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RESUMO: Os quadros experimentais de diabetes mellitus permitem observar as diversas variaveis envolvidas na
fisiopatologia desta doenga sob condigdes controladas. Entretanto, conhecer as caracteristicas do agente quimico
usado na indugdo do diabetes ¢ importante para uma analise coerente dos resultados obtidos. Esta revisio apresenta
aspectos relacionados a estreptozootocina, um agente diabetogénico amplamente utilizado em pesquisas sobre o
diabetes e seus efeitos nos diversos sistemas orginicos.
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ABSTRACT: The experimental protocols of diabetes mellitus allow the investigator to observe the many variables
involved in the pathophysiology of this illness under controlled conditions. Nevertheless, the knowledge of the
features of the chemical agent used in the diabetes induction is important for a coherent interpretation of the results
obtained. This review presents some aspects related to streptozotocin, a diabetogenic agent widely used in the
research of diabefes and its effects on the organic systems.
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Introducio

O conhecimento sistematizado das
alteracdes morfoldgicas, fisioldgicas e
metabdlicas induzidas pelo diabetes mellitus nos
diversos tecidos e orgdos do ser humano depende
do uso de agentes quimicos capazes de causar um
quadro diabético de diferentes graus de severidade
em animais de laboratorio, especialmente
roedores. Entre essas substincias diabetogénicas,
as duas mais conhecidas e empregadas sdo a
aloxana (ALX) eaestreptozootocina (STZ).

Atualmente, o uso da STZ como indutora
do diabetes ¢ muito amplo, devido principalmente
a constancia fisiopatolégica do quadro diabético
produzido dentro de uma determinada espécie.
Este trabalho agrupou algumas informacdes
referentes a STZ como agente diabetogénico para
servirem de orientagdo béasica aqueles que fazem
uso deste composto.

Desenvolvimento

A STZ ¢ um agente anti-bacteriano de
largo espectro que foi isolado de Streptomyces
achromogenes em 1959 (HERR ef al., 1960). O
género Streptomyces é a fonte de mais da metade
dos antibioticos de valor clinico, incluindo os
aminoglicosideos, as tetraciclinas e os
macrolideos (DORLAND, 1994). A STZ consiste
de 1-metil-1-nitrosouréia ligada ao carbono 2 da
D-glicose, sendo entdo um derivado N-nitroso da
glicosamina. Além de apresentar atividade
antimicrobiana, também apresenta atividade anti-
tumoral em sistemas in vitro e in vivo (HERR et
al., 1967), e diabetogénica (RAKIETEN et al.,
1963). Os estudos mostraram que, apesar da sua
simplicidade estrutural, a atividade anti-tumoral e
a diabetogénica da STZ devem-se a sitios ativos
diferentes da molécula. H4 uma necessidade
aparente do ntcleo de glicose na molécula de STZ
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para a atividade diabetogénica, possivelmente por
exercer uma funcdo carreadora, promovendo o
contato com membrana da célula B, produtora de
insulina, ou o transporte através dessa membrana
(RERUP, 1970), o que ndo é necessério para a
atividade anti-tumoral. A esse respeito, o
transportador de glicose das células B, GLUT?2,
parece ser uma molécula-alvo essencial da
toxicidade da STZ sobre essas células, um evento
que precede as reagOes imunes contra as células B
(WANG & GLEICHMANN, 1998).

A aplicagdo da STZ em meio acido e baixa
temperatura ¢ justificada pelo fato desta ser um
composto instavel em temperaturas ambientais e
em pH neutro. Sua baixa estabilidade nos liquidos
corporais € atestada por sua curta meia-vida,
estimada em apenas 5 min em camundongos
(RERUP, 1970). Por esta razdo, a injecio
intravenosa rapida parece ser a rota mais
adequada para a sua administracio, embora a via
intraperitoneal também seja utilizada.

As doses diabetogénicas de STZ variam
entre as espécies; uma mesma dose pode ser
toxica e causar um indice de mortalidade alto em
uma espécie, e ser pouco diabetogénica em outra,
De modo geral, a sensibilidade de cies é maxima
(50% de mortalidade com dose de 50 mg/kg de
peso corporal), enquanto é minima em
camundongos (dose diabetogénica efetiva de 200
mg/kg de peso corporal). Além disso, a STZ é
diabetogénica em cobaias, as quais sfo
extremamente resistentes a acdo diabetogénica da
ALX (JUNODetal., 1969). As células b humanas
sdo resistentes a doses de diabetogenos, incluindo
a STZ (1-3 mM) e a ALX, que diminuem a
sobrevivéncia e a funcdo das células b de ratos e
camundongos (EIZIRIK eral., 1994).

Em ratos, a especificidade da STZ sobre as
c¢lulas b parece ser acentuada e sugeriu-se que é
maior que paraa ALX, para a qual lesdes renais e,
em menor extensdo, hepaticas, foram relatadas
(Brunschwig & Allen e Lazarow & Palay, apud
RERUP, 1970). Observou-se nas ilhotas
pancredticas ocasional picnose nuclear sem
desgranulagdo celular ap6s uma hora e necrose
extensa com desgranulagio das células P sete
horas ap6s a inje¢do de STZ em ratos em jejum,
enquanto que as células endocrinas e o tecido
acinar circundantes mantiveram uma aparéncia
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normal. As melhores evidéncias de necrose foram
obtidas 24 horas apos a administracdo da droga.
As anomalias observadas no figado ¢ nos rins
foram aquelas esperadas na presenca de
hiperglicemia, mas sem evidéncias de lesdo toxica
diretada STZ(JUNOD et al., 1967).

Posteriormente, o uso de metil-[4C]-STZ
permitiu evidenciar o actimulo da STZ nas
por¢oes centrais das ilhotas pancreaticas,
correspondendo a posicdo ocupada pelas células
B. Outros tecidos, como figado, mucosa
gastrointestinal, medula éssea, glindulas salivares
¢ rim, apresentaram niveis menores de
radioatividade (TJALVE ez al., 1976).

Mais recentemente, um estudo mostrou
que a morte das c¢lulas B segue padrdes diferentes
em fung¢do da dose da droga (SAINI ez al., 1996).
Taxas maiores de apoptose foram observadas
quando as células foram expostas a doses mais
baixas de STZ; doses maiores de STZ aumentaram
a proporgdo de células perdidas por necrose.

Muitas investiga¢Oes foram feitas, in vivo
€ in vitro, para tentar esclarecer o mecanismo de
agdo da toxicidade da STZ sobre as células B. A
lesdo das células B in vitro resulta na descarga
transitéria de glutamato descarboxilase, uma
enzima da via de sintese de dcido gama-
aminobutirico (GABA) no meio extracelular, ¢ foi
proposto que esta enzima serviria como marcador
para 0s processos tOxXicos € como um auto-
antigeno potencial para a reatividade imune
(SMISMANS et al., 1996). Em camundongos, o
tratamento com STZ provoca um estagio inicial de
pré-infiltragdo em que fagdcitos mononucleares
sdao consideravelmente mais numerosos nos vasos
capilares das ilhotas pancredticas; durante o
estdgio seguinte os fagocitos sdo observados
migrando pelas paredes capilares e venulares, ¢
mais tarde adquirem propriedades tipicas de seu
estado ativado (PAPACCIO & ESPOSITO, 1992).

A geracdo de radicais livres, as quebras do
DNA, a ativagio da enzina poli (ADP-ribose)
polimerase, e a deplecio do NAD das células b
parccem ser fatores comuns na morte das ilhotas
pancreaticas (GALE, 1996; TAKASU et al.,
1991). Alteragdes do metabolismo do 4cido
araquidonico e da produc¢do de endotelinas e
aumento do 6xido nitrico (NO) associados a lesdo
pancredtica devida a STZ também foram
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observados (GONZALEZ et al., 1999).

In vitro, a STZ produz nitrito em relagdo
direta com o pH da solugdo, havendo maior
produ¢do de nitrito em pH proximo de 4. O nitrito
¢ resultante da oxidagdo do NO, identificado como
0 mais potente composto toxico para as ilhotas
pancreaticas produzido por macréfagos
inflamatérios (TANAKA et al, 1995). A
superprodu¢do de NO por células imuno-
competentes ativadas com desenvolvimento
subsequente de estresse oxidativo local parece ser
uma parte importante da lesdo a célula  durante o
diabetes induzido por STZ (HALUZIK &
NEDVIDKOVA, 2000). O DNA das ilhotas ¢ alvo
primario da acao do NO no processo inflamatorio
e poderia representar o 'componente ativo' da acdo
diabetogénicada STZ.

O possivel papel do NO como mediador da
acdo diabetogénica da STZ ¢ refor¢ado pelo fato
de que a injecao de L-NMMA (L-NG-monometil-
arginina, um inibidor da sintese de NO) em
animais tratados com STZ, reduz a infiltrag¢o
celular das ilhotas e reduz significativamente sua
destrui¢cdo (LUKIC et al., 1991). Por outro lado,
alguns autores afirmam, com base em seus
experimentos, que in vivo a STZ ndo ¢ capaz de
gerar NO, e que lesa as células b por ativagido de
mecanismos imunes - quando aplicada em
multiplas doses baixas - ou por alquilagio do DNA
- quando aplicada em uma uUnica dose alta
(PAPACCIO et al.,2000).

A deposigdo de zinco nas células b apds o
tratamento com STZ foi aventada como possivel
mecanismo envolvido na degeneracdo dessas
células, e implicada no aparecimento de diabetes

em pessoas de idade avangada (KIM et al., 2000).
Apesar do grande numero de alteragdes

que aparecem apos o tratamento com STZ em
sistemas in vivo e in vitro, muitas delas sdo
certamente decorrentes da lesdo toxica da STZ
sobre as células B mas ndo estdo primariamente
envolvidas no mecanismo da sua toxicidade. Da
mesma forma, é possivel que a lesdo da célula B
envolva conjuntos de fatores cuja importincia
individual pode depender da dose da droga, das
condigdes de exposicdo a STZ e também da
suscetibilidade do organismo, determinada por
variaveis como espécie e idade.

Recuperagdes espontaneas do quadro
diabético foram raramente observadas em ratos,

com doses de 35 mg/kg de peso corporal (JUNOD
et al., 1969). Entretanto, relatou-se reversao do
quadro diabético em ratos com doses de STZ entre
30 e 40 mg/kg de peso, com retorno a condigdo de
normoglicemia em 10 dias e da secre¢do de
insulina em resposta a4 glicose em trés meses
(AR'RAJAB & AHREN, 1993).

A injecdo de STZ produz flutuacdes
trifasicas do nivel de glicose sanguinea
semelhantes aquelas observadas com a ALX. Em
ratos, a hiperglicemia inicial atinge no maximo
cerca de duas horas apds a injegdo da droga, e ¢
seguida por hipoglicemia acentuada com niveis
glicémicos minimos cerca de 10 horas apos a
injecdo. A terceira fase ¢ representada pela
hiperglicemia permanente (JUNOD et al., 1969).

Algumas explicagdes foram propostas
para justificar o padrdo glicémico trifasico.
Inicialmente, a deple¢do de glicogénio hepético ¢
relativamente concomitante com o aumento da

glicose sanguinea.
Experimentos inconclusivos (Goldner &

Gomori apud RERUP, 1970) mostraram um
possivel envolvimento da medula adrenal na
resposta hiperglicémica inicial. No periodo de
hipoglicemia acentuada, os niveis de insulina
plasmatica sdo altos. Observou-se que, durante
este periodo, o conteudo pancreatico de insulina e
os granulos das células p parecem normais e foi
proposto que a insulina solavel, agranular, seja
liberada na primeira fase (JUNOD et al., 1969).
Quando o estado diabético se instala, a insulina
plasmatica retorna a faixa basal, embora o nivel de
insulina pancredtica caia a 2-5% do normal em

ratos.

Os efeitos do diabetes por STZ incluem
um aumento progressivo da glicosuria e do
volume urindrio na primeira semana ap0s a
indugdo. O peso corporal dos animais tende a
diminuir ou se estabiliza, enquanto animais
controle de mesma idade e peso inicial
apresentam aumento ponderal progressivo. A
lipemia esta presente no diabetes por STZ, mas a
cetonuria é rara, sendo observada em ratos apenas
com doses de 100 mg/kg de peso corporal
(JUNOD et al., 1969). Acredita-se que a taxa de
mobilizagdo de gordura ¢ tal que pode ser
manipulada sem a produgdo de cetose
pronunciada, uma conseqiiéncia previsivel da
deficiéncia incompleta de insulina. Por essa razdo,
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o diabetes por STZ no rato foi descrito como uma
forma especifica de hiperglicemia sem cetose ou
elevagdo no contetido plasmatico de d4cidos
graxos livres (RERUP, 1970).

Embora a maioria dos estudos de diabetes
induzido por STZ utilize como pardmetro de
severidade do diabetes a glicemia de jejum, os
dados da literatura sobre as relagdes dose-resposta
da STZ indicam que esse ndo ¢ o melhor indice.
Em primeiro lugar, o valor da glicemia de jejum
para qualquer dose de STZ apos sete dias ¢ menor
que o valor alcangado apos 24 horas ou 28 dias em
ratos. B provavel que os valores mais altos ap6s 24
horas resultem de fatores associados com a fase
hiperglicémica aguda, enquanto a hiperglicemia
cronica deve se correlacionar com o decréscimo
adicional do conteudo pancreatico de insulina.
Além disso, a resposta da glicose plasmdtica
parece estar menos diretamente relacionada a
acdo da STZ do que o efeito B-citotoxico (JUNOD
etal., 1969).

Por outro lado, segundo JUNOD et al.
(1969), existe uma relagio clara entre o contetido
plasmatico de insulina ou o contetdo de insulina
pancredtica e a dose de STZ. Portanto, o melhor
indice da atividade diabetogénica da STZ ¢é o
contetido pancredtico da insulina avaliado por
radioimunoensaio. O melhor periodo para esta
avaliagdo, segundo esses mesmos autores, ¢ 24
horas apo6s a administra¢do intravenosa da droga.
Apesar disso, a glicemia de jejum ainda é um
método mais pratico e menos dispendioso de se
avaliar o quadro diabético em animais injetados
com STZ. Porém, ¢ conveniente enfatizar que a
glicemia de jejum ndo deve ser usada como
indicador inquestionavel do grau de severidade do
quadro diabético.

Consideracoes Finais

As caracteristicas da STZ permitem
afirmar que esse composto quimico é mais
indicado do que a ALX nos estudos que requerem
um quadro diabético experimental consistente ¢
reproduzivel. Além disso, relatou-se que a) a
atividade diabetogénica da STZ néo parece
depender de jejum prévio a indugdo; b) a faixa de
atividade diabetogénica de moderada a severa ¢é
mais ampla e consistente do que paraa ALX; e ¢)
uma dose sub-diabetogénica de STZ (25 mg/kg de
peso corporal para ratos) ¢ capaz de potencializar
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uma segunda dose sub-diabetogénica,
possivelmente por alteragio do metabolismo da

celula B, um efeito contrario aquele observado
com a ALX, onde doses sub-diabetogénicas
sucessivas levam a uma resposta diminuida das
células secretoras de insulina (JUNOD et al.,
1969).
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