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Mensagem Central

Obesidade e o diabete melito tipo 2 cada vez mais compartiiham estado de inflamacao
cronica de baixo grau que agrava a resisténcia a insulina e o desequilibrio metabdlico,
evidenciando a importancia de aprofundar o entendimento da resposta inflamatéria nessas
condicoes.
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Perspectiva

Avaliar futuramente a TNF-a na inflamacao associada a obesidade e ao diabete melito tipo 2,
validando sua utilidade como biomarcador mais sensivel nesses modelos experimentais,
enquanto que IL-6 requer investigacdes adicionais, especialmente no contexto da obesidade
e também no diabete em modelos animais.
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RESUMO - Introdugéao: Obesidade e o diabete melito tipo 2 (DM2) cada vez mais
compartilham estado de inflamacgéo crénica de baixo grau que agrava a resisténcia a insulina
e o desequilibrio metabdlico, evidenciando a importancia de aprofundar o entendimento da
resposta inflamatoria nessas condi¢cdes. Objetivo: Investigar a resposta inflamatéria em
modelos experimentais por meio da analise e validacao dos niveis de TNF-a e IL-6, com foco
ao controle metabdlico e a prevencao de complicacdes. Método: Ratos machos Wistar
recém-nascidos foram distribuidos em 4 grupos experimentais: controle (veiculo), diabético
(induzido com estreptozotocina no 5° dia pds-natal), obeso (induzido por redug¢ao de ninhada
para 3 filhotes por mae) e seu respectivo controle. Os grupos controle (veiculo) e diabético
foram acompanhados até aos 90 dias de vida, com avaliagcbes peridodicas de peso,
comprimento e teste de tolerancia a glicose aos 80 dias, sendo entdo eutanasiados. Ja os
grupos controle e obeso foram acompanhados até os 240 dias, com os mesmos parametros
avaliados. ApoOs a eutanasia, foi coletado sangue de todos os animais para analise dos niveis
séricos de TNF-a e IL-6. Resultado: Observou-se que a expressdao de TNF-a esteve
significativamente aumentada tanto em animais obesos quanto em diabéticos em relagdo aos
respectivos controles; em contrapartida, a IL-6 apresentou aumento estatisticamente
significativo apenas no grupo diabético quando comparado ao veiculo, sem diferengas no
modelo de obesidade em relacdo ao controle. Além disso, a comparacgao direta entre os
modelos demonstrou maior elevagao do TNF-a nos ratos diabéticos em relagao aos obesos,
enquanto a IL-6 ndo apresentou diferenga significativa entre os 2 grupos. Conclusao: TNF-
a nainflamacao associada a obesidade e ao DM2, valida sua utilidade como biomarcador mais
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sensivel nesses modelos experimentais. IL-6 requer investigagbes adicionais,
especialmente no contexto da obesidade e também no diabete em modelos animais.
PALAVRAS-CHAVE - Obesidade. Diabete melito tipo 2. TNF-a. IL-6.

ABSTRACT - Introduction: Obesity and type 2 diabetes mellitus (T2DM) increasingly share
a state of low-grade chronic inflammation that exacerbates insulin resistance and metabolic
imbalance, highlighting the importance of deepening the understanding of the inflammatory
response in these conditions. Objective: To investigate the inflammatory response in
experimental models through the analysis and validation of TNF-a and IL-6 levels, focusing on
metabolic control and the prevention of complications. Method: Newborn male Wistar rats were
divided into 4 experimental groups: control (vehicle), diabetic (induced with streptozotocin on
the 5th postnatal day), obese (induced by reducing the litter size to 3 pups per mother), and
their respective control. The control (vehicle) and diabetic groups were followed up to 90 days
of age, with periodic evaluations of weight, length, and glucose tolerance test at 80 days, and
then euthanized. The control and obese groups were followed up to 240 days, with the same
parameters evaluated. After euthanasia, blood was collected from all animals for analysis of
serum levels of TNF-a and IL-6. Result. It was observed that TNF-a expression was
significantly increased in both obese and diabetic animals compared to their respective
controls; in contrast, IL-6 showed a statistically significant increase only in the diabetic group
when compared to the vehicle, with no differences in the obesity model compared to the control.
Furthermore, a direct comparison between the models showed a greater elevation of TNF-a in
diabetic rats compared to obese rats, while IL-6 did not show a significant difference between
the two groups. Conclusion: TNF-a in infammation associated with obesity and T2DM
validates its usefulness as a more sensitive biomarker in these experimental models. IL-6
requires further investigation, especially in the context of obesity and also in diabetes in animal
models.

KEYWORDS - Obesity. Type 2 diabetes mellitus. TNF-a. IL-6.

INTRODUGAO

A obesidade e o diabete melito tipo 2 (DM2) figuram entre as principais epidemias
metabdlicas contemporaneas, com crescimento acentuado nas ultimas décadas em ambito
global, inclusive no Brasil. Essas condigbes compartilham desequilibrio metabdlico crénico,
associado a inflamagéao de baixo grau, resisténcia a insulina e maior risco. De acordo com a
Organizagdo Mundial da Saude, a prevaléncia global da obesidade quase triplicou entre
1975 e 2016, com mais de 650 milhdes de adultos obesos atualmente, dentro de um grupo
de cerca de 2 bilhées com sobrepeso.”

Entre 2006 e 2020, a prevaléncia observada do tipo 2 em brasileiros com mais de 25
anos aumentou de 10,8% para 13,7%, com crescimento tanto entre homens (de 11,0% para
19,1%) quanto entre mulheres (de 10,6% para 21,3%). Projecbes indicam que, se mantida
essa tendéncia, até 2036 a prevaléncia geral podera alcangar 27%, sendo de 17,1% em
homens e impressionantes 35,9% em mulheres. Ao simular queda da obesidade - principal
fator de risco — em um primeiro momento, reducao de 1% ao ano na obesidade a prevaléncia
do diabete cairia de 26,3% para 23,7% até 2036 (redugédo de 10%); em um segundo, mais
otimista, com queda de 5% ao ano, a prevaléncia cairia para 21,2% (reducéo de 19,4%).
Apesar desses possiveis avancos, autores concluem que, mesmo com medidas eficazes de
combate a obesidade, o diabete tipo 2 continuara sendo desafio importante para a saude
publica no Brasil.’

A obesidade e o DM2 sao disturbios metabdlicos de elevada prevaléncia em todo o
mundo, frequentemente inter-relacionados e caracterizados por estado de inflamacao
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cronica de baixo grau. Evidéncias crescentes indicam que essa inflamacé&o sistémica exerce
papel central na fisiopatologia da resisténcia a insulina, na disfungdo endotelial e na
progressdo das complicagdes metabdlicas. Esse processo inflamatorio crénico ocorre em
tecidos-alvo da insulina, como o tecido adiposo, o figado, o musculo esquelético e ilhotas
pancreaticas. Diante desse cenario, surgiu o termo “imunometabolismo”, que descreve a
interagdo entre os processos imunolégicos e os disturbios metabdlicos. Esse mecanismo
envolve a ativagdo de macrofagos pro-inflamatérios e de outras células do sistema imune
residentes nos tecidos metabdlicos, os quais contribuem para o estabelecimento e a
manutengao da inflamag&o cronica de baixo grau.’

Entre os principais mediadores inflamatoérios envolvidos nesse processo, destacam-
se o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6), citocinas pro-inflamatoérias
amplamente reconhecidas por sua participagdo na modulagédo do metabolismo da glicose e
dos lipidios, além de influenciarem diretamente a sinalizacdo da insulina.’ Niveis elevados
dessas citocinas tém sido relatados em humanos e modelos animais com obesidade ou
DM2, sugerindo correlagdo direta com a gravidade do comprometimento metabélico.’

Modelos experimentais em roedores, nos quais a obesidade e o DM2 sao induzidos
de forma controlada, por meio de dietas hiperlipidicas ou combinagbes com agentes
quimicos, representam ferramentas amplamente empregadas para investigar, de maneira
padronizada e reprodutivel, os mecanismos imunometabdlicos subjacentes a essas
doengas.’

Nestes modelos, a dosagem sérica de citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a e a
IL-6, permite a avaliagdo quantitativa do grau de inflamag&o sistémica presente em cada
condigdo experimental, colaborando significativamente para o entendimento da interface
entre inflamacgéo e regulagdo metabodlica.’

Em individuos obesos e em modelos animais de obesidade induzida, verifica- se
acumulo de macroéfagos ativados no tecido adiposo, os quais secretam elevadas quantidades
de TNF-a e IL-6 — mediadores que interferem diretamente na sinalizagdo da insulina,
promovendo resisténcia insulinica.’

Essas citocinas refletem, portanto, o estado inflamatério sistémico e tém correlacao
direta com a gravidade do comprometimento metabadlico, inclusive em estudos que objetivam
a avaliacdo de intervencdes terapéuticas ou preventivas.”

Dessa forma, esta pesquisa se justifica pela necessidade de aprofundar o
conhecimento sobre os mecanismos inflamatorios envolvidos na obesidade e no DM2, com o
objetivo de subsidiar o desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas a
modulacdo da resposta inflamatéria nesses disturbios metabdlicos complexos. Assim,
definiu-se analisar os niveis de TNF-a e IL-6 em ratos com diabete e obesidade induzidas, a
fim de investigar a resposta inflamatéria associada a essas condigdes metabdlicas,
validando-as com marcadores inflamatérios TNF-a e IL-6 em modelos experimentais de
ratos obesos e diabéticos que podera servir a estudos futuros de medicamentos para o
controle metabdlico e prevencédo de complicacdes.

METODO

Este é estudo experimental cujo projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Biologicas (CEUA-UFPR), sob numero de protocolo
23075.065293/2022-16, respeitando as normas técnicas de pesquisa e experimentacao
animal e a Lei 11794 / 2008.

A amostra
Foram solicitados ao Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR, Curitia, PR,
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Brasil, 50 ratos machos da linhagem Wistar, Rattus novergicus,var. albinus, sendo 15 machos
e 35 fémeas. Apos periodo de 10 dias de ambientacdo dos machos e fémeas, mantidos
separados, iniciou-se a fase de ciclagem, com duragdo de 1 semana. Esse processo
consistiu na troca de maravalha entre as gaiolas dos machos e das fémeas, com o objetivo
de expor as fémeas aos feromdnios presentes na maravalha dos machos, estimulando assim
o estro por meio do efeito Whitten."

ApOs a ciclagem os animais foram pareados na propor¢do de 1 macho para cada
fémea, permanecendo juntos por 7 dias. Em seguida, os machos foram separados, e as
fémeas passaram a ser observadas diariamente para identificacdo de sinais de prenhez, como
aumento do volume abdominal e comportamento mais calmo.

Para a inducdo do diabete, apds o nascimento, foram selecionados 20 filhotes
machos. Esses filhotes foram distribuidos aleatoriamente, sendo 10 destinados ao grupo
veiculo e 10 ao grupo diabete, permanecendo todos com suas respectivas maes conforme
fluxograma abaixo (Figura 1).

50 RATOS
(15 MACHOS E 25 FEMEAS)

AMBIENTAGAO
E CICLAGEM
110 Dlas)

ACASALAMENTO
......

PRENHEZ /
NASCIMENTO

INDUGAO A

INDUGAO A DIABETES
15" D)

‘OBESIDADE

GRUPO DIABETICO
{INJECAD INTRAPERITONEAL DE
TAMPA o

GRUPO CONTROLE GRUPO OBESQ GRUPO VEICULO
15/ REDUGAO DE NINHADA] Lt o ONEEAODE ;‘m&n cTRATO
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FIGURA 1 - Fluxograma da distribuicao dos animais e grupos

Indugao do diabete

No quinto dia pos-natal, os ratos selecionados aleatoriamente para o grupo diabético
foram submetidos a inducdo de DM2 com estreptozotocina (STZ), administrada por
aplicacao intraperitoneal (Figura 2A), na concentragdo de 100 mg/kg, dissolvida em tampéao
citrato 10 mM (pH 4,5, Figura 2B). Ja os filhotes do grupo controle (veiculo) foram tratados
apenas com o tampao citrato de sédio. Apds a aplicagao das substancias, todos os filhotes
foram imediatamente reintegrados as suas respectivas maes.

Durante os 80 dias subsequentes, todos os animais foram pesados e medidos
semanalmente. Ao final desse periodo, tanto o grupo controle quanto o diabético foram
submetidos ao TTG com o objetivo de confirmar o desenvolvimento do quadro diabético.
Para a realizagdo do TTG, apés jejum de 10 h, os animais foram submetidos a sedagdo com
isoflurano para sobrecarga de glicose (75 mg/100 g de peso), administrada por via
endovenosa através da veia dorsal do pénis. O sangue para mensuragao da glicemia foi
coletado através de pequeno corte na cauda com lamina de bisturi nos tempos 0, 5, 15, 30,
60 e 120 min utilizando-se glicosimetro digital (One Touch Ultra®).

Aos 90 dias de idade, os animais foram eutanasiados por decapitacdo. Em seguida,
o sangue foi coletado em tubos contendo heparina e centrifugado a 4.528 G por 7 min para
a obtencao do plasma. As aliquotas de plasma foram entdo armazenadas em freezer a -80
°C para analises da IL-6 e TNF-a.

O ganho de massa corporal dos animais foi monitorado por meio de pesagens
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semanais, realizadas individualmente com o auxilio de balanga digital modelo GEHAKA 350
(Figura 2C).

Teste de tolerancia a glicose

Para a realizagdo do TTG os animais foram submetidos a jejum prévio de 8-12 h e,
em seguida, anestesiados por inalagcéo de isoflurano diluido em agua na proporgéao de 1:2,
com tempo maximo de exposigao de 1 min. Apds a anestesia, foi administrada sobrecarga de
glicose na dose de 75 mg por 100 g de massa corporal, por via IV através da veia peniana
dorsal.

A glicemia foi medida em diferentes tempos (0 — basal, antes da administracéo, 5, 15,
30, 60 e 120 min) utilizando sangue obtido por pungédo na extremidade distal da cauda,
realizada com lamina de bisturi n°® 11. As concentragdes de glicose sanguinea foram
determinadas por meio de glicosimetro digital (One Touch Ultra®).

Indugao da obesidade

Para esta etapa foram seguidos os mesmos protocolos de acasalamento. Ao
nascimento, foram aleatoriamente separados, 3 animais recém-nascidos machos para cada
mae, totalizando 12 animais para grupo obeso e 12 para grupo controle que permaneceram
com a ninhada completa. Todos os filhotes receberam identificagédo individual (Figura 2D).

O restante dos filhotes foram sacrificados para coleta e material necessario para outro
estudo. Os animais do grupo controle permaneceram com a ninhada original (sem redugéo).
Os filhotes dos grupos obeso e controle foram pesados e medidos semanalmente (Figura
2E) até o desenvolvimento do quadro de obesidade, sendo posteriormente calculado o indice
de Lee, por meio da férmula apresentada na Figura 2F.

Lee Index =

FIGURA 2 — A) Aplicagao intraperitoneal da SZT; B) material utilizado no preparo da SZT e do veiculo; C)
pesagens dos animais para monitoramento do ganho de peso; D) identificagdo dos filhotes; E)
medigdo do comprimento nasoanal; F) férmula do indice de Lee (Tabushi et al. 201612)
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Aos 80 dias de vida, tanto os animais induzidos a obesidade quanto os pertencentes
ao grupo controle foram submetidos ao TTG, seguindo o0 mesmo protocolo utilizado no
experimento de indugao ao diabetes. O sacrificio dos animais foi realizado aos 240 dias de
vida, por meio de decapitagao utilizando guilhotina apropriada (Figura 8). Da mesma forma,
foi coletado sangue dos animais para analise dos niveis de IL-6 e TNF-a. Também foram
coletadas as gorduras retroperitoneal e gonadal desses animais para realizagdo de outros
estudos em andamento.

Para ensaio imunoenzimatico, os kits ELISA foram importados da empresa FastBio
Ltda, CNPJ 13.687.697/0001-62, localizada em Ribeirao Preto, SP, Brasil. O procedimento
de analise das amostras plasmaticas foi realizado pela empresa LEAC, CNPJ
31283874/0001-27. As amostras de plasma, coletadas na eutanasia, foram armazenadas
em freezer a -80 °C, e transportadas em gelo seco para mensuragdo da concentragéo
plasmatica da citocina pré-inflamatéria TNF-a e IL-6, através da analise imunoenzimatico
(ELISA) seguindo as instru¢des do fabricante (BIOMATIK, Ontario, Canada).

Analise estatistica

Para a escolha dos testes estatisticos relativos a variaveis quantitativas, os dados
foram avaliados quanto ao padrdo de normalidade (teste de Shapiro-Wilk). Os dados foram
considerados paramétricos e analisados através da ANOVA de 2 vias com medidas repetidas
seguidas pelo pos teste de Bonferroni para as analises de CNA, peso e indice de Lee. Além
disso, analisaram-se os dados de ELISA e peso das gorduras mesentérica e retroperitoneal
atravées do teste T de Student. As diferengcas encontradas foram consideradas
estatisticamente significativas para p<0,05.

RESULTADO

Aos 80 dias foi realizado o TTG nos grupos diabético e veiculo, com o objetivo de confirmar
o desenvolvimento do quadro diabético. Observou-se intolerancia a glicose nos diabéticos,
evidenciada pelaincapacidade de utilizagdo adequada da glicose nesse grupo, com diferenca
estatisticamente significativa (p<0,001, Figura 3A).

A comparacao do ganho de peso entre os grupos obeso e controle ndo revelou
diferenca estatisticamente significativa (Figura 3B). Em relacdo ao indice de Lee, a
comparagao entre os grupos obeso e controle revelou diferenga estatisticamente significativa
apenas aos 30 dias, ndo sendo observadas diferencas significativas nos demais periodos
avaliados até 240 dias (Figura 3J).

Entretanto, a analise da gordura retroperitoneal revelou diferenga estatisticamente
significativa entre o grupos obeso e o scontrole (*p<0,05), com maior porcentagem relativa
ao peso corporal no grupo obeso. Esse achado confirma a eficacia do método de redugéo
de ninhada na indugéo experimental de obesidade em ratos (Figura 3C).

A concentragao plasmatica de IL-6 foi determinada por meio do método ELISA. A
comparagao entre os grupos veiculo e diabético evidenciou aumento significativo dos niveis
de IL-6 no grupo diabético (p<0,05; teste t de Student). Os dados estdo expressos como
médiazerro padrao da média (Figura 3D).

Ao comparar a concentracéo plasmatica de TNF-a entre os grupos veiculo e diabético,
através do método ELISA, revelou-se niveis significativamente mais elevados no grupo
diabético (p<0,001; teste t de Student, Figura 3E).

Andlise do IL-6 plasmatica dos grupos obeso e controle ndo revelou diferencga
estatisticamente significativa, indicando que os niveis de IL-6 foram semelhantes entre ambos
os grupos (Figura 3F).
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A analise dos niveis de TNF-a revelou diferencga estatisticamente significativa entre os
grupos controle e obeso (p<0,01), com valores aumentados no grupo obeso (Figura 3G).

Comparando-se animais dos grupos controle, obeso, veiculo e diabético n&o
observou-se diferencas estatisticas, indicando que a quantidade de IL-6 encontrada foi
semelhante entre os 2 grupos. Para a analise estatistica, utilizou-se o teste ANOVA de 1 via,
seguido do pés-teste de Bonferroni (dados representados como médiaterro padrdo da
meédia, Figura 3H).

Comparando-se animais dos grupos controle, obeso, veiculo e diabético observaram-
se diferencas estatisticas significativas, indicando que a quantidade de TNF-a encontrado
no grupo diabético foi maior quando comparado ao seu veiculo e também quando comparado
ao modelo de obesidade (****p<0,001; utilizou-se o teste estatistico Anova de 1 via seguida
pelo pés-teste de Bonferroni, Figura 3I).
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FIGURA 3 - A) Teste de tolerancia a glicose dos grupos veiculo e grupo diabético; B) ganho de peso dos grupos
obeso e controle; C) peso da gordura retroperitoneal dos grupos obeso e controle; D) niveis
séricos da il-6 dos grupos veiculos e diabético; E) niveis séricos de TNF-a dos grupos veiculo e
diabético; F) niveis séricos da IL-6 dos grupos controle e obeso; G) niveis plasmaticos dos grupos
controle e obeso; H) niveis plasmaticos dos grupos controle, obeso, veiculos e diabético; )
comparagdo dos niveis plasmaticos dos grupos controle, obeso, veiculo e diabético; J)
comparagao do indice de Lee entre os grupos obeso e controle

DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo confirmam a eficacia do modelo experimental de
reducao de ninhada como método de inducado a obesidade em ratos durante o periodo pos-
natal. A suplementacdo precoce, decorrente da diminuicdo do numero de filhotes por
ninhada, promoveu ambiente de hipernutricdo durante a fase de lactagao, favorecendo o
acumulo precoce de tecido adiposo retroperitoneal nos animais do grupo experimental. Essa
condicdo esta de acordo com o que é descrito na literatura, onde a restrigdo do numero de
filhotes por mae resulta em maior acesso ao leite materno, gerando excesso de aporte
calorico nas primeiras semanas de vida, o que por sua vez estimula adipogénese, hipertrofia
de adipdcitos e alteragdes na programacgao metabodlica.”

Estudos prévios demonstraram que o excesso de nutricdo no periodo neonatal pode
impactar de forma duradoura os mecanismos de regulagao energética, principalmente por
alteragdes no eixo hipotalamo-hipodfise-adrenal e na sensibilidade a leptina e insulina, o que
favorece o desenvolvimento de sindrome metabdlica na vida adulta.”

Estudo utilizando o modelo experimental de indugdo a obesidade com sacarose
diluido na agua mostrou-se eficaz com aumento de peso corporal, porém sem diferenca
estatistica quando se comparou o indice de Lee do grupo obeso com o grupo controle.”

Neste estudo, embora ndo tenha sido identificada diferenca estatisticamente
significativa no ganho de peso corporal e, consequentemente, no indice de Lee entre os
grupos controle e obeso, foi observado que os animais do grupo obeso apresentaram acumulo
significativamente maior de gordura retroperitoneal. Esse achado reforca a reducdo de
ninhada como método eficaz e validado para a indugao experimental de obesidade em ratos.

Além disso, a eficacia do modelo foi evidenciada pelo fato de que a obesidade induzida
ocorreu sem a necessidade de dietas hipercaldricas ou manipulagdes farmacolégicas, o que
confere ao modelo simplicidade, baixo custo e boa reprodutibilidade, sendo modelo
translacional importante para refletir aspectos da realidade humana, como a exposicao a
superalimentacido nos primeiros meses de vida

Estes resultados positivos em relagao a inducio de obesidade através da reducéo de
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ninhada reforcam a robustez do modelo como ferramenta experimental, mas também
destacam a importancia do periodo neonatal na determinacao do estado metabdlico futuro.
Estudos complementares que avaliem parametros hormonais, inflamatérios e histologicos
poderdo ampliar a compreensdao dos mecanismos envolvidos nessa forma de indugao a
obesidade e suas repercussoes sistémicas.

Neste estudo, optou-se pela utilizacdo do modelo experimental de inducao ao DM por
meio da administragao intraperitoneal de STZ, estratégia amplamente validada na literatura
cientifica para simular, em roedores, aspectos fisiopatolégicos compativeis com o diabete.

STZ, nitrosourea derivada da glucosamina, possui alta afinidade pelas células B-
pancreaticas, sendo captada pelo transportador GLUT2. Sua acao citotdoxica resulta em
destruicdo seletiva dessas células, levando a deficiéncia na producdo de insulina e
consequente hiperglicemia persistente.””

Os resultados obtidos demonstraram que o protocolo empregado foi eficaz para a
inducdo da condicao diabética nos animais, como evidenciado pelos niveis elevados de
glicose sanguinea, confirmando a validade do modelo.

Apesar da eficacia do protocolo, foi observada taxa de mortalidade em parte dos
animais nas primeiras 48 h ap6s a administracdo da STZ, o que representa limitacao
relevante desse método.

A toxicidade sistémica da STZ é fator conhecido e relatado em diversos estudos,
especialmente quando ha variabilidade na dose, peso dos animais ou inconsisténcia na
manipulacédo e preparo da substancia. Além da toxicidade pancreatica, STZ pode induzir
nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, o que contribui para o aumento da letalidade,
principalmente quando ndo s&o empregados tampdes adequados para seu preparo ou
quando n3o se realiza monitorizac&o rigorosa dos animais no periodo pés-indugcdo.””

E importante ressaltar que, embora existam outras estratégias de indugdo ao diabete
em modelos animais como a pancreatectomia parcial, a administracdo de AL ou a
combinacgao de dieta hipercaldrica com baixas doses de STZ para simular o DM2, a escolha
pela STZ intraperitoneal foi motivada por sua rapidez, baixo custo e especificidade para
células B, além de permitir a obtencdo de quadro hiperglicémico agudo com alta
previsibilidade nos parametros metabdlicos avaliados.

Assim como a via de administragao da STZ que poderia ser subcutanea, intramuscular
ou intracardiaca, mas neste estudo optou-se pela via intraperitoneal. Dessa forma, os dados
obtidos reforcam a efetividade do modelo de STZ intraperitoneal como método de indugao
ao diabete em roedores, mas também alertam para a necessidade de refinamentos técnicos
no manejo da substancia e nos cuidados pdés-indugao. Estratégias como o uso de tampao
citrato pH4,5 recém-preparado, administragdo em jejum, e acompanhamento intensivo nas
primeiras horas apos a injegcdo podem contribuir para a reducdo da mortalidade e maior
homogeneidade dos grupos experimentais.”

Tais medidas sao fundamentais para garantir a reprodutibilidade e a validade ética e
cientifica do modelo experimental adotado.

Ainvestigacao da resposta inflamatoria por meio da analise dos niveis séricos de TNF-
a e IL-6 em modelos experimentais de obesidade e DM2 representa abordagem fundamental
para compreender os mecanismos imunometabolicos subjacentes a essas doengas
crbnicas. Ambas as condi¢des estdo associadas a estado de inflamagao cronica de baixo
grau, caracterizado pela producédo persistente de citocinas pré-inflamatérias, as quais
contribuem para a resisténcia a insulina, disfuncdo endotelial e desenvolvimento de
complicacdes metabolicas.”

Neste estudo foi possivel analisar os niveis séricos de TNF-a e IL-6 em ratos
diabéticos e obesos, permitindo avaliar comparativamente a expressao desses marcadores
inflamatorios entre os grupos e identificar aqueles com maior intensidade de resposta
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inflamataria.

Ja em 2013 estudos afirmavam que os modelos animais, particularmente os roedores
com obesidade e DM2 induzidas, oferecem sistema padronizado e controlado para validar
biomarcadores inflamatérios, como TNF-a e IL-6, permitindo n&o apenas a caracterizacao
do perfil inflamatério, mas também a avaliacdo de possiveis intervengdes terapéuticas.”

Aqui, essa afirmacgao foi parcialmente corroborada, uma vez que tanto nos ratos
obesos quanto nos diabéticos a expressdo de TNF-a foi significativamente maior em
comparagao aos respectivos grupos controles. Em relagado a IL-6, observou-se aumento
estatisticamente significativo apenas no grupo diabético em relagcdo ao grupo veiculo,
embora sejam necessarios estudos adicionais com amostras maiores para confirmar esse
achado. No grupo obeso, ndo foram identificadas diferengas significativas nos niveis de
IL-6 em comparagao ao grupo controle.

A validagdo desses marcadores € especialmente relevante no contexto do
desenvolvimento de novos farmacos voltados ao controle do processo inflamatorio e a
prevencdo das complicagdes associadas, como nefropatias, neuropatias e doencas
cardiovasculares. Assim, este estudo contribui de forma significativa para o avango do
conhecimento na interface entre inflamagdo e metabolismo, além de fornecer subsidios
experimentais para pesquisas translacionais voltadas a saude publica.

Estudos futuros com maior numero amostral sdo recomendados, especialmente para
esclarecer o papel da IL-6 e seu potencial impacto no controle metabdlico e na prevencao
de complicagdes.

CONCLUSAO

A expressao de TNF-a apresentou-se significativamente aumentada em animais
obesos e diabéticos em relacdo aos controles, com elevagao ainda maior nos diabéticos
quando comparados aos obesos, enquanto a IL-6 apresentou aumento apenas no grupo
diabético em relagao ao veiculo, sem diferencas no modelo obeso. Esses achados reforcam
o papel central do TNF-a na inflamacédo associada a obesidade e ao DM2, validando sua
utilidade como biomarcador mais sensivel nesses modelos experimentais.
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