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RESUMO - Objetivo: O presente estudo teve por objetivo caracterizar as alteragdes clinicas ¢
laboratoriais do rato portador de Diabetes Mellitus induzido pela administracdo endovenosa de
aloxana. Métodos: Os animais foram distribuidos, por sorteio, em dois grupos experimentais:
Grupo Controle Normal (G1), constituido de 25 animais sadios, ¢ Grupo Diabético (G2), formado
por 25 animais diabéticos graves, que foram avaliados em cinco momentos (1, 3, 6, 9 ¢ 12 meses)
de seguimento, tendo sido estudados os seguintes parametros: evolucdo clinica (peso, ingestdo
hidrica, ingestdo alimentar ¢ diurese) ¢ exames bioquimicos (glicemia de jejum, glicose urinaria,
glicostiria, cetonuria, colesterol total, colesterol HDL, triglicérides e lipidios). Resultados: A injeg¢do
de aloxana 2% na via endovenosa do rato acompanhou-se de um indice de mortalidade de 39%,
tendo produzido diabetes grave também em 39% dos animais. O diabetes foi caracterizado por
queda progressiva do peso corporal, elevacao substancial da ingestdo hidrica, ingestdo alimentar ¢
da diurese, com valores glicémicos acima de 300 mg/dl, glicosuria 3+ e, eventualmente, cetontria.
O diabetes néo altera o perfil de colesterol ¢ lipides de ratos a longo prazo. Conclusiao: Nossos
estudos revelam que a aloxana produz, no rato, alteragdes clinicas e laboratoriais caracteristicas de
diabetes grave, as quais possibilitam estudos a longo prazo do diabetes.

DESCRITORES - Diabetes. Aloxana. Ratos.
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(22,6 milhdes), Estados Unidos (15,3 milhdes), Brasil
(12 milhdes), Paquistdo (8,8 milhdes) e Japao (7,1
milhGes) (OMS 2001). No Brasil, aproximadamente
50% das pessoas com diabetes desconhecem sua
condi¢do moérbida sendo que 10% delas sdo portadoras
de diabetes do tipo I (Franco e col.!). Em alguns paises
esse percentual sobe para 80% (OMS 2001).

Embora se reconhecam os avangos conseguidos,
lamentavelmente o diabetes ainda ¢, hoje, uma das
principais causas de incapacitacao fisica para o trabalho,
tornando o seu portador 25 vezes mais propenso a
cegueira, 17 vezes mais susceptivel a nefropatia, com
chances cinco vezes maiores de uma amputagdo de
membros ¢ o dobro de risco de uma doenga cardiovas-
cular (La Porte?; Krolewski e col.?).

O diabetes esta associado ao aumento da ateroscle-
rose, observada em autopsias de infarto agudo do
miocardio, elevando as chances de desenvolver trom-
bose ¢ infarto cerebral, bem como gangrena de mem-
bros inferiores, numa incidéncia duas vezes maior que
a populagdo ndo-diabética. Embora a aterosclerose
1solada seja um importante fator de risco para essas
afeccdes, freqiientemente ela ¢ complicada pela presenga
damicroangiopatia diabética disseminada (Kuller?).

Frente a essa dura realidade, torna-se imprescindi-
vel a melhor compreensdo dos mecanismos fisiopato-
logicos do diabetes ¢ de suas complicagGes, a procura
de um tratamento capaz de contribuir as alteragdes
endocrino-metabolicas causadas pela doenga e, princi-
palmente, as lesdes cronicas sobre os diferentes orgéos.

Neste particular, os estudos experimentais sobre
o diabetes tém sido extremamente necessarios. Justifi-
ca-se, portanto, a sedimentagdo dos conhecimentos
sobre os varios modelos-animais existentes, como o
apresentado neste artigo, com o uso da aloxana.

Métodos

Foram utilizados, no presente trabalho, 89 ratos
alogénicos (Rattus norvegicus, variedade albinus) de
ambos os sexos, adultos, sadios ao exame clinico,
pesando entre 200 ¢ 300 g, com aproximadamente trés
meses de idade, fornecidos pelo Biotério Central do
Campus de Botucatu — UNESP. Apos um periodo de
adaptagdo de scte dias, 25 animais foram sortecados para
compor o Grupo Controle Normal (G1). Os 64
animais restantes foram submetidos a injecao endove-
nosa de aloxana (5,6 Dioxiuracil monohidrato) diluida
em solucdo aquosa a 2%, na dose unica de 42 mg/kg
de peso corporal. Desses, 25 animais com diabetes

experimental grave foram alocados no Grupo Diabético
(G2), sendo os demais desprezados por ndo terem
ficado diabéticos, terem desenvolvido diabetes leve ou
morrido apos a utiliza¢do da droga.

Grupos experimentais

Como descrito, os animais da presente investiga-
¢do foram distribuidos em dois grupos experimentais:
Grupo Controle Normal (G1): constituido de 25 ratos
sadios, ndo-diabéticos; Grupo Diabético (G2): consti-
tuido de 25 ratos diabéticos graves, sem qualquer tipo
de tratamento.

Com base na data da avaliagdo, os animais de ambos
os grupos experimentais foram subdivididos, por sorteio,
em cinco subgrupos, compostos por cinco animais
normais ¢ cinco animais diabéticos cada um e alocados
para seguimento ¢ avaliagdo apds 1, 3, 6, 9 ¢ 12 meses.

Pardmetros estudados

Foram estudados os seguintes atributos: clinicos,
aspecto geral, peso, ingestdo hidrica, ingestdo alimentar,
diurese) e laboratoriais: exames bioquimicos (glicemia
de jejum, glicose urinaria, glicosuria, colesterol total ¢
fracdo HDL, triglicérides e lipidios).

Momentos de avaliagdo

Os 25 animais normais € os 25 animais diabéticos
foram avaliados, respectivamente, em cinco momentos,
com 1, 3, 6,9 e 12 meses de seguimento ou diabetes.

Técnicas utilizadas

Inducio do diabetes experimental

O diabetes experimental foi induzido pela
administra¢do de uma solugdo aquosa de aloxana a 2%
(Aloxan-Sigma — St. Louis — USA), injetada por via
endovenosa, na dose unica de 42 mg/kg de peso
corporal, utilizando uma das veias da cauda do animal.

Apds jejum alimentar de 12 horas, com forneci-
mento de agua “ad libitum”, cada rato foi colocado
em uma caixa aquecida com lampada elétrica, durante
um periodo de aproximadamente 10 minutos; tempo
necessario para uma boa visualizagao das veias da cauda.
Apds esse procedimento, o animal foi contido em uma
pequena caixa individual, tendo sua cauda exposta, apos
o que se procedeu a inoculagédo da droga, utilizando-se
agulhas de calibre 13 x 4,5 mm. Decorridos 30 minutos
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do tratamento, os animais foram alimentados normal-
mente.

Foram utilizados apenas, os animais que apresenta-
ram perda de peso, aumentos relevantes da ingestdo
hidrica e do débito urinario, acompanhados de alte-
ragGes laboratoriais, compativeis com diabetes grave,
em duas determinagdes sucessivas (7 ¢ 14 dias apds a
indugdo), representadas por glicemia de jejum acima
de 200 mg/dl, glicose urinaria maior ou igual a 3000
mg/dl e glicosuria positiva (+++) no teste de fitas
reagentes Uriscan Gluketo (Pharmaceutical Corp.
YEONGDONG - Seoul Koréa).

Os animais cujos valores glicémicos foram
menores que 120 mg/dl, ou que apresentaram glicemias
intermediarias entre 120 ¢ 200 mg/dl, com ou sem sinais
clinicos de diabetes, foram desprezados.

Avaliacio clinica e laboratorial

Os dados clinicos de ambos os grupos experi-
mentais, incluindo peso, ingestao hidrica, ingestao ali-
mentar e diurese, bem como os dados laboratoriais refe-
rentes as dosagens de glicose plasmatica, glicose urinaria
e glicosuria de todos os animais foram realizados, inicial-
mente, com 14 dias de seguimento no Grupo Controle
Normal ¢ no 14° dia apos a indugdo do diabetes no
Grupo Diabético. Posteriormente, as avaliagdes foram
feitas apds o 1°, 3°, 6°, 9° ¢ 12° més de seguimento.

No sacrificio, além dos exames laboratoriais
colhidos no seguimento, foi coletado sangue para
dosagens de colesterol total ¢ fragdo HDL, lipides totais
e triglicérides.

Metodizagio empregada na coleta de dados

Para a coleta dos dados clinicos e laboratoriais,
cada animal foi submetido a um esquema padronizado
de avaliagdo. A metodologia foi a seguinte:
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a) colocacdo dos animais em gaiolas metabolicas
individuais durante 24 horas;

b) fornecimento de volume conhecido de agua
durante todo o periodo de 24 horas (Figura 1-A);

c¢) fornecimento de quantidades conhecidas de
ragcdo Nuvilab-CR1 (NUVITAL Nutrientes Produtos
Veterinarios Ltda. — Curitiba — PR) durante o periodo
noturno de 12 horas, apos o que se retirou toda a ali-
mentac¢ao, por um periodo diurno de 12 horas (jejum
de 12 horas);

d) determinacdo, no final do procedimento, do
peso do animal em gramas, do volume de agua ingerido
em 24 horas (ingestdo hidrica de 24 h em mililitros),
da quantidade de alimento consumido em 12 horas
(ingestdo alimentar de 12 h em gramas) ¢ do volume
de diurese de 24 horas (diurese de 24 h em mililitros);

¢) coleta de amostra de 10 ml de urina coletada
em 24 horas, para a dosagem de glicose urinaria, em
miligramas por decilitro, apos jejum de 12 horas,
seguida da realizagdo de glicosuria e cetonuria através
de fitas reagentes;

f) coleta de uma amostra de 1,5 ml de sangue
para a dosagem da glicose plasmatica, em miligramas
por decilitro, apds um jejum de 12 horas.

Para a realizacdo deste item, os animais foram
colocados em uma caixa aquecida com lampada
incandescente, a uma temperatura de 39-45°C, por um
periodo de 10 minutos. A seguir, os ratos foram
sangrados por sec¢do da cauda, com retirada do volume
de sangue necessario para os exames bioquimicos.
Posterior a esse procedimento, a cauda secionada foi
amarrada, com finalidade hemostatica, com fio de
algodao 2-0 (Figura 1 — A.B.C ¢ D). Os animais foram,
entdo, acomodados em caixas individuais, recebendo
agua e ragdo “ad libitum”. No momento do sacrificio,
o sangue foi coletado por pungéo cardiaca a céu aberto.
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FIGURA 1 - Avaliagdo de pardmetros clinicos e laboratoriais: A:- animal sob controle clinico em gaiola metabolica; B:- ratos em caixas
aquecidas para obtengdo de sangue; C:- imobilizagdo da cauda do animal; D:- sec¢iio da cauda e coleta de sangue.

Exames laboratoriais

As dosagens de glicose plasmatica e urinaria foram
realizadas no Laboratorio de Pesquisa Experimental do
Departamento de Pediatria da Faculdade de Botucatu —
UNESP, empregando-se¢ o método por dosagem
enzimatica ( Glicose —E ) — CELM Cia Equipadora de
Laboratorios Modernos - Barueri. As pesquisas de
glicosuria e cetonuria foram feitas empregando-se fitas
reagentes (Uriscan Gluketo).

As dosagens de colesterol total, fragdo HDL ¢
lipidios totais foram realizadas no Laboratorio Clinico
da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, por
método enzimatico colorimétrico (SERA-PAK -
Cholesterol fast color e SERA-PAK —Triglycerides fast
color) — Bayer Corporation, Diagnostics Division —
Tarrytown — NY — USA e Laboratorios de Analises
Clinicas da FMB — UNESP — Botucatu — SP.

As dosagens de lipides totais foram realizadas no
Laboratorio Clinico da Faculdade de Medicina de
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Botucatu — UNESP, pelo método de Cantarow-Trumper
(1962) com leitura por espectrofotometria.

Meétodos estatisticos

O estudo das variaveis clinicas (peso, ingestdo
hidrica, ingestdo alimentar ¢ diurese) ¢ laboratoriais
(glicemia, glicose urinaria, colesterol total, colesterol
HDL, triglicérides ¢ lipidio total), segundo os grupos
controle ¢ diabético ¢ momentos de sacrificio, foi reali-
zado através da técnica de analise de variancia para o
esquema fatorial 2x5 (dois grupos em cinco momen-
tos), no delincamento inteiramente casualizado, comple-
mentado com o teste de compara¢des multiplas de
Tukey (Montgomery?).

Todas as discussoes estatisticas foram realizadas
no nivel de 5% de significancia.

Resultados

Quanto ao método de indugdo do diabetes

A injegdo endovenosa de aloxana numa das veias
da cauda do rato foi realizada com bastante facilidade,
uma vez que, antes da injecdo, o animal foi colocado
durante 10 minutos no interior de uma caixa aquecida
com lampada elétrica, o que proporcionou um grau de
vasodilatagdo evidente.

Dos 64 animais submetidos a inje¢do endovenosa
de aloxana, diluida em solugdo aquosa a 2%, na dose
de 42 mg/kg de peso corporal, 14 ratos (21,8%) nédo
ficaram diabéticos ou desenvolveram a doenga numa
gravidade leve ou moderada, sendo desprezados. Dos
78% restantes, 25 animais (39%) morreram durante a
1" semana apds a inducdo, sendo que 25 animais
desenvolveram diabetes experimental grave tendo sido
colocados em seguimento nos respectivos subgrupos.

Evolugdo clinica

Os 25 animais do Grupo Controle Normal (G1)
evoluiram sem quaisquer alteragdes clinicas durante
todo experimento, sendo avaliados nos cinco momentos
estabelecidos (1°, 3°, 6°, 9° ¢ 12° més de seguimento)
em bom estado geral (Figuras 2B ¢ 3B). Os parametros
clinicos representados pela evolugao do peso, ingestao
hidrica, ingestdo alimentar ¢ diurese mantiveram-se
dentro dos niveis médios esperados para ratos sadios
de mesma idade. Os valores encontrados estdo represen-
tados nas Figuras 4 ¢ 5. Os 25 animais que compuseram
o grupo diabético (G2) evoluiram com parametros
clinicos e laboratoriais compativeis com diabetes grave.
Esses animais apresentaram, ao longo do seguimento,
progressiva queda do estado geral, perda inicial de peso
apos a indugdo e ganho significativamente menor de
peso em relagdo ao rato normal, com declinio progres-
sivo da curva ponderal proximo ao obito (Figura 2A).
Também observamos alteragdo da pelagem, aumento
da circunferéncia abdominal, devido ao intestino grosso
distendido e palpavel, além de catarata bilateral (Figura
3A) e episodios freqiientes de pediculose e piodermite,
controlados, respectivamente, com banhos de dimetilci-
clopropano carboxilato (Butox-P — Quimio S.A.) diluido
em solugdo aquosa na propor¢ao de 1/6.000 ml ¢ higiene
local das feridas, com gaze embebida em solucdo
fisioldgica. A medida da ingestdo alimentar, obtida por
meio da subtracdo entre a pesagem do alimento
oferecido e o alimento restante na gaiola, ao final de 12
horas, foi maior no Grupo Diabético com diferengas
estatisticamente significativas entre os 2 grupos (P <
0,05). Da mesma forma, a ingestao hidrica ¢ a diurese
de animais diabéticos apresentaram valores significa-
tivamente elevados, quando comparadas com ratos nor-
mais de mesma idade. Os graficos desse grupo encon-
tram—se representados, juntamente com o grupo
controle normal (G1).

FIGURA 2 - Ratos com trés meses de seguimento. Note a
debilidade e a caquexia de um animal diabético (A), quando
comparado a vitalidade de um animal normal de mesma idade (B).
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FIGURA 4 - Médias e desvio padrio do peso e ingestdo alimentar,
em gramas/12h, nos dois grupos experimentais, nos cinco
momentos de avalia¢do.

Evolugdo laboratorial

Os dados relativos a dosagem da glicemia de jejum,
da glicose urinaria, colesterol total, colesterol HDL,
triglicérides ¢ lipidio total dos 25 animais acompanhados
no Grupo Controle Normal (G1) durante o periodo de
um ano, nos cinco momentos de avaliagdo, constam
nas Figuras 6, 7 ¢ 8. A analise da presencga de glicose ¢
corpos cetonicos na urina, através de fitas reagentes,
revelou-se negativa em todos os animais, durante todo
0 experimento.

Todos os 25 animais acompanhados no Grupo
Diabético (G2) apresentaram alteragGes laboratoriais
representadas por glicemia de jejum acima de 300
mg/dl e glicose urinaria superior ou igual a3.000
mg/dl, glicosuria (+++) e, eventualmente, cetonuria.
Esses parametros foram compativeis com o estado
diabético grave. Entre as alteragdes apresentadas, ao
longo dos cinco momentos de avaliagdo, observou-se
diferengas estatisticamente significativas quando
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FIGURA 5 - Médias e desvio padrio da ingestéo hidrica e diurese,
em ml/24h, nos dois grupos experimentais, nos cinco momentos
de avaliagdo.

comparadas com o Grupo Controle Normal (G1). Os
dados referentes a esses achados, com suas ilustragoes,
encontram-se nas figuras ja mencionadas, juntamente
com os dados do grupo controle normal (G1).
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FIGURA 6 - Médias e desvio padrdo da glicemia de jejum, em
mg/dl e da glicose urinaria em mg/dl x 107, nos dois grupos
experimentais, nos cinco momentos de avaliago.
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FIGURA 7 - Médias e desvio padrdo do colesterol total e fragéo
HDL, em mg/dl, nos dois grupos experimentais, nos cinco
momentos de avaliagdo.

Discussio

No presente estudo utilizamos ratos (Rattus
novergicus) como animais de experimentagdo, por
apresentarem inumeras vantagens em relagdo ao cdo e
a outros animais de maior porte: a) facil manuseio
(alimentagdo, higiene, acomodacio); b) possibilidade
de trabalhar simultancamente com varios grupos
experimentais, sem a ocupagdo de grandes espagos: ¢)
clevada resisténcia a infecgdo; d) facilidade para
remogdo dos diversos orgdos estudados (retina, rins,
coracgdo, aorta ¢ iliacas); ¢) redug¢do de gastos com o
projeto. Além desses fatos, por apresentarem
semelhangas clinicas, laboratoriais ¢ histopatologicas
com o diabetes humano, os modelos experimentais de
diabetes induzidos no rato tém sido amplamente
utilizados por pesquisadores em todo o mundo (Junod
e col.%; Orloff e col.”; Spadella®; Schellini?).

Como o diabetes ¢ um doenga cronica, cujas
manifestagGes patoldgicas sobre os rins, retina € vasos
estdo nitidamente relacionadas ao tempo de exposigdo
do hospedeiro as anormalidades metabdlicas causadas
pela doencga, optou-se pelo seguimento a longo prazo
dos animais, nos dois grupos experimentais, por 12
meses; tempo esse demonstrado como suficientemente
capaz de produzir as alteragdes organicas de interesse
ao nosso estudo.

Neste trabalho experimental utiliza-se a aloxana
como droga diabetogénica. Porém, o diabetes
experimental pode ser induzido em animais, por varios
mecanismos. Infelizmente, porém, em grande niimero
de métodos, o agente utilizado ndo é capaz de
desenvolver a maior parte da fisiopatologia do diabetes
humano. Os principais mecanismos de produgdo de
diabetes sdo: estresse, infecgdes, toxinas, ou
manipulagdes, incluindo a pancreatectomia; lesdes do
sistema nervoso central; uso de hormoénios anti-
insulinicos; exposi¢do a hidrocortisona ou ACTH;
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FIGURA 8 - Médias e desvio padrio do triglicérides (TG) e
lipidio total, em mg/dl, nos dois grupos experimentais, nos cinco
momentos de avalia¢do.

inducdo por virus ¢ o uso de agentes quimicos beta-
citotoxicos.

A pancreatectomia total consiste em método
classico de obtengdo de diabetes experimental. A
resseccgao parcial do pancreas também produz diabetes,
cujos aspectos clinico-laboratoriais se assemelham ao
diabetes quimicamente induzido pela aloxana. A
utilizacao desses métodos de ressecgdo, entretanto, tem
sido restrita principalmente a animais de maior porte,
além de incorrer necessariamente num procedimento
cirirgico adicional, com todas as suas implicagdes.

As lesdes hipotalamicas podem causar obesidade
em animais ¢ humanos, acompanhada de Diabetes
Melittus proporcional ao ganho de peso. Ratos adultos,
sujeitos a lesGes do nucleo ventriculo-medial do
hipotalamo, tornam-se obesos, hiperglicémicos,
hipoinsulinémicos ¢ insulino-resistentes; estudos desta
natureza, contudo, além de terem uma fisiopatologia
diversa do diabetes insulino-dependente, certamente
implicariam em maior complexidade de execugdo ¢ o
conhecimento aprofundado de neurofisiologia, o que
fugiria completamente aos nossos objetivos.

A utilizag@o de horménios com efeitos antagénicos
a insulina, incluindo a epinefrina, o glucagon, os
glicocorticoides ¢ o horménio de crescimento, ainda
que capazes de produzir hiperglicemia, como na resposta
fisiolégica ao estresse, ou em certas condigles
patologicas (tumores, distarbios metabolicos), tem seus
efeitos discutiveis em animais, exercendo, principal-
mente no caso da epinefrina ¢ do glucagon, um efeito
antiinsulinico, somente se administrados em altas doses.

Varios estudos tém reportado a indugdo de
hiperglicemia ¢ hiperplasia das células beta em
camundongos (Hausberger ¢ Ramsay!?), ratos
(Cavellero e Mosca''), coelhos (Abelove e Paschiks'?,
cobaios (Kerns e Logothetopoulos'?) e macacos (Like
¢ Chick") por meio da exposig¢do a hidrocortisona ¢
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ACTH. Os cventos bioquimicos, hormonais ¢
morfoldgicos do diabetes, assim induzido, sdo, contudo,
muito variaveis, o que comprometeria nossa avaliagao.

A utilizagdo de modelos virais para o diabetes
experimental, relacionados aos virus RNA, altamente
espécie-especificos, além de se constituirem em risco
potencial para o experimentador, tem ainda papel incerto
na patogénese da doenga.

Sendo assim, optamos por métodos quimicos de
supressdo enddcrina do pancreas, os quais exibem
todos os eventos bioquimicos, hormonais ¢
morfoldgicos que ocorrem durante ¢ apds a inducéo
do estado diabetogénico.

A aloxana ¢ a estreptozotocina sdo os dois agentes
quimicos, com citotoxicidade especifica para as células
beta, mais estudados. Essas drogas causam insuficién-
cia insulinica primaria do pancreas, provocando uma
resposta trifasica nos niveis glicémicos durante as
primeiras horas da administragdo, seguida do estabele-
cimento de diabetes permanente nas 24 horas
subseqiientes.

Esses métodos quimicos, apesar de terem um
elevado indice de mortalidade relativa, sdo de facil
execugdo e permitem a utilizagdo de um grande niimero
de animais, destruindo a parte enddcrina do pancreas,
com preservacao de sua fungdo exocrina, tendo, ainda,
a vantagem de estarem padronizados em nosso
laboratdrio experimental.

Utilizamos a aloxana por via endovenosa, cuja
atividade diabetogénica foi inicialmente notada por Dunn
e col. (1943), quando estudava os efeitos do acido urico
¢ seus derivados na produgéo da lesao renal em coelhos.

Essa opg¢édo permaneceu, apesar da maior especifi-
cidade da estreptozotocina sobre as células beta, com
sua acao vinculada a dose de administragdo ¢ com menor
toxicidade geral que a aloxana, a qual exibe estreita
margem de seguranca entre as doses diabetogénicas e
letais (Junod e col.f).

Duas razdes nos levaram a essa escolha: a primeira,
de ordem econémica, dado o alto custo da estreptozoto-
cina, quando comparado com o da aloxana, cujos
estoques estavam mais disponiveis em nosso laboratorio
experimental; a segunda, pelo uso amplamente difundido
da Aloxana na producdo de diabetes experimental por
inimeros servigos de larga experiéncia no assunto
(Orloff e col.*¢017¢18) "incluindo a nossa unidade
(Macedo ¢ col.’®; Calderon?’; Spadella®; Breim?!;
Schellini’; Machado??).

A aloxana administrada por via endovenosa, na
dose de 42 mg/kg de peso corporal, produziu em nossos
animais diabetes franco, com o desenvolvimento de

alteracoes clinicas ¢ laboratoriais, bem definidas,
icluindo, respectivamente, elevagado da ingestao hidrica
¢ da diurese, valores glicémicos acima de 300 mg/dl e
glicose urinaria maior que 3000 mg/dl.

Em nosso estudo, dos 64 animais submetidos a
injecdo endovenosa de aloxana, 14 ratos (21,8%) ndo
ficaram diabéticos ou apresentaram diabetes de
gravidade leve ou moderada, sendo desprezados. Dos
50 animais restantes, 25 ratos (39%) morreram durante
a primeira semana apos a indugéo, tendo a mortalidade
maior ocorrido nas primeiras 72 horas do experimento,
e, finalmente, 25 ratos (39%) desenvolveram diabetes
grave, tendo sido colocados em seguimento.

Esses resultados sdo, em parte, discordantes dos
relatados por Calderon (1988), cujos estudos em ratas
ndo tratadas com diabetes aloxanico demonstraram uma
porcentagem de 50% de animais diabéticos, 32,5% de
animais normais € um indice de mortalidade de 17,5%,
até o 15° dia apds a indugdo. Este indice diabetogénico
aparentemente clevado (50%) explica-se, no entanto,
em razdo dos critérios de classificacdo do diabetes
utilizado pela autora, a qual considerou diabéticos
animais com glicemia superior ou igual a 120 mg/dl.
Se considerarmos apenas os ratos cujos valores
glicémicos foram superiores a 200 mg/dl, sendo essa a
sistematica por nos utilizada, observamos que o scu
percentual de ratos diabéticos graves foi de 37,5%,
valores muito proximos aos por nos obtidos.

Em relagdo a taxa de mortalidade, obtivemos, em
nossa pesquisa, um indice da ordem de 39%. Lukens?,
em extensa revisao da literatura a respeito da agdo da
aloxana sobre animais de varias espécies, incluindo o
rato, o cdo, o coelho, o macaco, o gato, mostrou
indices muito variaveis de mortalidade, oscilando entre
33% ¢ 100%, na mesma espécie. Essas cifras amplas
estdo ligadas a multiplos fatores capazes de mudar os
cfeitos da droga e a sensibilidade do hospedeiro,
envolvendo desde o estado de hidratagdo da droga, a
velocidade de infuséo, a via de administragao, a dicta,
o tempo de jejum, o peso do animal e até a utilizagdo de
substancias capazes de influenciar os seus mecanismos
de agdo, tais como os barbituricos, o acido nicotinico,
0 1-2-dimetil-4 amino-5-benzeno, etc.). Os ratos, por
exemplo, sdo mais sensiveis a uma dose constante de
aloxana, apds terem sido alimentados previamente com
uma dicta de alto teor de gorduras. As taxas de
mortalidade, nesses casos, alcangam 90% a 100%. Por
outro lado, dictas pobres em gordura, com altas
concentragdes de proteinas ¢ carboidratos, sdo capazes
de diminuir esses indices para 33% a 40%.

O jejum também tem um papel importante na
resposta das espécies a aloxana. Noventa e cinco por
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cento dos ratos tratados com aloxana, administrada com
o animal em jejum prolongado de 48 a 60 horas, tornam-
se diabéticos. A administragdo de uma dose similar de
aloxana, quando o jejum ndo foi observado, diminui
essa resposta para 25%.

Lukens?, revisando os trabalhos de varios autores,
cita que animais que ndo respondem a uma primeira
injecdo de aloxana podem ser refratarios a inje¢des
posteriores de doses similares. Nesse aspecto, os auto-
res tém observado que os animais que apresentam este
comportamento geralmente sdo do grupo em que o je-
jum nao foi convenientemente observado. Esses mes-
mos animais, refratarios as doses subseqiientes,
tornam-se diabéticos apds 60 horas de jejum, com uma
dose padrio de aloxana.

Outro aspecto a considerar sdo as vias de
administragdo da droga. A via endovenosa tem sido a
de escolha na maioria das espécies animais, onde os
cfeitos da aloxana sdo mais evidentes. As vias
subcutanea ¢ intraperitoncal também sdo satisfatorias
no rato, enquanto que, no coelho, doses muito elevadas
devem ser ministradas por essas vias, para que se atinja
o mesmo cfeito diabetogénico. Finalmente, a via oral ¢
usualmente insatisfatoria para a agdo da aloxana, muito
embora o diabetes possa ser produzido em ratos,
coclhos ¢ gatos, se a droga for rapidamente ingerida
com comida, apds um jejum prévio prolongado®.

Quando a via endovenosa € usada, a velocidade
de infusdo da droga ¢ importante. Doses efetivas de
aloxana ndo produzem diabetes se as mesmas sdo
injetadas muito lentamente.

Gitter ¢ Pricto-Diaz (1946) revelaram, segundo
Lukens?}, a importancia do peso, em relacdo a
susceptibilidade do animal aos efeitos toxicos da aloxana.
Em um estudo detalhado em ratos, esses pesquisadores
revelaram que a toxicidade da aloxana altera-se numa
relagdo linear com o peso do animal, aumentando 0,73
poderes de toxicidade para cada unidade de peso. Essa
formula foi utilizada para estabelecer a dose letal de
aloxana para cada rato.

Finalmente, algumas substancias agem direta ou
indiretamente sobre os mecanismos de a¢ao da aloxana.
Os barbitaricos tornam os animais mais sensiveis aos
efeitos da droga. Por outro lado, algumas substancias,
tais como o acido nicotinico, o 1-2-dimetil-4 amino-5-
benzeno e o acido dicarboxilico piridinico, podem
proteger o animal desses danos, se administrados
simultaneamente com a droga®.

Em relagdo a evolugdo clinica e laboratorial dos
animais diabéticos, analisada neste estudo, observamos
alteracdes caracteristicas muito similares ao diabetes
humano, que contrastaram completamente da evolugdo
de animais sadios.
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Enquanto no grupo controle normal (G1) os
animais apresentaram-se, ao longo do experimento, em
bom estado geral, ativos, com apetite normal, tonus ¢
reflexos conservados ¢ um ganho progressivo de peso
e manutengdo da ingestdo hidrica, ingestdo alimentar ¢
diurese, dentro dos padrdes de normalidade para a
espéciec ¢ em conformidade com outros trabalhos
(Brekke e col.**), o comportamento dos animais do
grupo diabético (G2) foi completamente diferente sendo
caracterizado por apatia, alteragGes da pelagem, odor
forte da urina, anorexia, alem de comprometimento
acentuado e progressivo do estado geral,com polaciuria,
polidipsia, polifagia e altos volumes de débito urinario.
A polaciuria, uma das caracteristicas do estado hipergli-
cémico, ocorreu devido ao aumento elevado da
concentragdo de glicose no filtrado glomerular, exce-
dendo a capacidade das células tubulares em reabsorvé-
la e dando origem a diurese osmotica. Esse mecanismo
tem sido o responsavel pela producao de grande volume
de urina com elevada osmolaridade.

A polidipsia presente nos animais diabéticos deve-
se a hiper-osmolaridade sangiiinea, em razdo de altos
niveis de glicose circulante, que faz a agua passar do
meio intracelular para o extracelular, a fim de manter o
equilibrio osmotico. A desidratagéo intracelular ¢ perce-
bida pelos osmorreceptores cerebrais, desencadeando
sede intensa.

Essas alteragdes estiveram associadas, ainda, a
debilidade geral, pouca atividade, queda de pélos, dis-
tensdo abdominal, catarata bilateral ¢ episddios fre-
qiientes de pediculose ¢ piodermites. Esses quadros
foram relatados por Lee e col.?*; Ueda e col.?®; Brekke
e col.?*; Calderon®’; Spadella® ¢ Breim*', em estudos
com o diabetes induzido por aloxana ou pela estrepto-
zocina.

As dosagens de glicemia de jejum, glicose urinaria
e glicosuria observadas nos 25 animais do grupo
controle normal (G1), também mostraram-se dentro
dos limites da normalidade para a espécie, durante o
seguimento. Por outro lado, os 25 animais do grupo
diabético (G2) evoluiram com parametros laboratoriais
compativeis com diabetes grave, em niveis estatistica-
mente significativos, como observamos em trabalhos
anteriores; (Ueda e col.?®; Spadella®).

O estudo do perfil lipidico dos animais, baseado
nas dosagens de colesterol total, triglicérides e lipides,
mostrou resultados muito proximos entre o grupo con-
trole normal (G1) ¢ o grupo diabético (G2), havendo,
inclusive, momentos nos quais o grupo G1 superou o
grupo G2 ou igualou-se a ele, como observado nas
dosagens médias de triglicérides e lipides. Em relagéo
ao colesterol HDL, BARR ef al. (1951)* ja mostravam
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haver relagdo inversa entre os valores do HDL e a doenga
aterosclerotica. Miller e Miller?®, salientando o papel
protetor do HDL. Lastoria e Maffei* referiram a
hipercolesterolemia como importante fator de risco para
a doenga aterosclerdtica. Em trabalhos experimentais
com ratos Wistar, Balasubramaniam ¢ col. 1990,
demonstraram a reducdo de 48% das concentragdes
séricas do colesterol total e de 72% dos triglicérides,
apos sete dias de utilizagdo de ACAT (Cholesterol Acyl
Transferase), incorporado a dieta dos animais.

Foram observados que os valores médios do coles-
terol HDL foram significativamente superiores no grupo
diabético (G2) em relagdo ao grupo controle normal
(G1). Tal fato poderia, eventualmente, conferir uma
protegdo ao desenvolvimento da doenga aterosclerotica
macrovascular em animais diabéticos, contrariamente
ao que se observa em humanos. A génese desses acha-
dos, no entanto, ainda néo foi elucidada, exigindo novas
mvestigagdes.

Conclusiao

Bascados nos resultados obtidos e nas condi¢des
experimentais do presente trabalho, concluimos que:

A — A aloxana a 2%, na dose de 42 mg/kg de peso
corporal, induziu diabetes experimental grave no rato,
demonstrado por alteragdes clinicas ¢ laboratoriais bem
caracterizadas;

B — Em contraste ao observado na espécie humana,
os animais diabéticos ndo apresentam alteragdes do
perfil lipidico, sendo este fato de grande importancia
na presenca da macroangiopatia diabética experimental
do rato.
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ABSTRACT - Purpose: This work aimed to determine the clinical and laboratory alterations of rat
with Diabetes mellitus using alloxan endovenously. Methods: The animals were randomly assigned
to two experimental groups: Normal Control Group (G1) with 25 healty animals and Diabetic
Group (G2) with 25 severe diabetic animals. They were evaluated in 5 moments (1, 3, 6, 9 and 12
months) during which the following parameters were studied: clinical evolution (body weight,
water intake, food intake, and diuresis) and biochemical exams (fast glycemia, urinary glucose,
glucosuria, ketonury, total cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides and lipids). Results: Alloxan
2% 1njection intravenously in the rat was followed by 39% death rate and also caused severe
diabetes in 39% of the animals. Diabetes was characterized by progressive body weight loss,
significative water intake, food intake and diuresis with blood glucose levels above 300 mg/dl,
glucosuria 3+ and eventually ketonury. Diabetes doesn‘t change profile a long-term of cholesterol
and lipids levels. Conclusion: Our studies showed that alloxan causes clinical and laboratory
alterations in the rat, what is typical of severe diabetes. They allow the long-term studies of diabetic.
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