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CARACTERIZACAO DO DIABETES MELLITUS  FARMACOLOGICO
(ALOXAMICO) EM TILAPIAS DO NILO

RESUMO - O estudo investigou os mecanismos envolvidos na fisiopatologia
metabdlica e inflamatdéria aguda em tildpias aloxano-diabéticas. Para avaliacéo
metabolica, foi realizado um ensaio experimental crénico com 30 tilapias aloxano
diabéticas para determinacdo das massas corporais, constituido trés grupos (n=10):
N&o diabético e tratado com salina; Diabético e tratado com insulina; Diabético sem
tratamento. Para estes animais foram analisados producédo de insulina do pancreas,
densidade mineral éssea (g/cm?), densidade de massa gorda (%), biomecanica de
0sso, determinacdo de apolipoproteina Al séricas, glicemia, fosfatase alcalina
sérica, colesterol sérica, triglicerideos sérica, hemograma, atividade de lisozima
sérica e avaliacbes histopatolégicos. Para avaliacdo inflamatéria aguda, foram
utilizadas amostras de soro e tecidos de tilapias com aerocistite infecciosa aguda por
A. hydrophyla, constituindo 3 tratamentos analisado 6, 24 e 48 horas apos estimulos
inflamatorio infeccioso, compostos por: Nao aloxana-diabéticas e inoculado; aloxana-
diabéticas e inoculado; aloxana-diabéticas e tratado com insulina e inoculado. Para
estas amostras foram analisadas através de imunohistoquimica a producédo de TNF-
a, IGF-1 no foco inflamado e determinacdo de lisozima sérica. O presente estudo
revelou resultados muito promissores, demonstrando que tilapias do Nilo submetidas
a administracdo de aloxana endovena podem desenvolver o diabetes mellitus tipo 1.
A correlacdo entre os estudos demonstram que tilapias do Nilo aloxana-diabeticos,
apresentaram baixo ou inexisténcia de células beta, deposi¢cdo ectépica de tecido
adiposo, degeneragcdo muscular, dislipidemia, anormalidades cardiacas, doencas
gastrointestinais, esteatose hepatica, fragilidade ossea, nefropatia, anemia,
leucopenia, trombocitése, além de alteracdes da resposta imunologica em relacao a
atividade lisozima, TNF-a e IGF-1 no foco inflamado durante estimulo inflamatorio
infeccioso agudo. Provando a importancia do efeito insulinico na resposta organica
deste peixe teledsteo, demonstrando a importancia deste modelo experimental para
estudos e avancos em pesquisas envolvendo o diabetes mellitus, pois séo
alteracdes fisiopatoldgicas do diabetes em seres humanos.

Palavras-chave: insulina, tecido adiposo, musculo, osso, Inflamacdo, peixe

teledsteo.
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CHARACTERIZATION OF DIABETES MELLITUS PHARMACOLOGICAL
(ALLOXAN) IN TILAPIAS DO NILO

ABSTRACT - The study investigated the mechanisms involved in acute metabolic
and inflammatory pathophysiology in alloxan-diabetic tilapia. For metabolic
evaluation, a chronic experimental study was performed with 30 diabetic alloxan
tilapia for determination of body masses, consisting of three groups (n= 10): Non-
diabetic and treated with saline; Diabetic and treated with insulin; Diabetic
without treatment. For these animals, pancreas insulin production, bone mineral
density (g/cm2), fat mass density (%), bone biomechanics, determination of serum
apolipoprotein Al, blood glucose, serum alkaline phosphatase, serum cholesterol,
serum triglycerides, blood count, serum lysozyme activity  and
histopathological evaluations. For acute inflammatory evaluation, serum and tilapia
tissues were used with acute infectious aerocystitis by A. hydrophyla, constituting 3
treatments analyzed 6, 24 and 48 hours after inflammatory stimuli, composed of:
Non-alloxan-diabetic and inoculated; alloxan-diabetic and inoculated;alloxan-diabetic
and treated with insulin and inoculated. For these samples the production of TNF-q,
IGF-1 in the inflamed focus and determination of serum lysozyme were analyzed
by immunohistochemistry.The present study revealed very promising results,
demonstrating that Nile tilapia submitted to alloxan endovena may develop
diabetes mellitus type 1. The correlation between the studies showed that Nile
alloxan-diabetic tilapia showed low or no beta cells, ectopic deposition of adipose
tissue, muscle degeneration, dyslipidemia, cardiac abnormalities, gastrointestinal
diseases, hepatic steatosis, bone fragility, nephropathy, anemia, leukopenia,
thrombocytosis, and changes in the immuneresponse to lysozyme activity, TNF-a
and IGF-1 at the inflamed site during acute infectious inflammatory stimulation.
Proving the importance of the insulin effect in the organic response of this teleost
fish, demonstrating the importance of this experimental model for studies and
advances in research involving diabetes mellitus, since they are pathophysiological
changes of diabetes in humans.

Keywords: insulin, adipose tissue, muscle, bone, inflammation, teleost fish.
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1. INTRODUCAO

Dentre as sindromes metabolicas de importancia médica, a diabetes mellitus
(tipo | e Il) se destacam por ser a principal doenca enddécrina com acometimento
crescente a nivel mundial. Desta forma, € importante a obtencdo de modelos
biolégicos que sejam representativos para enterder os mecanismos fisiopatoldgicos
da diabetes mellitus.

Diante deste fato, muitos estudos sobre diabetes vém sendo feitos em
modelos experimentais com o0 uso de roedores. Estes podem ser induzidos ao
diabetes por manipulacdo genética (roedor nocauteado) ou por drogas (aloxano e
estreptozotocina). Apresentado na diabetologia (auséncia ou deficiéncia na acdo da
insulina) um dos efeitos mais conhecido na clinica médica que é a hiperglicemia e
hiperlipidemia e concomitantemente o desenvolvimento de varias complicacdes
sérias no organismo: envolvendo doencas cardiovasculares, miopatia, hepatopatia,
retinopatia, nefropatia, neuropatia e osteopatia.

O uso de peixes pode preencher uma lacuna que existe entre os modelos
com roedores para o estudo da diabetes, tendo em vista que o hormdnio que
controla o estresse em peixes é o mesmo horménio presente nos seres humanos: o
cortisol, onde o efeito enddcrino atua no bloqueio da secrecdo de insulina e causa
resisténcia a insulina, desta forma, promover maior disponibilizacdo de glicose para
0 organismo. Ja os roedores, apresentam como principal horménio do estresse a
corticosterona.

Além do mais, mundialmente, sdo aceitos testes em peixes teledsteos como
alternativa para estudos em neurociéncia, farmacologia, toxicologia e doencas
infectocontagiosas na area da medicina, portanto, tornando-se o peixe um modelo
experimental bastante promissor na area da ciéncia.

Portanto, o estudo objetivou-se caracterizar o efeito aloxana-diabético em
tilapias do Nilo, bem como, compreender a participagdo da insulina na resposta
organica deste peixe teleésteo. Assim, provar a importdncia deste modelo
experimental com peixes teledsteos para estudos e avangcos em pesquisas

envolvendo o diabetes mellitus.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Efeito de diabetes mellitus no organismo

A insulina é considerada um hormdnio importante no controle metabdlico, no
entanto, outras caracteristicas importantes desse peptideo tém sido elucidadas
guanto as células endoteliais, plaguetas e leucocitos (DANDONA et al., 2007). Esse
peptideo regula varios processos celulares, como transporte de glicose (KHAM and
PESSIN, 2002), sintese de glicogénio (SRIVASTAVA; PANDLEY, 1998), mitogénese
(ISH-SHALOM et al., 1997) e transcricdo génica (MOUNIER; POSNER, 2006).

A insulina regula a transcricdo génica e o crescimento de varias células por
modulacdo da atividade de diversas proteinas envolvidas na sinalizacdo intracelular
(KEETON et al.,, 2002). Nesse contexto, estudos demonstraram que a via da
proteina quinase ativada por mitdgenos é importante nas acfes proliferativas da
insulina, tendo em vista sua participagcdo na angiogénese, essa via intercede o
crescimento celular, na capacidade migratoria das células endoteliais e do musculo
liso vascular e dos mondcitos, mediando a expressdo de um fator pro-trombatico,
pro-fibrético, inibidor do ativador do plasminogénio 1 (PAI-1), na resposta a diversos
estimulos (CLARKE; DODSON, 2007). A insulina apresenta a¢do vasodilatadora,
com relacdo a producdo endotelial de 6xido nitrico (DANDONA, 2000), efeito anti-
agregrante plaquetario, anti-trombdético e pro-fibrinolitico em humanos (DANDONA et
al., 2009). Reforcando assim, a hipétese de que a insulina desempenhe importante
papel na resposta imune inata durante reacdo inflamatoria aguda, denota a sua
importancia como hormonio pré-inflamatério, segundo descrito por Garcia Leme
(1982,1989).

Por outro lado, a auséncia ou deficiéncia na agao da insulina resulta em perda
da homeostasia metabodlica concomitantemente associada a danos secundarios em
multiplos sistemas e Orgaos, apresentando em ambos os tipos de diabetes,
complicagbes sérias em tecido vascular, envolvendo doenca macrovascular e
microvascular, desta forma ocasionando disfungcdo em orgao-alvos, tais como: rins e
coracao (DANEMAN, 2006; STUMVOLL, 2005). A hiperglicemia persistente no meio



extracelular leva a um aumento da glicose intracelular (endotélio) que levard o
aumento da suscetibilidade celular a “glicotoxicidade”, adjacentemente
desenvolvendo aterosclerose acelerada, retinopatia, nefropatia e neuropatia
periférica diabética (HARJA et al., 2008; CLARKE; DODSON, 2007). Além disso, em
seres humanos, a hiperglicemia crénica parece ser a principal causa subjacente de
neuropatia diabética, denominada de neurotoxicidade a glicose (TOMLINSON;
GARDINER, 2008). Outro importante risco em diabéticos é a formacdo de placas
ateroscleroticas, resultante da hiperlipidemia, a qual inclui tanto os niveis elevados
de triglicerideos, colesterol (LDL) e producdo hepética de lipoproteina aterogénicas
(BOYLE, 2007). No estudo em tecido 6sseo, em casos de deficiéncia ou resisténcia
de insulina pode ocorrer reducdo da massa 6ssea e aumento da fragilidade
esquelética (KAWAI et al., 2012).

Em pesquisa de Prado (2014) demonstrou-se comprometimento sistémico
com multiplas anormalidades patofisiologicas em tilapias diabéticas induzidas na
aerocistite aguda, particularmente na resposta imunoldgica inata. Em relacdo a
guimiotaxia, um estudo demonstrou a reducdo desse fendmeno em células
polimorfonucleares (PMN) em pacientes diabéticos (PELEG et al., 2007).
Substancias microbicidas produzidas por PMN estdo reduzidas no diabetes, como
exemplo, o superéxido (PELEG et al., 2007). No diabetes temos uma disfuncao dos
PMN concomitante com concentracfes alteradas de citocinas, contribuindo para
influénciar a resposta imunoldgica do paciente diabético durante uma infeccéo local
ou sistémica (STEGENGA et al., 2010). Em modelo experimental para estudo
inflamat6rio em ratos aloxano-diabéticos, foi encontrado que a instilacdo intra-
traqueal de lipopolissacarideo (LPS) induziu menor migracdo de neutréfilos e baixas
expressdes de TNF-qa, interleucina IL-1B, IL-6 e IL-10 no espaco bronco-alveolar
quando comparados com animais controle (sadios), 6 horas apés a instilacdo de
LPS (MARTINS et al., 2006; MARTINS et al., 2009). Pereira et al. (1987)
demonstraram diminui¢cdo do infiltrado de neutréfilos na cavidade pleural em ratos
diabéticos comparado com animais sadios.

Em seres humanos, o diabetes mellitus provoca disfuncdo imune, baixa
secrecdo de citocinas pro-inflamatorias e da quimiocina interleucina-8 (IL-8),

aumentando a susceptibilidade as infeccbes (GEERLINGS et al., 2000). Estudos



confirmam que a IL-8 é encontrada em varias células como mondcitos, linfdcitos,
células do endotélio e fibroblastos, podendo ser produzida através de estimulos com
LPS, assim mencionado, como um potente quimiotatico e ativador de neutrofilos
(MONTON et al., 1998).

Segundo Anjos-Loureiro et al. (2006), ratos com diabetes induzido por
aloxano apresentaram baixa adesé&o, migracéo celular e baixa expresséo de ICAM-1
("intercellular adhesion molecule-1") na fascia espermatica interna apds estimulo
com TNF-a, e com o tratamento destes animais com insulina havia restauragao de
todos estes parametros. Estudos descreveram a participacdo de uma proteina
denominada resistina, considerada horménio, (“Resistin-Like-Molecules”) na reagéo
inflamatoria, sua fonte em humano sdo os macrofagos sugerindo um importante
papel inflamatorio, cujos efeitos no metabolismo da glicose sdo antagdnicos aqueles
da insulina (WOLF, 2004). Segundo Kawanami et al. (2004), a resistina aumenta a
expressdo de moléculas de aderéncia VCAM- 1 e ICAM-1, faz “up-regulation” da
proteina quimiotaxica para mondcitosl (MCP-1) e promove ativacdo da célula
endotelial via liberacédo de endotelina 1 (ET-1).

Existem evidéncias para a regulacdo da funcdo endotelial pela insulina e
adipocinas como adiponectina, leptina, resistina, IL-6 e TNF-a, visto que, por
exemplo, a reducdo da massa de tecido adiposo, através de reducdo de peso em
associacdo com exercicio, reduz TNF-a, IL-6 e PAI-1, aumenta adiponectina, e esta
associada com melhora na fun¢éo endotelial (ALDHAHI, 2003). Entre os mediadores
inflamatorios, o TNF-a, este produzido por adipécitos e esta aumentado no tecido
adiposo de roedores obesos, bem como em humanos (WOLF, 2004; KAWANAMI et
al., 2004). Estudos sugerem gue, enquanto o TNF-a age de forma paracrina no
adipécito por outro lado, a IL-6 circula no plasma em concentracfes relativamente
altas. Apesar das células gordurosas contribuirem com 1/3 da concentracao
circulante de IL-6, existem outras fontes importantes de producdo, como 0s
mondcitos. Outro fato importante € que pacientes diabéticos apresentam
concentragdes plasmaticas elevadas de IL-6 (FERNANDEZ-REAL; RICART, 2003).

Contudo, ha evidencia que a fisiopatologia envolvida na resisténcia a insulina
em obesos esta intimamente ligada a comunicacdo entre o0 sistema nervo

(Hipotalamo, nervo vago) e sistema imuno-endocrino (IL-1, TNF-a, IL-6, leptina e



cortisol) (YAMADA; KATAGIRI, 2007). Segundo Milanski et al., (2012), lipideos pode
ativa o “Toll Like Receptor” em células e induzir a producdo de TNF-a que
consequentemente leva a inflamacéo do hipotalamo, por esse motivo, pode haver
uma interrupcdo na sinalizacdo de leptina e insulina no sistema nervoso central,
assim, inibindo a passagem de sinalizacdo pelo nervo vago, implicando em

resisténcia a insulina e prejuizo no controle da producao hepética de glicose.

2.2 Reacéo inflamatoria aguda

A inflamacédo é a reacdo do tecido vivo a agressao local, ocorrendo como
resposta inespecifica, caracterizada por alteracdes que tendem a limitar os efeitos
lesivos ao organismo, tornando-se um processo modulado no sentido de que sua
amplitude varie em funcdo da intensidade do estimulo. Este fenbmeno é parte
essencial das defesas naturais (imunidade inata e adaptativa) do individuo, além de
apresentar participacao efetiva na reparacéo tecidual (ABBAS et al., 2012).

Os peixes, assim como em mamiferos, possuem uma variedade de
mecanismos de defesa especificos e ndo-especificos contra organismos invasores.
Este mecanismo de protecdo é fundamental para os peixes, e constitui-se processo
controlado e coordenado, buscando minimizar os danos teciduais e restabelecer
condig¢es fisiolégicas normais (KIM et al., 2007). A reacéo inflamatéria em peixes
teledsteos, assim como em mamiferos, desenvolve papel importante na defesa do
organismo, resultando no recrutamento e acumulo de leucdcitos no sitio lesado
(BELO et al., 2005; BELO et al., 2013, CASTRO et al., 2014; PRADO, 2014).

A inflamacé&o aguda inicia imediatamente apds a injdria tecidual e apresenta
substancias originarias de metabdlitos do &cido aracdbnico, tais como, as
prostaglandinas, os tromboxanos e o0s leucotrienos, que por sua vez Sao
responsaveis pelas alteracfes iniciais da reacédo inflamatéria (BAUMANN;
GAULDIE, 1994). As protaglandinas promovem vasodilatacdo, agregacao de
plaquetas e degranulacdo celular (WHITE, 1999). Os leucotrienos responséaveis pela
guimiotaxia de células fagocitarias e contracdo da musculatura lisa (BAUMANN;
GAULDIE, 1994). Mecanismo este, essencial para desencadear um processo de

protecao, de modo que os importantes componentes do sistema de defesa atinjam o



local da agressao (WHITE, 1999).

Mudancas sistémicas e metabodlicas na fase aguda promovem uma defesa
inicial ndo-especifica contra o agressor, até que uma imunidade especifica seja
adquirida (GRUYS et al., 2006). Dentre os varios eventos que ocorrem nesta fase,
esta a liberacdo de citocinas, tais como as interleucinas (IL), interferons (INF) e
fator de necrose tumoral (TNF), secretadas por células de defesa durante a
resposta inflamatoria e entdo, lancadas ao redor do foco inflamado adicionalmente
na corrente sanguinea para efeitos sistémicos, com acdo em Orgdos-alvo
(DINARELLO, 2000). Segudo Elluru et al., (2006) algumas citocinas promovem a
inflamacdo e sdo chamadas de pro-inflamatérias (IL-1B; IL-6; IL-8 e TNF-a),
enquanto que outras inibem os genes das citocinas pré-inflamatorias e séo
chamadas de anti-inflamatérias (IL-4, IL-10 e IL-13).

Determinadas citocinas, secretadas nos sitios inflamatorios, desempenham
multiplos efeitos moduladores da defesa imune celular local e sistémico, induzindo
primeiramente mudancas nas células endoteliais vasculares no local inflamado,
como, por exemplo, IL-1 e TNF-a estimulam a expressdo da E-selectina, ICAM-1 e
VCAM nas células endoteliais, que sdo proteinas responsaveis pela adesdo e
diapedese de leucdcitos, outro exemplo € a influéncia das citocinas sobre o
crescimento e diferenciacao celular da linhagem mielocitica da medula éssea, visto
que a IL-1 em efeito sinérgico com outras citocinas induz a producao de leucdcitos,
aumento do crescimento de células T auxiliares, o crescimento e proliferacdo de
células B, enquanto que a IL-2 provoca a proliferacdo de linfécitos T e a ativacéo
dos linfécitos B (SIMS; SMITH, 2010; SCHRODER; TSCHOPP, 2010; WHITE,
1999).

Além do mais, tais citocinas sdo simultaneamente responsaveis pelo
controle da sintese e secrecdo de proteinas de fase aguda nos hepatécitos
(GRUYS et al., 2006). Agindo as citocinas de forma sinérgica, através da
mobilizacdo de aminoacidos corporal, oriundos da musculatura esquelética, pela
acdo proteolitica do TNF-a, o que aumenta a disponibilidade de moléculas no
figado para a producdo de novas proteinas. De tal modo, a IL-1 modula a sintese
de proteinas no hepatocito, inibindo a sintese de proteinas comuns em animais

sadios (albumina, apolipoproteina A-1, transtiretina e transferrina) e estimulando a



producdo de proteinas de fase aguda (proteina C-reativa, soro amildide A,
haptoglobina, ceruloplasmina, fibrinogénio e alfa-1 glicoproteina &cida). Por fim, a
IL-6 é responsavel pela liberacdo dessas proteinas para a circulacdo sanguinea
(CRAY, 2012; GRUYS et al., 2006; GRUYS et al., 2005).

Entretanto, niveis elevados de IL-1B €& um fator de risco para o
desenvolvimento de diabetes tipo 2 e tipo 1, visto que rapidamente contribui para a
resisténcia a insulina por antagonizar a sinalizacdo da insulina e promovendo
também em casos crénicos o efeito toxico para células B pancreaticas, contribuindo
a apoptose (SIMS; SMITH, 2010; SCHRODER; TSCHOPP, 2010). Também é
descrito que doencas inflamatérias a medida que secretam TNF-a e IL-1 levam um
mecanismo subsequente de remodelacdo Ossea, resultando em aumento na
reabsorcdo mineral 0ssea, culminando em diminuicdo da densidade mineral éssea
(COLLIER, 2007).

Embora as proteinas de fase aguda apresentem acdes individuais
diversificadas nas defesas do organismo contra processos patolégicos e na
restauracdo na homeostase, algumas proteinas podem ser agrupadas como
atividades antiproteases, como a a-1 antitripsina e a-2 macroglobulina, que inibem a
acdo de proteases liberadas pelos fagocitos, minimizando os danos ao tecido
inflamado, outro grupo com acgéo de remocéo, tais como haptoglobina, soro amiloide
A e proteina C-reativa, apresentam um papel de limpeza, através da ligacdo com
metabdlitos gerados da degradacdo celular, que poderiam servir como substrato
para o crescimento de microrganismos e por fim, um grupo que apresenta acao
bactericida e habilidade de influenciar no curso da resposta imune, como por
exemplo proteina C-reativa, a-1 glicoproteina acida e soro amiloide A (CRAY,
2012; GRUYS et al., 2006; GRUYS et al., 2005).

Gabay e Kushner (1999), descrevem que glicocorticéides possuem efeito
regulador sobre a producéo das proteinas de fase aguda pelas citocinas, enquanto
gue a insulina, por exemplo, € um hormdnio que pode inibir parcialmente a

producdo das mesmas.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais utilizados e acondicionamento

3.1.1 Estudo do efeito diabético cronico

Foram utilizadas para este estudo, 30 tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus),
peso médio 1017,6 + 46,79, pertencentes a linhagem “GIFT”, machos. Aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animal (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agréarias
e Veterinarias — UNESP- Campus de Jaboticabal, sob o protocolo n° 022546/11. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em 3 tanques de 1000 Litros (n=10),
constituindo 3 tratamentos (tabelal). Para tal, utilizou se infraesturura do infectoria
de animais de laboratério, pertencente ao departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva, UNESP-FCAV, campus Jaboticabal-SP.

Tabelal- Distribuicdo de animais nos diferentes tratamentos (estudo crénico).

Grupos Tratamentos 4 meses’
C Padrao fisioldgico (solugdo salina a 0,65%) N=10
D Aloxano-diabético sem insulina N=10
DI Aloxano-diabético com insulina N=10

*Periodo de tratamento experimental.

O arragoamento para tilapias foram feitas cuidadosamente, duas vezes ao
dia, alimentados pela manha e tarde com a racdo comercial peletizada (32% de

proteina bruta) LAGUNA-Socil®, correspondendo a 2% da biomassa dos tanques.

3.1.2 Estudo do efeito diabético sobre a resposta inflamac¢éo aguda

Foram utilizadas para este estudo, amostras de soro e vesicula natatoria de
72 tilapias do Nilo (O. niloticus), peso médio 532 + 74 g, pertencentes a linhagem
"GIFT", oriundas do projeto de mestrado (PRADO, 2014) processo FAPESP N°
2011/16945-9 e auxilio a pesquisa processo FAPESP N° 2012/12256-7. Sendo o



delineamento experimental aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animal
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias — UNESP- Campus de
Jaboticabal, sob o protocolo n° 022546/11. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em 9 tanques de 1000 Litros (n=8), constituindo 3 tratamentos
(tabela2).

Tabela2- Distribuicdo de animais nos diferentes tratamentos (estudo
inflamatorio).

Horas apés in6culo (HPI)

Grupos Tratamentos

6 24 48
cC.P Inoculado + ndo tratado (controle positivo) N=8 N=8 N=8
D Inoculado + aloxano N=8 N=8 N=8
D+I Inoculado + aloxano + insulina N=8 N=8 N=8

* Estimulo inflamatério na vesicula natatéria por Aeromonas hydrophila.

O arracoamento para tilapias foram feitas cuidadosamente, duas vezes ao
dia, alimentados pela manha e tarde com a racdo comercial peletizada (32% de

proteina bruta) LAGUNA-Socil®, correspondendo a 3% da biomassa dos tanques.

3.2 Manuseio dos peixes para exames

Os peixes foram anestesiados por imersdo em solucdo aquosa de benzocaina
na proporcéo de 1:10.000 v:v (para aferimento do peso, coleta sanguinea e inducéo
diabética por aloxano) e 1:500 v:v (para eutanasia). Inicialmente, a benzocaina foi
diluida em alcool 98° (0,1 g/mL), completando-se o volume para um litro de agua
(WEDEMEYER, 1970). Apés o manuseio experimental, os animais foram novamente

colocados nos tanques.

3.3 Inducéo diabética por aloxano

O uso do aloxano (Sigma®) foi por via endovenosa aplicado em vaso caudal
(figura 1), na dose de 100 mg-Kg™* de peso vivo utilizando como solvente 1ml de

solucdo salina estéril (NaCl 0,65%) segundo Prado (2014). A administracdo de
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aloxano foi feita 102 dias ap0s a chegada dos animais no biotério, apresentando um
ano de vida. Animais nao pertencentes aos grupos tratados com aloxano foram
injetados pela mesma via em igual volume solucéo salina estéril (NaCl 0,65%). Apos
a aplicacdo de aloxano, os animais foram novamente colocados nos tanques onde
permaneceram por volta de 24 horas em banho em solugédo de cloreto de sddio
(NaCl 0,65%).

Figura 1. Aplicacao de aloxano via endovenosa em vaso caudal.

Desta forma, uma semana apo0s a aplicacdo de aloxano, tilapias que
apresentaram valores glicémicos acima de 150 mg.dL-1 apds 12 horas de jejum

foram consideradas diabéticas.

3.4 Tratamento com insulina

A aplicagédo de insulina (Lantus®) foi feita via subcutanea na regido ventral
abdominal entre o0 anus e o fim da nadadeira pélvica, na dose Unica de 1 Ul-kg™
diario.
3.5 Exame hematolégico e bioquimico

Para avaliagdo do hemograma foram colhidas amostras de sangue dos peixes

por puncdo de vaso caudal, com auxilio de seringas descartaveis previamente
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heparinizadas. A partir das amostras de sangue total foi feita a contagem direta de
eritrocitos, leucocitos e trombdécitos em camara de Neubauer, utilizando-se a solucao
de Natt e Herrick (1952) como diluente na propor¢cdo de 1:100 v:v. Os eritrGcitos
foram quantificados nos cincos quadrantes secundarios em diagonal do quadrado
central, sendo este valor multiplicado por 5000. Em relagdo a determinacéo total de
leucécitos e trombdcitos foram quantificados todos juntos nos 25 quadrantes
secundarios do quadrado central, sendo este valor multiplicado por 1000. Para
determinacao da proporcdo de trombdcitos e leucécitos no sangue foram realizadas
extensdes sanguineas em lamina. Depois de secas, foram coradas com corante
“May-Grunwald-Giemsa-Wrigth” segundo Tavares-dias e Moraes (2003). Assim,
estabelecendo o percentual de cada tipo celular de interesse.

Avaliacdo do bioquimico sérico a glicemia dos animais foi determinada
utilizando o aparelho Accu-Chek Performa, e aliquotas de soro foram destinadas a
avaliagdo de colesterol, triglicerideos, fosfatase alcalina e proteinas totais foram por
meio da determinacdo enzimatica e colorimétrica em analisador bioquimico
semiautomatico (Modelo LabQuest — Bioplus®).

Para tal, utilizou se a infraesturura do infectéria de animais de laboratorio,
pertencente ao departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, UNESP-FCAYV,
campus Jaboticabal-SP.

3.6 Necropsia, coleta de materiais e preservacao

Apbés a necropsia alguns o6rgdos foram coletados para histopatologia:
musculatura esquelética, duodeno, coracao, baco, rim, figado, estomago e pancreas
(figura 2). O tecido hepatico, coracao, estbmago, renal (porcdo cranial e caudal) e
esplénico foi coletado para avaliagdo morfométrica conforme Weibel et al. (1969),
por meio da proporcao entre peso do 6rgédo (PO) e peso corporal (PC) expressos
como indice somatico hepatico, renal e esplénico, calculado pela férmula: indice
somatico (IS) = PO X 100/PC.

Imediatamente ap6s a coleta, um fragmento de cada 6rgao foi fixado em
paraformaldeido a 4 % preparado em solucdo tampéo fosfato, a uma concentragao
molar de 0,1M e pH 7,2. Apés 24 horas, o mesmo foi transferido para o alcool a
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70%. Apos os procedimentos de fixacdo, desidratacdo, diafanizagcéo e inclusdo dos
tecidos em parafina, foram feitos corte em espessura de 5 um e as laminas coradas
em hematoxilina e eosina (H&E).

Para o estudo das alteracdes 0ssea, no momento da necropsia dissecou-se 0
segundo arco aortico esquerdo (figura 3) para avaliacdo biomecéanica e preservou-
se a carcaca do peixe em refrigeracdo até o momento da determinacdo da

densitometria da massa gorda, magra e mineral de corpo.

Figura 2. Orgdos coletados: tegumento e musculo esquelético (A); duodeno (B);
coracao (C); baco (D); rim (E); figado (F); estomago (G); pancreas (H).

Figura 3. Primeiro arco aortico esquerdo (ponte a pinga).

3.7 Determinacédo da densidade mineral 6ssea

As analise foram através da densitometria radiografia por aparelho Hologic®
4500 W densitometer (Hologic® Inc., Bedford, MA, EUA). Onde se determinou os
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indices de massa gorda, massa magra e massa mineral dssea global (figura 4). E
também a analise radiografica da 3, 4 ,5 e 6 vertebra, totalizando 4 repeticbes por
animal (figura 5).

Os exames obtidos por densitdbmetro foram realizados no Centro de Ciéncia
da imagem e Fisica Médica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (HC-FMRP-USP).

3 Sex: Male Height: 30.0 cm
’% Ebniclty: Infant Weight: 0.6 kg
3 Age: 0
Refiming Physician: DR FRANCISCO JOSE

Scan Information:
anuary 201

DXA Results Summary:

Al BMC BMD
(e) ®  (glow)

GLOBAL 7467 1192 0.160
RI 7441 1186 0,159
Net T 1186 0159

Fal Leant Total Mass % Fat
" Mass()  BMC(R)  Mas(®)
GLOBAL 174 5014 5188 34
Rl 174 5011 5185 34
Net 174 011 SI8.5 34

Region

!

Figura 5. Analise radiografica de quatro pontos na coluna vertebral em tilapia.

3.8 Determinacéo da fragilidade 6ssea por teste mecéanico

Determinado por ensaio mecanico de flexdo de trés pontos, em maguina
EMIC® (modelo DL-10000). Para isto, 0o segundo maior arco aértico direito foram
utilizado, dissecado no momento da necropsia e colocados em refrigeracdo até o
momento do ensaio (figura 6). Para o ensaio mecanico, o arco aortico foi

posicionado em uma base de apoio com distancia entre 25mm e aplicado carga
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transversalmente em sua margem anterior na regiao central, de cima para baixo,
através de um pino de aco. A forca foi aplicada a uma velocidade de 5 mm/minuto,
com intervalo de medida da deformacédo de 0,02mm, utilizada uma célula de carga
de 50Kdgf.

O estudo mecéanico foi realizado no laboratério de Bioengenharia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (FMRP-
USP).

Forca (N)
30.00

2400

18.00

4 4 4
s 13.95 1.196 14.21
: . — : : : o s 1.312 0.1585 1.998
P : 9.403 13.25 14.06
12.84 1.046 11.93
15.50 1.340 16.79

000oooo 0.600 1200 1.800 2.400 3000 Deformacdio (mm)

leps lcp2 cp3 lcp4 lees

Figura 6. Ensaio mecanico por flexdo de trés pontos do arco adrtico.

3.9 Eletroforese das proteinas do soro (SDS-PAGE)

O fracionamento eletroforético foi realizado em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) (figura 7). Foi realizado por técnica descrita por
Laemmli (1970) modificada, utilizando-se o0 sistema vertical de eletroforese
(PROTEAN II XI-VERTICALELETROPHORESIS CELLS®- BIO-RAD) com amostra
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de soro. Para polimerizagdo do gel foi necesséario a adicdo de 15,0 pL de
tetrametiletilenodiamina e 0,3 pL de persulfato de amonia a 10%. A placa contendo o
gel foi colocada em suporte apropriado em contato com uma cuba superior contendo
solucédo tampédo de pH 8,5, constituida de 36,309 de tris-base, 112,509 de glicina,
10g de dodecil sulfato de sédio (SDS) e agua destilada estéril suficiente para
completar um litro de solucdo. A parte superior da placa que contém o gel entrara
em contato com uma cuba contendo solucdo tampédo de pH 8,5, constituida de
18,159 de tris-base, 46,259 de glicina, 10g de SDS, em um litro de agua destilada
estéril. As placas foram preenchidas com o gel de separagdo a 10% e gel de
empilhamento a 4%. As amostras para o fracionamento das proteinas foram
preparadas utilizando-se 10 pL de soro diluidos em 30 uL de tampéao-fosfato (PBS) e
20 L de gel mix e aquecidas sobre agua em ebulicdo por 10 minutos. Uma aliquota
de 5 L das referidas amostras foi depositada no fosso do gel. A placa foi colocada
em suporte apropriado, em contato com solu¢do tampao com pH 8,5 e submetida a
corrente elétrica a 20 mA, em fonte adequada. Terminada a separacao, o gel foi
corado durante duas horas em solucdo de azul de comassie 0,2%, no agitador
horizontal, para uma coloragcdo uniforme e, em seguida, retirado o excesso de
corante com solucdo descorante, até que as fracbes se apresentem nitidas. Os
pesos moleculares e as concentracdes das fracdes protéicas foram determinados
por densitometria computadorizada (SHIMADZU CS-930) através do escaneamento
das amostras.

O estudo eletroforético foi realizado no laboratério de apoio a pesquisa do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria (UNESP-FCAV), campus
Jaboticabal-SP.
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Flgura7 Framonamento eletroforetlco das protelnas do soro separagao protelna
(A) e determinacéo da densitometria computadorizada (B).

3.10 Digestéo de proteina em gel e identificacdo por espectrometria de massa

As bandas de proteinas foram excisadas a partir da SDS-poliacrilamida e a
digestdo com tripsina em gel foi realizada de acordo com Niessen et al. (2006), com
modificacdes. Analise de espectrometria de massa por LC-MS / MS. As amostras de
peptideos (4,5 ul) foram automaticamente injetadas em uma coluna de armadilha
empacotada com C18 (180 um id x 20 mm) (Waters, Milford, MA) para dessalinizar
com 100% de solvente A (0,1% de acido férmico) a 15 yL / min para 3 min. Os
peptideos foram entdo eluidos sobre uma coluna C18 analitica (100 ym id x 100
mm) (Waters, Milford, MA) usando um gradiente de 20 min a uma taxa de fluxo de
600 nL / min, em que o solvente A continha 0,1% de &cido férmico e o solvente B
continha 0,1% de &cido férmico em acetonitrilo. O gradiente foi de 0-3% do solvente
B em 1 min, 3-60% de B em 14 minutos, 60-80% de B em 2,5 min, 80% de B
durante 1 min, depois de volta a 3% de B em 1,5 min. Um espectrodmetro de massa
ESI Q-TOF Ultima (Waters, Milford, MA) foi usado para adquirir espectros. A tenséo
e a temperatura do pulverizador foram ajustadas a 3,4 kV e 100 ° C,
respectivamente, e o instrumento foi operado em modo dependente de dados, no
qual uma varredura MS completa foi adquirida na faixa m / z de 200-2000 seguida
de aquisicdo MS / MS usando a dissociagao induzida por colisédo dos trés ions mais
intensos da verificagcdo MS. A exclusdo de pico dinamico foi aplicada para evitar o
mesmo m / z a ser selecionado para as proximas 45 s. Os arquivos de dados brutos
dos espectros de fragmentos foram processados pelo ProteinLynx 2.2 (Waters,
Milford, MA) e convertidos para o formato * pkl. Os espectros de fragmentos
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resultantes foram pesquisados usando o mecanismo de busca Mascot (versao 2.4.1)
(Matrix Science, Reino Unido) contra a base de dados UniProt e NCBInr restrita a
Classe Actinopterigii com uma tolerancia de 1.5 Da e tolerancia ao fragmento de 1.0
Da. O derivado de iodoacetamida da cisteina e a oxidacdo da metionina foram
especificados em Mascot como modificacdes fixas e variaveis, respectivamente. As
identificacbes de mascote exigiram escores de ions maiores do que as pontuacdes
de identidade associadas e 20, 30, 40 e 40 para peptideos isolados, duplamente,
triplos e quadruplicamente carregados, respectivamente. A espectrometria de massa
foi utilizada para identificar o banda proteica que diferiu-se visualmente no estudo de
eletroforese das proteinas do soro, onde correspondeu por uma proteina nomeada

apolipoproteina Al (figura 8).
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Figura 8. Identificacdo da apolipoproteina Al.

3.11 Analise da atividade de lisozima sérica

Para analise foram utilizada soro de tilapias oriundo do estudo de mestrado
(PRADO, 2014) e do estudo cronico. A atividade de lisozima sérica foi determinada
com base no método de Ellis, 1990 e modificado por Milla et al., 2010, no qual uma
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suspensao de Micrococcus lysodeikticus € usada como substrato para a lise, que &

medida pela reducéo da densidade Optica por meio de espectrofotometria.

3.12 Imuno-histoquimica, analise de TNF-a, IGF-1 e insulina

Para determinacdo de TNF-a e IGF-1 no local inflamado foram utilizados
cortes histopatolégicos de visicula natatéria mantida em bloco de parafina oriundo
do projeto de mestrado (PRADO, 2014), descrito anteriormente. Por outro lado, as
determinacdes de insulina foram realizadas em cortes histopatolégicos de tecido
pancreatico oriundo do estudo crénico.

Todo o método para deteccao foi por 0os seguintes procedimentos: a obtencao
de cortes de tecido (5um), na sequéncia, desparafinizacdo em estufa a 60°C por 4
hora e em seguida banhos em solucdes de xilol (I, Il e Ill) por 5, 5 e 10 minutos
respectivamente, seguido da bateria corrida de alcool (alcool absoluto I, II, 1ll, 95%,
80% e 70% ) para hidratacdo dos cortes.

Apds a etapa anterior, os cortes foram lavados por um minuto em &gua
corrente, mais um minuto em agua deionizada e trés vezes em solucdo tamponada
com citrato de sodio (TRIS HCI) 20mM em pH 7,2 por cinco minutos cada.

Na sequéncia, foram realizada recuperacao antigénica em micro-ondas por
imersao em tampao citrato de sédio (10mM), EDTA (1mM), Tween20 (0,1%) em pH
8,0 por 10 minutos na temperatura 89°C, em seguida deixar esfriar por 20 minutos.
Apds essa etapa, os cortes foram novamente lavados por um minuto em agua
corrente, mais um minuto em agua deionizada e trés vezes em solucdo tamponada
com citrato de sodio (TRIS HCI) 10mM em pH 7,2 por cinco minutos cada.

Incubado em imersdo em metanol a 5% de peroxido de hidrogénio (v/v), para
bloqueio da peroxidase enddgena, durante 20 minutos a temperatura ambiente
(37°C) protegida de luz, em seguida os cortes foram novamente lavados em solugao
tampao TRIS HCI. Seguida de bloqueio de possiveis ligacdes inespecificas com kits
“protein block” (EXPOSE [AB80436] — ABCAM®, Corp.) e “blok” (MERCK®, Corp.),

por 10 minutos cada em camara Umida protegida de luz.
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A préxima etapa foi secar a lamina em volta do corte do tecido e contornar o
mesmo com caneta hidrofébica para posteriormente acrescentar o anti-corpo
primario {Anti-TNF alpha [AB1793]; Anti-IGF-1 [AB106836] e Anti-Insulin
[AB210560], todos da marca ABCAM®, permanecendo incubado por 2h &
temperatura ambiente (37°C). Depois o corte foi novamente lavado em solugéo
tampdo TRS HCI, como ja descrito.

Para posteriormente incubar com complememto (kit EXPOSE [AB80436] —
ABCAM®, Corp.) por 10 minutos, apés lavado em solucdo tamp&o TRS HCI e depois
incubar com anticorpos secundarios ligados a peroxidase (kit EXPOSE [AB80436] —
ABCAM®, Corp.), conforme protocolo do fabricante. Para a revelacéo foi utilizado o
cromégeno diaminobenzidina (kit EXPOSE [AB80436] — ABCAM®, Corp.), por cerca
de 3 minutos. Em seguida, a reacdo foi interrompida com a lavagem das
preparacbes em agua destilada, e feita a contra-coloragdo com hematoxilina de
Harris pura por 1 segundo, com posterior lavagem em agua corrente e em seguida
desidratacéo.

Nesta Ultima etapa, realizara passagens em alcool etilico (70% 85%, 95%),
alcool absoluto (I, Il e 111), &lcool-xilol (50%- “v/v”) e xilol (I e Il), por um minuto cada.
As laminas foram montadas com Entellan (Merck®) e observadas em 6ptico
Olympus®. O controle positivo seguira o protocolo do fabricante. O controle negativo
foi realizado ao substituir o anticorpo primario por anticorpo do mesmo espécime em
que foi produzido o anticorpo primario.

A determinacdo da densidade das células imunomarcadas para cada
anticorpo foi determinada por contagem nas areas que apresentaram maior
imunomarcacédo (figura 9), onde calculou a média de trés fotomicrografias, para
insulina area=0,48 mm? e para os de mais anticorpos area=0,032 mm? em
microscépio de luz a partir da captura de imagens feitas com camera de video
acoplada em um microscépio 6ptico modelo (SWIFT M10L SERIES®). As
fotomicrografias foram analisadas pelo programa ImageJ 1.50i (National Institutes of
Health, USA-2016) através do aplicativo “IHC-toolbox”.
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Flgura 9 Fotomlcrograflas das imunohistiquimicas (imagens superlores) e analise

computacional (imagens inferiores). Imunomarcagcdo em castanho:
insulina no tecido pancreético (A), IGF-1 na bexiga natatoria (B) e TNF-
alpha na visicula natatéria (C).

3.13 Estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por andlise multivariada
exploratoria, a fim de buscar padrées nas inter-relagdes contidas nas estruturas das
variaveis estudadas, utilizando o método analise de fatores por componentes
principais, onde € necessario calcular a matriz de covariancia, encontrar 0s
autovalores e os autovetores e, finalmente, escrever as combinacdes lineares, que
serviram para construcdo de variaveis latentes (processos bioldgicos), com o
proposito em resumir adequadamente a informacdo contida nas variaveis originais
(JOLIFFE; MORGAN, 1992; HAIR et al., 2009). Para tanto, o conjunto de dados foi
padronizado de modo que cada variavel fosse mantida com média nula e variancia

unitaria, aplicada a funcgéao:

Sendo j=1,2,...,p atributos e ;=1,2,...n objetos, Z; o valor padronizado de X; e X; e S;
a média e o desvio padréo da coluna ;.
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Utilizou-se o critério de Kaiser (1958) para identificar novas varidveis latentes.
Os valores das correlacdes aceitas foram adotados de acordo com Streiner, D. L.
(2003).

Andlises estatisticas univariadas foram processadas pelo programa “proc
mixed”, onde os escores dos fatores (processos bioldgicos) extraidos da analise de
componentes principais foram testados aplicando o delineamento experimental
inteiramente casualizado para teste da hipétese nula entre grupos (tratamentos).
Para estabelecer a hipotese de homocedasticidade e normalidade utilizou-se a
analise dos residuos padronizados internamente segundo o teste Box e Cox (A=1) e
teste Shapiro-Wilk (p > 0,05) respectivamente. Empregou-se o teste Tukey (p <
0,05) para multicomparacfes. As analises univariadas foram processadas no
software SAS® versdo 9.3 (Statistical Analysis System, 2012), Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), UNESP/Jaboticabal-Sado Paulo. A anélise
multivariada foi realizada através do software STATISTICA® versdo 7.0 (StatSoft,

2004).

4. RESULTADOS

Os valores das variaveis analisadas no estudo estdo no apéndice, onde é

apresentado a média e desvio padrao de cada grupo experimental.

4.1 Estudo do efeito diabético cronica

4.1.1 Efeito da aloxana no tecido pancreatico

No estudo histopatologico pancreatico, coloragao de rotina “H&E” (figura 10),
tilapias do Nilo aloxana-diabéticas apresentaram deposi¢des de tecidos adiposos e

grande numero de células tumefeitas com alteragBes nucleares (cariolise e picnose).

A marcacao positiva para a insulina pela técnica de imunohistoquimica no
pancreas (células com coloracdo acastanhada) possibilitou a identificacdo de area
das ilhotas pancreaticas constituida por células beta produtora de insulina. Desta
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forma, avaliando o péancreas de tilapias do Nilo aloxana-diabéticas, notou-se
claramente que células imunomarcadas para insulina apresentaram tumefacao
celular e alteragcbes patolégicas nucleares, comfirmando os achados
histopatolégicos.

Figura 10 Fotomlcrograflas dos pancreas de tllaplas do Nilo aloxana-diabéticas (A e
C) e normais (B e D). Coloragdo H&E (imagens superiores) e
imunohistoquimica (imagens inferiores). Setas demostram nucleos em
cariblise, cabecas das setas demostram nucleos em picnose, asteriscos
demostram células adiposas e ceélulas com coloragdo acastanhada
demonstram células beta produtora de insulina.

Na analise do percentual de insulina no pancreas, tilapias do Nilo aloxana-
diabéticas apresentaram menor area de imunomarcacdo em relacdo as tilapias

normais (figura 11).
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Figura 11. Percentagem de insulina imunomarcadas no pancreas em tilapias do
Nilo. Aplicado teste de comparacdes multiplas segundo Tukey (Letras
maiusculas). Grupos: tildpias do Nilo normais (C); tilapias do Nilo
aloxana-diabético (D). O nivel de significancia: p=<0,05.

4.1.2 Efeito diabético no ganho de peso em tilapias do Nilo

Tilapias do Nilo normais e diabéticas tratadas com insulina apresentaram
ganho de peso corporal ao longo do periodo experimental (figural2). Entretanto, ndo
observando este efeito em peixes do grupo diabético sem tratamento com insulina.
Evidenciando desta forma, apresentando a participacdo da insulina no

desenvolvimento corporal em tilapias do Nilo.
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Figura 12. Resultados do ganho de peso em tilapias do Nilo criadas por 215 dias.
Aplicado teste de comparacdes mudltiplas segundo Tukey (Letras
maiulsculas comparacgdes entre grupos e letras mindsculas comparacoes
ao longo do tempo). Grupos: controle (C); diabético tratado com insulina
(DI); diabético sem tratamento (D). O nivel de significancia: p=<0,05.
*Peso transformado segundo Box e Cox (1982).
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4.1.3 Efeito diabético na avaliacao de lipideos no soro

E possivel observar associacdes das variaveis: triglicerideos, colesterol e
apolipoproteina Al na analise de fatores por componentes principais, onde
asseguram 77% da variabilidade total dos dados originais (tabela 3), as quais
apresentaram uma diminuicdo concomitante, resultados relacionados a processos

normolipidémicos.

TABELA 3. Associa¢fes de variaveis (triglicerideos, colesterol e apolipoproteina Al)
em 21 tilapias do Nilo. Método: andlise de fatores por componentes

principais.
Variéveis\Processo "Normolipidémia”
Triglicerideos -0,883641
Colesterol -0,939905
Apolipoproteina Al -0,807266
Autovalor 2,315923
Variancia (%) 77,2

Autovalor = 1, segundo Kaiser, H.F. (1958);
Carga marcada 2,70, segundo Streiner, D. L. (2003);

Nota-se na avaliacdo da resposta lipidica (figural3), a influéncia do efeito
diabético na perda do equilibrio normolipidémico em tildpias do Nilo. Apresentando
aumento da concentracdo de triglicerideos, colesterol e apolipoproteina A1 no soro
em tilapias do Nilo aloxana-diabéticas. No entanto, tilapias pertencentes ao grupo
tratado com insulina tende a melhorar o quadro dislipidémico, em vista, que né&o

houve diferenca quando comparado aos animais do grupo controle.
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Figura 13. Resposta lipidica de 21 tilapias do Nilo criadas por 133 dias. Aplicado
teste de comparacbes multiplas segundo Tukey (Letras mailsculas
comparagdes entre grupos e letras minasculas comparacdes ao longo
do tempo). Grupos: controle (C); diabético tratado com insulina (DI);
diabético sem tratamento (D). O nivel de significancia: p=<0,05.
*Escores do fator (processo), extraidos pelo método de analise de
fatores por componentes principais.

4.1.4 Efeito diabético na deposicdao lipidica

Observa associacdes das variaveis: massa gorda corporal, coracao, figado e
niveis de colesterol no soro na analise de fatores por componentes principais, onde
asseguram 66% da variabilidade total dos dados originais (tabela 4), as quais
apresentaram uma diminuicdo concomitante, resultado este relacionado ao processo
de diminuicdo da deposicao lipidica, sengundo a avaliagdo histopatolégica do

coracao e do figado.

TABELA 4. Associacbes de variaveis (Massa gorda corporal, Coracdo, Figado e
Colesterol) em 21 tilapias do Nilo. Método: analise de fatores por
componentes principais.

_ Variaveis\F’roCeSSO Deposicao lipidica

Massa gorda corporal (%) -0,704340
Coracéo -0,879311
Figado -0,839942
Colesterol -0,823338
Autovalor 2,652672
Variancia (%) 66,3

Autovalor = 1, segundo Kaiser, H.F. (1958);
Carga marcada 2,70, segundo Streiner, D. L. (2003);
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Na andlise do processo de deposicdo lipidica (figura 14), observou-se
influéncia do efeito diabético no aumento da deposicédo lipidica em tildpias do Nilo.
Apresentando aumento da massa gorda corporal, coracdo, figado e niveis de
colesterol no soro em tilapias do Nilo aloxana-diabéticas. Entretanto, tilapias
aloxana-diabéticas tratadas com insulina apresentaram tendéncia de melhora, tendo

em vista, que ndo se observou diferenca em relagdo aos animais do grupo controle.

e
A

c DI D
Figura 14. Deposicgéo lipidica em tilapias do Nilo criadas por 133 dias. Aplicado teste
de comparacdes multiplas segundo Tukey (Letras). Grupos: controle (C);
diabético tratado com insulina (DI); diabético sem tratamento (D). O nivel
de significancia: p=<0,05. « Escores do fator (processo), extraidos pelo
método de analise de fatores por componentes principais.

Menor deposigdo lipidica *

4.1.5 Efeito diabético na avaliacdo da fragilidade 6ssea

E possivel observar associacbes das variaveis: densidade mineral dssea
vertebral, rigidez do arco aodrtico e forca maxima para deformacgéo do arco aértico na
analise de fatores por componentes principais, onde asseguram 79% da
variabilidade total dos dados originais (tabela 5), as quais apresentaram uma
diminuicdo concomitante, resultados estes relacionados aos processos de

fragilidade Ossea.
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TABELA 5. Associacdes de variaveis (Densidade mineral éssea vertebral, Rigidez
do arco adrtico e Forca méxima para quebra) em 21 tildpias do Nilo.
Método: analise de fatores por componentes principais.

Varidveis\ | FRAGILIDADE OSSEA

Densidade mineral 6ssea vertebral -0,771967
Rigidez do arco aértico -0,959726
Forca maxima para quebra (arco aortico) -0,926484
Autovalor 2,375380
Variancia (%) 79,2

Autovalor = 1, segundo Kaiser, H.F. (1958);
Carga marcada 2,70, segundo Streiner, D. L. (2003);

Na avaliagdo do processo de fragilidade éssea (figura 15), observa se

influéncia do efeito diabético no aumento da fragilidade 6ssea em tilapias do Nilo, as

quais apresentaram diminuicdo da densidade mineral éssea vertebral, rigidez do

arco aortico e forca maxima para quebra do arco adrtico. Entretanto, tilapias

aloxana-diabéticas pertencentes ao grupo tratado com insulina apresentaram

tendéncia de melhora, tendo em vista, que ndo se observou diferenga quando

comparados aos valores determinados em animais do grupo controle.
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Figura 15. Resposta da fragilidade éssea de tilapias do Nilo criadas por 133 dias.
Aplicado teste de comparagbes multiplas segundo Tukey (Letras).
Grupos: controle (C); diabético tratado com insulina (DI); diabético sem
tratamento (D). O nivel de significancia: p=<0,05. % Escores do fator
(processo), extraidos pelo método de analise de fatores por
componentes principais.
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4.1.6 Efeito diabético na avaliacdo metabodlica 6ssea

Nota-se associa¢fes das variaveis: glicemia, fosfatase alcalina e densidade
mineral 6ssea global na andlise de fatores por componentes principais, onde
asseguram 60% da variabilidade total dos dados originais (tabela 6), cujo a
diminuicdo dos valores de glicemia, fosfatase alcalina estdo associados com o
aumento da densidade mineral Ossea global. Estes resultados podem estar

relacionados ao processo de metabolismo dsseo.

TABELA 6. Associacbes de variaveis (Glicemia, Fosfatase alcalina e Densidade
mineral 0ssea total) em 21 tilapias do Nilo. Método: analise de fatores
por componentes principais.

Variéveis\Processo Normalidade metabdlica Ossea
Glicemia -0,868731
Fosfatase alcalina -0,758279
Densidade mineral 6ssea global 0,704527
Autovalor 1,826039
Variancia (%) 60,9

Autovalor = 1, segundo Kaiser, H.F. (1958);
Carga marcada 2,70, segundo Streiner, D. L. (2003);

Na avaliacdo da resposta metabdlica 6ssea (figura 16), observa-se influéncia
do efeito diabético na perda do equilibrio metabdlico 6sseo em tilapias do Nilo, pois
0S peixes apresentaram aumento da glicemia e atividade da fosfatase alcalina no
soro, além de diminuicdo da densidade mineral 6ssea global. Entretanto, tilapias
aloxana-diabéticas pertencentes ao grupo tratado com insulina apresentou
amenizacao destas alteracbes e tendéncia de melhora, tendo em vista, que nao
houve se observou diferenca quando comparadas aos valores observados nos

animais controles.
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Figura 16. Resposta metabdlica Ossea de tilapias do Nilo criadas por 133 dias.
Aplicado teste de comparacbes multiplas segundo Tukey (Letras).
Grupos: controle (C); diabético tratado com insulina (DI); diabético sem
tratamento (D). O nivel de significancia: p=<0,05. « Escores do fator
(processo), extraidos pelo método de analise de fatores por
componentes principais.

4.1.7 Efeito diabético na avaliacdo gastrica e renal

Observar associagbes das variaveis: peso do estdmago e peso renal na
analise de fatores por componentes principais, onde asseguram 53% da
variabilidade total dos dados originais (tabela 7), as quais apresentam aumento
concomitante, resultado este podendo estar associado a anormalidade

fisiopatologicas.

TABELA 7. Associacdes de variaveis (estomago e rim) em 21 tilapias do Nilo.
Método: analise de fatores por componentes principais.

Variéveis\Processo Anormalidade gastrica e renal
Estomago 0,729467
Rim 0,729467
Autovalor 1,064243
Variancia (%) 53,2

Autovalor = 1, segundo Kaiser, H.F. (1958);
Carga marcada 2,70, segundo Streiner, D. L. (2003);
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Na analise do processo da anormalidade gastrica e renal (figura 17),
observou-se influéncia do efeito diabético no aparecimento da anormalidade em
questao. Entretanto, tilapias aloxana-diabéticas tratadas com insulina apresentaram
tendéncia de melhora, tendo em vista, que ndo houve diferenca em relacdo aos

resultados observados nos animais controles.

Anormalidade gastrica e renal*
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Figura 17. Anormalidade gastrica e renal em tilapias do Nilo criadas por 133 dias.
Aplicado teste de comparacbes multiplas segundo Tukey (Letras).
Grupos: controle (C); diabético tratado com insulina (DI); diabético sem
tratamento (D). O nivel de significancia: p=<0,05. % Escores do fator

(processo), extraidos pelo método de analise de fatores por
componentes principais.

4.1.8 Efeito diabético no eritrograma

Observou-se a formacgéo de dois processos independentes (tabela 8), no qual
0 primeiro envolve a diminuicdo do numero de eritr6citos no sangue e aumento
volume corpuscular médio (VCM), relacionados este efeito com desenvolvimento de
uma anemia macrocitica. O segundo processo esta envolvido com a diminuicdo da
concentracdo de glicose no sangue e aumento da concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), relacionados este efeito com normocromia.

Contudo, os processos asseguram 83,9% da variabilidade total dos dados

originais na analise de fatores por componentes principais.
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TABELA 8. Associacbes de variaveis {n° de eritrocito, volume corpuscular médio
(VCM), glicemia e concentracdo de hemoglobina corpuscular médio (CHCM)} em 21
tilapias do Nilo. Método: anélise de fatores por componentes principais com rotacao
“varimax raw”.

L \PfoceSSO Anemia macrocitica Normocromia

Variaveis

ERITROCITO -0,946089 -0,137722
VCM 0,958743 -0,061303
GLICEMIA 0,140443 -0,882514
CHCM 0,375451 0,751335
Autovalor 1,974961 1,366061
Variancia (%) 49,4 34,5

Autovalor = 1, segundo Kaiser, H.F. (1958);
Carga marcada 2,70, segundo Streiner, D. L. (2003);
Na analise eritrocitaria (figura 18), observou-se influéncia do efeito diabético
no desenvolvimento de processo anémico com caracteristica macrocitica em tilapias

do Nilo quando comparados com tilapias do grupo controle.
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Figura 18. Anemia macrocitica em tildpias do Nilo criadas por 133 dias. Aplicado
teste de comparacdes multiplas segundo Tukey (Letras). Grupos:
controle (C); diabético tratado com insulina (DIl); diabético sem
tratamento (D). O nivel de significancia: p=<0,05. xEscores do fator
(processo), extraidos pelo método de analise por componentes
principais com rotacao “varimax raw”.

Na analise de hemoglobina presente nos eritrocitos (figura 19), observou-se
influéncia do efeito diabético na diminuicdo da concentracdo de hemoglobina
corpuscular médio em tilapias do Nilo. Entretanto, tilapias aloxana-diabéticas
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tratadas com insulina apresentaram tendéncia de melhora, tendo em vista, que néo

houve diferenca quando comparado aso animais controles.
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Figura 19. Normocromia em tilapias do Nilo criadas por 133 dias. Aplicado teste de
comparacgdes multiplas segundo Tukey (Letras). Grupos: controle (C);
diabético tratado com insulina (DI); diabético sem tratamento (D). O nivel
de significancia: p=<0,05. xEscores do fator (processo) extraidos pelo
método de analise por componentes principais com rotacdo “varimax

raw-.

4.1.9 Efeito diabético no leucograma

A formacéo de dois processos independentes (tabela 9), no qual o primeiro
envolve a diminuicdo do numero de neutrdfilos e linfocitos no sangue, relacionados
este efeito com desenvolvimento de leucopenia. Enquanto, o segundo processo esta
envolvido unicamente com o nimero de mondcitos no sangue.

Contudo, os processos asseguram 77% da variabilidade total dos dados

originais na analise de fatores por componentes principais.
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TABELA 9. Associacfes de variaveis (neutrdfilos, linfécito, mondcito) em 21 tilapias

do Nilo. Método: analise de fatores por componentes principais.

o \PrOCGSSO Leucopenia  Mondcito
Variaveis
Neutrofilo -0,817018 -0,006050
Linfécito -0,773249 0,322467
Mondcito -0,257979 -0,947379
Autovalor 1,331987  1,001549
Variancia (%) 44,4 33,4

Autovalor = 1, segundo Kaiser, H.F. (1958);
Carga marcada 2,70, segundo Streiner, D. L. (2003);

Na analise da leucopenia (figura 20), observou-se influéncia do efeito

diabético na diminuigdo do numero de linfécitos e neutréfilos no sangue. Entretanto,

tilapias aloxana-diabéticas tratadas com insulina apresentaram tendéncia a

normalizar o numero de linfocitos e neutréfilos no sangue, tendo em vista, que nao

houve diferenca entre as contagens observadas em animais controles.

Figura 20.
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Leucopenia em tildpias do Nilo criadas por 133 dias. Aplicado teste de
comparacgdes multiplas segundo Tukey (Letras). Grupos: controle (C);
diabético tratado com insulina (DI); diabético sem tratamento (D). O nivel
de significancia: p=<0,05. «Escores do fator (processo), extraidos pelo
método de analise por componentes.

Na analise do numero de mondcitos no sangue (figura 21), ndo foi observado

qualquer influéncia do efeito diabético em tilapias do Nilo, tendo em vista, que nao

houve diferenca entre os diferentes tratamentos.
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Figura 21. Mondcitos em tildpias do Nilo criadas por 133 dias. Aplicado teste de
comparacdes multiplas segundo Tukey (Letras). Grupos: controle (C);
diabético tratado com insulina (DI); diabético sem tratamento (D). O nivel
de significancia: p=<0,05. «Escores do fator (processo), extraidos pelo
meétodo de analise por componentes.

4.1.10 Efeito diabético no trombograma

Na avaliacdo dos numeros de trombdcitos do sangue (figura 22), observou-se
influéncia do efeito diabético no aumento do nimero de trombdcitos em tilapias do
Nilo. Entretanto, tilapias aloxana-diabéticas tratadas com insulina apresentaram
tendéncia a normalizar o namero de trombdécito circulante, tendo em vista, que néo

houve diferenca quando comparado as contagens de animais controles.
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Figura 22. Trombdcitos em tilapias do Nilo criadas por 133 dias. Aplicado teste de
comparacgdes multiplas segundo Tukey (Letras). Grupos: controle (C);
diabético tratado com insulina (DI); diabético sem tratamento (D). O nivel
de significancia: p=<0,05.
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4.1.11 Efeito diabético na atividade de lisozima no soro

Na analise da atividade de lisozima no soro (figura 23), observou-se influéncia
do efeito diabético na diminuicdo da lisozima em tilapias do Nilo. Entretanto, tilapias
aloxana-diabéticas tratadas com insulina apresentaram tendéncia de normalizar os
niveis da atividade sérica de lisozima, tendo em vista, que ndo houve diferenca

quando comparado aos niveis séricos desta enzima em animais controles.
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Figura 23. Atividade de lisozima no soro em tildpias do Nilo criadas por 133 dias.
Aplicado teste de comparacbes multiplas segundo Tukey (Letras).
Grupos: controle (C); diabético tratado com insulina (DI); diabético sem
tratamento (D). O nivel de significancia: p=<0,05. «Método segundo Ellis,
1990; Milla et al., 2010.

4.1.12 AvaliacOes histopatoldgicas
4.1.12.1 Avaliagéo tegumentar e muscular

Na avaliacdo histopatolégica tegumentar (figura 24), tilapias aloxana-
diabéticas apresentaram diminuicdo da espessura da epiderme e aumento nos
nameros de adipécitos no subcutaneo em comparagdo com tilapias normais.

A analise da musculatura esquelética de tilapias aloxana-diabéticas revelaram
uma atrofia da célula muscular e aumento nos espaco entre as células musculares

comparadas com tilapias normais.
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Figura 24. Fotomlcrograﬂa do tegumento (T) e musculo esqueletlco (ME) de tilapia
do Nilo. Tilapias normais (A e B) e tilapia aloxano-diabética (C e D).
Subcutaneo (S). Coloracdo H&E.

4.1.12.2 Avaliagéo cardiovascular

Foram confirmadas em tilapias aloxano-diabéticas alteracbes patologicas
cardiovasculares, apresentado infiltragdo de células mononucleares na tunica média
e acumulo de tecido adiposo com infiltrado de células mononucleares na tinica
adventicia do bulbo adrtico (figura 25).

Na avaliacdo cardiaca, mostrou-se grande espessamento do epicardio
ventricular com acumulo de tecido adiposo e recrutamento de células
mononucleares (figura 26). Visto a diminui¢cdo severa de miofibrilas cardiacas, além
do aumento de deposicao lipofuscina no citoplasma de rabdomiécitos cardiacos.
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Figura 25. Fotomlcrograflca do bulbo aértico de tllapla do N|Io Tllaplas normais (Ae
B) e tilapia aloxano-diabética (C e D). Tunica adventicia (TA). Tunica
média (TM). Células adiposas (asterisco). Infiltrado de células
mononucleares (seta). Coloracao H&E.
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Figura 26. Fotomlcrograﬂca card|aca de tllapla do Nilo. Tllaplas normais (A e B) e
tilapia aloxano-diabética (C e D). Miocadio ventricular (MV). Epicéardio
(E). Rabdomiécitos cardiacos (R). Células adiposas (asterisco). Infiltrado
de células mononucleares (seta). Coloracdo H&E.



38

4.1.12.3 Avaliacédo hepética

A histopatologia do tecido hepatico foi observada em tilapias aloxana-
diabéticas grande quantidade acumulo citoplasmatico difuso de lipidios
(vacuolizacdo redondo) nos hepatécitos, proximo a veia centrolobular, zona trés
(figura 27).
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Figura 27. Fotomicrografia hepética em tllaplas do N|Io Tllaplas normais (A) e tliépla
aloxano-diabética (B). Veia centrolobular (VC). Acumulo lipidico
(asterisco) Coloracéo H&E.

4.1.12.4 Avaliacao renal

Tildpias aloxano-diabéticas apresentaram alteracfes histopatolégicas de
tecido renal, com glomerulonefrite membranoproliferativa, fibrose intersticial e
degeneracdo tubular (figura 28). Visto que o0s glomérulos destes peixes
apresentavam leve expansao de matriz mesangial, aumento proliferativo de células
mesangiais e espessamento da céapsula de Bowman, resultando em diminui¢cdo de
espaco de Bowman, evoluindo em alguns casos para glomerulopatia colapsante.
Também €& evidente a atrofia e necrose tubular com infiltrado de células

mononucleares intersticial em tilapias aloxano-diabéticas.
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Figura 28. Fotomicrografica tecido renal em tilapias do Nilo. Tilapias normais (A, C e
E) e tilapia aloxano-diabética (B, D e F). Glomerulo (g). Capsula (c) e
espaco (e) de Bowman. Tubulos (t). Atrofia (a) e necrose (n) tubular.
Infiltrado de células mononucleares (im). Célula (seta) e matriz (%)
mesangial. Coloracédo H&E.

-



40

4.1.12.5 Avaliagao gastrointestinal

Tilapias aloxana-diabéticas apresentaram grande perda de glandulas
produtora de suco gastrico (acido gastrico e pepsina), severo aumento da tanica

submucosa e diminuigdo da musculatura na regiao da tinica muscular com aumento
de tecido conectivo (figura 29).
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Figura 29. Fotomicrografica do estomago em tllaplas do Nilo. Tilapias normais (A, B
e C) e tilapia aloxano-diabética (D, E e F). Aumento de 100x (A, D).
Aumento de 400x (B, C, E e F). Mucosa (m). submucosa (s), muscular
(M) e adventicia (a). Glandulas produtora de muco protetor (gp).
Glandulas produtora de acido gastrico e pepsina (gg). Coloracdo H&E.

Na avaliacdo histopatologica duodenal, tilapias aloxana-diabéticas
apresentaram duodenite com atrofia de enterécios e hiperplasica da lamina proépria
(figura 30).
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Figura 30. Fotomlcrografla da vilosidade duodenal em tllaplas do N|Io Aumento de
400x. Tildpias normais (A) e tilapia aloxano-diabética (B). Vilosidade

ampliada mostrando os enterécitos (V). Lamina prépria (L) Coloracéo
HE.

] ©

4.2 Estudo do efeito diabético na reacéo inflamacédo aguda

4.2.1 Producédo de IGF-1 no foco inflamatorio

Na avaliacdo da producéo de IGF-1 na bexiga natatoria durante a inflamacao
aguda (figura 31), observou-se, de forma geral, a influéncia do efeito diabético na
diminuicdo de IGF-1 em tilapias do Nilo. Observando esta diminui¢cdo 6 e 24 horas
em comparacdo com controle. Notoriamente, tilapias aloxano-diabéticas sem
tratamento com insulina apresentaram menor producdo de IGF-1 em 6 horas em

comparacao aos peixes tratados com insulina.
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Figura 31. Producado de IGF-1 na bexiga natatéria apds estimulo inflamatorio por A.
hydrophila em tilapias do Nilo. Aplicado teste de comparac¢des mdultiplas
segundo Tukey (Letras). Grupos: controle (C); diabético tratado com
insulina (DI); diabético sem tratamento (D). O nivel de significancia:
p=<0,05.

4.2.2 Producgéo de TNF-alfa no foco inflamatério

Na avaliacdo da producdo de TNF-a na bexiga natatéria durante a inflamacéo
aguda (figura 32), observou-se, de forma geral, a influéncia do efeito diabético na
diminuicdo de TNF-a em tilapias do Nilo, observando esta diminuicdo 6 e 24 horas

em comparacao animais controles.



43

Grupos 6 horas 24 horas 48 horas

40

30 7

Aa
20

Area imunomarcadas(%)

10

Figura 32. Producdo de Fator de necrose tumoral (TNF-alfa) na bexiga natatéria
apo6s estimulo inflamatorio por A. hydrophila em tilapias do Nilo. Aplicado
teste de comparacdes multiplas segundo Tukey (Letras). Grupos:
controle (C); diabético tratado com insulina (DIl); diabético sem
tratamento (D). O nivel de significancia: p=<0,05.

4.2.3 Atividade de lisozima sérica

Na avaliacdo da atividade de lisozima no soro (figura 33), observou-se, de
forma geral, a influéncia do efeito diabético na diminuicdo na atividade sérica desta
enzima em tilapias do Nilo com estimulo inflamatério por A. hydrophila na bexiga
natatéria, sendo notéria a diminuicdo somente no periodo das 24 horas apos
estimulo inflamatério. Entretanto, tildpias aloxana-diabéticas pertencentes ao grupo
tratado com insulina apresentaram tendéncia de melhora, tendo em vista, que nao

houve diferenca quando comparado aos animais do grupo controle.
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Figura 33. Atividade de lisozima no soro em tilapias do Nilo, apds estimulo
inflamatorio por A. hydrophila na bexiga natatdria. Aplicado teste de
comparac¢des multiplas segundo Tukey (Letras). Grupos: controle (C);
diabético tratado com insulina (DI); diabético sem tratamento (D). O
nivel de significancia: p=<0,05. «Método segundo Ellis, 1990; Milla et
al., 2010.

5. DISCUSSAO

5.1 Perfil clinico em tildpias do Nilo aloxana-diabéticos

Pancreas de tilapias do Nilo aloxana-diabéticas criadas por 113 dias apls a
inducdo diabética, apresentam menor area imunomarcada para insulina,
deposicGes de tecidos adiposos e grande numero de células com alteracbes
degenerativas. Segundo Xu et al., (2004), aloxana via endovenosa em tilapias
aumentou a glicemia e reduziu o numero de células beta, encontrando alteracdes
degenerativas celulares no citoplasma e nucleares. De modo, que a aloxana destroi
seletivamente as células betas, sendo captadas rapidamente pelos transportadores
de glicose (GLUT2) causando formacdo de radicais livres ap0s uma série de
reacdes bioquimicas intracelulares que culminam com a les&o celular (JORNS et al.,
1997; SZKUDELSKI, 2001; LENZEN, 2008). Neste sentido, em nosso estudo a
administracéo de aloxano via endoflébica causou lesdes irreversiveis em célula beta,

causando a diabetes em tilapias.
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A deficiéncia do efeito insulinico no quadro de diabetes, por auséncia ou
resisténcia a insulina, causa alteracbes metabdlicas severas, como a perda do
transporte de glicose para dentro da célula e taxas aumentadas de gliconeogénese
no figado, estimulando a lipdlise no figado e nos adipdcitos, favorecendo a liberacéo
de &cidos graxos livres no sangue, ocorrendo hiperglicemia, hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia (DIMITRIADIS et al., 2011; BHATT; SMITH; 2015). Em resposta
a hiperlipidemia o organismo promove a producéo de apolipoproteinas para regular o
metabolismo lipidico através do controle da troca de lipidios celulares (SCHOFIELD
et al., 2016; VERGES, 2015; BOLANOS-GARCIA; MIGUEL, 2003). Segundo estudo
de Otis et al., (2015), as alteracdes lipidicas em Danio rerio, zebrafish, também
foram associadas a aumento de apolipoproteinas. Neste contexto, nosso estudo vem
reforcar ainda mais a participacdo da apolipoproteinas no controle lipémico em
peixes. Igualmente, apresentando o desenvolvimento hiperlipidémico em tilapias do
Nilo aloxana-diabéticas sem insulinoterapia, envolvendo as associacbes de
triglicerideos, colesterol e apolipoproteina. Tais achados corroboram alteracdes
descritas seres humanos diabéticos, 0os quais apresentaram as mesmas alteracdes
bioguimicas com aumento concomitante nos niveis plasmaticos de triglicerideos,
colesterol e apolipoproteina L (DUCHATEAU et al., 2000).

O perfil metabdlico energético das tilapias aloxana-diabéticas parece
responder a modulacdo reguladora do horménio insulina semelhantemente ao
observado em humano (CARUSO; SHERIDAN, 2011), pois tilapias diabéticas sem
insulinoterapia apresentam elevado percentual da massa gorda no corpo com
aumento do coracao e figado, associados a niveis aumento de colesterol sérico.
Deste sentido, revelado na avaliacdo histopatolégica a deposicéo ectdpica de tecido
adiposo, onde foi encontrado esteatose hepatica e deposicéo de tecido adiposo na
regido do subepicardio e no bulbo adrtico.

Ainda que ndo se saiba exatamente o motivo da predisposicdo genética
humana em desenvolver obesidade (GENNE-BACON, 2014), historicamente existe
uma correlacdo ao desenvolvimento da Diabetes Mellitus (NEEL, 1962). Neel (1999)
revisou o tema e inclui componentes relacionados a sindrome metabdlica.
Atualmente atribui se a sindrome metabdlica ao consumo excessivo de energia,

predispondo ao desenvolvimento de sobrepeso e obesidade, condi¢cdo caracterizada
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em apresentar a resisténcia a insulina (YE, 2013; KAUR, 2014; HAN; LEAN, 2016).
Usada para classificar diabetes tipo 2, a resisténcia a insulina pode vir a se
desenvolver em individuos com diabetes tipo 1, atualmente classificado como
“diabetes duplo” (BJORNSTAD et al., 2015; CLELAND et al., 2013).

Considerado a interconexdes entre sindrome metabdlica-obesidade-diabetes,
as mudancas da massa gorda e magra corporal no diabetes ainda € objeto de muito
estudo. No entanto, os efeitos da diabetes no metabolismo das proteinas parecem
ser claros, uma vez que a privacdo de insulina causa um aumento grave no
catabolismo proteico, especialmente na musculatura esquelética, resultando em
declinio da massa muscular (ROBINSON et al.,, 2016; D’'SOUZA et al., 2013;
HEBERT; NAIR, 2010 ; M@LLER; NAIR, 2008; DIMITRIADIS et al., 2011; ABU-
LEBDEH; NAIR, 1999). Tilapias aloxana-diabéticas apresentaram alteracdes
degenerativas na musculatura esquelética e menor ganho de peso corporal sem a
insulinoterapia, corroborando os achados de estudos metabdlicos em peixes que
revelaram a participacdo da insulina na incorporacdo de aminoacidos no tecido
muscular esquelético (TASHIMA; CAHILL, 1968; INUI; ISHIKA; 19832, 1983P).

Neste contexto, o desenvolvimento edematoso intersticial do tecido muscular
em tilapias do Nilo aloxana-diabéticas sem insulinoterapia, observado em nosso
estudo pode estar ligado a disfuncao vascular. Tendo vista, que estudos associam 0
infarto muscular, com complicacfes vasculares oriundas da diabetes (HORTON et
al., 2015; HUANG et al., 2010). Grave mionecrose com abundante formacdo de
edema nos septos intersticiais musculares tem sido relatado em diabetes (BHASIN;
GHOBRIAL, 2013; MATHEW et al., 2009).

O aumento percentual da massa gorda no corpo em tilapias do Nilo aloxana-
diabéticas sem insulinoterapia, pode estar entrelacado com a perda muscular e a
influéncia do aumento glicémico no desenvolvimento do tecido adiposo. No contexto
da diabetogénese, ha possivel transdiferenciacdo de células progenitoras
musculares em linhagem adipogénica, que em condi¢des inibitérias da resposta
insulinica enddégena e associada com estimulos hiperglicémicos, podem resultar em
formacéo de tecido adiposo através de miofibras (AGUIARI et al., 2008; MEUGNIER
et al., 2007).
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Os elevados niveis de colesterol associado com esteatose hepatica e ao
aumento de deposicdo de tecido adiposo e persenca de degeneragdo muscular,
observado em tilapias do Nilo aloxana-diabéticas sem insulinoterapia, pode estar
envolvido diretamente na deficiéncia insulinica em sinalizar o armazenamento de
glicose no tecido muscular e hepatico. Considerando-se, que a diabetes,
apresentam deficiéncias na participagdo do hormonio insulina (auséncia/resisténcia),
em que o resultado final € um estado hiperglicémico toxico (PUGLIESE; MICELI,
2002; IZE-LUDLOW; SPERLING, 2005; CERNEA; DOBREANU, 2013). O estado
hiperglicémico esta substancialmente ligado a disfung&o da sinalizagéo da insulina
no tecido muscular e hepatico (ABDUL-GHANL et al. 2007). O tecido hepético é o
principal 6rgdo responsavel pela biossintese endégena de glicose (FERY, 1994).
Enquanto, o tecido muscular esquelético absorve aproximadamente 80% do total de
glicose no sangue pés-prandial, mecanismo dependente de insulina (BONADONNA
et al., 1993). Em resposta ao excesso de glicose nos hepatdcitos, o excedente
deste carboidrato absorvido nos hepatdécitos € direcionado a biossintese de acidos
graxos, que sao exportados do figado como lipoproteinas para armazenamento nos
adipdcitos (FLATT, 1995). Nesse contexto, estudos apontam o tecido hepético e
adipdcitos no envolvimento no excesso de colesterol no corpo em disfuncdo de
adipdcitos na obesidade e deficiéncia na sinalizacdo de insulina, apresentando o
tecido adiposo como maior fonte de depdsito de colesterol do corpo (KRAUSE;
HARTMAN, 1984; LE LAY et al., 2004; YU et al., 2009; WANG; PENG, 2011).

Novos alvos de estudos sobre diabetes e obesidade apontam também o
envolvimento da alteracdo da microbiota intestinal na modulagdo metabdlica lipidica
hepatica, sugerindo importantes alteracées patoldgicas com aumento na absorcéo e
armazenamento de energia no corpo (PONZIANI et al., 2015; BACKHED et al.,
2004; LASSENIUS et al., 2016). Alterac6es anatdmicas e enddcrinas entre o figado
e intestino alteram o ciclo éntero-hepatico, influenciando a absorcao e transporte de
lipidios na forma de quilomicrons pelas células do intestino delgado (RUI, 2014).
Tildpias aloxana-diabéticas sem insulinoterapia desenvolveram alteracdo
degenerativas nas vilosidades no duodeno, apresentando duodenite atrofica cronica,
associada as alteracbes metabolicas energéticas descritas anteriormente. Tais

achados sugerem a hipétese de que as alteracdes patologicas observadas no


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ponziani%20FR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26070860
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ponziani%20FR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26070860

48

intestino delgado das tilapias diabéticas podem resultar em mudang¢as na microbiota,
agravando o quadro da diabetes por comprometer o metabolismo lipidico, assim
como descrito na fisiopatologia da diabetes em humanos.

Outra alteracdo patolégica envolvendo o metabolismo hepatico de lipidios
observado nas tilapias aloxana-diabéticas sem insulinoterapia refere-se & ocorréncia
de esteatose hepatica. De acordo com Rangel e Lernmark (2011), o acumulacéo de
gordura hepatica em pacientes com diabetes tipo 1 pode ser mais comum do que se
pensava e pode servir como um marcador de risco para algumas complicacdes
diabéticas crénicas. No entanto, a prevaléncia, a etiologia e as consequéncias da
esteatose hepatica no diabetes tipo 1 ndo estdo claramente compreendidas.

Estima-se que a prevaléncia de esteatose hepatica em individuos diabéticos
tipo 1 esta grandemente associada a prevaléncia de doencas cardiovasculares
(TARGHER et al., 2010). Neste contexto, o acumulo de gordura no epicardio foi
associado com a obesidade e sindrome metabdlica em diabéticos tipo 1
(MOMESSO et al., 2011). Varias linhas de pesquisa evidenciam 0s eventos pro-
inflamatorios ligados a obesidade e sindrome metabdlica integrada da patologia
diabética (ODEGAARD; CHAWLA, 2012; EMANUELA et al, 2012). O
desenvolvimento e progressao de complicagdes micro e macrovasculares esta bem
documentada em adolescentes e adultos com diabetes (HAN; LEAN, 2016;
BJORNSTAD et al., 2015). Complicacdes cardiovasculares foram observadas em
tilapias aloxana-diabéticas sem insulinoterapia, as quais apresentaram deposicéo de
gordura na regido do subepicardio e no bulbo aértico, ambos com infiltrados de

células mononucleares.

Na avaliacdo Ossea, observou em tildpias aloxana-diabéticas sem
insulinoterapia menor forca de resisténcia, com diminuicdo da densidade mineral
Ossea vertebral e menor rigidez do arco adrtico. Estudos em humanos revelaram o
desenvolvimento de osteopenia ou osteoporose no diabetes mellitus tipo 1 (KEMINK
et al., 2000), aumentando o risco de fragilidade éssea (JANGHORBANI et al., 2006;
NICODEMUS; FOLSOM, 2001). Neste contexto, estudos de diabetes mellitus tipo 1
com modelos animais revelaram perda 6ssea dos ratos, por reducdo na sua
formacdo (VERHAEGHE et al.,, 1990; VERHAEGHE et al.,, 1992). O hormdnio

insulina participa como uma ligacdo molecular chave entre remodelacdo éssea e
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metabolismo energético (GANDHI et al., 2005; FERRON et al., 2010; FULZELE et
al., 2010).

Tilapias aloxana-diabéticas sem insulinoterapia apresentaram fragilidade
0ssea, associado a elevacao na glicemia, aumento da atividade da fosfatase alcalina
sérica e perda da densidade mineral 6ssea global. Alteracbes semelhantes ao
diabetes em humanos ja foram descritas ha muito tempo em estudo clinico
(STEPAN et al., 1980). Larsen et al. (2002) concluiram que o aumento da glicose
esta diretamente ligado ao mecanismo que estimula a reabsorcdo 0ssea, vista que,
niveis elevados de glicose aumentada expressdo da H'-ATPase vacuolar assim
aumento da atividade de reabsorcao 6ssea por osteoclastos por um mecanismo que
parece envolver p38 MAP-quinase. Segundo Sarag¢ e Saygili (2007), o aumento da
atividade de fosfatase alcalina no soro pode estar correlacionado com a extenséo da
doenca esquelética e com niveis de reabsorcdo 0ssea. Neste contexto, estudo em
humanos revelou que pacientes diabéticos de tipo 1 apresentaram maior perda
mineral 6ssea em comparacao com pacientes diabéticos de tipo 2 (TUOMINEN et
al., 1999).

Tildpias aloxana-diabéticas sem insulinoterapia apresentaram atrofia da
mucosa gastrointestinais, associadas a gastroparesia e concomitante a duodenite
cronica. ComplicacBes gastrointestinais diabéticas tornaram-se cada vez mais
prevalentes, especialmente em pacientes com diabetes de longa data, dentro destas
manifestacbes incluem gastroparesia e enteropatia, e seus sintomas sao
classicamente causados por motilidade anormal, que € uma consequéncia da
neuropatia diabética (LEE; HASLER, 2017; MAISEY, 2016; KRISHNAN et al., 2013).

Estudos do envolvimento diabético com disfuncdo neuroldgica, em virtude
que, pesquisadores apresentaram a importante participacdo hipotalamica no
controle metabdlico energético através da integracao entre o sistema nervoso central
e endocrino, mediada por multiplos caminhos de sinalizagdo (KALSBEEK et al.,
2010ab; UYAMA et al., 2004). Na neuropatia diabética, existe um fenémeno referido
como neurotoxicidade da glicose, em que os neurdnios apresentam uma demanda
de glicose constante e, ao contrario das células musculares, ndo podem controlar a
absorcdo de glicose sob a influéncia da insulina, assim a absorcdo neuronal por

glicose depende da concentracdo extracelular de glicose, e o dano celular pode
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ocorrer apds episodios persistentes de hiperglicemia (TOMLINSON; GARDINER,
2008; ZOCHODNE, 2016). Pesquisas fornecem evidéncias que uma série de
alteracdes hipotalamicas oriundas da inflamacdo podem estar associadas a
evolucdo de varias complicacdes encontradas em individuos diabéticos, bem com,
hiperglicemia, hiperlipidemia, ganho e perda de peso (BURGOS-RAMOS et al.,
2012; CAl, 2012). A inervagdo vagal esta diretamente relacionada a disfungdo no
metabolismo energético hepatico como resultado de processos inflamatérios no
hipotalamo (MILANSKI et al., 2012).

O estimulo do nervo vago é primordial no gatilho inicial para liberacdo de
gastrina no trato gastrointestinal, principalmente para digestdo no estdmago em
situagcdes normais (DEBAS; CARVAJAL, 1994; DOCKRAY, 1999; DIMALINE;
VARRO, 2014). A gastrina estimula a diferenciacdo e a proliferacdo de células
epiteliais de trato gastrointestinal, e foi reconhecido como o horménio tréfico mais
importante do esttmago (DOCKRAY, 1999; THOMAS et al,. 2003; WANG et al,.
2000; JAIN; SAMUELSON, 2006; SUNDARESAN et al,. 2017 ). Além de seus efeitos
proliferativos no epitélio gastrointestinal bem documentados, a gastrina demonstrou
controlar uma série de moléculas que exercem efeitos importantes na remodelagcéo
da matriz extracelular (BODGER et al., 2007; YIN et al,. 2010; O'HARA et al,. 2013).
Outros mecanismos candidatos no envolvimento na patogénese da enteropatia em
diabetes é a diminuicdo da contracao da vesicula biliar, atribuido a neuropatia vagal
(GELLER et al., 1991; GAUR et al., 2000; PAZZI et al., 2000).

Uma série de linhas convergentes de evidéncias apoia a proposta de que a
neuromodulacdo vagal influéncia a motilidade gastrointestinal (FRGKJAER et al.,
2016). Desta forma, disfuncdo do nervo vago foi identificada como caracteristica
fisiopatoldgica de uma série de disturbios, incluindo dispepsia funcional, sindrome do
intestino irritavel, doenca inflamatéria intestinal, gastroparesia e neuropatia
auton6mica diabética (FROKJAER et al., 2007; CAMILLERI, 2007; PELLISSIER et
al.,, 2010; CAMILLERI, 2011). Embora relativamente comuns, as complicagbes
gastrointestinais do diabetes mellitus, a compreensdo fisiopatoldégica sao
subentendidas na medicina (KRISHNAN et al., 2013 ).

Por outro lado, Inoue et al., (2016) relataram a importante participacdo do

nervo vago na atividade neuro-imunomoduladora renal, contribuindo no controle pro
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e anti-inflamatoério a estimulos nocivos no 6rgdo. Estudos apresentaram a alta taxa
de mortalidade por doenca renal terminal em pacientes diabéticos com neuropatia
autonémica (EWING et al., 1980; SAMPSON et al., 1990; O'BRIEN et al., 1991).
Portanto, existe grande evidéncia que a neuropatia vagal pode estar por tras do
desenvolvimento de complicacdes renais diabéticas (MEINHOLD et al., 2001; VINIK
et al, 2003). Glomerulonefrite membranoproliferativa, fibrose intersticial e
degeneracéo tubular foram observadas no tecido renal de tilapias aloxano-diabéticas
sem insulinoterapia. Estas alteracbes histopatoldégicas sdo observadas em
complicagbes renais diabéticas em humanos (FIORETTO; MAUER, 2007,
TONOLO; CHERCHI, 2014; LIM, 2014; POURGHASEM et al., 2015). Contudo, a
associacdo da anormalidade gastrica e renal em tilapias aloxana-diabético sem
insulinoterapias sugere a hipétese da ocorréncia de neuropatia autonémica diabética
nos peixes.

A doenca renal cronica diabética esta diretamente associada ao
desenvolvimento de anemia, apresentando um complexo mecanismo fisiopatologico
entre a anemia e doenca renal, em que a principal causa patogénica esta ligada a
producgéo prejudicada de eritropoietina e deficiéncia de ferro (MEHDI; TOTO, 2009;
LOUTRADIS et al., 2016). Fortemente associado a autoregulacdo de citocinas
inflamatoérias e a diminuicdo da resposta de eritropoietina, o que pode prejudicar a
producdo de eritrocitos e inibir o transporte de ferro armazenado nos macrofagos
para a corrente sanguinea (WEISS et al.,, 2003; WEISS; GOODNOUGH, 2005;
PUTTEN et al., 2007; FERRARI et al., 2010). Individuos diabéticos de tipo 1 com
nefropatia e neuropatia autondmica na doenca possuem niveis baixos de
eritropoietina associado a gravidade anémica (BOSMAN et al., 2002). Da mesma
forma, o estimulo simpético reduzido pode causar ineficiéncia na eritropoiese
seguido de um quadro anémico (ROBERTSON et al., 1994). Nosso estudo também
observou a influéncia do efeito diabético no desenvolvimento de anemia macrocitica
hipocrémica em tilapias do Nilo.

Em relagdo ao estudo imunoldgico, tilapias aloxana-diabéticas sem
insulinoterapia apresentam leucopenia associada a diminuicdo do numero de
neutrofilos e linfocitos no sangue, corroboram os achados de Bollyky et al. (2015)

gue observaram leucopenica por linfopenia e neutropenia em 883 pacientes com
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diabetes tipo 1. Em roedores, a inducdo diabética aguda leva a imunossupressao
provocando linfopenia (GUBERSKI et al., 1989; LUO et al., 2006). Valle et al. (2013)
observaram neutropenia em humanos com diabétes tipol. Neste contexto sobre
imuno-poliendocrinopatia diabética, efeitos supressores em células T reguladoras
podem ser a causa de citopenia imunomediada em pacientes com diabetes mellitus
tipo 1 (BRUSKO; ATKINSON, 2007)

Simultaneamente a alteracdo leucocitaria de neutrdfilos e linfécitos, observou-
se a diminuicdo da atividade de lisozima sérica em tilapias aloxana-diabética sem
insulinoterapia. A lisozima atua como uma importante enzima antibacteriana
encontrada em diversos vertebrados (CALLEWAERT; MICHIELS, 2010; IRWIN et
al., 2011). Estudo in vitro com populagbes de células (linfécitos, granuldcitos e
monocitos/macréfagos) humanas e de camundongos demonstrou que
mondcitos/macroéfagos sintetizam lisozima, e que o0s granuldcitos armazenam
lisozima, mas ndo a sintetizam, enquanto os linfécitos ndo armazenam e nem
sintetizam (MCCLELLAND; FURTH, 1975). De acordo com HANSEN et al. (1976) e
KARLE et al. (1974), em condi¢cbes nao infecciosas a presenca de atividade da
lisozima plasmatica pode prover da atividade de neutrofilos. Em estudo anterior,
Hansen e Andersen (1973) avaliaram o importante envolvimento da atividade da
lisozima em neutréfilos humanos contra microrganismos, demonstrando uma
correlacdo negativa entre a atividade da lisozima com o0s niveis séricos de
creatininas.

Na avaliacdo dos numeros de trombdcitos circulantes, tilapias aloxana-
diabéticas sem insulinoterapia apresentaram trombocitose. As plaquetas nos
mamiferos correspondem aos trombdcitos em peixes, desempenhando a mesma
funcdo na hemostasia e na resposta imune (FERDOUS; SCOTT, 2015). Neste
sentido, estudo aponta que o aumento dos indices plaquetarios é encontrado
clinicamente em diabéticos e este fortemente correlacionado com complicacbes
microvasculares (JINDAL et al., 2011), corroborando os achado em tilapias aloxana-
diabéticas, as quais apresentaram aumento do nimero de trombdcitos, associado ao
desenvolvimento de complicacdes inflamatorias no subepicardio e no bulbo aortico.
Varias investigagdes mostraram que os individuos diabéticos séo caracterizados por

status pro-trombaético que é atribuido a numerosos fatores, incluindo um estado pro-
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coagulante, comprometimento da fibrindlise, disfuncdo endotelial e aumento da
reatividade plaquetéaria, desta forma, podendo acelerar o aumento do risco de varios
distarbios cardiovasculares (COLWELL; NESTO, 2003; VAZZANA et al.,, 2012;
ROLLINI et al., 2013; SANTILLI et al., 2015).

5.2 Reacédo inflamatoria em tilapias do Nilo aloxana-diabéticos

Tilapias aloxana-diabéticas frente ao estimulo inflamatério agudo infeccioso
apresentaram baixa producéo de IGF-1 no local inflamado até o periodo de 24 horas
apos infeccdo. Partindo-se da premissa, que tais resultados observados sao
oriundos de materiais obtidos da dissertacdo de mestrado intitulado “Insulina e
dexametasona na aerocistite aguda induzida por Aeromonas hydrophila em tilapias
do Nilo, Oreochromis niloticus, aloxano-diabéticas”, minha autoria defendida em
2014. Neste estudo inflamatério, tilapias aloxana-diabéticas apresentaram baixo
namero de células na avaliacdo do exsudato, diminuicdo do infiltrado inflamatério
tecidual, baixa proliferacdo de vasos sanguineos e diminuicdo de tecido fibroso no
foco inflamado (PRADO, 2014).

Os niveis séricos de fatores de crescimento semelhantes a insulina do tipo 1
(IGF-1) sdo encontrados baixos em diabéticos (TEPPALA; SHANKAR, 2010).
Anormalidades do eixo envolvido com o horménio de crescimento (GH) e fatores de
crescimento semelhantes a insulina ocorrem em pacientes diabéticos tipo 1,
induzindo as anormalidades que incluem a diminui¢do dos niveis circulantes de IGF-
| (CARROLL et al., 2000), que atua como principal mediador dos efeitos do GH,
resultando no controle da proliferacdo, diferenciacdo, crescimento e apoptose celular
(SIMPSON et al., 1998; Xl et al., 2012). Ha evidéncias claras que o IGF-1 esta
diretamente ligada as fungdes pro-inflamatorias em células endoteliais e de células
epiteliais pulmonares, onde estimula a expressdo de moléculas de adesédo e de
mediadores pro-inflamatoérios, como por exemplo TNF-a (CHE et al., 2002; CHAND
et al., 2012).

Tilapias aloxana-diabéticas com ou sem insulinoterapia ap0s o estimulo

inflamatorio agudo infeccioso, produz niveis baixos de TNF-alfa no local inflamado
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até o periodo de 24 horas apoés infeccdo. Um hipétese que justifica tais achados
seria a influéncia do IGF-1 na participacdo e sinalizacdo pro-inflamatoria, tendo uns
dos estimulo associados a producdo de TNF-a, como descrito anteriormente,
podemos propor que a diminuicdo do TNF-a muito provavelmente esta influenciada
pela deficiéncia na sinalizagédo por IGF-1. Os mesmos achados, em relacdo a TNF-q,
também foram reproduzidos em estudo inflamatério em ratos aloxano-diabéticos,
nos quais a deposicado intra-traqueal de lipopolissacarideo (LPS) induziu menor
migracdo de neutréfilos e baixas expressfées de TNF-a e outras citocinas pro-
inflamatodrias dentro do espaco bronco-alveolar quando comparados com animais
controles (sadios), 6 horas apés a instilacdo de LPS (MARTINS et al., 2006;
MARTINS et al., 2009). Segundo Anjos-Loureiro et al. (2006), ratos com diabetes
induzidos por aloxano apresentaram baixa producdo de molécula de adeséo, menor
migragao celular e baixa expressédo de ICAM-1 ("intercellular adhesion molecule-1")
apos estimulo com TNF-a.

O efeito supressivo observado na resposta de TNF-a e IGF-1 em tilapias
aloxana-diabéticas durante estimulo inflamatoério infeccioso agudo apresentou
correlagdo com a diminuicdo da atividade de lisozima no soro, no entanto,
restabelecendo a normalidade quando tratados com insulina. Contudo, a diminuicao
da atividade de lisozima ocorreu 24 horas apos infeccdo em tildpias aloxana-
diabéticas sem insulinoterapia. Por outro lado, tilapias tratadas com insulina
apresentaram aumento do numero de células presentes no exsudato e alto infiltrado
inflamatorio tecidual e grande proliferacdo de vasos sanguineos no foco inflamado
no periodo 6 horas apés infeccdo (PRADO, 2014).

Neste contexto, atribui-se a participacdo da insulina no reestabelecimento da
imunidade, por favorecer a rapida resposta migratéria de células inflamatoérias no
foco inflamado, principalmente de neutréfilos. Corroborando com estudos que
demonstraram o efeito vasodilatador da insulina, aumentando o fluxo sanguineo
arterial, venoso e na microcirculacédo (STEINBERG et al., 1994; GROVER et al.,
1995; TROVATI et al.,, 1997). Em contraste, animais diabéticos raramente sé&o
observados estas fenestracdes, no entanto com administracdo da insulina exdégena
ha correcédo desta condicdo permitindo o extravasamento de particulas como carvao

coloidal (GARCIA LEME et al, 1973). As células endoteliais atuam como estruturas
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alvo para agédo da insulina, promovendo aumento da permeabilidade vascular na
fase inicial da inflamagédo como observado por Moraes (1982), que por inducdo de
inflamac&o por carreginina em pé de rato observou maior taxa de extravasamento de
exsudato na fase inicial da inducéo inflamatoria em animais tratados com insulina.

Atribuida aos fagocitos a principal fonte de lisozima no foco inflamatorio,
conferida a importante atividade antibacteriana, podendo estar associada a atividade
de neutrofilos e mondcitos os niveis de atividade da lisozima plasmatica (KARLE et
al., 1974; MCCLELLAND; FURTH, 1975; HANSEN et al., 1976). A deficiéncia da
resposta da atividade da lisozima em tilapias aloxana-diabéticas apresentada em
nosso estudo de resposta inflamatéria pode estar principalmente associada com a
diminuicdo da atividade de macréfagos e neutrofilos em resposta a uma reacgao
inflamatoria, concomitantemente a disfuncdo endotelial diabética, descrita
anteriormente.

Peleg et al. (2007) demonstraram a reducdo do fenbmeno quimiotaxico de
células polimorfonucleares (PMN) e diminuicdo de substancias microbicidas
produzido por estas células em pacientes diabéticos, sendo observado também
diminui¢cBes da infiltracdo de neutrofilos na cavidade pleural em ratos diabéticos
comparados com animais sadios (PEREIRA et al., 1987). Pacientes diabéticos
apresentaram alteracdes de citocinas e disfungcdes dos PMN durante uma infeccao
local ou sistémica (STEGENGA et al., 2010).

6. CONCLUSAO

Tilapias do Nilo desenvolvem o diabetes mellitus por inducdo farmacologica
(aloxdmico), apresentando baixo ou inexisténcia de células beta, acimulo soméatico
de tecido adiposo, degeneracdo muscular, dislipidemia, anormalidades cardiacas,
esteatose hepatica, doencas gastrointestinais, fragilidade d&ssea, anemia,
leucopenia, trombocitose, além de alteracfes da resposta imunologica bem como

diminuicéo da atividade lisozima, TNF-a e IGF-1 no foco inflamado durante estimulo
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inflamatorio infeccioso agudo. Comprovando a importancia do efeito insulinico na
resposta organica deste peixe teledsteo e demonstrando a importancia deste modelo
experimental para estudos e avangcos em pesquisas envolvendo o diabetes mellitus,

pois sdo alteracdes fisiopatologicas do diabetes em seres humanos.
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Tabela dos valores médios (n=7) e desvio padrdo médio (DP) das variaveis
processadas por método analise de fatores por componentes principais. Grupos:
tilapias do Nilo aloxana-diabético com
insulinoterapia (DI) e tilapias do Nilo aloxana-diabético sem insulinoterapia (D).

tilapias do Nilo normais (Controle);

\Grupos Controle DI D
Varidves

Média  DP Média  DP Média  DP
Gordura 23 + 1,1 30 + 1,5 51 + 3,6
Coracdo indice 0,093 + 0,02 0,106 + 0,02 0,136 + 0,03
Figado % 2,346 + 0,63 2,812 + 0,33 3,298 + 0,74
Estdmago 0,169 + 0,03 0,168 + 0,02 0,197 + 0,02
Rim 0,105 + 0,03 0,127 + 0,04 0,202 + 0,06
Densidade Mineral Ossea g/cmz 0,275 + 0,03 0,283 + 0,02 0,223 + 0,03
Densidade Mineral Vertebral 0,285 + 0,03 0,300 + 0,03 0,241 + 0,05
Forca N 11,81 + 3,3 8,56 + 1,8 7,43 = 2,2
Rigidez (80%) N/mm 16,56 + 4,9 13,49 * 41 8,88 + 2,5
Fosfatase Alcalina u/L 19,8 + 3,8 22,7 + 55 323 + 45
Glicose 79,8 + 10,1 67,0 = 8,4 137,8 + 48,7
Triglicerideos - 349,3 + 93,0 534,7 + 240,1 582,2 + 390,9
Colesterol 219,6 + 37,4 349,8 + 116,8 546,8 + 320,0
Apolipoproteina Al 386,5 = 74,7 517,7 = 130,9 527,3 + 145,4
Neutroéfilo 15249 + 7115 16883 + 7099 7844 + 1638
Linfécito n°/uL 24082 + 7890 21665 + 10954 15150 + 3077
Macréfago 3326 + 2215 5279 + 2390 1973 + 1212
Eritrécito uL/10° 2,568 + 0,194 1,978 + 0,335 2,012 + 0,308
VCM fL 148,2 + 13,0 192,2 + 52,4 1856 * 28,2
CHCM % 22,8 + 1,8 15,8 + 5,1 11,7 + 4,9




