Universidade Estadual de Maringa
/A Programa de Po0s-Graduacao em
Ciéncias Biologicas

0 IR

111 Curso de Inverno em
Biologia Celular e Molecular

LA LE L

1a5deJulho de 2013

MINICURSO

Técnica de monitoramento continuo da
concentracao intersticial de glicose em tempo
real (RT-CGMS) em animais de laboratorio




Laboratorio de Investigacao
em Diabetes e Obesidade

Professor Responsavel:

Dr. Roberto Barbosa Bazotte

Ministrantes do Curso:

Any de Castro Ruiz Marques
Antonio Machado Felisberto Junior
Fabiana Percinoto Monteiro Schiavon
Marcia Aparecida Carrara
Marcio Guilhermetti

Vanessa Rodrigues Vilela



Sumario

1 INTRODUGAO ... .ottt ettt ettt as e te et eae e eaneaeeaeneas
A © 1 = 1 i I Y
3 ROTEIRO DOS EXPERIMENTOS ...t et e e
I A N 01 4= SRS POTPPPPPPPP
K 1 (] - 1 TP OTPPPPPPPP
IR B [=1 (oo (o] (o | F= OO OTOPPPPPPI
3.4 Avaliagcéo da glicemia ap6s administragdo de SACAr0Se ..........cccuvveeeeeeeeiiiiiieeaennns
I T O (0T g (oo =0 - TP PP RUPPTRTRI

4 BIBLIOGRAFIA ..o e e e e



1 INTRODUCAO

Glicemia é um termo que se refere & concentragdo de glicose no sangue podendo
ser expressa em mg/dl ou mM. Pode-se quantificar a glicemia através da avaliagédo da (I)
glicemia capilar empregando glicosimetro ou por (ll) técnicas laboratoriais (glicemia de
jejum; teste de tolerAncia a glicose) ou também indiretamente avaliando-se a
concentragdo de glicose intersticial (CGI) através do sistema de monitoramento continuo
de glicose em tempo real (RT-CGMS).

A avaliac@o da glicemia capilar empregando glicosimetro é usada na detecgéo e
acompanhamento do diabetes. Neste caso, basta colocar uma gota de sangue na tira
reagente e realizar a leitura no glicosimetro. O procedimento € altamente eficaz no
acompanhamento domiciliar da glicemia, especialmente no diabético tipo 1, que
necessita controle mais rigoroso da glicemia em fungé@o do uso obrigatorio de insulina.
Os resultados de glicemia capilar ndo servem para o diagnéstico de diabetes. Assim,
sempre que os valores de glicemia forem sugestivos de diabetes, o paciente devera ser
orientado a procurar um medico e realizar o exame da glicemia em jejum no laboratorio

de andlises clinicas.

O segundo teste estd relacionado com a deteccdo, diagndstico e
acompanhamento do paciente diabético. Para avaliagdo laboratorial da glicemia de
jejum, o paciente deve estar em jejum noturno, e a coleta de sangue é feita pela manha.
Glicemias de jejum maior ou igual a 126mg/dL direciona o clinico para o diagndstico
laboratorial do diabete mellitus. Em caso de glicemia de jejum entre 100 e 125mg/dL,
considerada anormalmente elevada e denominada intolerdncia ao jejum, pode ser
interessante submeter o paciente ao teste de tolerancia a glicose (GTT).

No caso do GTT, além da coleta de sangue em jejum (glicemia do tempo zero), o
paciente recebe uma solugéo oral de glicose (75 g) e aguarda 120 minutos para a
segunda coleta de sangue. Se aos 120 minutos a glicemia estiver abaixo de 140 mg/dL,
0 paciente sera considerado ndo diabético; se estiver entre 140 e 199 mg/dL, o paciente
ser& considerado como preé-diabético; e caso a glicemia seja maior ou igual a 200 mg/dL,
0 paciente sera considerado diabético.

Considerando que a CGI reflete com boa aproximagéo a glicemia, o RT-CGMS,
gue permite a obtencédo de 840 medidas ao longo de 3 dias em um intervalo de 40-400
mg/dL, tem sido cada vez mais empregado como um instrumento de avaliagdo da
glicemia em diabéticos.

O dispositivo de RT-CGMS é composto por um sensor de glicose (Figura 1A)
constituido por um eletrodo coberto por uma membrana que detecta a concentragédo de
glicose no fluido intersticial, pelo método da glicose oxidase, e envia esta informagao
para um transmissor (Figura 1B). Este envia os dados para o monitor (Figura 2) através
de ondas de radio de alta frequéncia, o qual fornece leituras de glicose intersticial em
tempo real (Medtronic Guardian® Real-Time CGMS). O sistema RT-CGMS avalia a
concentragdo de glicose a cada 10 segundos, e os resultados serdo obtidos a cada 5



minutos, representando a média da soma de 30 medi¢cBes de concentracdo de glicose
sendo os cerca de 280 valores diarios armazenados no monitor.

Figura 1. Sensor de glicose (A) foto ilustrativa demonstrando o tamanho em
relagcdo a uma moeda e transmissor (B) acoplado ao sensor.
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Figura 2. Monitor — recebe dados por ondas de radio de alta frequéncia (Medtronic
Guardian® Real-Time CGMS).

Ao final da utilizagdo do sensor, este é removido e os dados armazenados no
monitor sdo transferidos para um receptor (Figura 3) permitindo que os dados (Figura 4)
sejam transferidos para um computador pessoal ligado a um programa de analise on-
line.

Figura 3. Receptor ComLink — capaz de transferir os dados do monitor para um
computador pessoal.
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Figura 4. Gréfico representativo dos resultados dos valores obtidos pelo sistema
RT-CGMS).

Assim, considerando a dificuldade de coleta de sangue em animais de laboratério,
particularmente em ratos, a avaliagdo da CGI empregando o sistema RT-CGMS
representaria um grande avanco em termos de redugdo do numero de animais
empregados em estudos de avaliagéo da glicemia (Figura 5).

Figura 5. Implantacdo do CGMS em rato Wistar para avaliagdo da concentragéo de
glicose intersticial.



Essa técnica, no momento, ainda se encontra limitada a dosagem de glicose,
embora novos dispositivos que fazem leitura de outros parametros metabdlicos (lactato,
ambdnia etc), estejam chegando ao mercado. Além disso, a tendéncia de miniaturizacéo
destes dispositivos abre a perspectiva de estudos em animais de menor porte (ratos
desmamados, camundongos etc).

2 OBJETIVO

Este mini-curso tem por objetivo oferecer aos alunos um conhecimento
preliminar do sistema de monitoramento continuo da CGl em tempo real (RT-CGMS).

3 ROTEIRO DOS EXPERIMENTOS

3.1 Animais

- Linhagem: Ratos Wistar
- Sexo: Macho.
- Peso: 300 a 350 gramas.

Condi¢des ambientais: Temperatura constante (22°C +/- 1°C) e ciclo claro/escuro de 12
horas.

*Aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual
de Maringd. PARECER N° 05/2013 - 05/03/2013.

3.2 Materiais

-Balanca.

-Papel kraft®.

-Fita adesiva.

-Anestésicos (Ketamina e Xilazina).
-Seringas (1 ml) e agulhas (13mm X 0,45mm).
-Epperdorf.

-Saco plastico.

-Algodéo.

-Alcool 70%.

-Caneta tinta molhada.

-Agulha e linha de sutura.

-Tesoura.



-Pilhas.

-Sensores, monitores e transmissores Medtronic®.
-Gaze.

-Fita microporosa.

-Soro fisiolégico.

3.3 Metodologia

Para inserir 0 sensor e a instalacdo do transmissor, os ratos séo anestesiados
com Ketamina (100 mg/Kg)/Xilazina (10 mg/Kg) via intraperitoneal. Apds anestesia, a
area a ser inserido o sensor, sera tricotomizada e o sensor sera inserido na regiao
interescapular (subcutaneo). Este processo levara 15-20 min.

O monitor serd mantido na parte superior da gaiola onde abrigara o animal apds a
cirurgia. Depois de ligar o transmissor com 0 monitor, um periodo de 2 h sera necessario
para a inicializagdo antes de realizar a calibracdo do RT-CGMS. A primeira e segunda
calibracdo seréo realizadas 2 h e 6 h apds a instalagdo do RT-CGMS e repetidas a cada
12 h, medindo a glicemia com um glicosimetro. Para este fim, uma gota de sangue sera
obtida apds uma pequena incisdo feita na extremidade da cauda.

Durante o periodo de observacéo, o local da cirurgia para a inser¢do do sensor e
transmissor ndo devera mostrar qualquer sinal de infecgéo ou inflamacéo. Finalmente, o
sensor sera removido e os dados armazenados no monitor serdo transferidos para um
receptor permitindo que os dados sejam transferidos para um computador pessoal ligado
a um programa de analise on-line.

3.4Avaliacdo da glicemia ap6s administracdo de sacarose

Os animais serédo privados de alimento das 17:00 horas as 8:00 horas, totalizando
15 horas de jejum. As 8:00 horas da manha os animais receberéo sacarose 0,8g/Kg via
oral, através de técnica de gavagem.



3.5Cronograma
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