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Parte | — Relatdrio de Estdgio em Farmacia Comunitaria
Resumo

Tendo por referéncia o paradigma socioeconémico atual da profissao de farmacéutico,
o estagio na Farmacia Isabel Folhas permitiu compreender que a Farmacia Comunitaria ja nao
se cinge apenas a dispensa de medicamentos, mas que nos Ultimos anos sofreu mudangas
acentuadas e é agora um pilar chave na saude publica, evoluindo no sentido da melhoria dos

resultados clinicos obtidos com a utilizacao de medicamentos.

Por outro lado, desencadeia-se uma percegao da tremenda importancia que um bom
sistema de gestao de uma farmacia tem, cabendo também nas fungées de um farmacéutico o
equilibrio das necessidades do doente com a farmacia, tendo sempre por objetivo a salide da

populagao que a mesma abrange.

O estagio curricular foi mais do que uma obrigagao para terminar o percurso académico,
foi sim uma aproximagao valiosa a realidade em que vivemos, bem como uma apresentagao,
ainda que breve, do mercado de trabalho que indubitavelmente teremos que enfrentar num

futuro préximo.

Abstract

Nowadays, a new social-economic paradigm has been developed about pharmacists, and the internship
in Farmdcia Isabel Folhas has allowed the understanding that the Community Service Pharmacy is not just the
trade-in of medicines, but it has also suffered considerable changes and is now a key column of the good public

health, evolving to improve the clinical outcomes of medicines’ usage.

On the other hand, there is the possibility to have the perception of how important a good management
system is, in a pharmacy, and that a pharmacist’s role, between other functions, is to create a balance between

the patient’s needs and the pharmacy, always aiming towards its population’s health condition.

The curricular internship, which was more than a duty only to finish the course, was a valuable encounter
with the reality which we live in, as well as a brief introduction to the working market we will certainly have to

face in a near future.
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Introducao

Estamos, atualmente, num ponto de desenvolvimento da nossa sociedade em que os
paradigmas pré-concebidos nas mais diversas areas, estao em constante mutacao. Nao sendo
excecao, a atividade farmacéutica tem vindo a confrontar-se com profundas mudangas,
experienciando maior crescimento e melhorias significativas. Ainda que o farmacéutico
continue sempre a ser um profissional da saide e do medicamento, ha agora um maior
envolvimento da sua parte na salde publica, de forma a trazer melhorias nos resultados
clinicos obtidos com a utilizacio de medicamentos. "

Neste documento sera explanada a forma como foi possivel adquirir as capacidades
necessarias para deter o titulo de farmacéutica, no que concerne a “Preparagao da forma
farmacéutica  dos  medicamentos; (...); Aprovisionamento,  preparagao,  controlo,
armazenamento, distribuicao e venda de medicamentos seguros, eficazes e com a qualidade
exigida nas farmacias abertas ao publico; (...); Informagao e aconselhamento sobre os
medicamentos em si, incluindo a sua utilizagao apropriada; Notificagao de reagoes adversas a
produtos farmacéuticos as autoridades competentes; Apoio personalizado a doentes que
aplicam a sua propria medicagao; Contribuicao para campanhas de saude publica locais ou
nacionais.”.”)

Propoem-se assim explicitar o modo como o estagio curricular em Farmacia
Comunitaria na Farmacia Isabel Folhas, em Coimbra, se desenvolveu, analisando o que foi

possivel realizar, e de como foi possivel alcangar esse mesmo objetivo.
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Analise SWOT

(Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats)

Forcas — Strengths

» Comunicacao facil com a diretora técnica e restantes colegas, para efeitos de

esclarecimento de duvidas e apreensio de novos conhecimentos.

Sempre que foi necessario esclarecer qualquer tipo de divida ou demonstrado interesse
em aprender novos conceitos, todos os elementos trabalhadores da farmacia prontamente
se dispuseram a ajudar. Este conjunto de situagoes permitiram assim uma evolugao maior

e mais rapida durante o estagio.

» Varias formacoes a que foi dado acesso sobre MNSRM (Medicamentos Nao Sujeitos a

Receita Médica).

Sempre que ocorreu algum tipo de formagao sobre MNSRM ou Dermocosmética, foi
permitido assistir as mesmas na totalidade, o que consequentemente tornou mais acessivel

a aquisicao de novos conhecimentos na area.

> Necessidade frequente de preparacao de medicamentos manipulados.

Desde inicio, foi permitido assistir a preparagao de medicamentos manipulados na
farmacia e, posteriormente, foi disponibilizada a oportunidade de efetuar a preparacao dos
mesmos. Assim, foi possivel aplicar os conhecimentos apreendidos ao longo do percurso

académico teodrico, no que diz respeito a area da Farmacia Galénica.

» Armazenagem, organizacao e distribuicio de medicamentos sujeitos a receita médica

(MSRM) por robot.

Como na farmacia a armazenagem, a organizagao e a distribuicio dos Medicamentos
Sujeitos a Receita Médica (MSRM) pelos balcoes é efetuada por robot, foi possivel realizar
um atendimento mais completo e mais célere. Desta forma, foi possivel presenciar maior
numero de casos clinicos e desenvolver melhor os conhecimentos de aconselhamento

farmacéutico.
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> A Farmacia é frequentada por um elevado nimero de doentes.

A elevada frequéncia de doentes da farmacia permitiu aprender a conciliar melhor o
tempo de atendimento com o melhor servico farmacéutico possivel e ter um maior

contato com um maior nimero de doentes.

> As varias areas/subareas de produtos e as tarefas encontram-se distribuidas entre os

varios colaboradores (no que diz respeito a encomendas, formacoes, sestao, medicamentos

manipulados, receituario).

Na farmacia, as varias areas de MNSRM, Dermocosmética e Suplementos alimentares
encontram-se divididas entre os colaboradores, no que diz respeito a encomendas, gestao
de stocks, medicamentos manipulados, receituario e formagoes (bem como o nivel de
conhecimento de cada colaborador é especializado na area que o mesmo trabalha). Esta
distribuicao de produtos pelos colaboradores, com a consequente especializagao de cada
um nos mesmos, facilitou a aprendizagem nas tematicas dos MNSRM e Dermocosmética,
pois o conhecimento que foi possivel assimilar através de cada um dos colaboradores, foi

mais completo e mais especifico.

> Executar tarefas nas varias areas da farmacia.

Durante o periodo de estagio na farmacia, foi dada a oportunidade de participagao em
tarefas nas varias areas da farmacia (como por exemplo, rececao de encomendas e
medicamentos manipulados), o que estimulou a evolugao ao longo do estagio e garantiu

uma aprendizagem diversificada e detalhada.

» Formacao on job.

Antes de reunir as condi¢oes necessarias para efetuar um atendimento ao balcao de
modo independente, em determinados momentos, a diretora técnica apresentou possiveis
casos clinicos que poderiam ocorrer na farmacia e para os quais foi necessario encontrar
a resolucao mais adequada, quer no que diz respeito ao aconselhamento farmacéutico em
si, quer no cariz social desse mesmo aconselhamento (como por exemplo, qual a linguagem

mais apropriada consoante o tipo de doente a atender).
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Fraquezas — Weaknesses

» Menor tempo didrio de atendimento ao balcao em relacao aos colaboradores.

Como este foi um periodo de formagao curricular, foi disponibilizado menor tempo de
atendimento ao balcao em relagao aos colaboradores da farmacia, o que levou a que
houvesse menor contato com os doentes, visto ser necessario maior conhecimento sobre
os medicamentos e outros produtos na farmacia para resolugao dos problemas

apresentados pelos utentes.

» O grande volume de clientes em determinados momentos do dia tornava complexa a

gestao pessoal do tempo em relacio a qualidade do atendimento, devido a pouca

experiéncia profissional.

A farmacia tem um elevado volume de clientes em determinados momentos do dia, o
que, devido a pouca experiéncia profissional, tornou mais complexa a gestao pessoal entre
o tempo de atendimento e a qualidade do aconselhamento farmacéutico, podendo afetar

negativamente o tempo de atendimento.

Oportunidades — Opportunities

> Nos tempos livres, foi dada a possibilidade de adquirir documentacao de suporte, quer

no que concerne a gestao da farmacia, quer no que diz respeito a MNSRM e produtos de

venda livre.

Ao longo de todo o periodo de estagio, foi sempre dada a oportunidade de consultar
materiais extra de suporte para a apreensao de novos conhecimentos sobre o sistema de
gestao da farmacia (procedimentos operacionais em vigor), e sobre determinados
produtos de venda livre (homeadamente nas areas de Dermocosmética e Suplementos
alimentares) e MNSRM, sendo facilmente permitido o acesso aos mais variados materiais,

desde panfletos informativos a tabelas de aconselhamento farmacéutico.

» Flexibilidade de horario.

A diretora técnica sempre se mostrou disponivel para, fora das horas habituais, dar assim
a oportunidade de serem conhecidas as diferentes realidades que surgem ao longo de um

“dia” da farmacia (como por exemplo, em hordrio de fim-de-semana ou noites de servigo).

10
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» Oportunidade de auxiliar na formacao inicial de um novo estagiario.

Nas dltimas semanas do periodo de estagio, foi dada a possibilidade de auxiliar na
formagao inicial de um novo estagiario, o que favoreceu a oportunidade de consolidar os
conhecimentos adquiridos ao longo de todo o estagio e evoluir um pouco mais no que diz

respeito a comunicagao interpessoal.

Ameacas - Threats

» Proximidade de grandes superficies e Parafarmacias

A proximidade de grandes superficies e de Parafarmacias levou a que houvesse um
grande nimero de pessoas a pedir esclarecimentos na farmacia sobre os mais variados
produtos (MNSRM, Dermocosmética e Suplementos alimentares), tendo estas a intengao
de comprar os produtos nesses outros locais, utilizando tempo e servigos da farmacia
necessarios para atendimento dos doentes. Estas situagoes demonstram um respeito
diminuto sobre a atividade do farmacéutico, uma vez que nesses mesmos locais, atras
mencionados, sao aconselhados produtos por pessoas nao habilitadas na area e sem a

supervisao de um profissional competente na tematica, um farmacéutico.

11
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Caso Clinico

Jovem de 19 anos, estudante na Universidade de Coimbra (UC), procurou na farmacia
aconselhamento sobre a utilizagao da contracecao oral de emergéncia (COE). A jovem foi
encaminhada para o gabinete do utente, de modo a estabelecer maior privacidade para efetuar
algumas questoes que permitiriam averiguar a necessidade de COE e oferecer o melhor
aconselhamento farmacéutico possivel.

Seguidamente, iniciou-se um pequeno questiondrio a jovem para entao averiguar a
situagao. Concluiu-se que a relagao sexual de risco tinha ocorrido num periodo inferior a 48h,
que a jovem nao utilizava nenhum método contracetivo oral didrio, que a ultima menstruagao
tinha ocorrido na semana anterior (nao estava no periodo fértil do ciclo menstrual), que tinha
ocorrido ejaculagao, mas que tinha sido utilizado um método contracetivo de barreira, o qual
nao fora comprometido fisicamente.

Assim sendo, pediu-se a jovem que descrevesse qual tinha sido a situagao geradora da
possivel necessidade de utilizagao de COE, acabando a utente por explicar que no fim da
relagao sexual, tinha detetado um liquido na superficie exterior do preservativo, ficando algum
receio de que o liquido seminal tivesse vazado. Ao questionar se, ainda que o preservativo
tivesse mantido a sua integridade fisica, haveria alguma folga aquando da coloca¢ao do mesmo,
a jovem respondeu negativamente.

De acordo com estas declaragoes, chegou-se a conclusao que nao haveria necessidade
de sujeitar a jovem a toma da COE. No entanto, antes de ser apresentada a opiniao profissional
a utente, conferenciou-se em privado com as farmacéuticas mais experientes na farmacia,
concordando elas com a opgao anterior.

Comunicou-se por fim a jovem que, de acordo com as suas respostas as questoes, nao
haveria necessidade da toma da COE. Informou-se ainda a utente de todos os cuidados
necessarios a ter e dos efeitos secundarios aquando da toma da COE. A jovem concordou
que nao iria tomar.

No final, antes de dispensar a jovem, aconselhou-se ainda a marcagao de uma consulta
de Planeamento Familiar e Ginecologia, que se encontra ao dispor dos alunos da UC através
dos SASUC (Servicos de Acgao Social da Universidade de Coimbra), onde deveria discutir a
hipotese de iniciar a toma de um contracetivo oral didrio, para além da utilizagao de um

método contracetivo de barreira.

12
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Conclusao

Ap6s finalizar o estagio curricular na Farmacia Isabel Folhas, concluiu-se que o conceito
de Farmacia Comunitaria ja nao passa simplesmente pela dispensa de medicamentos, mas
igualmente pelo acompanhamento e aconselhamento dos doentes, tornando-se, ao longo do
tempo, um local de confianga, nao sé a respeito da terapéutica medicamentosa como também,
de certo modo, da terapéutica psicologica para as pessoas que frequentam a farmacia e, cada
vez mais, é prezada a promogao e prevengao da saude publica, através de um atendimento

mais personalizado e mais especializado.

Por outro lado, foi também permitido concluir que o bom funcionamento de uma
farmacia comunitaria tem por pilares mestres a boa gestao da farmacia e dos seus
colaboradores, sendo que a profissio de farmacéutico cabe principalmente a fungao de
satisfazer as necessidades dos seus doentes, tendo sempre como objetivo fundamental o bem-
estar fisico, mental e social do doente.

Por fim, foi possivel verificar a extrema importancia do estagio curricular para a
consolidagao dos conhecimentos teoricos adquiridos ao longo do percurso académico e na
evolugao dos conhecimentos praticos da futura profissao, bem como no desenvolvimento
pessoal, aproximando-se da realidade do mercado de trabalho que sera necessario enfrentar

num futuro préximo.

13
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Resumo

A profissao farmacéutica tem vindo a ser explorada nas mais variadas areas de trabalho,
como por exemplo na Industria Farmacéutica.

Ao longo do estagio curricular, foi dada a oportunidade de executar um estagio de 3
meses no departamento de produgao do Iberfar-Industria Farmacéutica S.A., uma empresa
que “presta servicos num dos ramos industriais de maior rigor, fabricando especialidades
farmacéuticas para os mercados mais exigentes do mundo, com elevados padroes de qualidade
e flexibilidade. As suas atividades cobrem todos os campos desta indlstria: Produgao e
embalagem de produtos farmacéuticos; Marketing, distribuicao e assuntos regulamentares;
Logistica e armazenamento.” .

Com esta oportunidade, foi possivel consolidar conhecimentos obtidos ao longo do
percurso académico, principalmente, em Tecnologia Farmacéutica, Assuntos Regulamentares

e Gestao, ajudando também a solidificar a ponte que faz a ligagao entre o curso e a realidade

profissional desta area do medicamento.

Abstract

Nowadays, the pharmacists’ role has been explored in many different fields of work, such as the
Pharmaceutical Industry.

During the curricular internship, it was given the opportunity to have a 3 months internship in the
production department in Iberfar-Pharmaceutical Industry S.A., a company that “provides services in one of the
strictest industry fields, producing pharmaceutical specialties for the most demanding markets in the world, with
high quality standards and flexibility. Its activities include all the fields of this industry: Manufacturing and
packaging of pharmaceutical products; Marketing, distribution and regulatory dffairs; Logistics and storage.” (1),

This chance reinforced the knowledge learned along the course, mainly in Pharmaceutical Technology,
Regulatory affairs and Management, setting the “bridge” that links the faculty and the Pharmaceutical Industry’s

working market.
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Introducao

A profissao farmacéutica ja nao se limita as fungoes de um boticario, na preparagao e
venda de produtos medicamentosos.

Atualmente, a area farmacéutica tem vindo a ser explorada nas mais diversas vertentes,
desde a conhecida Farmacia Comunitaria, passando pela Farmacia Hospitalar e Analises
Clinicas, até a Industria Farmacéutica, entre outros.

E neste documento que sera explicitado como foram adquiridas as capacidades, ao longo
do estagio curricular no Iberfar - Industria Farmacéutica S.A., Queluz, Lisboa, que permitirao
no futuro préximo efetuar “Fabrico e Controlo de medicamentos; (...); Controlo de
medicamentos num laboratério de ensaios de medicamentos; (...); Armazenamento,

conservagao e distribuicio de medicamentos na fase de comércio por grosso.” @

, uma vez
que o mesmo permitiu acompanhar o que é de fato o departamento de producao de uma
Industria Farmacéutica e aprender que as respetivas operagoes deverao seguir procedimentos
inequivocamente definidos e devem respeitar os principios da Good Manufacturing Practice
(GMP), de modo a serem obtidos produtos com a qualidade requisitada e a estarem de acordo
com as autorizagdes de produgio e marketing concedidas .

Apresenta-se aqui este relatério da forma mais adequada possivel e estabelecem-se

todos os comentdrios, conclusdes e opinides pessoais definidas como pertinentes e

apropriadas.
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Analise SWOT

(Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats)

Forcas — Strengths

» Comunicacao facil com o diretor da producao e restantes colegas.

Sempre que foi necessario esclarecer qualquer tipo de divida ou demonstrado interesse
em aprender novos conceitos, qualquer elemento trabalhador da fabrica se predispos a
ajudar. Este conjunto de situagoes permitiram assim uma evolugao maior e mais rapida

durante o estagio.

> Formacao in situ sobre as varias maquinas que compdéem a area da producao.

Ao longo deste estagio, foi disponibilizada a oportunidade de acompanhar os processos
de fabrico e embalamento de medicamentos junto das maquinas envolvidas em todo o
processo, bem como esclarecer quaisquer duvidas sobre o mesmo com os operadores
técnicos que se encontravam no momento a trabalhar com a maquina, o que possibilitou
a consolidagao das nogoes tedricas prévias sobre a area da produgao e uma aprendizagem

mais rapida durante o estagio.

> Possibilidade de executar tarefas nos varios processos de fabrico e embalamento de

medicamentos.

Durante o acompanhamento presencial feito aos processos de fabrico e embalagem, foi
permitido desempenhar diversas tarefas praticas nas linhas de produgao, o que facilitou a

aprendizagem durante o estagio no Iberfar.

> Oportunidade de aprendizagem em outras areas (Armazém, Garantia e Controlo de

Qualidade).

Apesar de, na sua maioria, o periodo do estagio no Iberfar ter sido ocupado na area da

producao, foi disponibilizada a hipotese de compreender também um pouco mais sobre
algumas das restantes areas que compoem a empresa, nomeadamente o Armazém, a
Garantia e o Controlo de Qualidade (quer em laboratério quer nos ensaios IPC — In Process
Control).
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Fraquezas — Weaknesses

» Menor disponibilidade dos colegas para formacao em trabalhos mais complexos.

O Iberfar fecha temporariamente durante o més de Agosto e como é necessario
terminar todos os processos em desenvolvimento (desde a producao em si a organizagao
de documentagao obrigatoria) antes do fecho da fabrica, para que dai nao incorra nenhum
inconveniente para os clientes, houve menor disponibilidade dos colegas especializados
para oferecerem formagao mais especifica e mais complexa nas semanas finais do estagio,

devido ao grande volume de trabalho.

Oportunidades — Opportunities

» Oportunidade de assistir a ensaios de fabrico e embalagem de novas formas

farmacéuticas recém-introduzidas na empresa.

Durante o estagio curricular, ocorreu no Iberfar a introdu¢io de um medicamento
com uma nova forma farmacéutica, o que levou a realizagao de ensaios em todas as fases
do processo de fabrico e embalagem primaria, tendo sido dada a oportunidade de assistir
e participar no desenvolvimento destes ensaios. Esta situagao sera explanada de um modo

mais detalhado posteriormente.

Ameacas - Threats

» Problemas associados ao bom funcionamento das maquinas.

Em determinados momentos, ainda que muito esporadicamente, problemas relacionados
com bloqueios, erros ou calibragao das maquinas, causaram ligeiros atrasos na progressao
da aprendizagem ao longo do estagio, uma vez que mantinha os colegas especializados com
grande quantidade de trabalho e reduzia a sua disponibilidade para possibilitarem formagao

mais especifica.
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Introducdo de uma nova forma farmacéutica no Iberfar-

Induastria Farmacéutica S.A.

Durante os meses de Junho e Julho, iniciaram-se no lIberfar os procedimentos
necessarios para introdugao de uma nova forma farmacéutica na fabrica, os Mini-Tablets (Mini-
Tabs). (ver Figural)

Mini-Tablets sao comprimidos de muito reduzidas dimensoes que tém um didmetro igual
ou inferior a 3mm, podendo ser colocados dentro de uma capsula ou em saquetas, para
poderem ser facilmente administrados. Estes pequenos comprimidos tém varias vantagens em
relagao a comprimidos unitarios de maiores dimensoes, pois libertam de um modo consistente
os farmacos da forma farmacéutica, apresentam resultados clinicos uniformes, tém maior
flexibilidade durante o desenvolvimento da formulagao e possuem estabilidade maxima para
armazenamento. Para além disso, os Mini-Tablets sao muito faceis de produzir utilizando um
método de compressao direta, que envolve poucos passos e equipamentos menos complexos,
poupando assim tempo e custos. Esta forma farmacéutica apresenta ainda formatos regulares
e uma uniformidade de tamanho excelente .

Procederam-se aos ensaios necessarios para validagao dos processos de fabrico e de
embalagem e foi dada a oportunidade de assistir a todo o processo e executar algumas tarefas
praticas, quer durante o processo de fabrico em si, quer na realizagao de alguns dos IPC’s.

O processo de validagao iniciou-se com a utilizagao de uma mistura placebo, permitindo
validar alguns dos parametros do processo de fabrico em si e o processo de embalagem
primaria. Posteriormente, foi utilizada uma mistura teste com a substancia ativa, que permitiu
determinar quais as caracteristicas essenciais do procedimento de fabrico, para que seja

possivel produzir os Mini-Tabs sem inconvenientes e em grande escala.

Figura I: Mini-Tablets (m3o para referéncia).
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Conclusao

Apos terminar o estagio curricular no Iberfar - Industria Farmacéutica S.A., foi possivel
concluir que o papel do farmacéutico no ciclo de vida do medicamento comega muito antes
de o produto chegar as farmacias para ser disponibilizado ao publico.

O farmacéutico tem uma intervencao que vem desde a formulagio do medicamento,
passando pela gestao, monitorizagao e consolidagao de todo o processo de fabrico e
embalamento, no controlo da qualidade destes produtos, até a distribuigdo dos mesmos,
sendo ainda um profissional essencial na gestao e resolugao de problemas e possiveis erros
associados a todo o ciclo.

Por fim, confirmou-se a extrema importincia do estigio curricular em Industria
Farmacéutica para consolidar os varios conhecimentos de Tecnologia Farmacéutica, Assuntos
Regulamentares e Gestao que foram progressivamente adquiridos no decorrer do percurso
académico, estabelecendo assim uma ponte mais solida entre o curso e a realidade profissional

que poderemos vir a enfrentar no futuro.
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Resumo

A Diabetes Mellitus Tipo | (DMI) é uma doenga autoimune causada por uma destruigao
seletiva das células produtoras de insulina, as células B pancreaticas dos ilhéus de Langerhans.
Os modelos animais utilizados nos estudos relacionados com esta sindrome, vao desde
modelos de desenvolvimento espontaneo da diabetes, a modelos de indugao quimica. O
modelo de indugao quimica mais utilizado é o modelo de indugao por Streptozotocina (STZ)
em ratos ou murganhos.

O presente documento apresenta uma revisao sobre alguns desses modelos e os
resultados obtidos no ensaio piloto de desenvolvimento de uma formulagao de insulina

especifica, com recurso ao modelo de indugao da DMI por STZ em rato Wistar.

Palavras-Chave: Diabetes Mellitus Tipo |, Ensaio pré-clinico, Inducao quimica, Ratos Wistar,

Streptozotocina.

Abstract

Type | Diabetes (TID) is an autoimmune disease, that is caused by the selective destruction of the insulin-
producing cells, the Langerhans islets’ pancreatic 8-cells. The animal models that are used in the scientific
studies that are related with this syndrome, go from spontaneously developed diabetes to chemically induced

models. The mainly used animal model is the Streptozotocin(STZ)-induced model, with rats or mice.

This document shows a review about some of these models and presents the results of using the STZ-

induced diabetes in Wistar rat model, applied while studying a new formulation of oral insulin.

Keywords: Chemical induction, Pre-clinical Trial, Type | Diabetes, Streptozotocin, Wistar rats.
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Introducao

Tém vindo a ser ponderadas e investigadas, ao longo dos anos, as mais variadas
estratégias para que os modelos utilizados na fase pré-clinica do desenvolvimento de um novo
farmaco mimetizem o melhor possivel o organismo humano, tentando sempre alcangar-se uma
combinacao das caracteristicas fisiologicas com as caracteristicas genéticas da doenga em
estudo. O mesmo tem vindo a ocorrer na investigagao na area da Diabetes Mellitus Tipo |
(DMI). Para tal, tém vindo a ser apresentados diversos modelos animais, homeadamente
roedores, que variam, quer na espécie e estirpe, quer no modo como surge a doenga, podendo
esta ser de origem endogena ao organismo do animal ou de origem externa, por inducao

quimica ou por vetor viral.

Adiante no documento, serao apresentadas algumas consideracoes sobre a
experimentagao animal na DMI e serao também apresentados os resultados obtidos num dos
modelos animais mais utilizados, aquando da participagio na fase pré-clinica do

desenvolvimento de um novo farmaco.
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Experimentacao animal na Diabetes Mellitus Tipo |

Diabetes Mellitus Tipo |

A Diabetes Mellitus Tipo | (DMI) apresenta-se como uma doenga metabdlica cronica
caracterizada por uma deficiéncia, ou mesmo auséncia, de produgao de insulina, resultando
em hiperglicémia” e na necessidade de injegdes subcutineas regulares de insulina®. Esta
patologia autoimune é causada por uma destruicao seletiva das células B pancredticas

. . (3) s e ;. . ~
produtoras de insulina"” e sendo uma doenga metabdlica, pode apresentar varias complicagoes
para a saude do doente caso este nao seja sujeito a terapéutica adequada atempadamente,

desde nefropatia, retinopatia, neuropatia, a aumento do risco de doenca cardiovascular'’.

A incidéncia da DMI em humanos é maior no sexo masculino do que no sexo feminino®

e surge mais frequentemente em criancas e jovens', estimando-se que em 2020, o nimero

de criangas com idade inferior a 5 anos que apresentam DMI, ira duplicar®.

Modelos animais para a DMI

No que diz respeito aos modelos animais utilizados para investigagao da DMI, estes
devem ser cuidadosamente selecionados, dependendo dos objectivos do trabalho
experimental. Para além disso, os modelos animais tém um papel importante na compreensao
da patogénese da diabetes, uma vez que permitem uma combinagao da caracterizagao genética
e funcional da sindrome'". No caso especifico dos ratos, o modelo de indugio da DMI fornece
caracteristicas laboratoriais, histopatologicas e clinicas, muito semelhantes a sindrome em

humanos®.

O rato, como modelo animal, apresenta numerosas vantagens em relagao a animais de
maior porte, uma vez que sao mais econoémicos e faceis de manipular, no que diz respeito a
condi¢oes de acomodagao, higiene e alimentagao, sendo também animais relativamente

resistentes a problemas infeciosos.

Em modelos animais de ratos para a DMI, a deficiéncia na produgao de insulina pode
ser obtida por uma variedade de diferentes mecanismos®, desde modelos genéticos a modelos

de inducdo quimica por Streptozotocina (STZ) ou Aloxano!.

Os modelos autoimunes mais utilizados na DMI sao o murganho NOD (Non-Obese

Diabetic) e o rato BB (Biobreeding), mas em 200! foi descrito um outro modelo, o rato
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LEW.IARI/-iddm. Apesar de tudo, o modelo NOD ainda domina a literatura como o modelo

autoimune preferencial®.

O murganho NOD foi desenvolvido nos Laboratorios Shionogi de Pesquisa, em Osaka,
no Japao, em 1974. Estes murganhos desenvolvem insulite entre as 3 e as 4 semanas de idade.
No estadio pré-diabético, os ilhéus pancredticos sao infiltrados predominantemente por
linfécitos CD4" e CD8’, ainda que estejam presentes células B e NK. A insulite causa a
destruigao das células  pancreaticas, mas os primeiros sintomas evidentes da diabetes surgem
normalmente quando ja existe uma quebra de cerca de 90% na concentragao de insulina,
aproximadamente entre as 10-14 semanas de idade dos murganhos®. Ainda que o modelo
NOD tenha algumas limitagoes, continua a ser extensivamente utilizado, uma vez que
representa varios aspetos da doenga em humanos e € um modelo que tem ajudado a identificar

muitas das vias genéticas e de sinalizagio que podem originar a DMI?.

Os ratos BB foram gerados a partir de ratos Wistar. A diabetes autoimune espontanea
foi descrita pela primeira vez em 1974 numa coldnia canadiana e levou a criagao de duas
coldnias fundadoras das quais todas as subestirpes derivaram. Os ratos BB desenvolvem
habitualmente diabetes logo apés a puberdade e surgem com uma incidéncia semelhante em
machos e fémeas. Cerca de 90% dos ratos desenvolvem diabetes as 8 ou as 16 semanas de
idade®. Este modelo tem sido muito valioso no esclarecimento da genética da DMI e tem sido
sugerido como o modelo animal de pequena dimensao favorito para indugao de tolerancia
aquando da transplantacao de ilhéus. Os ratos BB tém sido utilizados em estudos interventivos

sobre neuropatia diabética®.

O modelo de DMI de ratos LEW.IARI/-iddm, surgiu espontaneamente numa colénia
de ratos Lewis com um haplotipo MHC definido, que estavam a ser criados no Instituto de
Ciéncia Animal em Laboratério na Faculdade de Medicina de Hannover. Estes ratos
desenvolvem insulite, e a diabetes manifesta-se cerca das 8-9 semanas de idade, tendo uma
incidéncia semelhante em ambos os sexos. Os animais exibem um periodo pré-diabético em
que ocorre infiltragao nos ilhéus, aproximadamente uma semana antes dos ratos se tornarem
hiperglicémicos®”. Atualmente, os estudos com este modelo tém sido utilizados para

investigagio de mecanismos envolvidos no desenvolvimento da diabetes®.

O murganho AKITA foi inicialmente desenvolvido em Akita, no Japao, a partir de uma
estirpe de murganho C57BL/6NSlc com uma mutagao espontanea no gene insulina-2, que leva
a um incorreto processamento da pro-insulina'. Esta situagdo causa uma sobrecarga de

proteinas anomalas e subsequente stress do reticulo endoplasmatico. Tal resulta numa diabetes
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insulinodependente severa que se expressa entre as 3 e as 4 semanas de idade e é caracterizada
por hiperglicémia, hipoinsulinémia, politria e polidipsia. Animais homozigoticos nao tratados
raramente sobrevivem para além das 12 semanas. A falta de células B pancreaticas neste
modelo torna-o uma alternativa aos murganhos tratados com STZ em estudos de
transplantagao. Este modelo tem também sido utilizado para estudo de doencgas
macrovasculares e neuropatias na DMI e ¢, ainda, habitualmente utilizado em estudos de
potenciais redutores do stress do reticulo endoplasmatico dos ilhéus e, neste campo, é um

bom modelo de alguns fatores associados a patologia da Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2)®.

No que diz respeito a indugao quimica da diabetes, esta é muito utilizada para estudos
de novas formulagoes de insulina, modelos de transplantagao e tratamentos preventivos da

destruicio das células B pancreaticas®.

O Aloxano e a STZ sao considerados os diabetogénicos quimicos mais potentes
utilizados em estudos sobre diabetes. Ambos os quimicos funcionam como analogos
citotdxicos da glucose, tendo tendéncia para se acumular nas células  pancreaticas através do

transportador 2 de glucose (Glut-2)".

A STZ [2-deoxy-2-(3-(metil-3-nitrosureido)-D-glucopiranose] € sintetizada pela
bactéria Streptomycetes achromogenes. Apos administragao intraperitoneal ou intravenosa, a
STZ entra nas células B pancredticas através do transportador Glut-2 e causa a alquilagao do
DNA®, Para além disso, é ainda fonte de radicais livres que contribuem para a fragmentagio
do DNA e morte celular subsequente. Esta substancia é normalmente administrada numa dose
Gnica elevada ou em multiplas doses reduzidas®, doses essas que em murganhos vao de |00-

200mg/Kg de peso corporal do animal, e em ratos viao de 35-70mg/Kg (.
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Figura I: Mecanismo de agao da STZ nas células § pancredticas.
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O efeito diabetogénico do Aloxano [2,4,5,6-tetraoxipirimidina] ¢é atribuido
principalmente a sua rapida absorgao pelas células B pancredticas e a formagao de radicais

@. O Aloxano pode inibir

livres, contra os quais as células B tém poucos mecanismos de defesa
seletivamente a secregao de insulina dependente de glucose através da inibicao da Glucocinase,
causando um estado diabético insulinodependente ao estimular a formagao de espécies

reativas de oxigénio (ROS), o que por sua vez ira provocar a necrose das células B".

Figura 2: Os principais efeitos patogénicos do Aloxano!.

As doses administradas de Aloxano em murganhos variam entre 50-200 mg/Kg de peso
corporal e em ratos entre 40-200mg/Kg de peso corporal, dependendo da espécie e da via de
administragao, sendo que a via intraperitoneal e a via subcutinea requerem uma dose até 3
vezes superior a dose por via intravenosa®?. Para além disso, deve ter-se em conta que o
Aloxano apresenta uma dose diabetogénica estreita e que, mesmo uma overdose ligeira, pode

causar toxicidade generalizada no animal, especialmente a nivel renal®.
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Tabela I: Resumo dos modelos da DMI®.

Mecanismo de Principais )
Modelo Utiliza¢Ges possiveis

inducdo caracteristicas

Dose Unica elevada Modelo simples de
de STZ hiperglicémia
e Nova formulacio de
Aloxano Modelo de insulite insulina
Inducdo induzida ® Modelo de transplante
quimica e Tratamentos que
) Destruicio das podem prevenir a
Multiplas doses ] )
células B devido a um morte das células 8
reduzidas de STZ
processo autoimune
e Estudos genéticos
Murganhos NOD
sobre a DMI
e Estudos sobre os
mecanismos da DMI
Processo Ratos BB Destruicao das
. . e Tratamentos que
autoimune células B devido a um
. podem prevenir a
espontaneo processo autoimune
morte das células B
Ratos LEW.IARI/- ¢ Tratamentos que
iddm podem manipular o
processo autoimune
e Nova formulagao de
Destruicao das insulina
. células B devido a ® Modelos de transplante
Geneticamente
. . Murganhos AKITA stress do RE. e Tratamentos para
induzido
Dependente de prevenir o stress do RE
insulina. e Pode ser utilizado em
estudos sobre a DM2

Inducdo quimica da DMI com Streptozotocina

A STZ atua como um analogo da nitrosureia, em que o grupo N-metil-N-nitrosureia
da STZ se liga ao carbono-2 da hexose do DNA!"). A transferéncia do grupo da molécula do
citoquimico para a molécula de acido nucleico causa danos, seguindo uma cascata de eventos

que, em Ultima instancia, levam a fragmentagio do DNA("), Apés a administragio de STZ por
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via intraperitoneal ou intravenosa, esta entra nas células [3 pancredticas através do
transportador Glut-2 e causa a alquilagago do DNA. A subsequente ativagao da poli-ADP-
ribose polimerase (PARP) leva a uma deplecio de NAD", a diminuicdo do ATP celular e a

consequente inibi¢ao da produgao de insulina®.

Como descrito ariteriormente, a STZ pode ser assim administrada uma unica vez, em
murganhos, numa dose entre 100-200 mg/Kg de peso corporal dependente da estirpe do
animal®, ou em ratos, numa dose entre 35-70 mg/Kg de peso corporal", levando a rapida
destruicio das células B pancreaticas e hiperglicémia®. Tem vindo a ser sugerido que a
regeneragao dos ilhéus B pode ocorrer mesmo apos tratamento com STZ, pelo que deverao
ser efetuados controlos suficientes nos estudos em que se utiliza este modelo animal, de modo
a determinar se a melhoria dos niveis de glicémia é devida a substancia ativa em estudo ou a

regeneracio endogena espontinea das células B®.

A STZ pode também ser administrada em multiplas doses reduzidas, por periodos
iguais ou superiores a 5 dias, de modo a induzir insulite em murganhos ou em ratos, sendo
que as doses administradas variam entre 20-40 mg/kg de peso corporal por dia, dependendo

da espécie e da estirpe de animal®.

Utilizacdo de modelos de inducao da DMI por
Streptozotocina

Seguidamente, serao analisados a termo comparativo, alguns artigos em que foram
utilizados alguns dos modelos animais descritos anteriormente: indugao da DMI por
administragao de STZ em multiplas doses reduzidas por periodos iguais ou superiores a 5 dias

em murganhos C57BL/6, ou em dose unica em ratos Wistar ou murganhos C57BL/6.

Em todos os ensaios pré-clinicos que aqui irao ser revistos, a administragao de STZ foi

efetuada por via intraperitoneal.
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Tabela Il: Resumo dos estudos pré-clinicos em andlise e do estudo piloto a ser apresentado.

Estudos pré-clinicos

Estirpe animal

Pesos do animal
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Dose administrada

Glicémia /DM

“Chloroquine improves left ventricle diastolic C57BL/6 60mg/Kg/dia
function in streptozotocin-induced diabetic mice” ©*) Machos |6-18g (durante 6 dias) —SLATAL
“Chronic Treatment with the AMP-Kinase Activator
ICAR
Increases Glycogen Storage and Fatty Acid Oxidation Wistar albinos 180-200 65mg/kg > 450mg/dL
in Skeletal Muscles but Does Not Reduce Machos g (administragao unica) (25mmol/L)
Hyperglucagonemia and Hyperglycemia in Insulin
Deficient Rats” ¢
“Effects of caffeine on locomotor activity in Wistar albinos 50mg/Kg
streptozotocin-induced diabetic rats” (") Machos ke (administragao Unica) = 2T
“Multifunctional Composite Microcapsules for Oral Wistar 200 + 20 65mg/Kg > 300,3mg/dL
Delivery of Insulin” ©® Machos =% (administragio Unica) (16,67mmol/L)
“Protective effects of berberine on renal injury in C57BL/6 20-25 150mg/Kg > 288,3mg/dL
streptozotocin (STZ)-Induced diabetic mice” (*) & (administragio Gnica) (16mmol/L)
“Resveratrol ameliorates myocardial fibrosis by . S
inhibiting ROSIERKITGF-B/periostin pathway in STZ- CP,SI 7BL/6 20-25¢ 40mg/Kg/dia 250,5mg/dL
. . S (10) achos (durante 5 dias) (13,9mM)
induced diabetic mice
Estudo piloto para caracterizacdo de uma nova Wistar 55mg/Kg
formulacdo a base de um polimero de insulina Machos ol (administragao unica) = Stz
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Ensaios pré-clinicos em que foram aplicados estes modelos animais

I) “Chloroquine improves left ventricle diastolic function in streptozotocin-induced diabetic

mice”(5)

Este ensaio pré-clinico tinha por objetivo analisar os efeitos terapéuticos da cloroquina,
um inibidor da autofagia, na fungao do ventriculo esquerdo, em murganhos diabéticos por
indugao com STZ. Para o estudo, foram utilizados murganhos C57BL/6 macho saudaveis (com
6 semanas de idade e pesando entre |6-18g), nos quais foi induzida a diabetes por uma
administragao diaria, durante 6 dias, de uma solugao de 60mg/Kg de STZ em tampao citrato
pH 4,5, preparada diariamente de modo a evitar problemas de estabilidade. 6 dias apos a ultima
injecao de STZ, confirmou-se se os murganhos estavam hiperglicémicos, medindo-se a
concentragao de glucose na corrente sanguinea através de um medidor de glicémia, utilizando
sangue extraido da veia da cauda. Consideraram-se diabéticos os animais que apresentavam

valores de glicémia superiores a 300,9 mg/dL (16,7 mmol/L).

2) “Chronic Treatment with the AMP-Kinase Activator ICAR Increases Glycogen Storage and
Fatty Acid Oxidation in Skeletal Muscles but Does Not Reduce Hyperglucagonemia and

Hyperglycemia in Insulin Deficient Rats”®)

O segundo ensaio pré-clinico vem apresentar um estudo que pretende concluir se o
efeito cumulativo do glicogénio, aquando da utilizagao cronica de um farmaco ativador da
AMPK (AMP proteina-cinase), pode favorecer o controlo da glicémia em condigoes de
deficiéncia de insulina. Como modelo de estudo, foram utilizados ratos Wistar albinos macho,
com peso entre |80-200g e com acesso livre a comida e agua até ao momento da
administragao do citotoxico. Foi induzida a diabetes com a administragao de uma dose Unica
de STZ, numa dose de 65mg/kg peso corporal do animal. 48 horas apos a injegao, os valores
de glicémia foram medidos através de sangue retirado da veia superficial principal da coxa num
medidor de glicémia, e apenas os animais que apresentavam valores de glicémia superiores a

450mg/dL (25mmol/L) foram considerados diabéticos.

3) “Effects of caffeine on locomotor activity in streptozotocin-induced diabetic rats”(7)

No terceiro ensaio pré-clinico, cujo objetivo era compreender os efeitos que uma dose

média-baixa de cafeina poderia ter na atividade locomotora do animal, no qual foi induzida a
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diabetes por administragao de STZ, foram utilizados ratos Wistar albinos macho, com pesos
entre 300-350g e 3-4 meses de idade. A diabetes foi induzida por uma administragao Unica de
STZ, numa dose de 50mg/Kg de peso corporal, diluida numa solugao salina a 0,9%. Uma
semana apos a administragao de STZ, os valores de glicémia foram medidos num medidor
apropriado, utilizando sangue extraido da veia da cauda, e os animais que apresentavam valores
superiores a 250mg/dL, foram considerados diabéticos e incluidos no estudo. Os ratos que
apresentavam valores de glicémia acima de 600mg/dL foram excluidos, uma vez que esses
valores indicam um reduzido potencial biolégico para o ensaio, o que por sua vez nao

asseguraria a sobrevivéncia dos animais a longo prazo.

4) “Multifunctional Composite Microcapsules for Oral Delivery of Insulin®(®)

No decorrer deste estudo pré-clinico, foi desenhado e desenvolvido um novo sistema
de transporte de insulina por microencapsulagao, tendo por objetivo controlar a libertagao
do farmaco e impedir a sua degradagao, de modo a melhorar a biodisponibilidade do mesmo
quando administrado por via oral. Como modelo de teste, foram utilizados ratos Wistar
macho, com pesos de 200g + 20g e 12-13 semanas de idade. Induziu-se a diabetes com uma
Unica administracao de uma solucao de STZ a 65mg/Kg de peso corporal em tampao citrato
pH 4,5, e sete dias apds a administragao do citotoxico, os ratos que apresentavam sintomas
de politria, perda de peso e niveis de glucose superiores a 300,3mg/dL (16,67mmol/L), foram

considerados diabéticos.

5) “Protective effects of berberine on renal injury in streptozotocin (STZ)-Induced diabetic

mice”’(%)

No quinto ensaio, foram investigados os possiveis efeitos terapéuticos da Berberina na
prevencao e tratamento da nefropatia diabética. Para este estudo, foram usados murganhos
C57BL/6 com 6 semanas de idade e pesos entre 20-25g. A diabetes foi induzida por
administragao de STZ diluida em 0,IM de tampao citrato pH 4,5, numa dose unica de
I 50mg/Kg de peso corporal do animal. Os murganhos foram considerados diabéticos a partir

do momento em que os respetivos niveis de glicémia atingiram valores superiores a

288,3mg/dL (16mmol/L).
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6) “Resveratrol ameliorates myocardial fibrosis by inhibiting ROS/ERKITGF-8/periostin

pathway in STZ-induced diabetic mice” (19

No ultimo ensaio pré-clinico analisado, foram investigados os efeitos terapéuticos do
Resveratrol na melhoria da fibrose miocardica em murganhos diabético. Como modelo animal,
foram utilizados murganhos C57BL/6 macho, nos quais se induziu a diabetes por uma
administragao diaria de uma solugao de STZ diluida em 0,IM de tampao citrato pH 4,5, numa
dose de 40mg/kg de peso do animal por dia, durante 5 dias consecutivos. Os murganhos que
3 dias ap6s a ultima injecao de STZ apresentavam valores de glicémia superiores a 250,5mg/dL

(13,9mM), foram considerados diabéticos e utilizados na continuagao do estudo.

Comparacao entre os varios estudos

Estabelecendo agora uma comparagao entre estes varios estudos, foi possivel concluir
que os modelos animais mais utilizados para teste de novas formulagoes de farmacos sao ratos
ou murganhos macho, uma vez que as fémeas apresentam maiores oscilagoes hormonais, que

podem interferir no desenvolvimento da diabetes.

No que diz respeito ao peso dos animais, confirmou-se que o peso ideal dos murganhos
C57BL/6 sera aproximadamente 18 a 20g, e dos ratos Wistar entre os 200-300g, sendo que
deste modo havera maior facilidade em prever os efeitos e a eficacia da administragao da STZ,
bem como o tipo de problemas que este método de indugao da diabetes pode provocar nos

animais.

Para além disso, sao mais frequentemente utilizadas administragoes Unicas de STZ em
doses mais elevadas para indugao da DM, visto que causa rapida destruicao das células f3

pancredticas e hiperglicémia®, sendo, portanto, um método mais rapido e eficaz.

A via de administragao de STZ que é maioritariamente utilizada € a via intraperitoneal,
pois é uma via rapida, segura e consistente na distribuicao de grandes volumes de substancias
na cavidade peritoneal, onde sdo facilmente absorvidas"". Por outro lado, a via intraperitoneal
pode causar maior stress no animal!'?, pelo que de modo a evitar efeitos negativos nos animais
e influenciar os resultados dos ensaios, nos casos em que os ratos ou murganhos nao estiveram
anteriormente expostos a procedimentos causadores de stress, € recomendada a habituagao

destes aos processos de manuseamento antes de se iniciarem os ensaios''?.

Quanto as doses de STZ que foram administradas aos animais, nos ratos as quais foi

dada uma dose unica do citotdxico, para os de menor peso foi de 65mg/Kg de peso corporal
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e 50mg/Kg de peso corporal no estudo em que os ratos apresentavam maior peso inicial. Nos
murganhos aos quais foi administrada uma dose Unica de STZ, esta foi numa dose de |50mg/Kg
de peso corporal. Em qualquer um dos estudos de administragao Unica, as doses de STZ
estavam dentro dos valores previstos para estes modelos especificos (35-70 mg/Kg de peso
corporal para ratos’ e 100-200 mg/Kg de peso corporal dos murganhos, dependente da
estirpe dos animais®). Para as administragées multiplas em doses reduzidas foram utilizadas
doses de STZ de 45-60mg/Kg de peso corporal dos murganhos por dia, por periodos de 5 ou
mais dias, ficando um dos estudos um pouco acima do habitual nestes modelos, no que diz
respeito a dose diaria (doses de referéncia: 20-40 mg/kg de peso corporal por dia, dependendo
da espécie e da estirpe de animal®). Estas administragdes permitiram em todos estes estudos
a obtengao de modelos animais com DMI induzida por STZ, para prosseguir as respetivas

pesquisas.

Foi ainda possivel constatar nos estudos analisados, que um dos fatores sujeitos a maior
variabilidade foi o valor de glicémia a partir do qual os animais foram considerados diabéticos
e apresentaram ainda assim potencial biologico para serem utilizados nos ensaios pré-clinicos
subsequentes, sendo que esses mesmos valores de referéncia variaram entre 250mg/dL a
450mg/dL. Ha que ter em conta que nos ratos e nos murganhos, os valores de glicémia acima
dos quais os animais sao diagnosticados como diabéticos, sao substancialmente superiores aos

valores de referéncia para humanos (glicémia em jejum >126mg/dL("").

Estudo piloto para a caracterizacao de uma nova formulacao a base

de polimero de insulina

Com o objetivo de preparar e caracterizar uma nova formulagao a base de polimero
de insulina recorreu-se ao modelo de indugao de DMI pela administragao unica de STZ a ratos

Wistar machos.

Material e Método

O estudo foi desenhado e 12 ratos Wistar machos saudaveis (divididos por 4 grupos
de trabalho, identificados por — A, B, C e D), com pesos entre 300-400g, foram mantidos em
ambiente adequado, com controlo de temperatura (+ 22°C), com ciclos circadianos de 24h
(12h de luz diarias) e acesso livre a comida. Doze horas antes da administragao de STZ, os
animais foram colocados em jejum, com acesso livre a agua. Os ratos foram fornecidos pelo

biotério da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra e o protocolo experimental
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foi realizado de acordo com a Diretiva 2010/63/EU da Unido Europeia!”, em vigor desde | de

Janeiro de 2013.

No dia da indugdo da DML, foi preparada uma solugio extemporanea de STZ (Sigma®)
a 100mg/mL em tampao citrato a pH 4,5, que foi administrada, no maximo, durante a hora
que procedeu a sua preparagao. Antes de ser administrada a solugdo de STZ, pesaram-se
todos os animais, apresentando pesos entre 312-380g, e mediu-se a glicémia basal com um
medidor OneTouch Verio® IQ através de uma gota de sangue extraida de uma perfuragio

minima na ponta da cauda.

Induziu-se quimicamente a DMI através de uma injegao intraperitoneal de STZ e em
dose Unica elevada, de 55 mg/Kg de peso corporal do animal. Durante as primeiras 24h que
sucederam a indugao, foi fornecido aos ratos soro glicosilado a 5% (m/v), de modo a prevenir
uma possivel hipoglicémia reacional desencadeada pela destruigao das células § do pancreas.
Os animais que, entre 7 a 14 dias ap6s a indugao, apresentaram sintomas de polilria, polifagia,
polidipsia, perda de peso e niveis de glicémia superiores a 300mg/dL, foram considerados
diabéticos e com potencial biologico para poderem ser incluidos no estudo de uma nova

formulacao de insulina, que procederia a utilizagao deste modelo de indugao da DMI.

Apresentacao de Resultados e Discussao
Consideram-se nas tabelas o dia 0 como o dia da indugao quimica da DMI com STZ, e
o dia I3 como o dia em que foi iniciado o estudo da nova formulagao a base de polimero de

insulina.

Caixa A

Tabela lllI: Evolugio do peso corporal e dos valores de glicémia do Rato |, caixa A.

Caixa A - Rato |

Dias
0 2 6 13
Valores
Peso corporal (g) 365 350 317 287
Glicémia (mg/dL) 77 393 598 400
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Tabela IV: Evolucao do peso corporal e dos valores de glicémia do Rato I, caixa A

Caixa A - Rato Il

Dias
0 2 6 13
Valores
Peso corporal (g) 316 302 275 266
Glicémia (mg/dL) 85 425 405 411

Tabela V: Evolugao do peso corporal e dos valores de glicémia do Rato 11, caixa A.
Caixa A - Rato Il

Dias
0 2 6 13
Valores
Peso corporal (g) N 331 241 210 X
Glicémia (mg/dL) 104 400 80' X

Nota |: Nas determinagdes do dia 6, o Rato Il apresentava sintomas de hipoglicémia marcada, derivados dos
efeitos tdxicos da STZ no organismo do animal. No entanto, este nao recuperou dos efeitos da STZ e acabou
por morrer.

Caixa B

Tabela VI: Evolugio do peso corporal e dos valores de glicémia do Rato I, caixa B.

Caixa B - Rato |

Dias
0 2 6 13
Valores
Peso corporal (g) N 318 322 321 | e z
Glicémia (mg/dL) 102 95 N7 | z

Tabela VII: Evolugao do peso corporal e dos valores de glicémia do Rato |1, caixa B.

Caixa B - Rato |l

Dias
0 2 6 13
Valores
Peso corporal (g) N 312 311 K100 2 e — 2
Glicémia (mg/dL) 104 117 107 7 I p—— 2

Nota 2: Ao fim dos |3 dias, os Ratos | e Il foram considerados nio diabéticos, pois ndo apresentaram nem
sintomas caracteristicos da DMI nem valores de glicémia acima do valor considerado normal, ao longo das duas
semanas. Foram assim retirados do estudo.
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Tabela VIII: Evolugio do peso corporal e dos valores de glicémia do Rato |ll, caixa B.
Caixa B - Rato llI

Dias
0 2 6 13
Valores
Peso corporal (g) 318 290 286 258
Glicémia (mg/dL) 107 357 419 345

Caixa C

Tabela IX: Evolugdo do peso corporal e dos valores de glicémia do Rato I, caixa C.

Caixa C - Rato |

Dias
0 2 6 13
Valores
Peso corporal (g) 328 283 X3 X3
Glicémia (mg/dL) 83 417 X X

Tabela X: Evolucao do peso corporal e dos valores de glicémia do Rato |1, caixa C.

Caixa C - Rato Il

Dias
0 2 6 13
Valores
Peso corporal (g) N 360 321 334 330
Glicémia (mg/dL) 97 353 >600 >600

Tabela Xl: Evolugao do peso corporal e dos valores de glicémia do Rato |lI, caixa C.
Caixa C - Rato Il

Dias
0 2 6 13
Valores
Peso corporal (g) N 342 297 X3 X3
Glicémia (mg/dL) 72 443 X3 X3

Nota 3: No dia 6, o Rato | e o Rato Il nao resistiram aos efeitos de STZ tendo morrido.
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Caixa D
Tabela XlI: Evolugdo do peso corporal e dos valores de glicémia do Rato 1, caixa D.

Caixa D - Rato |

Dias
0 2 6 13
Valores
Peso corporal (g) 370 316 x* X*
Glicemia (mg/dL) 71 399 X X

Tabela XllI: Evolugio do peso corporal e dos valores de glicémia do Rato 11, caixa D.

Caixa D - Rato Il

Dias
0 2 6 13
Valores
Peso corporal (g) 380 338 341 315
Glicémia (mg/dL) 77 462 513 437

Tabela XIV: Evolugio do peso corporal e dos valores de glicémia do Rato 11, caixa D.
Caixa D - Rato Il

Dias
0 2 6 13
Valores
Peso corporal (g) D 367 316 x* x*
Glicémia (mg/dL) 79 436 x* X*

Nota 4: No dia 6, o Rato | e o Rato Ill ndo resistiram aos efeitos de STZ tendo morrido.

Em todos os ratos que foram considerados diabéticos no estudo piloto, os principais
sintomas apresentados pelos animais foram poliuria, polidipsia e uma perda de peso drastica e
progressiva, com os animais a registar uma redugao de peso de 8-21%, no fim de duas semanas
apos a indugao quimica. Apresentam-se abaixo os graficos que representam a evolugao dos
animais ao longo das duas semanas apos a indugao da DMI, no que diz respeito aos pesos e

aos valores de glicémia basal.

Nos graficos, o dia 0 representa o dia da administragao da STZ e o dia |3, o dia do
inicio do estudo da nova formulagao de insulina; o “X” representa o momento em que o
animal morreu e “ND” representa o momento em que o animal foi retirado do estudo por

nao ser diabético.
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Grdfico I: Variagao do peso dos animais da caixa A ao longo do tempo.
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Grdfico Il: Variagao do peso dos animais da caixa B ao longo do tempo.
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Grdfico llI: Variagao do peso dos animais da caixa C ao longo do tempo.
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Grdfico IV: Variagao do peso dos animais da caixa D ao longo do tempo.
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Grdfico V: Variagdo dos valores de glicémia dos animais da caixa A ao longo do tempo.
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Grdfico VI: Variagao dos valores de glicémia dos animais da caixa B ao longo do tempo.
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Gradfico VII: Variagio dos valores de glicémia dos animais da caixa C ao longo do tempo.
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Grdfico VIII: Variagao dos valores de glicémia dos animais da caixa D ao longo do tempo.

Apods a andlise realizada aos varios ensaios pré-clinicos, apresentados nos artigos
cientificos anteriormente mencionados, e face aos resultados obtidos no estudo pré-clinico
apresentado acima, foi possivel determinar as diferengas e as varidveis do modelo de indugao
da DMI por STZ. O fator comum a qualquer dos casos foi o meio de administragao do

citotoxico, a via intraperitoneal (IP).
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No caso da variagao da estirpe do animal utilizado, para além da facilmente detetavel
diferenca de pesos médios dos animais (os murganhos C57BL/6 tém substancialmente
menores dimensoes que os ratos Wistar), foi possivel concluir que a dose de STZ utilizada
para indugdo da DMI é superior nos murganhos, em relagao aos ratos, particularmente
aquando de uma administragao Unica de citotoxico, com uma dose de 150mg/Kg de peso
corporal em administragao uUnica, ou de 40-60mg/Kg de peso corporal do animal em caso de
administragoes repetidas por periodos iguais ou superiores a 5 dias. Quanto as diferengas de
dose de STZ entre ratos Wistar, verificou-se que existe relativa variagao desse valor, tendo

nestes casos sido de 50-65 mg/Kg de peso corporal do animal.

Do mesmo modo, nao parece existir um consenso sobre qual o valor de glicémia acima
do qual os animais se consideram diabéticos e apresentam ainda potencial bioldgico para
prosseguir os ensaios, sendo que nos murganhos o valor de referéncia manteve-se sempre

proximo dos 300 mg/dL (250-300mg/dL), mas que nos ratos variou de 250-450 mg/dL.

No final do processo de indugao da diabetes (apresentado nos graficos como o dia 13,
o dia em que se efetuou a administragao da nova formulagao de insulina), obtiveram-se trés
resultados diferentes, ao fim das duas semanas, na indugao da DMI com este modelo de ratos
Wistar, 5 ratos diabéticos, 5 ratos que morreram e 2 ratos que nao apresentaram qualquer
sintomatologia da sindrome nem valores de glicémia fora do normal, tendo sido considerados

como nao diabéticos.

Perante estes dados, foi possivel concluir que o método de indugao da DMI por STZ em
ratos Wistar, ainda que continue a ser um dos modelos mais completos e adequados para
estudos de novas formulagoes de medicamentos, nao esta totalmente otimizado, quer na dose
adequada de STZ a administrar aos animais para indugao da patologia (havendo algumas
variagoes no que diz respeito aos efeitos do citotdxico, de acordo com a respetiva quantidade
administrada), quer nos valores de glicémia de referéncia a serem utilizados para determinar
a presenga da DMI e o potencial biologico dos ratos para prossecucao dos estudos pré-clinicos

para os quais se utiliza este modelo.

Surge assim a necessidade de estudos mais detalhados e com maior nimero de animais
testados, para que seja possivel discriminar as variagoes intraespécie maioritarias na resposta
a STZ, determinar qual a dose adequada deste citotoxico a administrar em dose Unica elevada
ou em doses multiplas reduzidas, e demarcar o valor de glicémia de referéncia acima do qual

os animais sao considerados diabéticos e com potencial bioldgico para continuagiao do ensaio
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pré-clinico, de modo a uniformizar os resultados obtidos com este modelo, protocolando

possivelmente o seu método de utilizagao e processamento.
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Conclusao

Atualmente, os modelos animais que se utilizam para estudos relacionados com a DM,
abrangem um grande niimero de fatores fisiologicos e genéticos relacionados com a sindrome,
mimetizando o melhor possivel a doenga humana. Um dos modelos mais completos para estes
estudos, € o modelo de indugao quimica da DMI por STZ em roedores de pequeno porte,
ainda que apresente alguma variabilidade no racio procedimento-resultados, como foi possivel

constatar ao longo deste documento.

Apods a comparagao do trabalho laboratorial desenvolvido com alguns estudos prévios
em que foi utilizado o mesmo modelo animal de DM, foi possivel concluir que o método de
inducao quimica da diabetes por STZ é ainda um método pouco otimizado. Utilizam-se valores
de referéncia divergentes, quer na concentragao de citotdxico administrada, quer no valor de
glicémia a partir do qual o animal é considerado diabético e apresenta ainda potencial biologico
para prosseguir o estudo, e obtém-se resultados com uma grande variabilidade, como foi o
caso do estudo piloto apresentado, em que num total de |2 ratos, se alcangaram os 3
resultados possiveis com a indugao da DMI, animais diabéticos, animais que nao resistiram aos

efeitos do citoquimico e acabaram por morrer, e animais nao diabéticos.

Como tal, parece revelar-se assim a necessidade de estudos mais aprofundados e com
maior numero de animais, de modo a ser possivel a determinagao das principais variantes que
causam estas inconstancias de procedimentos e resultados, de modo a desenvolver um
possivel protocolo otimizado, que permita a obtencio de resultados mais fidveis e mais

preditivos nos estudos preé-clinicos em que se aplique este modelo animal de indugao da DMI.
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New formulation of oral insulin
J. Moredra®, |V, Figueiredo3, M. Slivelraz, P. Gongalves?, L. Roque'd, C. Sliva'4, A. R. Carvalho?, M. Nicolal.4, T. Aimeidat.4,
Saralva'#, M. Eduardo-Figuelra®, P. Falsca', |. Comele®, L. Ascensao’, P. Rijo'#3 and C. Reig™ > 4*

" Unkersidade Lusdiona de Humanidades e Teanclogias (ULHT), Lisbea, Portugal.
2 Faculty of Prarmacy, Uniersidade de Coimbra, Colmbra, al.

3 Insthse of Biomedical imaging and Lite Sciences (BILI), Unkersidade de Coimbra, Colmbra, Portugal.
(CE30S), ULHT, Lisboa, Portugal.

* Cemer for Research in Biosdences and Health Technologies

S Med.ULisboa, Faculty of Pharmacy, Universidade de Lisboa, Lisboa,

4 Centro de Quimica Estrutural, instiuto Superior Téonico, Lisboa, Porugal.
TCESAM, Faculty of Scences, Universidade ce Lisboa, Lishoa, Portugal.
‘IEB,FMMMWGM, Uisboa, Portugal.

INTRODUCTION

Diabetes mellitus is a chronic disease caused by inhented andfor
quired deficiency in production of insulin by the pancreas, or by the
neffectiveness of the insulin produced. People with Type 1 disbetes are
usually totally dependent on insulin injections for survival and require
daily adménistration of insulin. Orally administered insulin should improve
the patient compliance, In addition, intestinally absorbed-oral insulin
ctually mimics insulin® s natural location and gradients in the body by
first passing through the liver (Reis, 2008). The aim of this study was to
prepare and characterize a new polymeric-based formulation of oral
insuliin.
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RESULTS
I- NPs charactevization

Table 2 - Stw, 2eta potertal ard E£.

Mean Partide  Zeta Potential Encapsulation efficiency
Size (nm) (mV) (%)
61332 767 -14.93: 001 598+ 256

MATERIALS AND METHODS

Insulin polymenc nanoparticles (NPs) were produced by spontaneous
emulsification method with solvent despersion followed a spexific coating
(Fig. 1). Mean particle sze, polydispersity index of the NPs and zeta
patential were measured in 3 Particle Analyser. Morphology was
assessed by scanning electron microscope. Free insulin present in the
supernatant was analyzed by HPLC method and Encapsulation Efficiency
(EE%) was determined. The sacondary structure of insulin released from
tl’swasamlyudbyamhid'mmandquamﬁedbym&m
permeation study was performed using segments of excised intestine of
Wistar rats (Fg. 2). In wivo efficacy studies were performed using STZ-
induced disbetic Wistar male rats (Table 1). Empty NPs and insulin-
loaded NPs were orally administered through gavage and glycemic
values were measured every 15 minutes during the first hour, then every
half an hour for the next two hours and, at last, every hour until the 8th
hour post-administration.

Table 1 At vhvo lest
Animal Group Oral Treatment
Iin=4) Loaded NPs at 50 kg
Hin=4) Empty NPs at 50 1U/%g
CONCLUSION

NPs were capable of releasing bioacive insulin in vivo. All
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used are well accepled in $he pharmaceutical Sakd and thus this Sormulation is able

o markedly imprave e intestinal absarption of insulin and will be of interest in the treatment of diabetes with oral insulin.
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