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Resumo

O Diabetes Neonatal é uma doenca rara, caracterizada pela presenga de hiperglicemia antes
dos seis primeiros meses de vida. Os principais sintomas sdo: retardo no crescimento
intrauterino, baixo peso, déficit no desenvolvimento corporal, febre, desidratacdo e
cetoaciddria. Apenas recentemente esta patologia comegou a receber mais atengdo da
comunidade cientifica, sendo que a maioria dos estudos atuais envolvem apenas relatos de
casos, com uma abordagem basicamente clinica. Diversos modelos de Diabetes Mellitus do
tipo | e tipo Il j& existem em animais, entretanto, ndo h4 relatos de modelos em roedores que
mimetizem as condigdes de hiperglicemia em neonatos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
padronizar, em ratos de cinco dias de vida, um modelo de hiperglicemia neonatal. Utilizou-se
como droga de escolha a estreptozotocina na dose de 100 mg/kg de peso corporal que foi a
dose minima capaz de produzir um estado hiperglicémico. A medida dos niveis glicémicos
dos animais foi realizada diariamente, de modo que estes foram notadamente maior nos
animais submetidos & droga do que nos animais do grupo controle. Além disso, realizou-se a
dosagem de insulina plasmaética, a fim de confirmar a acdo diabetogénica da estreptozotocina.
Os ratos nos quais foi administrada esta substancia, ao final de cinco dias, tiveram uma
reducdo significativa nos niveis deste horménio. Tendo em vista estes resultados, conclui-se
que o modelo aqui proposto foi eficaz e espera-se que este possa ser utilizado pela
comunidade académica, visando estudar e esclarecer diversos aspectos fisiopatoldgicos do

Diabetes Neonatal ainda ndo elucidados.

Palavras-chave: Diabetes Neonatal, Hiperglicemia Neonatal, Estreptozotocina, Modelos

Animais



Introdugéo

O Diabetes Neonatal (DN) € uma doenca rara, com uma incidéncia mundial de 1:300000 a
1:500000 nascimentos (Aguilar-Bryan e Bryan 2008). Ela é caracterizada pelo aumento dos
niveis glicémicos antes dos seis primeiros meses de vida, sendo necesséria a insulinoterapia
além de uma dieta hipercaldrica (Polak e Cave 2007). Esta hiperglicemia, quando desaparece
espontaneamente algumas semanas depois, é classificada como Diabetes Neonatal Transitoria
(DNT), que no total abrange de 50 a 60% dos casos de DN (Polak e Shield 2004). Quando o0s
indices glicémicos permanecem elevados e persistem pelo resto da vida, denomina-se de
Diabetes Neonatal Permanente (DNP). Os principais sintomas do DN s&o: retardo no
crescimento intrauterino, baixo peso, déficit no desenvolvimento corporal, febre, desidratacéo
e cetoaciduria (Fosel 1995), sendo que ha diferenca na incidéncia de manifestacdo destes

sintomas entre pacientes com DNT e DNP (Polak e Cavé 2007).

A etiologia do DN é de fundo genético, no qual muta¢cBes em genes envolvidos com a
homeostasia da glicose acabam, finalmente, por aumentar a glicemia — 0 que caracteriza a
doenca (Suzuki et al. 2006; Valamparampil et al. 2009). Existem diversas mutagdes genéticas
que causam o DN, sendo que as principais s&o em genes: envolvidos no desenvolvimento do
pancreas, no processamento da insulina, na liberagdo da insulina e na apoptose das células -
pancreéticas (Aguilar-Bryan e Bryan 2008). Entretanto, um dos principais problemas no
diagndstico do DN ¢é a diferenciacdo do Diabetes Mellitus do tipo | (DMI). Varios estudos
indicam que no DN ndo h& destruicdo das células B-pancreéticas por auto-anticorpos como no
DMI (Edghil et al. 2006; Gach et al. 2007), sendo esta a principal diferenca etiol6gica entre as

duas patologias.

Na prética clinica, o tratamento do DN é basicamente a insulinoterapia. A administracdo de
insulina exdgena é capaz de normalizar os niveis glicémicos independente de onde se origina
0 déficit enddgeno que acaba por aumentar a glicose sanguinea (Aguilar-Bryan e Bryan
2008). Entretanto, em determinados casos pode-se utilizar como alternativa & insulina o uso
de hipoglicemiantes orais, como as sulfonilureias (SU). O DN, dentre as suas mais
heterogéneas etiologias, pode ser originado por mutages que alteram os canais de K™ ATP-
sensiveis, que sdo responsiveis pela secre¢do de insulina do pancreas, visto que sdo
fundamentais na atividade elétrica celular (Bryan et al. 2005; Gurgel e Moises 2008). Em
pacientes nos quais j& houve um estudo de investigacdo do DN a nivel molecular e cuja causa
é derivada de mutagdes no canal de K™ ATP-sensivel, pode-se administrar, a critério clinico,
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medicamentos como as SU (Flechtner et al. 2008). Esta classe de farmacos é utilizada para o
tratamento do Diabetes Mellitus tipo Il e atua fechando os canais de K" ATP-sensiveis
independentemente do ATP, provocando a liberacdo da insulina das células do péncreas.
Ainda na década passada, Pearson et al. (2006) mostraram em seu estudo que
aproximadamente 90% dos pacientes com DN que substituiram a insulina pelas SU

conseguiram reduzir e manter os niveis glicémicos.

Nos ualtimos anos, o numero de trabalhos relacionados ao DN tem aumentado
expressivamente, principalmente em revistas de pediatria e neonatologia. Entretanto, os
estudos sdo basicamente clinicos, e hd poucos relatos de investigacdo do efeito deletério da
hiperglicemia sobre 6rgéos e tecidos neste periodo tdo importante que é o neonatal, visto que,
para muitos deles, seriam necessérias investigagdes post-mortem. Uma das razfes para esta
caréncia de mais estudos que elucidem a fisiopatologia do DN pode ser o fato de que ndo
existe um modelo em animais que mimetize as condi¢cfes metabdlicas de pacientes com

hiperglicemia neonatal.

As principais drogas atualmente utilizadas para a inducdo de hiperglicemia em modelos
animais sdo a estreptozotocina (STZ) e o aloxano (ALX). Ambas sdo moléculas anélogas a
glicose, e acabam - ainda que por diferentes mecanismos intracelulares — destruindo as
células B-pancreédticas (Lenzen 2008). Ambos apresentam vantagens e desvantagens quanto
ao seu emprego, sendo que, comparativamente, a STZ torna-se a droga diabetogénica de
escolha, dada a sua elevada estabilidade quimica em comparacdo ao ALX (Lenzen e Munday
1991; Lenzen 2008), sendo capaz de manter-se estivel por até uma hora, enquanto o ALX

degrada-se em torno de 15 minutos.

Considerando a importancia de se avaliar a fisiopatologia do DN e os efeitos toxicos em
0rgdos e tecidos provocados pela hiperglicemia em pacientes neonatos, e que ndo ha relatos
da existéncia de um modelo animal capaz de viabilizar a realizagdo de mais estudos nesta
area, 0 objetivo deste trabalho foi desenvolver um modelo de hiperglicemia neonatal em ratos,

utilizando como droga de indugéo a estreptozotocina.

Materiais e Métodos

Materiais
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Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma/Aldrich®. Um espectrofotometro de feixe
duplo com controle de temperatura (SpectraMax/M5°® - Molecular Devices, LLC) foi
utilizado para as leituras absorciométricas. Para a medida da glicemia, utilizou-se um

glicosimetro Accu-Check® Performa Nano (Roche Diagnostics®).
Animais

Ratos Wistar de cinco dias de vida, de ambos os sexos, nascidos no CREAL (Centro de
Reprodugdo e Experimentagdo de Animais de Laboratério) do Departamento de
Bioquimica/UFRGS foram utilizados. O nimero de animais foi calculado utilizando-se o
software MiniTab®, com um poder do teste de 80% e significancia de 0,05. Mantiveram-se 0s
animais com as mées até o momento do sacrificio — excetuando-se um curto periodo de jejum.
As maes mantinham livre acesso & agua e racdo contendo 20% de proteinas. A sala
apresentava controle de temperatura (22°C % 1) e de iluminagdo (ciclo claro/escuro de 12
horas). Durante todos os procedimentos, seguiu-se o “NIH Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” (Publicado em NIH # 80-23, revisado em 1996) e o0s principios
estabelecidos pela Declaragdo de Helsinki (1964 e posteriores alteragdes).

Delineamento experimental

Para a inducéo da hiperglicemia neonatal através da estreptozotocina (STZ), oito horas antes
de sua administragdo, os animais foram postos em jejum, a fim de melhorar a atuagdo da
droga. A STZ age ligando-se nos receptores GLUT2 (“Glucose Transporter 2”’) das células
B-pancredticas, sendo internalizada e provocando a apoptose celular (Szkudelski 2001). O
jejum no momento da administragdo reduz a competicdo com a glicose por esse receptor,
facilitando e aumentando a efetividade da STZ. A solucéo de STZ foi preparada logo antes de
sua administracdo em uma mistura contendo 80% de solucéo salina e 20% de tampéo fosfato
de sddio 20 mM. Foi feita a administracdo intraperitoneal nos animais do grupo Diabético,
enquanto no grupo Controle apenas o veiculo foi administrado. Doze horas apds a inducéo,
foi injetada glicose na dose de 2 mg/g de peso corporal, intraperitonealmente. Isso se deve ao
fato de que a liberagdo em grandes quantidades de insulina pelas células apoptéticas do
pancreas causa uma hipoglicemia grave, que pode ser fatal. Para fins de controle, a glicose foi
administrada em ambos os grupos. Por fim, foi realizada a medida glicémica diaria dos

animais, para demonstrar a intensidade da hiperglicemia. Ao final de cinco dias ap6s a
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administragdo de STZ, os animais foram sacrificados. Um resumo do modelo proposto pode

ser visto na Fig. 1.
Escolha da dose de STZ

A proposta deste trabalho era de induzir uma hiperglicemia consistente, com uma Unica dose
de STZ e que esta fosse a menor possivel — a fim de diminuir uma possivel mortalidade dos
animais. Para tanto, realizou-se uma pesquisa bibliogréfica em artigos que relatavam diabetes
induzida por STZ em ratos adultos e a dose encontrada foi de 55 mg/kg de peso corporal
(Ulusu et al. 2003). Conforme se observa na Fig. 2, ndo houve diferenca significativa entre a
media glicémica (durante quatro dias) dos ratos do grupo Controle e do grupo Diabético. Com
isso, realizou-se uma curva de dose de STZ, acrescentando-se as dosagens de 75 mg/kg e 100

mg/Kkg.
Medida da insulina plasmética

Para verificar a capacidade do modelo proposto de elevar a glicemia mimetizando as
condigdes de baixa insulina encontrada nos pacientes com DN, foi realizada a dosagem da
insulina plasmética. Os animais foram anestesiados com uma injegdo intraperitoneal de
cetamina 75 mg/kg e xilasina 10 mg/kg. O sangue foi coletado por pungdo cardiaca e disposto
em tubos contendo heparina sodica e centrifugado a 2000 g por 20 minutos para a separacao
do plasma. Logo ap6s, sacrificaram-se os animais por decapitacdo. Realizou-se a dosagem da
insulina no plasma por enzimaimunoensaio do tipo sanduiche, utilizando-se o kit “Ultra
Sensitive Rat Insulin ELISA Kit” (Crystal Chem. Inc®)

Andalise estatistica

Os resultados foram analisados por teste t-Student ou Anélise de Variancia (ANOVA) de
uma-via seguida do Teste de Tukey. As analises foram realizadas no software GraphPad® e

os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.

Resultados

No presente estudo, objetivamos desenvolver e padronizar um modelo de hiperglicemia em
ratos neonatos, utilizando a STZ como droga indutora. O objetivo inicial foi descobrir a dose

minima efetiva de STZ. A Fig. 2 mostra a auséncia de diferenca entre a média glicémica do
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grupo Controle e do grupo Diabético quando testada a menor dosagem de 55 mg/kg, a menor
encontrada na literatura. Em fungéo disso, realizou-se uma curva de dose de STZ. A Fig. 3

mostra que a dose minima efetiva foi de 100 mg/kg [F(3) = 16,38; p < 0,001].

A média glicémica diaria dos animais submetidos & dose de STZ de 100 mg/kg de peso
corporal pode ser vista na Fig. 4 a e b. Excetuando-se o primeiro dia ap6s a indugdo do
modelo — onde ha a queda acentuada da glicemia dos animais —, em todos outros os valores da
glicose sanguinea dos ratos do grupo Diabético encontraram-se bastante elevados em relagéo
ao grupo Controle, diferenca que pode ser observada no grafico comparativo das Areas Sob a
Curva (AUC) [T(3)= 15,93; p < 0,001].

Por fim, o efeito do modelo de hiperglicemia neonatal nos niveis de insulina pode ser visto na
Fig. 5. Os animais do grupo Diabético tiveram significativa diminuicdo na concentracéo de
insulina plasmatica [T(6) = 4,631; p < 0,01].

Discussdo

Recentemente, o nimero de publicacBes em periddicos relatando casos de DN e efeitos
fisiologicos provocados pela hiperglicemia em pacientes neonatos vem aumentando
expressivamente (Polak e Shield 2004; Polak e Cave 2007; Aguilar-Bryan e Bryan 2008;
Flechtner et al. 2008; Greeley et al. 2010). Todavia, estes estudos sdo basicamente relatos
clinicos, de modo que ainda se desconhecem com detalhes os mecanismos deletérios da
hiperglicemia neonatal. O DMI e outras condic¢fes de hiperglicemia em adultos ja possuem
modelos animais em roedores muito bem estabelecidos (Ulusu et al. 2003; Kabay et al. 2009;
Cumaoglu et al. 2011), mas existem pouquissimos estudos envolvendo diabetes em animais
no periodo neonatal. Com isso, este trabalho objetivou desenvolver e padronizar um modelo
de hiperglicemia em ratos neonatos, a fim de que este possa ser utilizado e reproduzido pela

comunidade cientifica.

A STZ é uma molécula analoga a glicose, conforme pode ser visto na Fig. 6. Conhecido
farmaco antineoplésico para o tratamento de tumores pancreéticos (White 1963; Schein et al.
1967; Schein et al. 1974), foi primeiramente relatada como um possivel droga diabetogénica
por Rakieten et al. (1963). Quando administrada, ela € internalizada pelas células B do

pancreas através do receptor GLUT2 (Karunanayake et al. 1976) através de uma ligacéo de
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baixa afinidade (Tjalve et al. 1976). Com isso, para a indu¢do o modelo apresentado, visou-se
a diminuir previamente os niveis fisiologicos de glicose — através do jejum de oito horas que
os animais foram submetidos previamente a administracdo de STZ —, a fim de aumentar a
interacdo farmaco-receptor e, consequentemente, uma maior chance de induzir a

hiperglicemia nos animais.

Apos sua entrada na célula, a STZ causa a apoptose por uma cascata de diferentes eventos,
mas que sdo engatilhados pela atividade alquilante da molécula presente na sua porgdo N-
metil-N-nitrosureia (Schein e Loftus 1968; Uchigata et al. 1982; Pieper et al. 1999). Esta
atividade causa dano ao DNA, que acaba gerando uma profunda diminui¢do nos niveis de
ATP intracelular, levando, por fim, a morte celular (Heller et al. 1994; Elsner et al. 2002).
Consequentemente, ha a liberacdo dos estoques de insulina presentes dentro das células 3 que
se romperam e, ao alcancgar o sistema circulatorio, rapidamente desenvolve-se uma intensa
hipoglicemia (Lenzen 2008). Em nosso estudo, a média glicémica dos animais do grupo
Diabético 12 horas ap6s a administracdo da droga foi inferior ao limite de deteccdo do
glicosimetro (10 mg/dL), ou seja, niveis severamente baixos. Para reduzir a mortalidade
destes animais administrou-se glicose na dose de 2 mg/g de peso corporal, o que elevou o

nivel sanguineo deste agucar e reduziu os riscos aos animais.

Diante da elevada toxicidade da STZ e o periodo de vida dos animais utilizados, a intengéo
deste modelo era utilizar a menor dose possivel em apenas uma administracdo. Diversos
modelos de DMI em ratos e camundongos utilizam-se de multiplas administracfes, em doses
menores (Beattie et al. 1980; Weide e Lacy 1991; Wang e Gleichmann 1998) e outros
administram doses maiores porém Unicas (Ito et al. 1999; Hayashi et al. 2006). Revisando a
literatura, a menor dose Unica de STZ capaz de levar animais adultos a um estado
hiperglicémico consistente foi de 55 mg/kg de peso corporal (Ulusu et al. 2003). Entretanto,
ao testar esta dose nos animais neonatos, verificou-se ndo ter havido diferengas significativas
com relagdo a glicemia em comparacdo ao grupo Controle. Ao realizar um Teste de
Tolerancia & Glicose (dados ndo mostrados) com 0s animais expostos a esta dosagem, oS
niveis glicémicos levaram mais tempo para voltar aos valores basais; apesar disso, ao final de
duas horas apés a administracdo da glicose, a média j& se encontrava muito proxima a do
grupo ndo tratado com STZ. Presume-se assim, haver uma possivel diminui¢do no conteido
de insulina pancredtica (Takada 2007), mas ndo suficiente para elevar patologicamente a

glicemia dos ratos testados. Levando isto em conta, duas outras doses maiores foram testadas,
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e dentre elas, a menor dose capaz de induzir a hiperglicemia, foi a de 100 mg/kg de peso
corporal. Esta dosagem necessaria foi surpreendentemente maior do que o esperado, visto que
recém-nascidos apresentam — para a maioria das drogas — uma grande imaturidade na
metabolizacdo de farmacos, o que acaba requerendo doses menores do que as utilizadas em

criancas e adultos (Smits et al. 2012).

Cinco dias depois da exposi¢do a STZ, os animais foram sacrificados por decapitagdo. Ao
final deste tempo, a mortalidade dos animais submetidos ao modelo foi de 30% — sempre no
periodo em que os animais encontravam-se hiperglicémicos. No dia do sacrificio, os plasmas
foram coletados para a dosagem de insulina. Os valores significativamente reduzidos deste
horménio nos ratos do grupo Diabético corroboram com o modelo, visto que se sugere uma
correlacdo positiva entre os valores glicmicos e o grau de destruicéo das células pancreéticas
secretoras de insulina, conforme Szkudelski (2001) teoriza em seu trabalho. Além disso, a
reducdo da concentracdo plasmatica de insulina confere um status de “diabetes-like” a este
modelo de hiperglicemia neonatal, pois se aproxima inteiramente das caracteristicas

fisioldgicas presentes no DN: valores glicémicos elevados e diminuigéo de insulina.

Os valores glicémicos persistentemente elevados, e a diminuicdo da insulina no plasma
confirmam o sucesso na elaboracgdo deste modelo. Este trabalho, através dos seus resultados,
mostra que a utilizacdo deste modelo pode ser uma boa estratégia para futuras pesquisas a
respeito dos mecanismos que levam a hiperglicemia a ser toxica em um periodo t&o crucial de

desenvolvimento que € o neonatal.
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LISTA DE LEGENDAS DAS FIGURAS
Fig. 1 Resumo esquematico cronoldgico do modelo de hiperglicemia neonatal proposto.

Fig. 2 Efeito da administracdo de 55 mg/kg de STZ em ratos neonatos nas medias glicémicas
dos grupos durante quatro dias. Resultados expressos em media + DP (n=4). Ndo foram

observadas diferencas significativas (Teste t-Student).

Fig. 3 Efeito da administracdo de STZ em diferentes doses nas médias glicémicas dos grupos
durante quatro dias. Resultados expressos em média + DP (n=3). *** p < 0,001 comparado ao

controle (ANOVA de uma-via seguida de Teste de Tukey).

Fig. 4 (a) Monitoramento da glicemia dos animais submetidos a 100 mg/kg de STZ durante
os cinco dias de duragio do modelo. Resultados expressos em média + DP (n=4). (b) Areas
Sob a Curva dos graficos de monitoramento glicémico diario dos animais Controle e
Diabéticos. Resultados expressos em media + DP (n=4). *** p < 0,001 comparado ao controle
(Teste t-Student)

Fig. 5 Concentragdo de insulina plasméatica em animais submetidos ou ndo ao modelo de
hiperglicemia neonatal no quinto dia. Resultados expressos em média + DP (n=8-11) ** p <

0,01 em comparado ao controle (Teste t-Student).

Fig. 6 Estruturas moleculares da glicose (a) e da estreptozotocina (b).
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