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RESUMO

Apesar de ser uma condicéo crénica a Diabetes Melittus € considerada uma pandemia, de causa
multifatorial e de tratamento complexo, crescendo quanto a sua incidéncia no mundo, sendo
um problema de saiide mas também econémico, estudos mais cada vez mais aprofundados séo
necessarios em relacdo a seus fatores de risco, fatores de protecdo, e quanto a modernizacéao
do tratamento, novas opc¢des de modelos de estudos Uteis nesta condicdo sdo solicitados, 0s
modelos atuais em sua maioria vertebrados, possuem diversos obstaculos, metodolégicos,
orcamentarios ou éticos, 0s insetos vem crescendo como modelos alternativos que vencem
muitas dessas barreiras; Assim 0 objetivo desde trabalho consistiu em testar a viabilidade do
inseto T.castaneum, o segundo inseto mais utilizado como modelo atualmente, como uma op¢éo
para estudos deste fim, para tal foi adicionado em sua dieta sacarose, ap6s a suplementacédo
foram observados parametros de glicemia, lipidograma e ainda resposta ao medicamento de
escolha na DM: a Metformina, os resultados mostram uma possibilidade de utilizacéo do inseto
como um modelo vidvel principalmente para screening .

Palavras-chave: Tribolium castaneum, hiperglicemia, modelo, diabetes



ABSTRACT

Despite being a chronic condition, Diabetes Melittus is considered a pandemic, with a
multifactorial cause and complex treatment, growing in terms of its incidence in the world,
being a health problem but also an economic one, more and more in-depth studies are needed
in relation to its risk factors, protective factors, and regarding the modernization of treatment,
new options for study models useful in this condition are requested, the current models, mostly
vertebrate, have several obstacles, methodological, budgetary or ethical, insects have been
growing as alternative models that overcome many of these barriers; Thus, the objective of this
work was to test the viability of the insect T. castaneum, the second most used insect as a model
currently, as an option for studies of this purpose, for this sucrose was added to its diet, after
supplementation, blood glucose parameters were observed , lipid profile and response to the
drug of choice in DM: Metformin, the results show a possibility of using the insect as a viable
model mainly for screening.

KeyWord: Tribolium castaneum, hyperglycemia, model, diabetes
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1 INTRODUCAO

Diabetes Melittus (DM) sindrome de evolugdo cronica; é caracterizado pela falta da insulina
ou incapacidade deste horménio exercer seu efeito, causando assim alteragfes glicémicas e
metabolicas que podem ocasionar doengas cardiovasculares, cegueira, insuficiéncia renal, entre
outras complicacOes. (AIRES; 2014) De etiologia multipla, causa prejuizo consideravel a vida
do individuo, além de sua origem ndo ser exatamente esclarecida, sabe-se que diversos sdo 0s
fatores predisponentes e agravantes, além de que o seu tratamento é dificil pois as alternativas
farmacologicas dependem também de mudanca de estilo de vida para sua eficacia, 0 que pode
tornar-se um obstaculo para o paciente, DM esta intimamente ligada com outras condi¢des
como dislipidemias, obesidade, hipertensdo e problemas cardiovasculares, além de ser um
grande fator de risco em outras doenga como no momento atual com a COVID-19. Para novos
estudos a fim de modernizar os conhecimentos sobre a sindrome e seu tratamento, estudos mais
detalhados precisam ser realizados, os modelos atuais para o estudo do DM costumam ser
onerosos, limitados e de aprovacdo complexa por parte de 6rgaos de controle da experimentacao
animal por conta do forte apelo para 0 ndo uso de animais em pesquisas, isso tudo culmina para
a adoc¢do de novas estratégias no meio da pesquisa cientifica, neste cenario aparecem os animais
invertebrados, em especial artrépodes como um opc¢ao crescente de modelo, (FREIRE; 2018).
O inseto O T. castaneum € considerado uma praga de produtos armazenados de grande
importancia, principalmente de cereais como milho, arroz e trigo (FARONI & FRABETTI,
2009). Por este motivo se tornando alvo de estudos e pesquisas voltados a controle de
populacéo, por se tornar alvo dessa maneira ja possui seu genoma totalmente conhecido, o que
o faz uma possivel opgdo de objetos de estudo em fisiologia e metabdlica, em seu genoma
possui indmeras partes conservadas que fazem correlacdo com metabolismo mamifero por
exemplo (RICHARDS et al., 2008). Utiliza-lo como um objeto de estudo seria uma barreira a
menos nas pesquisas que hoje utilizam modelos mamiferos e que possuem intenso controle,
além das tdo validas questdes éticas impostas, pode-se citar ainda barreiras financeiras pois sao
altos custos para adquirir, manter, manusear, e cuidar de animais com fins cientificos, se torna
um grande empecilho financeiro e estrutural para instituicdes de pesquisa, Buscar novas op¢oes
que contribuam para facilitar todo o processo de aprovacdo e andamento de pesquisas,
principalmente com a possivel aplicacdo do conhecimento em doencas como o Diabetes
Melittus, grande problema de satde pablica mundial. O presente trabalho de disple a testar a
viabilidade de T. castaneum como um possivel modelo de hiperglicemia, visando
posteriormente a aplicacdo em estudos mais detalhados a respeito da sindrome e de seu
tratamento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 DIABETES MELLITUS: PROBLEMA MUNDIAL DE SAUDE PUBLICA

O diabetes mellitus é um distarbio metabdlico, caracterizado por hiperglicemia persistente,
que ocorre devido a uma deficiéncia na producgéo e ou utilizagdo da insulina. Esta hiperglicemia
persistente € a responsavel por consequéncias diversas com repercussao na salde e bem-estar
do individuo. Estima-se que 1 a cada 11 pessoas no mundo tenha diabetes, e 0s nimeros em
1980 eram 108 milhdes, ja em 2014 as estatisticas apontavam 422 milhdes de diabéticos no
mundo (Organizacdo Mundial da Saude) inclusive estima-se também que metade das pessoas
nem saibam de seu diagnéstico. No Brasil entre 2006 e 2016 o aumento foi de 60% nos
numeros de casos, e estima-se que em 2040 os gastos com a doenca atinjam cerca de 117 bilhdes
(Ministério da saude). Esse disturbio apresenta uma classificacdo de acordo com sua etiologia.

Figura 1: Tipos de diabetes e sua etiologia

Tipos de diabetes

DM tipo 1:
1 - Tipo 1A: deficiéncia de insulina por destruigio autoimune das células B comprovada por exames laboratoriais;
- Tipo 1B: deficiéncia de insulina de natureza idiopatica.

2 DM tipo 2: perda progressiva de secrecio insulinica combinada com resisténcia & insulina

DM gestacional: hiperglicemia de graus variados diagnosticada durante a gestagio, na auséncia de critérios de DM prévio
Qutros tipos de DM:

- Monogénicos (MODY);

- Diabetes neonatal;

- Secundério a endocrinopatias;

- Secundério a doencas do pancreas exdering;

- Secundério a infecges;
- Secunddrio a medicamentos.

Fonte: Diretriz Brasileira de Diabetes, 2019.

Diabetes mellitus gestacional (DMG) : é caracterizada por estado hiperglicémico causado
por horménios liberados pela placenta, em mulheres que ndo possuiam diabetes antes da
gestacédo, esses hormoénios causam uma hiperglicemia que se soma ao efeito das enzimas
também placentérias que degradam a insulina e induzem um efeito compensatorio, causando
resisténcia a insulina e estado diabetogénico, apesar da condi¢cdo normalmente se resolver pos
parto, a DMG pode trazer sérios riscos a gestante e ao bebe, caracterizando ainda um importante
fator de risco de desenvolver DM2.

O Diabetes mellitus tipo 1(DM1) é uma doenca autoimune, que ocorre devido a destruicao
das células B do pancreas, acarretando uma nao producdo ou producao insuficiente de insulina,
corresponde de 5 a 10% dos casos de diabetes, e o Brasil ocupando o terceiro lugar no mundo
segundo a International Diabetes Federation, sendo principalmente diagnosticada na infancia
ou adolescéncia. Pode ser dividida em tipo 1A ou tipo 1B, de acordo também com sua origem,
sendo respectivamente uma pela destruicdo das células beta comprovada por exames, outra pela
deficiéncia de insulina do tipo idiopatica.

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) corresponde a grande maioria de casos mundiais (90 a 95%),
possuindo sua etiologia multifatorial e complexa, mesclando componente ambiental e genético.
Muito embora tenham crescido 0s nimeros de casos em criangas e jovens, € muito mais
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prevalente em adultos, estes a partir dos 40 anos. O (DM2) em especial é considerado uma das
grandes epidemias mundiais do século XXI e problema de saude publica, tanto nos paises
desenvolvidos como em desenvolvimento. As crescentes, incidéncia e prevaléncia séo
atribuidas ao envelhecimento populacional e aos avancos no tratamento da doenca, mas,
especialmente, ao estilo de vida atual, caracterizado por inatividade fisica e habitos alimentares
que predispdem ao acimulo de gordura corporal. (Sociedade Brasileira de Diabetes).

2.2 TRATAMENTO DE ESCOLHA DO DIABETES MELLITUS TIPO 2

O tratamento do diabetes Melittus tipo 2 pode ser complexo, por se tratar de uma sindrome
que esta intimamente ligada com habitos alimentares e sobrepeso do paciente, fazendo com que
a principal medida ndo farmacologica seja a reeducacdo quanto ao estilo de vida do paciente, 0
que culturalmente é um desafio na sociedade atual, a American Diabetes Association (ADA) e
pela European Association for the Study of Diabetes (EASD) colocam a metformina como
farmaco de primeira escolha para o tratamento do DM2, porem o tratamento farmacologico em
monoterapia pode se mostrar insuficiente.

A Metformina é um representante da classe das biguanidas e o principal efeito anti-
hiperglicemiante da metformina consiste na reducdo da gliconeogénese hepatica, além disso,
eladiminui a absorgdo gastrointestinal de glicose, aumenta a sensibilidade a insulina nos tecidos
muscular e adiposo, e melhora indiretamente a resposta da célula B a glicose por reduzir a
glicotoxicidade e os niveis de acidos graxos livres. Nos tecidos periféricos, a metformina
facilita o transporte de glicose por aumentar a atividade da tirosina quinase nos receptores de
insulina e a translocacdo de transportadores de glicose para a membrana celular. Em adi¢do, um
efeito protetor nas células 3 tem sido demonstrado em ensaios in vitro. (ROVARIS, 2010).

2.3 MODELOS PARA ESTUDO DO DIABETES MELLITUS
Para estudos em obesidade e sindromes metabdlicas, 0s animais mais empregados sdo 0s
mamiferos roedores, estes divididos principalmente em: Modelos geneticamente modificados,
estes sendo os mais utilizados, e os modelos Obesos induzidos por dieta (diet-induced obesity
- DIO).

Animais monogénicos: Os modelos geneticamente modificados mais usados sdo 0s
monogénicos (mutacdo ligada a um gene apenas) esses, tem como vantagem desenvolver
doencas de forma mais grave e com fendtipo bem caracteristico, costumam propiciar estudos
mais curtos e pelo fato de ndo precisarem do tempo que seria necessario para a inducdo de uma
dieta como nos individuos DIO, pela sua genética de base homogénea podem ter os fatores
ambientais melhor controlados e menos interferentes os resultados obtidos sdo menos variaveis,
propiciando assim a possibilidade de um N menor no estudo, porém essas mesmas
caracteristicas podem significar um ponto negativo se observado que essas doencas estudadas
nesses animais sdo multifatoriais e com interferéncias de diversos fatores, trazendo uma
distdncia maior do comparativo fisiologico esperado de um individuo humano acometido por
essas sindromes. Segundo FUCHS, 2018. Além das citadas outra desvantagem dos animais
monogénicos é a alta mortalidade devido a cetose em determinadas linhagens, como no caso
do camundongo db/db, além da necessidade de manutencdao sofisticada dos animais, 0 que pode
inviabilizar a pesquisa.

“Apesar dos camundongos db/db serem muito utilizados para o estudo do DM2 e suas
complicagdes, como a retinopatia e neuropatia, estes animais nido desenvolvem todas as
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alteracdes encontradas em humanos, como por exemplo, a deposicdo amiloide em pancreas”.
(FUCHS, 2018).

“Em geral, o custo de um animal monogénico € de no minimo 100 a 400 dolares, variando com
a linhagem escolhida, o que pode ainda aumentar dependendo do sexo, peso e idade escolhidos
para a pesquisa. J& o rato Wistar e o Sprague Dawley (SD), modelos DIO mais utilizados,
podem ser adquiridos, em média, por 20 dolares cada”. (FUCHS, 2018).

Animais poligénicos: Sdo os que possuem mais de um gene participante da heranca em
questdo. O rato obeso da Nova Zelandia (NZO) é um dos mais usados, este individuo mesmo
em dietas pobres em gordura, possui obesidade juvenil e hiperfagia e pode desenvolver DM2,
para melhora da linhagem este tipo de rato foi cruzado com uma variante em intolerante a
glicose, porem apesar do resultado ser de na maioria das vezes animais saidos com a afeccdo,
por vezes nascem animais nao atingidos por DM, o que s6 reforca a complexidade da sindrome.

(RUSSEL, 2006). Existe ainda outras linhagens a exemplo da estirpe de roedor JCR:LA que é
a mais utilizada, por desenvolver, além de aterosclerose, isquemia cardiaca e resisténcia a
insulina. Essa linhagem apresenta obesidade muito mais extrema do que a observada em rato
Zucker, assim como, hiperlipidemia grave. Apesar disso, esse modelo possui diferencas
significativas na morfologia das lesGes ateroscleréticas e ndo podem demonstrar ainda a mesma
patogénese dos humanos.

A principal caracteristica das linhagens de animais modificados geneticamente utilizados
nesses estudos € que ja nascem obesos, diferentemente de como acontece nos humanos na
grande maioria dos casos, onde esse evento acontece ao longo do tempo, além do mais em
pacientes diabéticos o grau de sobrepeso pode ser muito varidvel, e sendo mais grave em
individuos mais velhos, ja nesses roedores acontece o inverso, 0 que pode comprometer a
fidedignidade da comparacao na pesquisa e dificultar a observacéo dos fatores predisponentes
e ou influentes na instalacdo do quadro e prognostico do acometido.

Animais DIO (Obesos induzidos por dieta): Estes animais costumam ser mais utilizados
para observar aspectos ligados a fisiopatologia das sindromes metabdlicas, estudos com
farmacos, e influéncia do papel da dieta nos individuos, sendo os que mais se assemelham com
a progressdo das sindromes em humanos, porém possuem como ponto negativo da sua
utilizacdo a ndo uniformizacao de resultados pois, a dietas podem se mostrar sem um padréo
bem definido nos animais, além de que a depender da linhagem de animais esse padrdo € ainda
mais dificil, tornando os resultados muito variaveis até mesmo numa mesma linhagem, a fonte
da dieta e sua composi¢do mesmo que tentando ao maximo se assemelhar a humana (composta
majoritariamente por carboidratos e gordura) se torna complexa produzindo um animal com um
padrdo de sindrome ndo semelhante entre individuos.

“Determinadas linhagens, como a de camundongos S5B/PI ou A/J sdo considerados resistentes
a obesidade induzida por dieta, enquanto ratos SD e Wistar desenvolvem essa afec¢do mais

J4

facilmente, o que mostra que a base genética ¢ importante no ganho de peso corporal”
(NILSON, 2012).

Outros modelos: Existem ainda outros modelos animais, primatas ndo humanos apresentam
um padrao de desenvolvimento de obesidade e sindromes metabdlicas semelhantes a humanos,
por meio de dieta hipercaldrica e 0s mecanismos das sindromes nesses animais também se
mostram parecidos quando ha excesso de peso.
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Alguns animais domeésticos como gatos e cdes podem ser utilizados uma vez que estdo sob
algumas condicBes predisponentes semelhantes aos humanos, como ma alimentacéo,
sedentarismo, e gatos desenvolvem DM de forma também assemelhada a humanos, com
resisténcia insulinica e estado de pré diabetes além de estudos ainda que iniciais indicarem que
nesses também parece se tratar de uma doenca de caracteristicas poligénicas. Ja os cées por
motivos ndo conhecidos parecem apresentar uma resisténcia ao desenvolvimento de DM,
apesar de utilizados em comorbidades ligadas a obesidade sdo raros 0s casos em que
desenvolvem DM, mesmo apresentando resisténcia a insulina, parecem contar com um sistema
de compensacdo da hiperglicemia, ou ainda os humanos podem estar sujeitos a condi¢des
desfavoraveis que estas especies nao estdo. (Verkest, 2014).

Porcos sdo modelos bem utilizados, devido a propensdo ao aumento de peso, e aspectos
anatémicos, fisiologicos e metabdlicos semelhantes aos humanos, mas como em outros casos
também acabam sendo dispendiosos e fazendo com que as pesquisas no geral se tornem longas.
Minipigs comecaram recentemente a serem usados por possuirem um tamanho menor, porem
até o momento ndo demonstraram desenvolver DM, e sdo um modelo ainda néo caracterizado.

Peixes zebra tem sido utilizados para estudos com relacdo a obesidade, entre outras
carateristicas favoraveis esses animais, apresentam em andlises de transcriptoma de tecido
adiposo que possuem metabolismo lipidico similar ao de humanos, apresentando consequéncias
como esteatose hepatica, aumento de peso e hipertrigliceridemia em comparacgao a peixes com
dieta normal, estes peixes podem ainda ser usados em modelos de DM se submetidos a ficarem
submersos em solucdo de glicose, porém este método é totalmente distinto de como acontece a
sindrome em humanos.

Além das dificuldades inerentes a fisiologia de cada modelo aqui exemplificado, €
importante ressaltar a dificuldade quanto a legislagédo que regulamenta o uso de animais em
pesquisas, ao longo dos anos cresce 0 apelo contra 0 uso de animais em pesquisas entdo a
Organizacdo das Nac6es Unidas para a Educacédo, a Ciéncia e a Cultura (Unesco), durante
evento realizado em Bruxelas em 1978, firmou a Declaragdo Universal dos Direitos dos
Animais, levando a sociedade a debater, de maneira ainda mais intensa, a necessidade da
experimentacao animal. (GUIMARAES, 2016).

Criou-se entdo a Lei 6.638, em 8 de maio de 1979, para normatizar a experimentacdo em
animais em instituicbes de ensino superior, determinando que essas pesquisas poderiam ser
realizadas desde que os animais ndo sejam mantidos em condic¢des que lhes causem sofrimento
(BRASIL,1979). Jaem 2008 aprovou-se o Projeto de Lei 1.153/1995, de autoria do ex-deputado
Sérgio Arouca (BRASIL,2013), transformado na Lei Ordinaria 11.794/2008 (BRASIL,2008),
que revogou a lei anterior e atualmente regulamenta a criagdo e a utilizacdo de animais em
atividades didaticas e em pesquisa cientifica em todo o territorio brasileiro. Em seu artigo 13,
determina que todas as instituices responsaveis por criar ou utilizar animais para ensino e
pesquisa deverdo ser legalmente estabelecidas em territério nacional, ter credenciamento no
Concea (Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal) e criar uma ou mais
Ceua (Comissdo de Etica no Uso de Animais), onde estas instituices sio responsaveis por
coordenar e regular a experimentacdo, pesando sempre se a relacdo custo x beneficio da
pesquisa vale a pena , custo aqui sendo entendido como a possibilidade de sofrimento animal,
frente a benfeitoria que aquela pesquisa em questdo podera trazer, o conceito de bem estar
animal, deixa pra tras a ideia de que a Unica preocupac¢édo em relacdo aos animais fossem quanto
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a diminuicdo de variaveis que pudessem interferir nos resultados e passa além disso a ser com
0 quéo é ético e quais os limites do uso de animais.

A experimentacdo animal, sobretudo voltada a pesquisas cientificas, ndo deve ser banida,
ja que o avanco obtido no conhecimento de fisiologia, farmacologia e patologia ndo teria sido
possivel sem estudos in vivo. (GUIMARAES, 2016). Diante do exposto e da ainda crescente
pressao popular e dos drgdos de protecdo animal, ainda sdo necessarias novas estratégias de
substituicéo, ou pelo menos diminui¢do do uso em especial de animais vertebrados, uma vez
que de forma geral, as legislacBes relacionam-se a protecdo dos animais vertebrados, pois
invertebrados, salvo suas excegfes, sdo animais em gque ndo se tem evidéncias que sejam seres
capazes de perceber sofrimento e dor, devido seus sistemas nervosos extremamente mais
simples em relagéo a vertebrados. (OLIVEIRA e GOLDIM, 2014)

Neste contexto se insere a crescente utilizacdo de insetos em pesquisas, com vantagens que
perpassam desde manejo e manuten¢do muito mais simples e menos dispendiosa, como também
a ndo necessidade de submissdo em comités de ética para realizacdo de estudos, dito isto, a
classe Insecta se torna uma op¢do promissora especialmente em estudos genéticos,
bioquimicos, celulares e moleculares (GRILLO, 2005).

2.4 INSETOS COMO MODELO

Sendo um dos grupos mais importantes do reino animal, representando cerca de 70% de
todos os representantes entre as espécies conhecidas (HOY, 1994; CHOWANSKI et al., 2017),
0s insetos sdo extremamente importantes ndo s6 ecologicamente, mas em aspectos econémicos
e até mesmo médico. (LEHANE, 1991). Apresentam grande sucesso evolutivo e sao seres super
adaptados , caracteristicas diversas nesses animais puderam propiciar esse sucesso, entre essas
, além de sua grande variedade morfoldgica, pode-se citar também o fato de sua grande maioria
apresentar um ciclo de vida com metamorfose completa, a presenca de asas que 0s possibilitou
explorar diversos ambientes, e assim garantir fluxo génico através de migracdo (MARANHAO,
1977; CHOWANSKI et al., 2017), busca de alimentos em ambientes diversos e defesa contra
predadores mais eficiente.

Além das caracteristicas citadas, alguns outros fatores foram fundamentais para esse
destaque da classe Insecta, o fato de em sua grande maioria possuir um ciclo de vida bem
especifico onde larva e adultos se alimentam de fontes diferentes e serem holometabolos, ou
seja, possuirem metamorfose completa, onde passam respectivamente pelas fases de ovo, larva,
pupa, e adulto, também por esse ciclo de vida ser curto e possuir grande nimero de
descendentes. Mas essas caracteristicas muito mais que sucesso ecoldgico destacam os insetos
como ferramentas de estudos alternativas aos vertebrados, as caracteristicas favorecem por
exemplo o manuseio de insetos, por apresentarem a possibilidade de facil manutencdo, por seus
tamanhos de corpos e 6rgdos reduzidos, facilidade de acompanhar varias geracdes de suas
proles, e ainda, por sua manutengdo muito facil e menos onerosa em relacéo a outras opgoes de
animais modelo. Insetos apresentam ainda a facilidade de possuir muito menos barreiras éticas
que dificultem seu manejo, essa classe possui sistema nervoso muito simples e consequente
menor percepcdo de sofrimento (OLIVEIRA e GOLDIM, 2014).

Ja se tem diversos exemplos de sucesso em relacdo a utilizacdo de insetos, descobertas
importantes que puderam ser utilizadas para beneficio humano, como a observacao do processo
de selecdo natural em mariposas (Biston betularia) (FISHER, 1933) estudos realizados em
Drosophila melanogaster levaram ao estabelecimento de conceitos basicos de citogenética e
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biologia do desenvolvimento, como a demonstragéo da localizagdo dos genes nos cromossomas
(MURRAY & HUNT, 1993) ela é atualmente o inseto mais utilizado, isso devido ao fato de
possuirem 289 genes ortdlogos aos genes humanos responsaveis por doencgas, na FlyBase, uma
base que consolida cerca de 800 trabalhos que descrevem a relacdo de doengas humanas
especificas com genes da D. melanogaster, indica a conservagdo de vérias vias metabolicas e
de sinalizac&o entre estas espécies (ORIEL; LASKO, 2018).

O principal vetor da Doencga de Chagas o Rhodnius prolixus (LENT & WYGODZYNSK,
1979) foi um dos primeiros a ser utilizado para analises de metabolismo do grupo dos
artropodes, e neste foi possivel obter a maioria das informag6es sobre 0 metabolismo energético
de insetos, o Rhodnius prolixus tem seu genoma sequenciado (MESQUITA et al., 2015) e
permite que ainda mais estudos sejam realizados, visando seu controle biolégico.

S&o poucos 0s genomas de insetos totalmente descritos que estdo disponiveis em bancos de
dados, mas a riqueza de informacdes permite os estudos sobre as semelhancas entre sequéncias
de aminoacidos de insetos e também entre insetos e humanos.

Figura 2. Drosophila melanogaster também conhecida como mosca-das-frutas ou mosca-do-
vinagre.

Fonte: Google
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3
3.1 INSETO Tribolium castaneum

Conhecido como besouro vermelho da farinha, Tribolium castaneum (Fig 3) membro da
ordem Coleoptera e familia Tenebrionidae € considerado uma importante praga de cereais
armazenados que implica em grandes perdas econdmicas e alimentares todos 0s anos.
(FARONI & FRABETT]I, 2009).

Figura 3: Inseto Tribolium castaneum em fase adulta

Fonte: https://www.agrolink.com.br/problemas/besouro-castanho_1928.html — Acesso em 28
de dezembro de 2020

Possui ciclo de vida (Fig 4) que dura em média de 30 a 40 dias e que é chamado
holometabdlo, ou seja, passam por quatro estagios de vida, estes séo; ovo, larva, pupa e por fim
adulto, concluindo um ciclo de metamorfose completo, seus ovos medem aproximadamente 0,6
x 0,3 mm de comprimento e cada fémea p6e uma media de 450 ovos a cada ciclo (BERNARDO
QUIMICA, 2006). Possui um genoma totalmente descrito e depositado em banco de dados, o
que facilita seu uso em estudos de Biologia Molecular (RICHARDS et al., 2008). Por possuirem
seus mecanismos biologicos bastante conhecidos, o T. castaneum tem sido a segunda escolha
como sistema modelo para estudos em insetos, ficando atrds apenas da mosca-da-fruta
Drosophila melanogaster, que lidera os estudos na area de genética (DONITZ et al., 2013). O
inseto T. castaneum tem sido muito utilizado como modelo para estudos de analises genéticas
devido a facilidade de sua cultura, alta fecundidade, genoma descrito, ciclo de vida curto e a
possibilidade para estudos transgeracionais. Os ovos de T. castaneum possuem um periodo para
eclosdo € de cerca de 5-7 dias, as larvas passam por 6 a 8 instares até chegarem a fase de pupa.
O estagio de pupa de T. castaneum dura cerca de 7 dias, sendo o estagio seguinte o de adulto.
O inseto possui 16.404 genes identificados e suas sequéncias apresentam intensa relacdo de
homologia com outras espécies, incluindo humanos. (FREIRE 2018) o que o torna uma opg¢éo
promissora para pesquisa.
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Figura 4: Estagios de desenvolvimento do Tribolium castaneum: ovos, larvas, pupas e adultos.
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Fonte: http://entnemdept.ufl.edu/creatures/urban/beetles/red_flour_beetle.htm— Acesso em 28

de dezembro de 2020.

T. castaneum e humanos compartilham 126 grupos de genes ortélogos (RICHARDS et al.,
2008). Devido a alta homologia observada entre as espécies e 0 alto grau de conservacao em
sequéncias com dominios caracteristicos de familias de proteinas, muitos estudos tém sido
realizados utilizando o T. castaneum como modelo, como por exemplo estudos de interacéo
entre fatores nutricionais e expressdo génica utilizando genes homdlogos. (FREIRE 2018).
Muitos genes duplicados foram observados em T. castaneum, principalmente em genes da
subfamilia CYP450, CYP6 e CYP9, e provavelmente isto que vem causando a grande
resisténcia a inseticidas (DABORN et al., 2005). Este inseto constitui assim uma alternativa
importante para a diminuicdo do uso de animais em laborat6rios para testes de screening

(GRUNWALD et al., 2013).



4 OBJETIVOS

4.1 GERAL
e Testar a viabilidade de T. castaneum como modelo experimental metabdlico.

4.2 ESPECIFICOS
e Induzir hiperglicemia em Tribolium castaneum
e Observar possivel mudanca no lipidograma do inseto tratado
e Analisar as principais consequéncias dessa inducdo na fisiologia do inseto
e Incorporar medicamento antidiabético e avaliar suas consequéncias
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 COLONIA
O cultivo da coldnia é realizado no Laboratdrio de Bioquimica Metabdlica localizado na
Universidade Federal de Alagoas, os insetos séo mantidos em estufa a 30°C com umidade
relativa em torno de 70 e 80% e fotoperiodo claro/escuro de 12h. Nos experimentos foram
testados inseto adultos com idades sincronizadas.

5.2 INDUCAO DA HIPERGLICEMIA

Para inducdo da hiperglicemia foram usados adultos sincronizados, em um total de 20
individuos, onde foram postos para se alimentar de discos comerciais de farinha de trigo, onde
foi incorporada sacarose em duas concentragdes sendo 15 e 30% em relag¢do ao peso do disco,
a sacarose foi macerada e diluida em metanol 50% e colocada em estufa a 35C° por 24 horas
para secagem do disco. O tratamento foi dividido em 48 e 144 horas, ao fim desses tempos 0s
adultos foram mortos por congelamento e seus niveis de agucares totais foram medidos usando
0 metodo colorimétrico fenol-sulfurico adaptado, que foi medido no espectrofotbmetro. Este
método descrito por Dubois e colaboradores (1956). Consiste em 20 larvas por grupo foram
lavadas e secas, maceradas em 300 pl de &cido perclérico e centrifugadas a 3000 g por 10
minutos. O sobrenadante foi transferido para um ependorf. Utilizou-se 10 pL deste
sobrenadante para preparar a solucdo, adicionando 190 pL de &cido perclérico. Foram
adicionados 30 pL desta solucdo, 30 puL de fenol a5 % e 140 pL de acido sulfurico a cada poco,
numa placa de 96 pocos, em triplicata. A placa foi incubada por 10 minutos a 37 °C, para
posterior analise em um leitor Flex Station 3 (Molecular Devices, Califérnia, EUA) com
comprimento de onda de 490 nm. Os valores de absorbancia obtidos foram convertidos para a
concentracdo através de uma curva de calibragdo obtida usando a glicose como padréo.

5.3 NIVEIS DE COLESTEROL TOTAL, HDL E TRIACILGLICEROIS

Os insetos depois de terem suplementado sacarose em sua dieta pelo tempo devido como
descrito no topico anterior, também passaram por testes para analise semelhante ao lipidograma
feito em humanos. Para andalise desses parametros bioquimicos, foram utilizados kits Bioclin®
monoreagente com adaptacdo, todos foram padronizados por curva de proteinas pelo método
de Bradford (1976) e normalizados para 20 pg de proteinas. O método consiste em utilizar a
Albumina de Soro Bovino para a criacdo da curva padrao (0,01mg/mL até 1mg/mL). As leituras
foram realizadas em microplaca, utilizando as seguintes propor¢des para a reagdo: 10 uL da
amostra + 190 pL de reagente de Bradford, totalizando um volume total de reagcdo de 200 pL e
para o branco foi usado 10 uL de agua no lugar a amostra. Apds o preparo da reagdo, as amostras
foram incubadas por 5 min e logo em seguida medidas as absorbancias a 595 nm como auxilio
de uma leitora de microplacas (Flextation 3). O experimento foi realizado em triplicata para
cada amostra e as unidades correspondentes sdo mg/ml de proteina. Apos a normalizacdo por
proteinas os kits foram utilizados conforme instrucéo do fabricante.
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5.4 TESTE COM METFORMINA
Foi utilizado método semelhante a incorporacdo do acucar, neste teste os insetos foram
divididos em grupos com o farmaco e dieta base, e grupo com sacarose e fArmaco, os insetos
se alimentaram durante 7 dias e ap6s o final do tempo foram dosados os agucares totais dos
grupos.

6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 INDUQAO DE HIPERGLICEMIA

Nos resultados para o teste de ingesta de sacarose em duas concentracgdes, pode-se observar
que os niveis de acucares na hemolinfa dos insetos apresentam diferenca significativa nas duas
concentra¢Bes em relagdo ao grupo controle, ndo sendo notada diferenca estatistica entre as
duas concentragcdes, mostrando perfis semelhantes, conforme os dias, ambas as concentracfes
aumentam os niveis de agucares nos individuos de forma expressiva. No tempo de 144h ndo se
percebe grande diferenca se comparado ao tempo de 48h, porém os dados desta concentracéo
obtiveram um resultado mais robusto estatisticamente falando, expressando assim um dado
ainda mais concreto. Assim considera-se que foi atingido o objetivo de induzir um estado
hiperglicémico nesses grupos de animais.

Figura 5. Gréaficos de resultados obtidos a partir de teste de inducéo de hiperglicemia em duas
concentracOes e medidos em 48 e 144h.
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6.2 NIVEIS DE COLESTEROL TOTAL, HDL E TRIACILGLICEROIS

6.2.1 Colesterdis totais

Como pode ser observado no grafico (Figura 6), o resultado desse parametro obteve
resultado de aumento também significativo no grupo tratado em relagdo grupo controle, é
sabido que a principal fonte de energia em T. castaneum sdo os lipidios, além disso a literatura
referente ao processo digestivo e metabolismo de lipideos em insetos, sugerem que a digestao
de lipideos nesses animais ocorra de forma analoga a dos mamiferos (PONTES et al., 2002;
GRILLO et al., 2003; FREIRE 2018). Os insetos ndo sdo capazes de sintetizar esteroides de
novo (Clark e Block, 1959) dessa forma eles dependem da utilizag&o de esteroides encontrados
na dieta para a obtengdo dos seus proprios, como colesterol e outros, incluindo os horménios
(ATELLA et al. 2012).

Figura 6: Gréfico referente aos niveis de colesterdis totais
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6.2.2 Colesterol HDL

Apesar de ndo haver estudos que confirmem que ha uma fracdo de colesterol tipo HDL
(High Density Lipoproteins ou Lipoproteinas de alta densidade) em insetos e que se assemelhe
exatamente aos humanos, sabe-se que diferentemente dos mamiferos, onde o transporte de
lipideos é feito por diversas lipoproteinas, nos insetos a lipoproteina Lipoforina (Lp)
desempenha sozinha esse papel, transportando as diversas classes entre os varios 6rgaos
(Soulages e Wells, 1994b). Dito isso foi utilizado o teste disponivel para quantificacdo de
lipoproteina tipo HDL em humanos, e o resultado obtido como obervado na figura 6, foi de que
aconteceu uma diminuicdo, o nivel desta lipoproteina diminuida em humanos significa maiores
chances de problemas cardiovasculares, como deposicdo de placas de ateroma em vasos
sanguineos, um vez que sua funcdo nos mamiferos é de retirada de excesso de colesterol dos
vasos e conducdo desse excesso para o figado, este nivel diminuido pode significar de forma
parecida ao que ocorre em humanos a um desequilibrio lipidico. Em pacientes diabéticos é
comum se encontrar fenémeno semelhante, pois como ja citado o diabetes principalmente do
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tipo 2 estd intimamente ligado a maus héabitos de vida e sobrepeso, além disso, pessoas
diagnosticadas com DM2, possuem um risco de duas a quatro vezes maior de adquirirem
doencas cardiovasculares em comparagdo uma pessoas sem DM2 (AIRES; 2014).

Figura 7: Gréfico referente ao teste de niveis de colesterol HDL
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6.2.3 Triglicerideos

E sabido que a principal forma de lipideo que mantem os insetos de T. castaneum s&o 0s
triglicerideos (BEENAKKERS et al., 1985) desta forma este lipideo foi quantificado e ao
contrario do que se poderia supor, aconteceu uma diminuicdo nesses niveis, como mostra a
figura 6, como muito sobre o metabolismo de insetos e consequentemente de T. castaneum,
ainda é desconhecido, a perturbacdo da homeostase deste inseto pode ter sido o suficiente para
algum mecanismo de compensacdo ainda ndo conhecido, fazendo um paralelo com os pacientes
aqui em questdo, um paciente diabético tende a ter niveis de triglicerideos aumentados, porém
é valido frisar que diferentemente do inseto a dieta deste tipo de individuo é variada, tendo
outros macronutrientes sendo ingeridos além de carboidratos, o que poderia ser uma possivel
explicacdo para tal. Paciéntes com DM2 normalmente sdo portadores de diversos fatores de
risco para doencas aterotrombdticas, tendo as dislipidemias uma atencdo especial, pois neste
pacientes se verifica um grande aumento de triglicerideos e uma redugdo do colestrol HDL
(Oliveira; 2014).
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Figura 8: Gréfico referente ao teste de triglicerideos
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6.3 NIVEIS DE ACUCAR POS RETIRADA DE DIETA HIPERGLICEMIANTE

Experimentou-se apos 7 dias de inducdo de hiperglicemia com dieta a 30% de sacarose, a
retirada da dieta indutora e a troca pela dieta base, essa consistindo no disco de farinha sem
aditivo algum, fez-se as devidas medidas de acUcares totais nos dias 2, 4 e 6 pos retirada da
dieta suplementada e o perfil glicémico é apresentado no grafico seguinte, onde nota-se que
mesmo apds 6 dias da retirada, a alteracdo no perfil glicidico do inseto permaneceu sugerindo
que a dieta indutora mesmo sendo retirada os efeitos dela podem ser prolongados, novos estudos
com duragOes maiores seriam bem vindos para analisar se esse perfil seria considerado
permanente ou “cronico”, como a Diabetes Mellitus.

Figura 9: Gréafico referente ao teste de retirada da dieta indutora
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6.4 NIVEIS DE ACUCAR DIANTE DA ADICAO DE METFORMINA

Uma vez que foi observado o resultado da inducéo da hiperglicemia, surgiu a ideia de que
da mesma forma que foi incorporada sacarose fosse adicionado um medicamento antidiabético
a dieta dos insetos, o intuito dessa conduta seria observar se haveria resposta e
consequentemente alguma mudanca no perfil glicidico dos grupos estudados, semelhante a um
paciente em tratamento, nesse ensaio foi escolhido o medicamento de escolha para pacientes
diabéticos tipo 2, a Metformina que atua nos humanos reduzindo a producéo hepatica de glicose
e aumentando discretamente a sensibilidade periférica a insulina.

Para esse experimento, foi utilizado além do controle, 3 grupos, consistindo: o primeiro em
apenas sacarose no disco, para evidenciar novamente a hiperglicemia, um segundo grupo com
metformina incorporada ao disco de farinha puro, ou seja na dieta base, e o terceiro grupo com
o disco contendo além da sacarose, Metformina este sendo o grupo que melhor se assemelharia
a um individuo diabético em tratamento, o perfil desse ensaio pode ser observado no gréfico da
figura 9, novamente o grupo que continha a dieta indutora de hiperglicemia teve uma resposta
como a anterior, mas de forma interessante 0 grupo que continha apenas a dieta base
suplementada com o medicamento ndo apresentou mudanca consideravel de forma muito
comparavel a um humano que ndo tem diagndstico de DM que utiliza esta substancia, visto que
este medicamento apesar de ndo ter seu mecanismo completamente elucidado, se tem
conhecimento que ndo tem acdo hipoglicemiante, mas sim anti-hiperglicemiante agindo no
diabético de outras formas como ja citado “age na redugdo da gliconeogénese hepatica, além
disso, ela diminui a absor¢éo gastrointestinal de glicose, aumenta a sensibilidade a insulina nos
tecidos muscular e adiposo, e melhora indiretamente a resposta da célula 8 a glicose por reduzir
a glicotoxicidade ¢ os niveis de acidos graxos livres.” Isto na pratica seria 0 mesmo que afirmar
que a Metformina ndo tem capacidade de baixar diretamente a glicemia, mas sim de impedir
que ela suba, motivo pelo qual essa substancia tem diversas outras indicacdes além do Diabetes
e ndo provoca alteragcOes glicémicas importantes nesses usuarios. Ainda de forma comparavel,
se observa o resultado do grupo que utilizava a dieta indutora mais a substancia, uma
diminuicdo acentuada na glicemia, ainda que no inseto e no comparativo com humano, ambos
ainda sejam considerados hiperglicémicos, muito prdximo ao que se encontra no paciente com
a DM controlada.
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Figura 10: Grafico referente ao teste de introdugdo de metformina nos grupos
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados expostos pode-se perceber a viabilidade do inseto T.castaneum como
modelo de estudos metabolicos em especial com intuito de mimetizar o metabolismo de um
individuo diabético, obviamente por ser um organismo ainda distante filogeneticamente do ser
humano mesmo com todas as semelhancas metabdlicas aqui mostradas, T. castaneum é
fisiologicamente menos complexo e obviamente possuindo suas particularidades proprias a
espécie, assim faz-se necessarias adaptacGes quanto ao manejo dos experimentos, tratamento
de dados e interpretacdo dos resultados, mas pode-se perceber que T. castaneum é uma
importante ferramenta de auxilio no entendimento da fisiologia de doencas diversas, como
doencas cronicas assim como diabetes, por suas sequéncias genéticas conservadas, esses
estudos podem fornecer um panorama de vias metabdlicas importantes no homem, ndo sé em
respostas a desequilibrios no organismo, mas também em possiveis respostas a medicamentos,
sendo ainda um organismo que sirva de triagem antes dos estudos com mamiferos, denotando
acima de tudo maior economia e seguranca, tudo isso com menos barreiras éticas.
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