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Resumo: Objetivou-se nesse estudo, apresentar os resultados obtidos através
de um teste experimental utilizando diferentes doses e vias do aloxano (AL) para
inducdo do diabetes mellitus (DM) no modelo animal, como também avaliar a
eficAcia quando aplicado o protocolo de inducdo (Pl) ou ndo. Amostra foi
composta por 9 ratos saudaveis, adultos, machos, albinos, da raca Wistar,
pesando entre 200 e 300 g, no primeiro grupo 6 animais foram induzidos, com
doses de 50mg/kg e 140 mg/kg de AL sem a utilizacdo do PI, enquanto no
segundo grupo, 3 animais foram induzidos com Unica dose de 50 mg/kg com
utilizacdo do PI. No primeiro grupo a nao utilizacdo do PI experimental do DM,
mesmo que em diferentes doses e vias, nao foi eficaz na indugdo do DM.
Enquanto no segundo grupo de teste, dos trés animais induzidos com PI, um foi
a Obito antes da primeira verificacdo glicémica e os outros dois, na primeira
verificacdo glicémica mostraram um resultado HI, que confirma nivel glicémico
acima do limite de deteccdo do aparelho. Desta forma € possivel afirmar que a
utilizacao do protocolo de inducdo experimental do DM em animais € eficaz, visto
gue quando néo aplicado os animais nao adquiriram DM.
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1. Introducéao
O Diabetes mellitus (DM) é um importante e crescente problema de saude

para todos os paises, independentemente do seu grau de desenvolvimento. E
uma doenca caracterizada pela producdo insuficiente ou pela ma absorcéo de
insulina, horménio que regula os niveis de glicose no sangue, resultando em um
aumento desses niveis de glicose (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA
DE DIABETES, 2017). O DM, quimicamente induzido com drogas citotoxicas em
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animais de experimentacao tem sido amplamente empregado como modelo para
0os estudos de agentes terapéuticos e preventivos da doenca, dos eventos
bioguimicos, hormonais e morfolégicos que ocorrem durante e apds a inducao
do estado diabético (ZANOELLO et al., 2002; RIBEIRO et al., 2007).

Frente a essa realidade, torna-se imprescindivel a melhor compreenséao dos
mecanismos fisiopatoldgicos do diabetes e de suas complicacdes, a procura de
um tratamento capaz de contribuir as alteracbes enddcrino-metabdlicas
causadas pela doenca e, principalmente, as lesfes cronicas sobre os diferentes
orgaos (LERCO et al, 2003).

O aloxano (AL) é um dos compostos mais utilizados para indugdo
experimental do diabetes mellitus (YIMAM et al, 2014; YERIMA et al, 2014;
VIEIRA et al, 2014). Ele age como agente citotoxico para as células (3 secretoras
de insulina do pancreas, induz eficazmente os fendtipos que se assemelham ao
diabetes tipo 1 (ADEYI et al, 2012). Sua acdo diabetogénica tem sido
caracterizada, principalmente, pela producdo de radicais livres e subsequente
formacdo de radicais superoxido que sdo altamente reativos e destroem
seletivamente células pancreaticas nas ilhotas de Langerhans produtoras de
insulina (DORNAS et al, 2006).

Entretanto o uso do AL, apesar de ser um bom modelo experimental para
inducdo do DM no modelo animal, ainda ha alguns pesquisadores que referem
dificuldades em conseguir induzir de forma eficaz o DM, em decorréncia de
problemas apresentados pela droga, subsequente a sua instabilidade quimica e
metabolismo rapido, o que torna dificil estabelecer uma relacdo clara entre as
doses do aloxano e sua concentracédo efetiva no pancreas (Negri, 2005; Federiuk
et al., 2004; Ribeiro et al., 2007; YERIMA et al, 2014; YIMAM et al, 2014). Dessa
forma, torna-se necessario uma investigacéo acerca de qual a dose mais eficaz
na inducdo do DM, assim como a via de indugdo e como a aplicacdo de um
protocolo para inducdo do DM pode interferir na eficacia dos resultados.

2. Objetivo

Descrever os resultados obtidos através de um teste experimental utilizando
diferentes doses e vias para administracdo do aloxano no modelo experimental
de inducéo do diabetes mellitus.

3. Metodologia

O protocolo utilizado estd de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA), foi aprovado pela comissdo de experimentagdo e Uso de
Animais da Universidade Regional do Cariri (CEUA/URCA - protocolo n°
00167/2018). Amostra composta por 9 ratos saudaveis, adultos machos, albinos
(Rattus novergicus), da ragca Wistar, pesando entre 200 e 300 g, provenientes do
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biotério da Universidade Regional do Cariri. O primeiro grupo de teste em que
nao foi utilizado o protocolo de inducdo do DM, foi composto de 6 animais, que
foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais, a verificacao
dos niveis glicémicos se deram no periodo 1, 7 e 14 dias. Cada grupo continha
dois ratos, nos quais foram induzido o DM, através do AL (tabela 1).

No outro grupo foram utilizados 3 animais, sendo aplicado o protocolo de
inducdo do DM, e utilizando uma Unica dose de 50mg/kg e uma Unica via
Endovenosa (1V), em todos os animais (tabela 2).

Os animais foram anestesiados associando anestésico com relaxante
muscular, empregando-se cloridrato de quetamina, via intramuscular, na
dosagem de 70 mg/kg do peso do animal, e cloridrato de xilazina, via
intraperitoneal, na dosagem de 10 mg/kg do peso do animal. Procedeu-se em
seguida a administracdo do aloxano nas seguintes doses: 50mg/kg, 140mg/kg e
nas posteriores vias IV e Intraperitoneal (IP).

4. Resultados

Os animais foram pesados e separados para o primeiro teste onde nao foi
aplicado o protocolo de inducdo do DM, o grupo foi composto por 6 animais
pesando entre 200 e 300g, as doses, vias de administracdo e niveis glicémicos
para cada dia de verificacdo podem ser observados na seguinte tabela.

Tabela 1: Nao utilizado o protocolo de indugéo do DM.

3

817008

Nivel Grupo AL | Grupo AL | Grupo AL | Grupo AL | Grupo AL | Grupo AL
Glicémico 50mg, ViaEV | 50mg, Via EV | 50mg, Via IP | 50mg, Via IP | 140mg, ViaIP | 140mg, Via
por dia (Animal 1) (Animal 2) (Animal 3) (Animal 4) (Animal 5) IP

(Animal 6)
1° Obito 227 mg/dL 109 mg/dL e-i 103 mg/dL 119 mg/dL
7° 117 mg/dL 101 mg/dL e-i 107 mg/dL 119 mg/dL
14° 114 mg/dL 100 mg/dL e-i 113 mg/dL 123 mg/dL

* mg/dL: miligramas por decilitro; e-i: erro de leitura da fita

Para o segundo grupo de teste agora utilizando aplicado o protocolo de
inducao do DM. O mesmo foi composto por 3 animais, pesando entre 200 e 300g
e foi utilizando uma dose de 50mg/kg e pela via Intravenosa (IV), niveis
glicémicos para cada dia de verificagdo podem ser observados na seguinte
tabela.

Tabela 2: Utilizado o protocolo de inducao do DM.

Nivel Grupo AL 50mg, | Grupo AL 50mg, | Grupo AL 50mg,
Glicémico por | Via IV Via EV Via EV

dia (Animal 1) (Animal 2) (Animal 3)

1° Obito HI HI

7° Obito Obito

14°

* HI: acima do limite de deteccao do aparelho
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Abaixo encontra-se o protocolo de inducdo do Diabetes Mellitus no
modelo experimental animal em ratos, utilizado no teste.

Protocolo de inducéo do Diabetes Mellitus no modelo experimental
animal em ratos elaborado pelos autores.

1° passo Utilizar animais machos pesando entre 200 a 300 g

2° passo Manter animal em jejum até 8 horas antes da inducéo

3° passo Antes de iniciar a inducao verificar se todos 0s materiais necessarios estéao
disponiveis para evitar intercorréncias

4° passo Pesar animais individualmente e realizar calculos de anestesia e indutor de
DM (aloxano)

5° passo Prepara anestesia e indutor de DM aloxano, OBS: o aloxano é altamente

téxico e fotossensivel, sendo necessario coloca-lo em béquer envolto de papel
alumino, durante pesagem manter luz apagada e conserva-lo em isopor com
bobinas de gelo

6° passo Apéds administracdo da anestesia colocar o animal em decubito dorsal e expor
veia peniana, puncionar veia e administrar aloxano

7° passo Colocar os animais em caixas separadas, em decubito lateral e cobertos para
evitar hipotermia

8° passo Deixa solugéo glicosada durante 24 horas na caixa do animal

9° passo E ap0ds 72 horas de indugao verificar glicemia

Observa-se que néo utilizacao o protocolo de indugéo experimental do DM
em animais, mesmo que em diferentes doses e vias, ndo houve eficacia na
inducdo do DM, mostrando que nenhum animal atingiu os niveis glicémicos
considerados para confirmacado do DM, valores estes iguais ou superiores a 250
mg/dL. Enquanto no segundo grupo de teste, os animais que foram induzidos
com utilizacdo do protocolo de inducdo, na dose de 50mg/kg por via IV,
obtivemos que dos trés animais do grupo, um morreu antes da primeira
verificacdo glicémica e os outros dois, na primeira verificacdo glicémica
mostraram um resultado HI, que confirma nivel glicémico acima do limite de
deteccdo do aparelho, e os mesmo nédo sobreviveram até a verificacdo seguinte
a qual seria no sétimo dia e posteriormente décimo quarto dia.

5. Concluséo

Desta forma é possivel afirmar que a utilizacdo do protocolo de inducéo
experimental do DM em animais é eficaz, visto que quando ndo aplicado os
animais ndo adquiriram DM. A utilizacdo do protocolo na dose de 50mg/kg por
via IV, mostrou-se elevada, provocando um alto nivel glicémico no animal e
podendo ter colaborado para sua morte precoce, e assim nao sobrevivéncia até
o final do teste. Sendo necessario uma flexdo desses resultados, na busca de
uma dose adequada para inducdo do DM, porém que ndo comprometa a
vitalidade do animal e que a dose seja eficaz mantendo o animal diabético até o
final do teste.
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