacdo de lipideos e proteinas, que
serdo usados como fontes alternativas de energia, ja
que a glicose ndo consegue ser plenamente utilizada.
Tal processo é semelhante as conseqiiéncias do esta-
do de jejum, porém com a diferenca dos niveis eleva-
dos de glicemia. A utilizacdo destas fontes alternati-
vas gera como conseqiiéncia a perda de peso, pela
reducdo da massa de tecido adiposo utilizado como
principal fonte energética.”*

A deficiéncia de insulina esta geralmente asso-
ciada com atrofia muscular esquelética. Estudo reali-
zado por Pepato et al.?*>, mostrou que, apds a inducéo
com STZ, ocorrem variagdes temporais na atividade
das diferentes vias proteoliticas no musculo, sendo
observado aumento na protedlise muscular na fase
aguda e uma redu¢do em periodos mais prolongados
de deficiéncia de insulina. Desta forma, a redu¢do das
reservas lipidicas, associada a um aumento no cata-
bolismo muscular em conseqiiéncia da maior degra-
dacdo das protefnas estruturais, pode ser uma das
explicagdes da perda de massa corporal dos animais
diabéticos do presente estudo.?

Resultados semelhantes foram encontrados no
experimento realizado por Yang et al.?’, em que utili-
zaram machos Sprague- Dawley, e da mesma forma
induziram a diabetes utilizando dieta hiperlipidicae STZ
em baixa dose (duas vezes na semana e por duas sema-
nas). O grupo de animais diabéticos induzidos pela dieta
hiperlipidica e STZ apresentou menor peso corporal
do que o grupo controle, € ambos apresentaram peso
final menor em relacdo ao grupo diabético induzido
apenas pela dieta hiperlipidica, porém sem valores sig-
nificativos entre os grupos ao final de 12 semanas.
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Ap6s o periodo de administracdo da dieta hi-
perlipidica, observou-se um aumento significativo da
glicemia de jejum, em comparacdo aos animais que
receberam a dieta controle. A literatura ainda apre-
senta resultados divergentes. McDonald et al.?®, uti-
lizando fémeas wistar, ndo observaram diferenca na
glicemia de jejum entre os grupos por eles analisados.
Em seu estudo, foi ofertada uma dieta hipercaldrica
rica em lipidio (41% da energia total) por um longo
periodo, identificando-se apenas um aumento gra-
dual ao comparar diferentes momentos do experimento
(7, 26, 39 semanas). Entretanto, tais autores também
ressaltam que mesmo nio havendo diferenca signifi-
cativa do peso corporal entre os distintos grupos, hou-
ve modifica¢Ges nos compartimentos de gordura, sen-
do este um fator de risco para desenvolvimento de
disturbios metabdlicos.

Fujimoto et al.?, utilizando machos Sprague-
Dawley, encontraram valores de glicemia de jejum e
de insulina superiores nos animais que foram submeti-
dos a 77 dias de indu¢do da resisténcia a insulina atra-
vés da dieta hiperlipidica. Estes autores também de-
terminaram a area sob a curva da glicose, onde foi
maior nos animais alimentados com a dieta rica em
lipidio, em relag¢do aos animais que receberam dieta
padrdo, apresentando caracteristicas de intolerancia
a glicose, analisada através do TOTG.

O aumento da glicemia no nosso estudo pode
ser explicado pelo fato de que os 4cidos graxos, com-
bustivel essencial da célula beta no estado normal, tam-
bém se tornam téxicos a célula beta quando presentes
cronicamente em niveis elevados. A exposi¢do pro-
longada das células [ aos dcidos graxos aumenta a

Correia-Santos AM, Suzuki A, Anjos JS, Régo TS, Almeida
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secre¢do basal de insulina inibindo, porém, a secre¢io
de insulina estimulada pela glicose. A lipotoxicidade é
mediada provavelmente pelo actimulo de um sinal
citosélico derivado da via de esterificacdo do dcido
graxo. Os acidos graxos inibem a expressdo do gene
da insulina na presenca de niveis elevados de glicose,
em parte devido a regulacio negativa do fator de trans-
cri¢do pancredtico duodenal homeobox-1. Acidos
graxos em excesso também levam a morte da célula
B por apoptose tanto in vivo como in vitro.*

No periodo seguinte a associacdo da dieta hi-
perlipidica somada a administracdo da STZ, os ani-
mais apresentaram um aumento significativo da glice-
mia, evidenciando a acdo da STZ em relacdo ao me-
tabolismo da insulina. Segundo Davidson et al.>!, que
de forma semelhante, utilizando ratos Sprague Dawley,
trabalharam com modelo de DM?2 induzido a partir de
dieta high-fat juntamente com acido da STZ, encon-
traram resultados similares em relagdo a glicemia de
jejum, sendo esta superior em rela¢do aos animais ndo
induzidos; e, indo de encontro aos nosso resultados
também apresentaram um menor ganho de peso cor-
poral dos animais classificados como diabéticos.

Conclusao

O presente estudo demonstrou que a combina-
cdo de dieta hiperlipidica e baixa dose de STZ por via
intraperitoneal foi eficaz em gerar um modelo animal
que reproduz a histéria natural e as caracteristicas
metabdlicas comuns da diabetes tipo 2 em humanos.
Esse modelo € de baixo custo, facil e mais adequado
para o estudo da patofisiologia da diabetes tipo 2.

ABSTRACT

The objective of the present experimental study is to develop an animal model of type 2 diabetes which
mimics the natural and metabolic course of this disease in humans. Therefore, a high-fat diet (with
approximately 60% of the calories from lipidis) was offered for 3 weeks, establishing an insulin resistant
picture. After, the female rats were submitted to a single dose of streptozotocin (STZ) (35mg/kg of body
mass) using citrate buffer (pH:4,4). After a week of the injection of STZ, the female rats were submitted to
the glucose tolerance oral test, by oral administration of glucose (2g glucose/ kg of body mass). The data
was compared between groups using the test f. The significance in all tests was on level of p<0,05. The
control group kept the final average glucose concentration equals to the initial. After the ingestion of the
high-fat diet an increase of 16,5% of the fasting glucose happened compared to the initial moment of the
experiment (P<0,0001) while the animals that received the control diet presented an increase of approxi-
mately 8,7%. One week after the intraperitoneal administration of STZ, the high-fat feed group showed an
increase of about 194,2% of the average concentration of glucose, representing an increase of about
275,8% (P<0,0001) when compared to the control group. The present study shows that the combination
of a high-fat diet and low dose of streptozotocin works as an alternative animal model for type 2 diabetes

simulating the disease in humans.

Key-words: Diabetes Mellitus, Experimental. Streptozotocin. Rats, Wistar. Diet, High-Fat.
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