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RESUMO

Devido ao aumento da prevaléncia do Diabetes Mellitus em diversos paises, faz-se
necessaria a realizacdo de estudos experimentais para o melhor entendimento da sua
fisiopatologia. O método quimico com utilizagdo prevalente de estreptozotocina para
indugdo de diabetes mellitus em ratos € um dos mais rapidos e de menor custo, sendo
esta técnica o foco do presente trabalho. Através de uma minuciosa revisao de literatura,
busca-se as descri¢des atuais do potencial diabetogénico da streptozotocina em ratos. A
busca de referéncias foi realizada nos portais de periddicos MEDLINE e Scielo entre os
meses de junho e agosto de 2016. Utilizou-se as seguintes palavras como descritores,
em inglés/portugués: “streptozotocin, diabetes mellitus, rats”. A streptozotocina tem
sido utilizada em estudos experimentais para induzir o diabetes em modelos animais,
porém percebe-se a necessidade de uma padronizagdo em seu uso para que se obtenham
resultados mais efetivos durante as pesquisas. Como o resultado final da agdo da
streptozotocina depende do modelo animal utilizado e também do modo de preparo, via
de administragdo e dose, devemos recordar que todos esses fatores devem ser levados em
consideragdo quando a pesquisa for iniciada, evidenciando a crucial importancia de um
melhor entendimento de todos os aspectos do mecanismo de acao da streptozotocina na
indugdo do diabetes. O desenvolvimento de mais estudos com o uso de streptozotocina
deve ser encorajado, utilizando-se maior amostragem e estirpes mais sensiveis, para que
se possa chegar mais proximo de desvendar a completa fisiopatologia do diabetes.
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ABSTRACT

Due to the increasing prevalence of Diabetes Mellitus disease in several countries, it is
necessary to conduct experimental studies to understand all its pathophysiology. One of
the cheapest and fastest ways to induce diabetes in murine models is the chemical method
using the streptozotocin as the main substance, technique that is the focus of this study.
The research was done by a thorough literature review about the current descriptions
to the streptozotocin uses and its relationship with the diabetogenic potential. The data
basis used were Scielo and MEDLINE jounals web-portals, between June and August
2016, and the keywords (English and Portuguese) were: “streptozotocin; diabetes
mellitus; rats”. The streptozotocin has widely been using in experimental studies to
induce diabetes in animal models. However, it is necessary to have a standardization
in its use to achieve the most effective outcome during the research. The results of
streptozotocin application depend on the animal model used and also the method of
preparation, route of administration and dose. We must consider all of these factors
during the experiments, revealing the importance of the knowledge about streptozotocin
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to induce diabetes. More studies should be done with streptozotocin, using larger sample
and more sensitive strains, in order to unfold the full pathophysiology of diabetes.

Keywords: Streptozotocin. Diabetes Mellitus. Rats.

INTRODUCAO

A insulina é um hormonio-chave na absorc¢ao de
glicose pelas células do corpo. Sua falta absoluta, ou
sua acdo pouco efetiva na captacdo de glicose pelas
células, pode levar a um quadro hiperglicémico que,
em determinados niveis, caracteriza o diabetes mellitus
(DM)'. Dados da Federagao Internacional do Diabetes
demonstram que em 2015 existiam aproximadamente
415 milhdes de diabéticos no mundo. A perspectiva
¢ que esse numero aumente, sendo que cerca de 642
milhdes de pessoas terdo a doenga até 20402,

O diabetes ¢ uma doenga que causa preocupa-
¢do em todo o mundo, mas ainda diversos aspectos
relacionados a patogénese do DM permanecem des-
conhecidos®. Tendo em vista a dificuldade do estudo
da doenga em seres humanos, varios modelos animais
tém sido utilizados e se tornaram fundamentais para
tentar entender alteracdes morfologicas, fisiologicas e
metabolicas provocadas em diversos tecidos e 6rgaos®.
Os animais mais utilizados sdo os ratos e especifica-
mente se dividem em dois grandes modelos: os ratos
experimentalmente induzidos ao diabetes e os genéti-
cos’. Os primeiros podem ser induzidos cirurgicamente
(pancreatectomia) ou quimicamente™®.

Neste trabalho, havera enfoque especial aos mé-
todos quimicos de indug¢ao ao DM, por serem mais sim-
ples, baratos e acessiveis™®. A streptozotocina (STZ)
¢ uma das principais substancias quimicas utilizadas
devido ao seu grande potencial diabetogénico e pela
possibilidade de manutengdo do quadro hiperglicémico
em determinadas doses’. O objetivo do presente estudo
¢ realizar uma revisao da literatura sobre o potencial
diabetogénico da STZ em ratos, com enfoque em seu
mecanismo de acao e de sua aplicacdo na area de pes-
quisa cientifica.

METODO

Trata-se de um estudo de revisdo da literatura
com instrugdes acerca da STZ para se analisar sua as-
sociagdo com o potencial diabetogénico. As referéncias
bibliograficas usadas foram os portais de periddicos
Medical Literature Analysis and Retrieval System

Online (MEDLINE) e da Scientific Electronic Library
Online (Scielo).

Foram acessados os referidos portais, em agosto
de 2016, utilizando-se as palavras-chave em inglés e
portugués na seguinte combinagao: “streptozotocin,
diabetes mellitus, rats”, sem limitacao de tempo. Ao
total foram identificadas 4662 publicagdes, sendo todas
provenientes do portal MEDLINE. Foram incluidos
estudos que abordassem a atividade diabetogénica da
STZ, selecionando 93 artigos. Desses foram conside-
rados apenas os artigos experimentais que realizassem
a indugdo quimica in vivo e que instruissem como foi
feita a indugdo, levando em consideracdo modo de
preparo, via de administragao e a relagdo entre a dose
da droga e o tempo de indugdo, além de fornecer da-
dos como do modelo animal utilizado (espécie sexo,
idade, peso e estado nutricional). O resultado foi de
20 artigos.

RESULTADOS

A STZ ¢ um derivado da Streptomyces ach-
romogenes, apresentando atividade antibiotica e an-
tineoplasica de amplo espectro, além de sua fung¢io
diabetogénica®’. Sua estrutura basica € muito seme-
lhante a da glicose, pois ela ¢ facilmente captada pelos
transportadores de glicose GLUT-2'°. Como as células
B s@o mais ativas na captacdo da glicose, os efeitos
citotoxicos da STZ também sdo mais pronunciados
nesse local''. A agdo toxica da STZ ocorre por ser um
agente alquilante do DNA, fazendo com que a enzima
poli (ADP-ribose) polimerase se ative e ocorra deple-
¢do de NAD+ celular, levando a reducdo dos niveis
de ATP e, consequentemente, inibicdo da producado e
secre¢do de insulina'?,

Também foi documentado que a STZ aumenta
os niveis de 6xido nitrico e de espécies reativas de oxi-
génio, o que aumenta o dano ao DNA'*!4, O resultado
final da acdo da STZ depende do modelo animal utili-
zado (espécie, sexo, idade, peso e estado nutricional)
e também do modo de preparo, via de administracao
e dose®’.
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Em geral, a STZ ¢ administrada em baixa tem-
peratura, devido a instabilidade do composto na tempe-
ratura ambiente, e em baixo pH, sendo que a maxima
estabilidade da droga ¢ conseguida com pH igual a
4°15, No entanto, foi relatado que as solugdes de STZ
com pH mais elevado (7,2-7,4) sdo tdo estaveis como
aquelas com um pH de 4,5, isso por pelo menos uma
horaa 37° C e pH 6,7-7,8 durante 30 minutos a 0° C*'°,
A STZ pode ser dissolvida em solucdo salina acidifi-
cada a 0,9%, mas ¢é obtida maior estabilidade da droga
em tampao citrato (pH 4,5), sendo mais adequada para
aplicacao's.

Existem diversas vias de administragao de STZ:
intramuscular, subcutanea, intraperitoneal e intrave-
nosa, sendo as duas Gltimas as mais utilizadas®!”'319,
Recentemente, em um estudo realizado em ratos
Wistar-Furth isogé€nicos, com dose de 60 mg/kg de
STZ, foram avaliadas as vias intraperitoneal e a intra-
venosa (pela veia caudal e sublingual). Verificou-se que
todas as vias geraram niveis semelhantes de severidade
e duragdo do diabetes'”. Porém, houve 30% de falha
tanto na via intraperitoneal quanto na sublingual, além
de 10% na caudal. Outros estudos, no entanto, obti-
veram diabetes duradouro em 100% dos animais que
receberam STZ intraperitonealmente na mesma dose'”.

Para os estudos utilizando ratos machos, a inje-
¢do na veia peniana ¢ uma outra opgao, pois a técnica
¢ mais simples e de maior acessibilidade'®. Dentro
de um ciclo circadiano (24hrs), foi verificada a maior
incidéncia de indugdo do diabetes quando a STZ foi
administrada as 16h00 e a menor incidéncia as 08h00,
indicando um ritmo circadiano".

Em ratos Wistar as doses podem ser dividas em
altas (maiores que 65 mg/kg de peso corporal), inter-
mediarias (40-55 mg/kg) e baixas (menores que 35
mg/kg)’. Uma unica dose baixa em ratos ndo produz
efeito significativo e uma dose de 35 mg/kg cursa com
recuperacao espontanea do estado diabético em 25%
da amostra’.

A doenga estavel tem sido observada em doses
de 55-65 mg/kg’; na dose de 65 mg/kg é observado
um aumento nos niveis glicémicos duas horas apos a
inje¢do de STZ, mas sem qualquer aumento de insuli-
na sérica. Sete horas apos a aplicagdo ocorre hipogli-
cemia, com aumento significativo de insulina sérica
sem diminuicdo da insulina plasmatica; apos 24 horas,
estabelece-se o quadro hiperglicémico. Esse estado
metabolico se mantém inalterado apds 7 e 28 dias,
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sendo que dados similares sdo observados nas doses
de 55 mg/kg’. Uma dose de 65 mg/kg independente da
via administrada e, em média, induz o diabetes em 14 a
15 dias®*?!. A lipemia esta presente, porém a cetontiria
s6 ¢ obtida com doses maiores que 100 mg/kg”>*?!,

O desenvolvimento da hiperglicemia nesses ra-
tos, apos a inje¢do de STZ, ¢ consequente da destruicao
direta das células  pancreaticas e resulta na deficiéncia
de insulina®?. Desta forma, a hiperglicemia observada
ndo ¢ decorrente de um quadro de resisténcia insulini-
ca. Assim sendo, para se chegar mais préoximo de um
modelo diabético tipo 2, faz-se necessario um quadro
de resisténcia insulinica e deficiéncia na produ¢ao de
insulina pelas células 3, o que pode ser conseguido com
a utilizagdo baixas doses de STZ e dieta hiperlipidica®.

A sensibilidade a STZ ¢ altamente variavel em
ratos, dependendo da estirpe do animal. Dados mos-
tram que o grau de sensibilidade para STZ, medido
pelo nivel de glicose no sangue, ¢ DBA/2J > C57BL/6J
> MRL/MpJ > 129/SvEv > BALB/c* — essas siglas
correspondem a nomenclatura utilizada para definir
as linhagens consanguineas dos ratos. Pode-se ainda
separar essas estirpes em grupos de baixos respon-
dedores (MRL/ MpJ, BALB/c, e 129/SvEv) e altos
respondedores (C57BL/6J e DBA/2J) a STZ.

Em outro estudo foi observado que a menor dose
unica de STZ necessaria para induzir diabetes em ratos
C57BL/6J, ICR, ddY e BALB/c ¢ de 100, 100, 125 ¢
150 mg/kg, respectivamente*. Embora existam essas
tendéncias na sensibilidade dependente da estirpe, al-
guns subgrupos podem experimentar sensibilidades
diferentes para STZ.

Comparadas a ratos machos, as fémeas sio
menos afetadas pelos efeitos da STZ, principalmente
devido a atividade anti-apoptotica do estradiol®>. Em
experiéncias com ratos C57BL/KsJ foi relatada uma di-
ferenca altamente significativa entre os valores médios
de glicose sanguinea, sendo que a média de glicemia
era 200 mg/dL, superior nos machos em relagdo as
fémeas, 35 dias apos a injegdo de STZ>.

Quanto ao estado alimentar, protocolos como os
do National Institutes of Health (NIH) recomendam
que o rato esteja em jejum de pelo menos quatro horas
antes do tratamento por STZ?. Esse método ¢ justifica-
do, pois acredita-se que a glicose elevada possa com-
petir pelos receptores GLUT-2 com a STZ, diminuin-
do sua agdo diabetogénica!®. Contudo, foi verificado
recentemente que a alimentacdo nao causa alteragdes
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na efetividade da inducdo da STZ a intolerancia a gli-
cose, hiperglicemia, disfungdo ou perda de células p.
Com isso, as repetidas rodadas de jejum/realimentagao
necessarias para protocolos de administragao em ratos
de laboratorio acabam sendo somente estressantes para
o animal e, portanto, desnecesarias®.

As doses de indugdo da STZ e seu mecanismo
de agdo ja sdo bem descritos na literatura. Pode-se di-
zer, entdo, que se trata de uma droga segura e efetiva
de se induzir diabetes em ratos, devendo ser utilizada
para tal finalidade. Estudos recentes que utilizam essa
maneira de indug@o objetivam muitas vezes entender
a fisiopatologia do DM, ainda obscura.

CONCLUSAO

A utilizagdo do STZ é uma maneira relativamen-
te rapida de se induzir o DM, tanto tipo 1 quanto 2, em
experimentos com ratos. E importante que o pesquisa-
dor saiba sua dosagem e que ela varia entre sexos de
animais e estirpes distintas. Com essas informagdes,
ha menor risco de impericia numa futura pesquisa.

Sugere-se que sejam realizados estudos com es-
tirpes mais sensiveis a STZ e que avaliem caracteristi-
cas do DM. que ainda ndo se tem conhecimento, como
o grau de hiperplasia e hipertrofia intestinal, mudanca
de microbiota, entre outras alteragdes histoldgicas di-
versas que se deseje investigar.
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