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Resumo

RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é um disturbio metabdlico que acomete diversos o6rgaos, sendo
considerado o quinto maior causador de morte no mundo. Podendo ser caracterizado: ou pela
auséncia, ou pela deficiéncia na secrecdo, ou pela resisténcia a insulina resultando em
hiperglicemia e glicosuria. O treinamento fisico interfere nos efeitos do diabetes, melhorando a
captacédo de glicose pelas células. Assim como o treinamento fisico é de grande importancia, o
emprego de substancias anti-AGE como a aminoguanidina séo eficazes na terapia de ratos
diabéticos. O presente estudo analisou o figado e a tiredide de ratos diabéticos submetidos ao
exercicio fisico e tratados com aminoguanidina, utilizando técnicas histologicas e
histoquimicas, para detectar possiveis alteragdes provocadas por este quimico em individuos
tratados com medicamentos que o tenham na sua composicdo. Os ratos utilizados neste
estudo foram divididos em cinco grupos: Controle sedentério (C/SD), Diabético sedentério
(DB/SD), Diabético treinado (DB/TR), Diabético sedentario e tratado com aminoguanidina
(DB/SD-AG), Diabético treinado e tratado com aminoguanidina (DB/TR-AG). Os resultados
obtidos revelaram alterag@es citolégica, morfo-histoldgica e histoquimica nos 6rgdos analisados
e retirados de individuos diabéticos (treinados e/ou tratados). As alteragBes foram comparadas
as encontradas nos individuos do grupo controle sedentario e diabético sedentario e se
resumem em: (1) hipertrofia dos hepatdcitos, (2) presenca e distribuicdo de polissacarideos no
citoplasma dos hepatécitos e, principalmente, (3) congestdo dos capilares sinusoéides
hepaticos, (4) mudanca da forma dos tireécitos e dos seus nucleos (passaram de cubicos a
pavimentosos), (5) variacdo na composicdo quimica do coléide, (6) marcacdo e morfologia das
células parafoliculares, bem como (7) aumento da irrigagcdo sangiiinea no tecido conjuntivo o
gue permitiu sugerir que a aminoguanidina ndo é hepatotdxica quando utilizada na dosagem
1g/L para o tratamento das complicacbes do diabetes, mas causa alteragdo no metabolismo da

tiredide.

Palavras chave: Diabetes, aminoguanidina, exercicio fisico, tiredide, figado
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Abstract

ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder that affects various organs and is considered the
fifth major cause of death worldwide. May be characterized: or the absence or deficiency in the
secretion, or by insulin resistance resulting in hyperglycemia and glycosuria. The exercise
training interferes in the effects of diabetes by improving glucose uptake by cells. Just as
physical training is of great importance, the use of substances such as anti-AGE
aminoguanidine therapy are effective in diabetic rats. The present study examined the thyroid
and liver of diabetic rats subjected to physical and treated with aminoguanidine, using
histological and histochemical techniques to detect possible changes caused by this chemical in
people treated with drugs that have in their composition. The mice used in this study were
divided into five groups: sedentary control (C/SD), sedentary diabetic (DB/SD), trained diabetic
(DB/TR), sedentary diabetic and treated with aminoguanidine (DB/ SD-AG), Diabetic trained
and treated with aminoguanidine (DB/TR-AG). The results revealed cytological, morphological,
histological and histochemical changes in analyzed organs and taken from diabetic subjects
(trained and / or treated). The changes were compared with those found in control subjects and
diabetic sedentary and can be summarized as: (1) hypertrophy of hepatocytes, (2) presence
and distribution of polysaccharides in the cytoplasm of hepatocytes and, especially, (3) capillary
congestion of sinusoids liver, (4) changes the shape of thyrocytes and its core (changed from
the cubic pavimentosos), (5) varying the chemical composition of the colloid, (6) marking and
morphology of the parafollicular cells, and (7) increased irrigation blood in the tissue allowing
suggested that aminoguanidine is hepatotoxic dose when used at 1 g/L for treating

complications of diabetes, but causes alteration in the metabolism of the thyroid.

Keywords: Diabetes, aminoguanidine, exercise, thyroid, liver.
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1. INTRODUCAO

Epidemiologia do Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) é uma patologia que atualmente atinge uma
grande parcela da populacdo, podendo manifestar-se e ser detectado em
qualquer idade. A prevaléncia e a taxa de mortalidade causada pelo DM
crescem com a idade, sendo, por isso preocupante o aumento de pessoas
mais velhas (as mais atingidas pela doenca) na populacéo brasileira (Manual
de Diabetes, 1993). Outros fatores que interferem no aumento da incidéncia
dessa doenca no mundo, além do aumento da idade da populacdo, sdo: o
maior numero de pessoas obesas e a maior urbanizacdo das cidades
(KNOWLER et al., 2009).

O DM ocupa o quinto lugar da causa mortis no mundo e, no Brasil ainda
€ uma das principais causas clinicas de hospitalizacdo, o que traz como
consequéncias os altos custos financeiros para 0s governos, sendo suas
manifestacbes cronicas ou complicacbes as causas mais frequentes de
invalidez precoce (Manual de Diabetes, 1993). Estima-se que em 2010, foram
afetadas 171 milhdes de pessoas pela DM (ADA, 2011).

O DM é uma Sindrome Metabdlica originada pela auséncia, ou
deficiéncia, na secre¢cao do hormonio insulina ou ainda, pela resisténcia no
tecido-alvo em relacdo a esse horménio, causando a hiperglicemia. Como
consequéncia dessa deficiéncia, ndo ha captacdo da glicose pelas células do
corpo, com excessao das células nervosas, que nao necessitam de insulina
para o transporte de glicose para o seu interior. Esta doenca é caracterizada
pela ocorréncia de alteragcbes endocrino-metabolicas que modificam a
homeostase do organismo. As alteracdes enddécrinas sdo divididas em:
diabetes tipo 1, causadas pela deficiéncia ou auséncia na secrecdo do
horménio insulina pelo pancreas; e diabetes tipo 2, pela acédo deficiente da
insulina nos tecidos-alvo. As alterac6es metabdlicas, em decorréncia a essas
alteracbes enddcrinas, envolvem transtornos no metabolismo de carboidratos,
de lipidios e de proteinas, levando a hiperglicemia, bem como danos nos olhos,
rins, nervos, coracao e vasos sanguineos (GUYTON, 2011).

Especificamente o DM tipo 1 é caracterizado por causar lesbes nas
células 3 das ilhotas de Langerhans do péancreas endocrino, o que compromete

a producédo de insulina. Estas lesdes podem ser causadas por Vvarios agentes,
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inclusive virus ou doengas auto-imunes, apesar do fator hereditariedade ter
importante influéncia na suscetibilidade das células  a essas lesbes. O DM
tipo 1 pode surgir rapidamente (em semanas ou até dias). O DM tipo 2 €&
caracterizado pela resisténcia insulinica devido a reducéo da sensibilidade do
efeito metabdlico da insulina. Assim como no tipo 1, ocasiona multiplas
alteracdes metabolicas decorrentes da hiperglicemia. O DM tipo 2 atinge de 80
a 90% dos diabéticos (GUYTON, 2011).

O pancreas, glandula mista com forma alongada, situada imediatamente
abaixo do estémago é formado por dois tipos distintos de tecido: a) o exdcrino
gue corresponde aos acinos, estes secretores de substancias digestivas para o
limen intestinal, e b) o enddcrino, formado pelas ilhotas de Langerhans, as
guais possuem células que sdo responsaveis pela producdo e secrecdo de
horménios que sao liberados diretamente na corrente sanguinea. O nimero de
ilhotas de Langerhans no pancreas humano varia em torno de um milh&o, e os
tipos celulares mais importantes, sdo a e 3. As células a secretam o horménio
glucagon enquanto que as B secretam o hormoénio insulina (GUYTON, 2011).
Cada célula da ilhota tem forma poligonal e/ou arredondada, por entre as quais
€ encontrada rica rede de capilares sanguineos, formados por células
endoteliais fenestradas. Envolvendo cada ilhota existe um tecido conjuntivo
frouxo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008)

A insulina é um horménio tréfico que favorece o armazenamento dos
substratos e a manutencao dos tecidos. Em valores normais de glicemia (entre
75-100mg/mL) e na auséncia de insulina, o tecido nervoso seria o0 Unico que
conseguiria utilizar a glicose circulante em quantidades suficientes para
manutencdo das suas necessidades. A presenca da insulina seria, entao,
necessaria para garantir a entrada de quantidades adequadas de glicose nas
células. Independente da causa, a falta deste hormonio altera o metabolismo
dos glicidios, lipidios e das proteinas nos organismos (NADEU e PERONNET.,
1985).

Comorbidades
As principais complicacdes clinicas encontradas nos individuos

portadores de DM:
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Retinopatia

Retinopatia diabética: lesdo na retina, causada pelos AGEs (advanced
glycation end-products) associados aos vasos sanguineos da retina o que
provoca pequenos sangramentos e, consequentemente, a perda da acuidade
visual. Hoje, é considerada como uma das doencas mais frequentes nos
diabéticos, junto com a catarata (SBD, 2011).
Nefropatia

Nefropatia diabética: doenca resultante do excesso de glicose filtrado
pelo rim, que é consequentemente excretado via urina (glicosuria), 0 que causa
0 espessamento da membrana basal do glomérulo, alteracdes na filtracdo e
perda da funcdo glomerular, aumentando o tamanho do 6rgédo, além de
provocar micro-lesées, com o decorrer do tempo, as quais levam a excrecdo da
proteina albumina (proteindria) e ainda, como consequéncia esse aumento da
excrecdo pode causar a insuficiéncia renal (ABC da Saude, 2011).
Neuropatias

Neuropatias diabéticas: a periférica € a mais frequente por afetar os
membros inferiores, tanto na prépria fungdo motora como na fungdo sensitiva
(desmielinizac@o e degeneracdo axonal dos neur6nios periféricos, reducdo da
conducdo nervosa e do fluxo sanguineo). Esta, e outras alteracfes
neuroldgicas, podem ser causadas devido a microangiopatias e ao aumento da
permeabilidade dos capilares provocando o surgimento de lesdes nos nervos
decorrentes da alteragdo no metabolismo (exemplo, o pé diabético,
amputacdes, comprometimento da cicatrizagdo das feridas dos diabéticos)
(KUMAR et al., 2008).
Angiopatias

A hiperglicemia é o principal fator que provoca a reduc¢éo ou a inibicdo
do relaxamento do endotélio de diferentes tipos de artérias, devido a
diminuicdo ou a producao/disponibilidade de fatores relaxantes (substancias
bioativas) do endotélio tais como o 6xido nitrico (NO) (DE VRIESE et al., 2000).
Essa disfuncdo no endotélio provoca complicacdes vasculares (GOLDERG,
2004; KIKKAWA et al., 2003). Estudos que avaliaram o0s vasos sanguineos de
pacientes diabéticos revelaram que existe uma tendéncia destes a sofrerem

hiperplasia na camada intima com a formacdo de placas ateroscleréticas
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difusas e calcificadas (LORUSSO et al, 2003). Os pacientes portadores, podem
ainda apresentar outros tipos de angiopatia, resultantes da obstrucdo de seus
vasos sanguineos, podendo ser as mesmas de dois tipos: microangiopatia
(obstrucdo dos capilares) e macroangiopatia (deposicdo de gordura ou
formacdo de coagulos sanguineos em vasos de maior calibre). Dentre as
angiopatias macrovasculares estd a doenca arterial coronariana. De acordo
com Nicholls et al. (2008), os diabéticos apresentam luz arterial menor,
progressdo mais rapida no volume da placa de ateroma e reducao significativa
da membrana plasméatica externa. Concluindo-se, que a extensdo da
aterosclerose € mais extensa e o remodelamento arterial compensatério é
inadequado.

Horménio Insulina

A insulina é um horménio que tem caracteristicas bioquimicas de um
polipeptideo com duas cadeias lineares, tendo a cadeia a, 21 aminoacidos e a
B, 30 amino&cidos. As diversas posicbes dos aminoacidos, que diferem do
homem para o0s outros animais, ndo alteram a sua atividade bioldgica,
permitindo desta forma a manutencdo da potencialidade, mesmo quando a
insulina tem origem em outro animal e € administrada ao ser humano
(FOSTER, 1984). O efeito mais importante da insulina é o de promover o
transporte da glicose para o interior das células do corpo, em especial, as
musculares, adiposas e hepaticas (GUYTON, 2011). A deficiéncia de insulina
pode causar, entre outras consequéncias, a diminuicdo na capacidade de
sintetizar e acumular glicogénio no figado (LUCIANO, 1991).

Quanto ao metabolismo dos glicidios, a reducédo da permeabilidade das
membranas celulares a glicose, acarreta, principalmente, no periodo de pés-
prandial, um acumulo de glicose no liquido extracelular e, portanto, uma
hiperglicemia. A insulina é metabolizada tendo como resultado, a
despolarizacdo da membrana plasmatica, com consequente entrada de Ca*
nas células B via canais voltagem dependentes (GUYTON, 2011).

O processo de secrecdo da insulina pelas células pancreaticas é
modulado por varios nutrientes, neurotransmissores, bem como pela acéo de
outros horménios. O principal fator estimulante para a secrecédo da insulina é a
presenca de glicose no sangue, Unico nutriente, in vitro, que promove (sozinho)
a liberacédo de insulina (GUYTON, 2011).
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Diabetes Mellitus e Exercicio Fisico

O treinamento fisico tem sido uma atividade promotora da melhora na
tolerancia a glicose e a diminuicdo na liberacdo de insulina em resposta a
glicose (oral ou intravenosa), o que significa melhora na eficiéncia da regulacéo
da glicemia (BERGER et al., 1975).

Sabe-se, que o sucesso do tratamento de individuos diabéticos depende
também da pratica regular de exercicios fisicos, os quais promovem efeitos
benéficos significativos no controle do grau da glicemia, em relacdo as outras
terapias geralmente utilizadas. Esse efeito tem relacédo direta com o trabalho
muscular, que em resposta ao exercicio, tem aumentada a utilizacdo da glicose
(pelos musculos esqueléticos), controlando a glicemia, independente da acdo
da insulina (Manual de Diabetes, 1993; HANSON, 1993; EVANS e CAMPBELL,
1997).

A contribuicdo efetiva no tratamento do DM é observada quando o
exercicio fisico é praticado por 150 minutos/semanais (30 minutos/dia e cinco
vezes por semana), assim como o também indicado para pacientes com
doencas cardiovasculares (ACSM, 2001).

Nos ultimos anos, o interesse pela atividade fisica tem estimulado a
realizacdo de numerosos estudos clinicos, com objetivo de se obter os
melhores treinamentos realizados por pacientes portadores de varios tipos de
doencas, incluindo o DM. Nos individuos diabéticos a pratica do exercicio fisico
provoca ainda um aumento na sensibilidade a insulina, ou sobre o efeito da sua
secrecédo (TANCREDE et al., 1982 apud LUCIANO, 1991).

Praticar exercicios fisicos significa realizar repeticbes sistematicas de
movimentos orientados, 0 que provoca consequente aumento no consumo de
oxigénio devido a solicitagdo muscular. Assim had uma série de respostas
fisiol6égicas nos sistemas corporais, em especial, no cardiovascular, mantendo
o equilibrio celular, frente ao aumento das demandas metabdlicas e do
consumo de energia (MCARDLE; KATCH; KATCH, 1998). Sabe-se que o
exercicio fisico aerébio, de intensidade moderada e realizado continuamente,
atua tanto prevenindo quanto no tratamento das doencas cardiovasculares.
Sua prética regular tem sido recomendada por diferentes associacdes de
saude do mundo e seus beneficios também foram comprovados na prevencéo

e no tratamento da hipertensao arterial, dislipidemia, obesidade e osteoporose
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(MORRIS et al., 1980; SISCOVICK et al.,, 1984; HULL et al.,, 1994). Sendo
assim, o sedentarismo e o baixo nivel de condicionamento s&o fatores
desencadeadores dessas doencas (CIOLAC e GUIMARAES, 2004). Muitos
estudos ainda demonstram fortes evidéncias de que a pratica de exercicio
fisico beneficia sim os pacientes portadores de inUmeras doencas, no entanto,
0s seus efeitos cronicos em algumas delas ainda sdo desconhecidos (DELBIN,
2009).

Durante a pratica de exercicios fisicos, o processo de homeostase dos
substratos é modulado pela interacdo entre a insulina e os hormdnios contra-
regulatérios, especificamente o glucagon e as catecolaminas. O exercicio fisico
também promove a queda na secrec¢do de insulina, aumento na secrecdo de
glucagon e, aumento na atividade do sistema nervoso simpéatico, o qual inerva
diretamente as ilhotas de Langerhans, com conhecida acéo via receptores alfa
adrenérgicos (predominantemente) (LUCIANO, 1991).

Os dados da literatura tém também revelado que ao final da pratica de
exercicios fisicos, grandes concentracdes de lactato ficariam disponiveis na
circulacdo. A remocao deste lactato seria coincidente com a elevacdo dos
niveis de insulina. Provavelmente, o fator de inibicdo da insulina, ou seja, a
secrecdo adrenérgica deixaria de ocorrer, causando a elevagdo deste
horménio. Neste momento, observar-se-ia a hiperinsulinemia (que otimizaria a
sintese de glicogénio) com hipergluconemia transitoria (que levaria a
glicogénese hepatica), sendo ambos 0s mecanismos importantes ao organismo
para manter a homeostase (CERSOSISMO, 1987 apud GOBATTO, 1989).

O papel da insulina no controle do metabolismo energético durante o
exercicio fisico ainda é discutido. Por um lado, ela prejudica a mobilizacdo das
reservas de glicogénio, de glicidios e de lipidios e reduz a gliconeogénese. Por
outro, ela € necessaria para aumentar a utilizacdo de glicose circulante pelo
musculo esquelético. Os dados experimentais demonstraram que a liberacao
plasmética de insulina ndo aumentou, nem diminuiu durante a pratica
prolongada de exercicio fisico (NADEAU e PERONNET, 1985).

Diabetes Mellitus e Pimagedine
A hiperglicemia causa primaria dos problemas diabéticos ¢é
consequéncia da falta de insulina sérica, provocando complicagbes micro e

macrovasculares, por meio da formacdo de produtos finais de glicacao
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avancada (AGEs) (moléculas heterogéneas) que por sua vez causam danos
celulares e teciduais (BAYNES, 2002; JAKUS, 2004; MONNIER, 2005).

Produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) sédo descritos como
moléculas formadas a partir de interacbes de natureza ndo enzimatica
originadas de aminocarbonilo (acucar redutores ou lipideos oxidados) e de
proteinas (aminofosfoliideos ou &cidos nucléicos) (HENLE, 2003; AHMED,
2005). Como os AGEs possuem alta capacidade de modificar as propriedades
guimicas e funcionais de diversas estruturas biologicas, através da geracdo de
radicais livres, da formacdo de ligacbes cruzadas com proteinas ou da
interacdo com receptores celulares, estes tem efeitos patolégicos, gerando
radicais livres: promovendo estresse oxidativo, alteracdes morfofuncionais e
aumento da expressdao de mediadores inflamatérios (BIERHAUS, 1998;
MONIER, 2003; AHMED, 2005; HUEBSCHMANN, 2006)

Sao descritos trés mecanismos basicos por meio dos quais os AGEs
agem provocando danos celulares: 1) modificacdo das estruturas
intracelulares; 2) interacdo dos AGEs com as proteinas da matriz extracelular,
modificando a sinalizacdo entre as moléculas da matriz e a célula; 3) a
modificacdo das proteinas e dos lipideos séricos responsaveis pelas reacdes
inflamatérias e pelos fatores de crescimento, contribuindo assim, para o
surgimento de doencas vasculares (MONNIER, 2003; BROWNLEE, 2005).

A guantidade de AGEs num organismo reflete o balanco cinético entre a
formacao/ingestdo de AGEs e a taxa de degradacao/eliminacdo destes
(JAKUS, 2004). A eliminacao dos produtos finais da glicacdo avancada (AGES)
ocorre por duas vias: protedlise extracelular ou por células “scavenger’
(macréfagos teciduais). Estes produtos finais da glicacdo avancada serao
finalmente excretados pelos rins (MONNIER, 2003; KIM, 2005; LAPOLLA,
2005).

O Pimagedine (aminoguanidina) (CHgN4) é um dos derivados da
guanidina, com muitas propriedades em comum com a hidrazina (LIEBER,
1939; NILSSON, 1999). A aminoguanidina se liga aos grupos carbonila reativos
dos produtos de Amadori, formados durante a reacdo de Maillard, evitando
assim a formacdo de AGEs (MENDEZ, 2003). Neste sentido sabe-se que a
aminoguanidina € um agente anti-AGE que previne a formacdo de ROS
(Reactive Oxygen Species) e peroxidacao lipidica nas células, o qual tem se
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mostrado eficaz na terapia contra a formagéo de placas de aterosclerose em
vasos sanguineos de ratos diabéticos (CORMAN et al., 1998; FORBES et al.,
2005).

Figado

O figado é um 6rgdo que estd situado na cavidade abdominal logo
abaixo do diafragma. Recebe 70% do sangue do corpo, que por ele circula por
meio da veia porta, trazendo consigo todo o material absorvido pelos intestinos.
O restante do sangue entra no figado pela artéria hepatica (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2008). Ele é uma glandula anexa do sistema digestorio,
responsavel pelo armazenamento e metabolismo de lipidios, proteinas e
carboidratos, bem como pela captacdo e pela transformacdo de metabdlitos
advindos de outras partes do organismo (OLIVEIRA, 2006). De acordo com
Hinton e Laurén (1990), o figado €, também, o O6rgdo responsavel pela
detoxificagdo de compostos xenobidticos sendo, portanto, vital para o
metabolismo e excre¢cdo dos mesmos.

Nos mamiferos, o figado tem um papel fundamental no metabolismo
dos carboidratos, uma vez que a glicose que entra nos hepatécitos pode ser
convertida em subprodutos como a glicose-6-fosfato e o piruvato, e
principalmente, ser armazenada na forma de glicogénio (LEHNINGER, 2004).

Morfologicamente o figado € constituido por hepatdcitos que estdo
arranjados em cordfes ou em placas hepaticas que se anastomosam e irdo
formar os l6bulos hepaticos. Os I6bulos sédo separados em algumas regides por
vasos sanguineos e linfaticos bem como por tecido conjuntivo. Arteriolas,
vénulas e ductos biliares vao também formar o chamado “espaco porta”. Ao
microscépio de luz, os hepatdcitos sao células poligonais com um ou dois
nucleos centrais e arredondados, um ou dois nucléolos bem evidentes, e sdo
células que estdo em contato com a parede de capilares sinusoides, (células
endoteliais) e com as células de Kupffer (macréfagos hepéticos), que possuem
nucleo oval ou triangular e nucléolo bem evidente (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2008).

Tireoide

A tireoide € um 6rgao importante no metabolismo dos vertebrados, pois
sintetiza os hormonios tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), que controlam a taxa
de metabolismo do corpo, via atuacdo sobre as mitocOndrias. Ela é uma
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glandula endécrina, formada por dois lébulos que se unem por um istmo
ocupando a regido cervical anterior a laringe. Cada I6bulo tireoidiano €
composto por uma extensa rede de capilares sanguineos fenestrados, bem
como por milhares de foliculos tireoidianos, formados por um epitélio simples
cubico que delimita uma cavidade repleta de coldide, ou também denominado,
pré-horménio (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

Sistema Circulatério

Os vasos sanguineos sao formados por células endoteliais que além de
terem funcdo estrutural, também sdo responsaveis pela sintese, pelo
metabolismo e pela liberacdo de grande variedade de substancias que regulam
o tdnus e a permeabilidade vascular, o metabolismo de substancias endogenas
e exdgenas, e a atividade plaquetaria e leucocitaria (ZANESCO e ANTUNES,
2005). Essas substancias produzidas pelas células endoteliais estdo divididas
em agentes vasodilatadores e vasoconstritores. Dentre estas substancias, o
oxido nitrico (NO) tem merecido atencdo especial por participar nos
mecanismos de vasodilatacdo. Uma vez liberado, o NO difunde-se rapidamente
da célula geradora para a célula alvo (IGNARRO, 1988).

As células endoteliais sdo caracteristicas também pela sua sensibilidade
a estimulos quimicos como a acetilcolina, bradicinina e histamina, bem como
aos estimulos fisicos. As forcas fisicas quando aplicadas resultam na variacao
do fluxo sanguineo, importante estimulo para a célula endotelial produzir NO,
como o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), os quais levam a
vasodilatacdo. A capacidade das células endoteliais de captar e responder as
mudancgas no fluxo sanguineo é um fator essencial na regulagdo do ténus
vascular, e envolve a ativacéo de fatores de crescimento celular, promovendo o
remodelamento da parede arterial e a manutencao da integridade do endotélio
(FISHER et al., 2001; HIGASHI e YOSHIZUMI, 2004; KOJDA e HAMBRECHT,
2005).

Sabe-se que o exercicio fisico aumenta o fluxo sanguineo pulsatil. A
pressdo que 0 sangue exerce sobre a parede vascular e a forca de
cisalhamento sob as células endoteliais, considerados estimulos poderosos
para a geracdo de NO no sistema vascular. Dessa forma, um dos efeitos
benéficos do exercicio fisico regular esta estreitamente relacionado a

capacidade de estimular a sintese de NO pelas células endoteliais (DELP et al.,
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1993; WANG et al., 1993; SESSA et al., 1994; SHEN et al., 1994; WOODMAN
et al., 1997, KINGWELL, 2000).

Diversos autores tém demonstrado também uma associa¢ao direta entre
0 aumento na producdo de moléculas reativas de oxigénio (EROs) pelas
células endoteliais e as diversas doencas humanas, incluindo-se entre elas:
diabetes mellitus, cancer, acidente vascular cerebral, infarto do miocérdio,
aterosclerose, sindrome da isquemia/reperfuséo, artrite reumatéide, bem como
o0 proprio envelhecimento (HALIWELL; GUTTERIDGE; CROSS, 1992;
ASHARAF; ZHAI, 1995; FREDERIKS; KOOJI; BOSCH, 1995; GARCIA-
VALDECASAS et al., 1995; OREDSSON; PLATE; QVARFORDT, 1995).
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2. OBJETIVOS
Diante das informacdes, o presente estudo teve como objetivo fornecer
dados citolégicos, histologicos e histoquimicos de figados e das tireoides,
retirados de ratos Wistar diabéticos em diferentes tratamentos visando avaliar o
potencial de acdo dessa substancia e detectando possiveis alteracdes

causadas decorrentes do uso de Pimagedine (aminoguanidina).
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3. MATERIAL E METODOS

Obtencédo dos Individuos

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados 25 ratos
machos, albinos (Wistar), com peso entre 180 e 200gr, adquiridos do Biotério
Central da Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus de Botucatu, SP,
Brasil e mantidos no Biotério de Manutencédo do Departamento de Educacéo
Fisica do Instituto de Biociéncias, UNESP, campus de Rio Claro, SP, Brasil, em
condicBes controladas (22°.C + 2°.C, 50% de umidade, e fotoperiodo de 12h).
Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em caixas coletivas
(trés animais em cada) e com agua e a ra¢ao comercial Purina (Campinas, SP,
Brasil) Ad libitum.

Inducéo do Diabetes tipo 1
Os animais que passaram pelo processo de indugdo ao diabetes
permaneceram em jejum durante 18 horas. Ap0s este periodo estes receberam
injecdo Unica (via intraperitoneal) de estreptozotocina (Sigma-Aldrish CO, Saint
Louis, MO, EUA) na concentracdo de 60 mg/kg diluida em buffer citrato 0.1M e
pH 4.5 (STOPPA et al., 2006).

Aminoguanidina
A aminoguanidina (AG) (Sigma-Aldrish CO, Saint Louis, MO, EUA) foi
administrada via agua de beber contendo solugdo de 0.1% (1g/L) de AG

(CORMAN et al., 1998) durante 8 semanas ap0s a inducao ao diabetes.

Modelo Experimental
Os animais analisados foram divididos em cinco grupos:

Controle sedentario (C/SD): ratos sedentarios.
Diabético tipo 1 sedentario (DB/SD): ratos sedentarios induzidos ao diabetes
tipo 1.
Diabético tipo 1 treinado (DB/TR): ratos induzidos ao diabetes e submetidos
ao treinamento fisico.
Diabético tipo 1 sedentario e tratado com aminoguanidina (DB/SD-AG):

ratos sedentérios induzidos ao diabetes e tratados com aminoguanidina.
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Diabético tipo 1 treinado e tratado com aminoguanidina (DB/TR-AG): ratos
induzidos ao diabetes e submetidos ao treinamento fisico e tratados com

aminoguanidina.

Programa de Treinamento

O treinamento fisico escolhido foi o de corrida em esteira ergométrica.
Na primeira semana, os animais foram submetidos a um periodo de adaptacao
a esteira e a velocidade, que consistiu de aumentos progressivos, variando de
5m/min  (no primeiro dia) até 10m/min (no quinto dia da semana).
Progressivamente, a velocidade e o tempo de duracdo das sessbes foram
aumentados, até que 0s animais conseguissem permanecer correndo por 60
minutos. Somente os animais adaptados a esta atividade foram selecionados e
utilizados neste estudo.

Na segunda semana, o treinamento fisico foi iniciado com velocidade
de 10m/min, aumentando-se progressivamente conforme o grupo de animais
até atingir a velocidade final correspondente a maxima fase estavel de lactato
(MFEL) estabelecida anteriormente para ratos. Um grupo de ratos diabéticos foi
induzido especialmente para a determinacdo da intensidade de treinamento.
Esta é definida como a mais alta intensidade de trabalho que pode ser mantida
sem o0 acumulo continuo de lactato sanguineo, onde o metabolismo aerébio
prevalece sobre o anaerobio, sendo assim um importante marcador da
capacidade aerdbia (BILLAT et AL., 2003; SVEDAHL e MacINTOSH, 2003). O
lactato sanguineo € um indicador da transicdo de metabolismo e autores
consideram a concentracdo de 4,0 mmol/L como um marcador do inicio de
acumulo de lactato (HECK et al, 1985; MANCHADO et al., 2005). Os animais
apresentaram estabilizacdo na concentracdo de lactato nas velocidades 10
m/min (3,3 £ 0,3 mmol/L) e 15 m/min (3,6 + 0,3mmol/L). No entanto, observou-
se crescente acumulo de lactato na velocidade de 20 m/min (6,0 1,1mmol/L).
Considerando a definicdo de MFEL utilizamos a velocidade de 15 m/min para o
treinamento fisico, 5 dias/semana, 60 minutos cada sesséo, por 8 semanas,
durante o periodo da manha.

Ao término do periodo total de treinamento, os animais em jejum de 12
horas foram mantidos em repouso por 48 horas. A seguir oS mesmos foram

anestesiados com 30 mg/Kg de tiopental sédico intraperitoneal e realizou-se
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uma incisdo longitudinal no abdémen para coleta de amostra de sangue arterial
(7 mL), obtida do ramo descendente da artéria aorta. Em seguida, os animais
foram sacrificados por exsanguinamento sob anestesia.

Este projeto foi submetido a analise pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal CEEA/UNICAMP Instituto de Biologia (IB) e obteve

aprovacao (protocolo numero 1753-1).

Morfologia

Histologia

Todos os animais (tratamento e controle), apés o sacrificio, foram
colocados em placas de cera para serem dissecados. Os figados e as tireoides
foram retirados e fragmentos destes foram fixados em solucdo contendo
paraformaldeido a 4% por 24 horas. A seguir, o material foi colocado em
tampao fosfato 10 % (0.1M pH 7.4) onde permaneceu por mais 24 horas. Logo
apos, procedeu-se a desidratacdo em solucdes crescentes de etanol a 70, 80,
90 e 95% durante 30 minutos cada banho e a transferéncia para solucdo de
resina JB4 Polaron Instruments/ Bio Rad, na auséncia de catalisador por 24
horas.

ApOs esses procedimentos, os fragmentos dos oOrgdos foram
transferidos para moldes plasticos previamente preenchidos com resina

contendo catalisador e colocados em estufa para polimerizagéo.

Técnica da Hematoxilina de Harris e Eosina Aquosa, segundo
Junqueira e Junqueira (1983).

Os blocos contendo o material foram seccionados com 3 pm de
espessura em micrétomo Sorvall JB4/ Bio Rad. Os cortes foram hidratados e
recolhidos em laminas de vidro previamente limpas. Depois de secas, as
laminas foram coradas com hematoxilina de Harris e eosina aquosa (HE),
conforme rotina histolégica, para observacao e documentacao fotografica.

Histoquimica
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Técnica do PAS para deteccdo de polissacarideos, segundo
Junqueira e Junqueira (1983).

Fragmentos do figado e da tireoide foram fixados em Bouin aquoso por
24h. As laminas contendo as secc¢des permaneceram por 10 minutos em
solucdo de &cido periddico 0.4%, foram lavadas rapidamente em &gua
destilada e submetidas ao reagente de Schiff durante 1h, no escuro.
Posteriormente, foram realizadas trés lavagens em agua sulfurosa por 3
minutos cada e, a seguir, as laminas foram lavadas em agua corrente por 30
minutos. Apds secagem, as laminas contendo as secc¢des foram diafanizadas

em xilol e montadas com Balsamo do Canada.

Técnica do azul de bromofenol para deteccdo de proteinas,
segundo Pearse (1985).

Fragmentos do figado e da tireoide foram fixados em paraformaldeido
4% e NaCl 0.9% em tampao fosfato 10% (0.1M — pH 7.4) por aproximadamente
24 horas. Todas as laminas contendo as sec¢des foram coradas com solucao
de azul de bromofenol a temperatura ambiente durante 2 horas, sendo em
seguida, banhados em solugdo aquosa de &cido acético 0.5%, durante 5
minutos. Logo apos, as laminas foram passadas no alcool butilico terciario por
5 minutos, e em seguida, foram secas, diafanizadas em xilol e montadas em

Balsamo do Canada.

Técnica de Baker para deteccéo de lipidios, segundo Baker (1946):

Fragmentos da tireoide foram fixados em formol calcio por 15 horas.
Para este teste histoquimico, todas as laminas foram tratadas por 18 horas
com bicromato de célcio. Na sequéncia foram lavadas em agua destilada, e
colocadas em solucdo de hemateina durante 5 horas. Em seguida, as laminas
foram lavadas novamente e rapidamente diferenciadas pela mistura de
Weigert. Logo depois, ocorreu a Gltima lavagem em &agua destilada. Apos a
secagem, as laminas foram montadas com glicerina e recobertas com laminula.

Todas as laminas foram observadas e fotografadas com auxilio de

fotomicroscépio MOTIC BA 300, acoplado a microcomputador INTEL.
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4. RESULTADOS

Na dissertacéo, os resultados obtidos estdo apresentados sob a forma de
capitulos onde cada um deles contém um artigo em fase de preparacdo para
submissdao em periddico internacional especializado na area. Cada artigo traz
os resultados da analise dos diferentes 6rgdos obtidos a partir de ratos
diabéticos (controle, tratados com aminoguanidina e submetido a programa de
exercicio fisico).

Desta forma, a dissertagdo estd composta por dois capitulos:

Capitulo 1:
MEIRA-NICO, E.T; Delbin, M.A; Zanesco, A.; Oliveira, P.R.; Camargo-
Mathias, M.l.; Acdo da Aminoguanidina sobre o Figado de Ratos

Diabéticos Treinados

Capitulo 2:
MEIRA-NICO, E.T; Delbin, M.A; Zanesco, A.; Oliveira, P.R.; Camargo-
Mathias, M.l.; Acdo da Aminoguanidina sobre a Tireoide de Ratos

Diabéticos Treinados.
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3.1Capitulo 1

Titulo:

AQAO DA AMINOGUANIDINA SOBRE O FIGADO DE RATOS
DIABETICOS TREINADOS

Autores: Edmara Tereza Meira e Nico; Maria Andréia Delbin, Angelina

Zanesco, Patricia Rosa de Oliveira, Maria Izabel Camargo Mathias .

UNESP, Avenida 24 A, n°® 1515 —Cx. Postal 199 — CEP: 13506-900 — Rio Claro —
SP — Brasil.

*Autor correspondente: Tel.: +55-19-35264135, Fax: +55-19-35264136. E-mail:

micm@rc.unesp.br.
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RESUMO

O presente estudo analisou o figado de ratos diabéticos submetidos ao exercicio fisico e
tratados com aminoguanidina, fazendo o uso de técnicas histolégicas e histoquimicas, para
detectar possiveis alteracdes provocadas por este quimico em animais tratados com
medicamentos que o tenham na sua composicdo. Os ratos utilizados neste estudo foram
divididos em cinco grupos: Controle sedentario (C/SD), Diabético tipo 1 sedentario (DB/SD),
Diabético tipo 1 treinado (DB/TR), Diabético tipo 1 sedentario e tratado com aminoguanidina
(DB/SD-AG), Diabético tipo 1 treinado e tratado com aminoguanidina (DB/TR-AG). Os
resultados ndo demonstraram acdo da aminoguanidina sobre o tecido hepatico, entretanto
houve melhora com o treinamento fisico mostrando alteragdes citolégicas, morfohistoldgicas e
histoquimicas nos individuos diabéticos (treinados e/ou tratados) que foram comparadas
aqueles individuos do grupo controle sedentario e diabético sedentario. As alteraces variaram
desde: (1) hipertrofia dos hepatécitos, (2) presenca e distribuicdo de polissacarideos no
citoplasma dos hepatdcitos e, principalmente, (3) congestdo dos capilares sinusoéides
hepaticos, 0 que permitiu sugerir que a aminoguanidina nao é hepatotoxica, quando utilizada
na dosagem 1g/L para o tratamento das complicacdes do diabetes, bem como confirmou que a
pratica moderada de exercicios fisicos amenizou o0s prejuizos oriundos do diabetes

(aumentando a utilizacéo de glicose pelas células musculares) sem a utilizacéo de insulina.

Palavras chave: aminoguanidina; diabetes tipo 1; figado de ratos; exercicio fisico.



34
Capitulo 1

ABSTRACT

This study examined the liver of diabetic rats subjected to the physical exercise and treated with
aminoguanidine, using histological and histochemical techniques to detect possible changes
caused by this chemical in individuals treated with drugs that have it in their composition. The
rats used in this study were divided into five groups: sedentary control (C/SD), sedentary
diabetic (DB/SD), trained diabetic (DB/TR), sedentary diabetic and treated with aminoguanidine
(DB/SD-AG), trained diabetic and treated with aminoguanidine (DB/TR-AG). The results
showed no effect of aminoguanidine on the liver tissue, although there was improvement with
exercise training showing cytologic, and immunohistochemical morfohistolégicas in diabetic
subjects (trained and/or treated) were compared to those individuals in the sedentary control
and sedentary diabetic. The changes found ranged from: (1) hepatocytes hypertrophy, (2)
presence and distribution of polysaccharides in the hepatocytes cytoplasm and, especially, (3)
congestion of the liver blood vessels, leading to suggest that aminoguanidine is not hepatotoxic,
when used at dosage of 1g/L for the treatment of diabetes complications, and confirmed that the
practice of moderate physical exercise alleviated the damage caused by diabetes (increased

glucose utilization by muscle cells) without the use of insulin.

Keywords: aminoguanidine, diabetes type 1, rat’s liver, exercise.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é um distarbio metabdlico que acomete
diversos oOrgaos. Em recentes pesquisas, foi considerado o quinto maior
causador de morte no mundo (KNOWLER, 2009), sendo caracterizado pela
falta ou pela secrecdo deficiente do hormdnio insulina ou ainda devido a
resisténcia periférica a este, afetando o metabolismo de carboidratos, de
lipidios e de proteinas e resultando em hiperglicemia e glicosuria
(PETERSEN,2002).

Exercicios fisicos regulares induzem mudancas estruturais e funcionais
gue aumentam o metabolismo do organismo (CORIGLIANO, 2006). Durante o
exercicio fisico ha a utlizacdo de varias fontes de energia, incluindo o
glicogénio dos musculos e do figado, bem como os triglicerideos armazenados
no tecido adiposo. A principal fonte de energia utilizada durante os primeiros 20
ou 30 minutos de pratica de um exercicio fisico de intensidade moderada é o
glicogénio. ApOs esse periodo, torna-se predominante a oxidagao de lipidios
(CORIGLIANO, 2006; ARKINSTALL, 2004).

Exercicios fisicos de intensidade moderada seriam recomendados para
melhorar o controle metabdlico de diabéticos, particularmente daqueles
resistentes a insulina, exceto no caso de contra-indicacdes (OSTERGARD,
2007). Por si sO, o treinamento fisico melhora a captacdo de glicose pelas
células e aumenta a glicogénese promovendo, ao mesmo tempo, adaptacdes
no musculo esquelético que estimulam o aumento da utilizacdo de lipidios
(CORIGLIANO, 2006).

A pratica de exercicios fisicos traz resultados visiveis tais como a
gueda na secrecao de insulina e 0 aumento na de glucagon, devido a atividade
do sistema nervoso simpatico, o qual inerva diretamente as ilhotas de
Langerhans (por¢do enddcrina do pancreas), via receptores alfa adrenérgicos
(predominantemente) (LUCIANO, 1991).

Dessa forma, o exercicio fisico seria um dos responsaveis pela queda
da secrecdo de insulina e pelo aumento da secrecdo de glucagon, superando
até mesmo estimulos metabdlicos como a glicemia que, ou néo se alteraria, ou

poderia estar elevada no exercicio prolongado (LUCIANO, 1991).



36
Capitulo 1

Dados da literatura demonstraram a ocorréncia de efeito benéfico do
treinamento fisico sobre o DM, ou por um aumento na sensibilidade a insulina,
ou pelo efeito na sua secrecédo (TANCREDE et al., 1982 apud LUCIANO,
1991).

O processo de secrecdo da insulina pelas células pancreaticas é
modulado por varios fatores incluindo nutrientes, neurotransmissores, bem
como outros hormdénios. O principal fator estimulante para a secrecdo da
insulina é a glicose, Unico nutriente, in vitro, que promove (sozinho) a liberacao
de insulina (GUYTON, 2011).

O efeito mais importante da insulina no organismo é o de promover o
transporte da glicose para o interior das células, em especial, das células
musculares, adiposas e hepaticas (GUYTON, 2011). Ja a deficiéncia de
insulina pode causar, entre outras consequéncias, a diminuicdo na capacidade
de sintetizar e acumular glicogénio no figado (LUCIANO, 1991).

Desta forma, a insulina, por ser um horménio tréfico, favorece o
armazenamento dos substratos e a manutencdo dos tecidos. Em valores
normais de glicemia (entre 75 e 100mg/mL) e na auséncia de insulina, o tecido
nervoso seria o Unico que conseguiria utilizar a glicose circulante em
guantidades suficientes para manutencéo das suas necessidades metabdlicas.
A presenca da insulina seria entdo necesséaria para garantir a entrada de
guantidades adequadas de glicose nas demais células. Independente da
causa, a falta da insulina alteraria o metabolismo dos glicidios, lipidios e das
proteinas nos organismos (NADEU e PERONNET , 1985).

Segundo estudos de diversos autores, a ocorréncia de danos
vasculares em individuos diabéticos estaria relacionada a formacao de AGEs
(advanced glycation end products), moléculas formadas a partir da glicacédo
(interacdes aminocarbonilo — natureza ndo enzimdtica) de proteinas e de
lipidios em decorréncia da hiperglicemia podendo estes se ligarem as paredes
dos vasos sanguineos (DEVANGELIO et al., 2007). Neste sentido sabe-se que
a aminoguanidina seria um agente anti-AGEs, o qual teria se mostrado eficaz
na terapia contra a formacdo de placas de aterosclerose em vasos de ratos
diabéticos (CORMAN et al., 1998;).

A aminoguanidina previne a formacao das AGEs devido a presenca da

hidrazina em sua estrutura quimica, a qual reage com o glioxal, metilglioxal e 3-
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desoxiglicosona (THORNALLEY, 2003). Além dos efeitos sobre a glicacéo
avancada, a aminoguanidina, atua de maneira especifica inibindo a atividade
da enzima iNOS (6xido nitrico sintetase) reduzindo o estresse nitrosativo
(SZABO, 1997).

O figado é uma glandula anexa ao sistema digestorio, responsavel pelo
armazenamento e metabolismo de nutrientes absorvidos pelo intestino, tais
como lipidios, proteinas e carboidratos, bem como pela captacdo e
transformacdo de metabdlitos advindos de diversas partes do organismo
(OLIVEIRA, 2006). De acordo com Hinton e Laurén (1990), o figado é também
0 orgdo responsavel pela detoxificacdo de compostos xenobidticos, sendo um
o6rgdo essencial tanto para o metabolismo quanto para a excrecdo dos
mesmos.

Desta forma e diante das informacfes acima expostas, 0 presente
estudo teve como objetivo analisar por meio da utilizacdo de técnicas
citolégicas, histolégicas e histoquimicas, fragmentos de figados de ratos
diabéticos submetidos tanto ao tratamento com aminoguanidina quanto ao
exercicio fisico, detectando o potencial de acdo dessa substancia, bem como
detectando possiveis comprometimentos que este quimico poderia causar nos

individuos tratados com medicamentos que o tivessem na sua composi¢ao.

2. MATERIAL E METODOS
2.1Animais
Foram utilizados 25 ratos machos, albinos (Wistar), com peso entre 180
e 200g, adquiridos do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista —
UNESP, Campus de Botucatu, SP, Brasil e mantidos no Biotério de
Manutencdo do Departamento de Educacgéo Fisica do Instituto de Biociéncias,
UNESP, campus de Rio Claro, SP, Brasil, em condi¢cbes controladas (22°C +
2°C, 50% de umidade, e foto periodo de 12h). Durante todo o experimento, 0s
animais foram mantidos em caixas plasticas coletivas (trés animais/ caixa) e
tiveram agua e a racao comercial Purina (Campinas, SP, Brasil) Ad libitum.
2.2 Inducéo do Diabetes
Os animais que foram induzidos ao diabetes tipo 1 permaneceram em
jejum por 18 horas e apos este periodo receberam dose Unica (intraperitoneal)
de estreptozotocina (Sigma-Aldrish CO, Saint Louis, MO, EUA) na
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concentracdo de 60mg/kg diluida em buffer citrato 0.1M e pH 4.5 (STOPPA et
al., 2006).
2.3 Obtencédo da Pimagedine (Aminoguanidina)

A aminoguanidina (AG) (Sigma-Aldrish CO, Saint Louis, MO, EUA) foi
administrada via agua de beber em solucéo de 0.1% (1g/L) de AG (CORMAN
et al., 1998) durante 8 semanas apos a indugéo do diabetes.

2.4 Modelo Experimental
Os ratos a serem estudados foram divididos em cinco grupos: Controle
sedentario (C/SD), Diabético tipo 1 sedentario (DB/SD), Diabético tipo 1
treinado (DB/TR), Diabético tipo 1 sedentario e tratado com aminoguanidina
(DB/SD-AG), Diabético tipo 1 treinado e tratado com aminoguanidina (DB/TR-
AG).
2.5Programa de Exercicio Fisico

O treinamento fisico escolhido foi o de corrida em esteira ergométrica.
Na primeira semana, os animais foram submetidos a um periodo de adaptacao
a esteira e a velocidade que consistiu de aumentos progressivos variando de 5
(no primeiro dia) até 10m/min (no quinto dia da semana). Progressivamente, a
velocidade e o tempo de duracdo das sessdes foram aumentados até que 0s
animais conseguissem permanecer correndo por 60 minutos. Somente o0s
animais adaptados a esta atividade foram selecionados e utilizados neste
estudo.

Na segunda semana, o treinamento fisico foi iniciado com velocidade de
10m/min, aumentando-se progressivamente conforme o grupo de animais até
atingir a velocidade final correspondente a méaxima fase estavel de lactato
(MFEL) estabelecida anteriormente para ratos. Um grupo de ratos diabéticos foi
induzido especialmente para a determinacédo da intensidade de treinamento. A
intensidade do treinamento em esteira para os animais diabéticos tipo 1 foi
determinada através da realizacdo do teste de MFEL. Esta € definida como a
mais alta intensidade de trabalho que pode ser mantida sem o acumulo
continuo de lactato sanguineo, onde o metabolismo aerdbio prepondera sobre
0 anaerdbio, sendo um importante marcador da capacidade aerébia (BILLAT et
al., 2003; SVEDAHL e MacINTOSH, 2003). O lactato sanguineo € um indicador
da transicdo de metabolismo e autores consideram a concentragdo de 4,0
mmol/L como um marcador do inicio de acumulo de lactato (HECK et al., 1985;
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MANCHADO et al., 2005). Os animais apresentaram estabilizacdo na
concentracdo de lactato nas velocidades 10 m/min (3,3 £+ 0,3 mmol/L) e 15
m/min (3,6 + 0,3 mmol/L). No entanto, observou-se crescente acumulo de
lactato na velocidade de 20 m/min (6,0 = 1,1 mmol/L). Considerando a
definicAo de MFEL utilizamos a velocidade de 15 m/min para o treinamento
fisico, 5 dias/semana, 60 minutos cada sessdo, por 8 semanas, durante o
periodo da manha.

Ao término do periodo total de treinamento, os animais em jejum de 12
horas foram mantidos em repouso por 48 horas. A seguir 0s mesmos foram
anestesiados com 30 mg/Kg de tiopental sddico intraperitoneal e uma incisao
longitudinal foi feita no abdémen para coleta de amostra de sangue arterial (7
mL), obtida do ramo descendente da artéria aorta. Em seguida, os animais
foram sacrificados por exsanguinamento sob anestesia.

Este projeto foi submetido & andlise pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal CEEA/UNICAMP Instituto de Biologia (IB) e obteve
aprovacao (protocolo niumero 1753-1).

2.6Métodos

2.6.1 Histologia

Apés o sacrificio os ratos foram colocados em placas de cera para
dissec¢do. Fragmentos do figado foram retirados com o auxilio de tesoura e
pinca de disseccao, e papel toalha absorvente. Na sequéncia foram fixados por
24 horas em paraformaldeido a 4% (ou outro fixador quando exigido pela
técnica), transferido para tampé&o fosfato 10 % (0.1M pH 7.4) por mais 24
horas. A seguir, foram desidratados em solugdes crescentes de etanol a 70, 80,
90 e 95% durante 30 minutos cada banho, embebidos em resina Leica por 24
horas e transferidos para moldes plasticos que posteriormente foram
preenchidos com resina polimerizada Leica. ApGs a polimerizacdo da resina,
todos os blocos contendo o material foram seccionados em espessura de 3um
e corados com hematoxilina e eosina. O material foi examinado em
fotomicroscopio Motic BA300.

2.6.2 Histoquimica

Visando detectar a presenca, a frequéncia e a distribuicdo de
componentes proteicos e polissacaridicos nos figados dos ratos aqui
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estudados, ap0s a eutanasia procederam-se a retirada de fragmentos dos
figados os quais foram submetidos as seguintes técnicas histoquimicas:

Técnica do Azul de Bromofenol para Deteccdo de Proteinas
(Segundo PEARSE, 1985):

Os fragmentos foram fixados em paraformaldeido a 4% por 24horas. As
seccOes obtidas foram coradas com azul de bromofenol por duas horas em
temperatura ambiente. Apds serem lavadas com &cido acético 0.5% por 5
minutos e com agua corrente por 15 minutos, as mesmas foram rapidamente
passadas por solucdo de alcool butilico terciario. A seguir, foram secas ao ar,
diafanizadas e montadas em balsamo do Canada.

Técnica do PAS para Deteccdo de Polissacarideos (Segundo
JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983):

Fragmentos dos figados foram fixados em Bouin aquoso por 24h. As
laminas contendo as secc¢des permaneceram por 10 minutos em solugcao de
acido periédico 0.4%, foram lavadas rapidamente em agua destilada e
submetidas ao reagente de Schiff durante 1h, no escuro. Posteriormente,
realizou-se trés lavagens em agua sulfurosa por 3 minutos cada e, a seguir, as
laminas foram lavadas por 30 minutos em agua corrente. Apds secagem, as
laminas contendo as secc¢bes foram diafanizadas em xilol e montadas em
Balsamo do Canada.

Todas as laminas foram observadas e fotografadas em fotomicroscopio
MOTIC BA 300, acoplado a microcomputador INTEL.

3 RESULTADOS

3.1. Histologia do Figado

Os resultados obtidos no presente estudo mostram as alteracdes
citologicas nas células hepéticas obtidas de ratos induzidos ao diabetes,
submetidos a exercicio fisico em esteira e ao tratamento com aminoguanidina.

- Grupo Controle Sedentario (C/SD)

Os resultados revelaram que o figado dos individuos do grupo C/SD. Os
hepatdcitos poligonais estdo organizados formando extensas placas
anastomosadas. O citoplasma destas células é pouco acidéfilo apresentando
reduzida quantidade de componentes basicos (Fig. 1A). Os hepatocitos

apresentam um ou dois nucleos grandes, centrais, arredondados e fortemente
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corados pela hematoxilina. Em alguns hepatdcitos ainda é possivel observar a
presenc¢a de um ou mais nucléolos (Fig. 1A).

Entre as placas de hepatécitos existem numerosos capilares hepéaticos
sinusoides, em cuja parede encontra-se aderidas as células de Kupffer,
observadas na microscopia de luz pela presenca de seus nucleos alongados
el/ou triangulares e fortemente corados (Fig. 1A).

- Grupo Diabético tipo 1 Sedentario (DB/SD)

As alteragbes encontradas no figado dos individuos deste grupo
evidenciam as modificacbes morfofisiologicas causadas pela diabetes. Os
hepatocitos estdo menores, assim como seus nucleos. O citoplasma
apresenta-se mais acidoéfilo, ou seja, com elevada quantidade de componentes
béasicos (Fig. 1B).

Os nucleos das células de Kupffer apresentam a mesma morfologia
observada nos individuos do grupo controle sedentério (Fig. 1B).

- Grupo Diabético tipo 1 Treinado (DB/TR)

Os individuos desse grupo, ao contrario do observado nos grupos
anteriores, apresentam o0s hepatocitos hipertrofiados. Os nucleos destes
também estdo maiores e com nucléolos evidentes. O citoplasma dos
hepatocitos se apresenta homogéneo e acidofilo (Fig. 1C). Alguma
vacuolizagdo interplacas € observada nestes individuos, ao contrério, dos
grupos anteriores (Fig. 1C).

Neste grupo, o limen dos capilares sinuséides esta repleto de células
sanguineas da linhagem vermelha (hemacias) (Fig. 1C).

- Grupo Diabético tipo 1 Sedentario e Tratado com Aminoguanidina
(DB/SD-AG)

O figado dos individuos (DB/SD-AG) exibe hepatdcitos, com tamanho
ainda mais aumentado em relacdo aqueles encontrados no grupo diabético
treinado (DB/TR). O nucleo dessas células também esta maior e o citoplasma
apresenta elevada acidofilia (Fig. 1D).

Observa-se diminuicdo da presenca de vacuolizacdo (espacos
intercelulares) ao contrario do que foi observado no grupo diabético treinado
(Fig. 1D).

- Grupo Diabético tipo 1 Treinado e Tratado com Aminoguanidina (DB/TR-
AG)
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O figado dos individuos treinados e tratados (DB/TR-AG) apresenta
alteracfes histolégicas significativas quando comparados aquelas do grupo
controle (Fig. 1E).

Neste grupo sdo observados os hepatocitos mais hipertrofiados, com
forma variando de arredondada a ovalada, consequéncia da hipertrofia dos
mesmos (Fig. 1E).

O nucleo dos hepatécitos € grande e os nucléolos sao evidentes. Em
seu citoplasma s&do encontrados granulos acidofilos. Na maioria dos
hepatocitos também € verificada a presenca de vacuolos citoplasmaticos.
Alguns hepatdcitos chegam a apresentar extensa vacuolizagao, principalmente,
ao redor do nucleo (Fig. 1E).

Aqui novamente € observada grande vacuolizagdo por entre as placas
de hepatdcitos, bem como a presenca de grande quantidade hemécias (Fig.
1E).

Ha diminuicdo do numero de células de Kupffer (observadas pela
presenca dos nucleos alongados e/ou triangulares) porém, observam-se
nacleos atipicos, picnoticos e de tamanho menor (Fig. 1E).

3.2. Histoquimica do Figado
3.2.1. Deteccdao de proteinas — Técnica do Azul de Bromofenol
- Grupo Controle Sedentario (C/SD)

A aplicacdo deste teste histoquimico revela forte reacdo positiva no
citoplasma dos hepatdcitos dos individuos (C/SD) como era de se esperar,
indicando a presenca de grande quantidade de proteinas. O nucleo de todas as
células (hepatocitos e de Kupffer) também reagiu fortemente ao teste (Fig. 2A).
Ja os espacos interplacas de células hepaticas sdo negativos ao teste (Fig.
2A).

- Grupo Diabético tipo 1 Sedentario (DB/SD)

N&o houve alteracbes histoquimicas em relacdo ao C/SD exceto pelo
aumento da presenca de hemécias fortemente coradas na luz dos vasos
maiores (Fig. 2B).

- Grupo Diabético tipo 1 Treinado (DB/TR)

N&o houve alteracdes histoquimicas em relacdo ao grupo controle
exceto pelo aumento da presenca de heméacias fortemente coradas na luz dos
vasos maiores (Fig. 2C).
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- Grupo Diabético tipo 1 Sedentario e Tratado com Aminoguanidina
(DB/SD-AG)

N&o houve alteracdes histoquimicas em relacdo ao grupo controle
exceto pelo aumento presenca de heméacias fortemente coradas na luz dos
vasos maiores (Fig. 2D). Ha um aumento dos espacos interplacas que séo
negativos ao teste.

- Grupo Diabético tipo 1 Treinado e Tratado com Aminoguanidina (DB/TR-
AG)

Observa-se concentragcdo de material proteico positivo por entre as
placas de hepatocitos, bem como concentracéo de hemacias (Fig. 2E).
3.2.2. Deteccdo de Polissacarideos Neutros — Técnica do PAS
- Grupo Controle Sedentario (C/SD)

Este teste histoquimico revela que o figado dos individuos controle
apresenta-se positivo para polissacarideos, os quais estdo sob a forma de fina
granulacdo, fortemente positiva, distribuida pelo citoplasma dos hepatdcitos
com preferéncia de localizacdo na regido periférica das células (Fig. 3A).

Como essa técnica nao é especifica para demonstracdo de nucleo, as
células de Kupffer (antes identificadas na microscopia de luz pela observacéo
do nucleo) ndo sdo evidenciadas, assim como ndo sdo o0s nucleos dos
hepatdcitos (Fig. 3A).

- Grupo Diabético tipo 1 Sedentario (DB/SD)

Os individuos do grupo sedentario (DB/SD) apresentam hepatdcitos que
reagem fracamente ao teste, ou mesmo nao reagem demonstrando a reducéo
na quantidade de polissacarideos no citoplasma. Somente em algumas regides
do parénquima hepético é observada a presenca de granulacdo grosseira
fortemente positiva (Fig. 3B).

- Grupo Diabético tipo 1 Treinado (DB/TR)

O figado dos individuos submetidos ao treinamento exibe aumento da
intensidade de marcacdo positiva para polissacarideos sob a forma de
granulacdo mais grosseira: que se concentra preferencialmente em alguns
locais das células (periferia das mesmas) (Fig. 3C).

A aplicacdo deste teste histoquimico mostra também variacdo na
intensidade da reacdo dependendo da regido do 6rgdo. Nas regifes proximas
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as veias centro-lobulares, observa-se fraca positividade ao teste, ja naquelas
mais afastadas observa-se fina granulagdo fortemente positiva (Fig. 3C).

- Grupo Diabético tipo 1 Sedentario e Tratado com Aminoguanidina
(DB/SD-AG).

Os individuos deste grupo mostram hepatécitos com reagao semelhante
aquela observada no grupo diabético sedentario (DB/SD), ou seja, com fraca
positividade citoplasmatica e granulacdo grosseira fortemente positiva em
algumas regides (Fig. 3D).

- Grupo Diabético tipo 1 Treinado e Tratado com Aminoguanidina (DB/TR-
AG).

O figado dos individuos treinados e tratados (DB/TR-AG) apresentam a
mesma distribuicdo de polissacarideo observada no figado dos individuos do
grupo DB/TR: com granulacbes polissacaridicas positivas distribuidas em
grande quantidade por todo o citoplasma dos hepatécitos (Fig. 3E).

Os resultados obtidos estdo representados na Tabela 1.



Figura 1. A-E. Seccdes histologicas de figados de ratos. Coloracao pela hematoxilina e
eosina (HE) A. Grupo Controle Sedentario (C/SD). B. Grupo Diabético tipo 1
Sedentario (DB/SD). C. Grupo Diabético tipo 1 Treinado (DB/TR). D. Grupo Diabético
tipo 1 Sedentario e Tratado com Aminoguanidina (DB/SD-AG). E. Grupo Diabético
tipo 1 Treinado e Tratado com Aminoguanidina (DB/TR-AG).

c= capilares sinusdides, h=hepatdcitos, Kc= células de Kupffer, n= nicleo de
hepatocito; bv= vasos sanguineos, linha pontilhada=espaco interplacas, seta= nucléolo.

Barra de escala: A-E=0.02 mm.
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Figura 2. A-E. SeccOes histologicas de figados de ratos. Coloragdo pelo azul de
bromofenol para detectar proteinas. A. Grupo Controle Sedentario (C/SD). B. Grupo
Diabético tipo 1 Sedentario (DB/SD). C. Grupo Diabético tipo 1 Treinado (DB/TR). D.
Grupo Diabético tipo 1 Sedentario e Tratado com Aminoguanidina (DB/SD-AG). E.
Grupo Diabético tipo 1 Treinado e Tratado com Aminoguanidina (DB/TR-AG).

c= capilares sinusdides, h=hepatdcitos, he= hemacias.

Barra de escala: A-E=0.02 mm.
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Figura 3. A-E. Secgdes histoldgicas de figados de ratos. Coloracdo pelo PAS para
detectar polissacarideos. A. Grupo Controle Sedentario (C/SD). B. Grupo Diabético
tipo 1 Sedentario (DB/SD). C. Grupo Diabético tipo 1 Treinado (DB/TR). D. Grupo
Diabético tipo 1 Sedentario e Tratado com Aminoguanidina (DB/SD-AG). E. Grupo
Diabético tipo 1 Treinado e Tratado com Aminoguanidina (DB/TR-AG).
h=hepatocitos; bv= vasos sanguineos, linha pontilhada=espaco interplacas,

Barra de escala: A-E=0.02 mm.
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4 DISCUSSAO

A hiperglicemia (elevado nivel de glicose no sangue), € uma
caracteristica encontrada em individuos portadores do DM tipos 1 e 2, sendo
considerada o fator primario que desencadeia as complicagbes micro e
macrovasculares nesses individuos. Tais complicacdes causam degeneracdes
crbnicas como: cardiopatia, nefropatia, retinopatia e neuropatia, as quais
afetam a qualidade de vida dos individuos (JAKUS, 2004). Dentre as vias
conhecidas que levam as lesdes vasculares associadas ao DM, aquela de
formacéo endogena dos produtos de glicacao avancada, também denominados
(AGEs), tem sido considerada atualmente a mais importante (BROWNLEE et
al., 1986).

Os AGEs por serem altamente reativos causam danos as células, uma
vez que modificam as estruturas intracelulares, devido a interacdo das AGEs
com as proteinas da matriz extracelular (modificando a sinalizag&o celular) bem
como, modificando as proteinas ou os lipidios sanguineos. Dessa forma, 0s
AGEs reagem com diversos compostos presentes no organismos dos
individuos diabéticos, alterando sua propriedade quimica e funcional, causando
0 estresse oxidativo, alteracdes morfofuncionais e aumento dos processos
inflamatérios (JAKUS, 2004; BIERHAUS, 2005; AHMED, 2005).

O Pimagedine € um composto que previne a formacdo de AGEs
(THORNALLEY, 2003), bem como age como um agente antioxidante
prevenindo a formacdo de ROS (reactive oxygen species — espécies reativas
de oxigénio) e a peroxidacéo lipidica nas células e tecidos (GIARDINO et al.,
1998).

No presente estudo foi observado que nos individuos do grupo controle
sedentario (C/SD), o figado exibiu morfologia e histologia conhecida e ja
amplamente descrita na literatura de mamiferos (CARVALHO; COLARES-
BUZATO, 2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; ROSS; PAWLINA, 2008), ou
seja: parénquima hepatico composto por placas de hepatécitos que se
anastomosam permeadas por capilares sinuséides e por células de Kupffer
(macrofagos hepaticos).

Nos figados dos individuos diabéticos sedentarios (DB/SD) foram
encontradas alteragcdes morfolégicas provavelmente causadas pelo diabetes
tais como a presenca de hepatdcitos menores, sugerindo a diminuicdo do
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metabolismo celular hepatico, visto que a glicose disponivel no sangue nao
pode ser absorvida pela célula devido a diminuicdo ou auséncia da insulina,
dados que corroboraram aqueles obtidos por Remédio et al. (2010), ao
estudarem ratos diabéticos da linhagem Wistar.

Nos individuos diabéticos e submetidos a treinamento (DB/TR), os
hepatdcitos e os seus nucleos passaram por um processo de hipertrofia 0 que
os tornou aumentados, quando se comparou com os individuos do grupo
controle (C/SD) e diabético sedentario (DB/SD). Segundo Rhodes et al (1987)
e Teh (1997), a hipertrofia celular (aumento gradativo da area citoplasméatica
dos hepatécitos) dar-se-ia em funcdo de varios fatores, dentre os quais
estariam a ocorréncia de sobrecarga metabdlica imposta a célula, situacao esta
gue provavelmente ocorreu nos individuos deste estudo, o que justificou o
inchaco observado nos hepatocitos do figado dos individuos treinados. A
mesma situacdo também foi observada nos ratos do grupo diabético sedentario
tratados com aminoguanidina (DB/SD-AG).

No figado dos individuos do grupo diabético tipo 1 treinado e tratado
com aminoguanidina (DB/TR-AG) a hipertrofia das células hepaticas persistiu e
aqui foram observados os maiores hepatécitos, acompanhado de um aumento
no espacgo interplacas, sugerindo um efeito positivo e somatizacdo do
treinamento e do tratamento com a aminoguanidina nos grupos (DB/TR) e no
(DB/SD-AG), o que levou as maiores alteragbes observadas em relagdo ao
grupo controle sedentéario

No presente estudo o emprego de técnicas histoquimicas, permitiu
observar a marcacao e a distribuicdo das proteinas e dos polissacarideos no
figado dos individuos de todos os grupos estudados.

Dessa forma a presenca de proteinas no figado dos individuos do grupo
controle sedentério (C/SD) foi elevada e demonstrada pela forte reacéo ao azul
de bromofenol no citoplasma dos hepatdcitos e no nucleo celular. Entre os
ratos dos grupos diabéticos, ndo se observou maiores variacées, ou seja, em
todos os grupos foi detectada distribuicdo semelhante aquela encontrada no
figado do grupo controle sedentario (C/SD), corroborando dados obtidos por
Bond (1980), em ratos diabéticos. No entanto, os resultados sdo contrarios
aqueles de Bahnak e Gold (1982), que registraram que a sintese de proteinas
nos individuos diabéticos seria reduzida, devido ao elevado catabolismo
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protéico (quebra de proteina para obtencdo de energia quando ndo ha
presenca de carboidrato).

Os polissacarideos foram também aqui estudados, os quais exercem
importante papel nos hepatocitos, visto que sdo armazenados na forma de
glicogénio. Nos figados dos individuos do grupo controle sedentario (C/SD), os
polissacarideos foram observados sob a forma de fina granulagcédo fortemente
PAS positiva distribuida por todo o citoplasma. Como o figado tem a funcéo de
intermediar a conversao de energia vinda do alimento e de suprir tecidos extra-
hepaticos, sugere-se que ele estaria captando a glicose proveniente da
digestéo e transformando-a em glicogénio para ser armazenado no hepatécito
(LEHNINGER, 2004).

No grupo diabético sedentario (DB/SD), ficou evidente a reducdo de
marcacao para polissacarideos na maior parte do citoplasma dos hepatécitos,
0 que corroborou dados de Vallance-Owen (1952); Whitton e Hems (1975), que
também registraram que a hiperglicemia nos individuos diabéticos estaria
associada a diminuicdo do glicogénio hepatico, devido a um defeito no
processo de retencédo de glicogénio no figado. A falta de insulina e o excesso
de glucagon, condicbes tipicas de individuos diabéticos afetariam o
desempenho das enzimas glicogenoliticas e glicogénicas, o que também
poderia estar contribuindo para o menor armazenamento de glicogénio pelo
figado (CLORE et al.,, 1992). Dessa forma, os dados obtidos no presente
estudo sugeririam que nos individuos diabéticos, as sintese e atuacdo de
enzimas glicogenoliticas e glicogénicas poderiam estar prejudicadas, o que
viria a diminuir ou mesmo impedir a sintese de glicogénio ou aumento das suas
guebras (lise) no figado. Essa quebra do glicogénio, em diabéticos, seria um
facilitador para a liberacdo de maior quantidade de polissacarideos no sangue,
elevando ainda mais a hiperglicemia, e gerando ainda mais prejuizos ao figado
e ao organismo como um todo.

Nos ratos do grupo diabético treinado (DB/TR), observou-se marcacgao
mais intensa para polissacarideos no citoplasma dos hepatdcitos quando
comparada a dos individuos do grupo diabético sedentario DB/SD, sugerindo
que a pratica regular e periddica de exercicios fisicos melhoraria o processo de
acumulo de glicogénio hepético (re-sintese) (GOBATTO, 1993; LEME et al.,



52
Capitulo 1

2007) no figado dos individuos treinados, provavelmente pela menor producao
de glicose, com consequente reducéo da hiperglicemia.

Ainda no figado dos individuos desse grupo verificou-se a marcacao
diferenciada para os polissacarideos que variou de acordo com a proximidade
ou nado dos grandes vasos (veias centro lobulares). Os hepatocitos localizados
ao redor destes reagiram fracamente ao PAS, sugerindo que 0S mesmos
seriam os primeiros a fornecer o glicogénio durante o exercicio fisico,
diminuindo assim seus estoques. Resultados semelhantes também foram
encontrados por Ferranini (1990) em ratos diabéticos.

No figado dos individuos do grupo diabético sedentério e tratado com
aminoguanidina (DB/SD-AG), foram observadas alteracbes semelhantes
aquelas do grupo diabético sedentario (DB/SD): hepatocitos fracamente
positivos ao PAS indicando que a aminoguanidina n&o interferiu no
metabolismo de polissacarideos os quais ficaram estocados no figado dos
individuos diabéticos.

Nos individuos diabéticos treinados e tratados (DB/TR-AG) foi detectada
marcacgao de polissacarideos e distribuicdo semelhante a encontrada no figado
dos individuos do grupo DB/TR, o que poderia ser justificado pela interferéncia
do treinamento fisico e pela auséncia da acdo da aminoguanidina (ja
confirmada no grupo anterior), confirmando os beneficios advindos da prética
de exercicios fisicos moderados por individuos diabéticos, ja que ha elevacao
do acumulo de glicogénio hepético. De acordo com Guyton, (2011) a auséncia
de insulina prejudicaria o transporte da glicose para o interior das células, em
especial, das musculares, adiposas e das hepéticas.

Com esses resultados observados no presente estudo que permitiu
sugerir que a aminoguanidina ndo € hepatotoxica, quando utilizada na
dosagem 1g/L para o tratamento das complicacdes do diabetes, bem como
confirmou que a préatica moderada de exercicios fisicos amenizou 0s prejuizos
oriundos do diabetes (aumentando a utilizacdo de glicose pelas células

musculares) sem a utilizacao de insulina.
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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é um disturbio metabdlico que acomete diversos o6rgaos, sendo
considerado o quinto maior causador de morte ho mundo e caracterizado pela auséncia ou
secrecao deficiente do hormonio insulina resultando em hiperglicemia e glicosuria. A tireoide é
uma glandula enddcrina constituida por dois lobos, ligados por um istmo. Cada lobo tirecidiano
esta formado por foliculos tireoidianos os quais contém col6ide (pré-hormonio) no seu interior.
O treinamento fisico interfere nos efeitos do diabetes, melhorando a captacdo de glicose pelas
células. Assim como o treinamento, € de grande importancia o desenvolvimento e o emprego
de substancias anti-AGE como a aminoguanidina, tém se mostrado eficazes na terapia de ratos
diabéticos. No presente estudo ratos Wistar foram divididos em cinco grupos: Controle
sedentario (C/SD), Diabético tipo 1 sedentario (DB/SD), Diabético tipo 1 treinado (DB/TR),
Diabético tipo 1 sedentario e tratado com aminoguanidina (DB/SD-AG), Diabético tipo 1
treinado e tratado com aminoguanidina (DB/TR-AG). Os resultados revelaram alteracdes
citologica, morfo-histoldgica e histoquimica na tiredide dos individuos diabéticos (treinados e/ou
tratados) que foram comparadas as encontradas nos individuos do grupo controle sedentario e
diabético sedentario e se resumem em: (1) mudanca da forma dos tiredcitos e dos seus
nucleos (passaram de cubicos a pavimentosos), (2) variagdo na composicdo quimica do
coléide, (3) marcacdo e morfologia das células parafoliculares, bem como (4) aumento da
irrigacdo sanguinea no tecido conjuntivo. Dessa forma, conclui-se, a partir dos resultados
obtidos que a aminoguanidina interfere na histoquimica da tireocide notando-se interferéncia
também causada pela diabetes e pelo exercicio fisico.

Palavras chave: Aminoguanidina; Diabetes; ratos; treinamento fisico; tireoide.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder that affects many organs and is considered the
fifth major cause of death worldwide and is characterized by absent or deficient secretion of the
hormone insulin resulting in hyperglycemia and glycosuria. The thyroid is an endocrine gland
consisting of two lobes, connected by an isthmus. Each thyroid lobe is composed of thyroid
follicles which contain colloid (pre-hormone) inside. Physical training interferes on the effects of
diabetes because these improving glucose to the cells. As the training is of great importance is
the development and use of substances such as anti-AGE aminoguanidine, which has proven
effective in the treatment of diabetic rats. In this study Wistar rats were divided into five groups:
sedentary control (C/SD), sedentary diabetic type 1 (BD/SD), trained diabetic type 1 (DB/TR),
sedentary diabetic type 1 and treated with aminoguanidine (DB/SD-AG), type 1 diabetes trained
and treated with aminoguanidine (DB/TR-AG). The results showed cytological changes,
morphological and histological and histochemistry of the thyroid in diabetic subjects (trained
and/or treated) were compared to those found in control subjects and diabetic sedentary
sedentary and can be summarized as: (1) changing the shape of thyrocytes and their nucleus
(changed from cubic to floors), (2) variation in the chemical composition of the colloid, (3)
marking and parafollicular cell morphology, and (4) increased blood flow in tissue. Thus, it is
concluded through the results that aminoguanidine interferes with thyroid histochemistry noting
interference also caused by diabetes and exercise.

Keywords: Aminoguanidine, diabetes, rats, physical training; thyroid.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é um distarbio metabdlico que acomete
diversos orgdos dos animais. Esta sindrome & a quinta maior causadora de
morte no mundo (KNOWLER, 2009), sendo caracterizada pela auséncia ou
secrecao deficiente do horménio insulina ou pela resisténcia periférica a este o
gue, afeta o metabolismo dos carboidratos, lipidios e das proteinas, resultando
em hiperglicemia e glicosuria (PETERSEN,2002).

A insulina é o horménio trofico responsavel por promover a entrada da
glicose no interior das células do organismo, principalmente nas células
musculares, adiposas e hepéticas (estas ultimas responsaveis por armazenar
energia na forma de lipidio e glicogénio, respectivamente) (GUYTON, 2011).
Em valores normais de glicemia (entre 75 e 100mg/mL) e na auséncia de
insulina, o tecido nervoso seria 0 Unico que conseguiria utilizar a glicose
circulante em quantidades suficientes para manutencdo das suas
necessidades. Independente da causa, a falta da insulina alteraria o
metabolismo dos glicidios, lipidios e das proteinas nos organismos, tornando,
entdo necessaria a presenca da insulina para garantir a entrada de
guantidades adequadas de glicose nas demais células (NADEU et al., 1985).

A prética de exercicio fisico interfere nos efeitos causados pelo diabetes,
ou pelo aumento na sensibilidade a insulina, ou pelo efeito sobre sua secrecdo
(TANCREDE et al., 1982 apud LUCIANO, 1991). Por si sO, o exercicio fisico
além de melhorar a captacdo de glicose pelas células ainda aumenta a
glicogénese promovendo, ao mesmo tempo, adaptacbes nas células dos
musculos esqueléticos as quais estimulam o aumento da utiliza¢do dos lipidios
(CORIGLIANO, 2006).

A hiperglicemia cronica, caracteristica dos individuos diabéticos, leva a
danos celulares e teciduais 0os quais sdo causados pelos produtos finais da
glicacdo avancada (AGEs — advanced glycation end-products) (BROWNLEE,
2001; PEPPA, 2003). Os efeitos patologicos causados pelos AGEs estdo
relacionados a grande capacidade destes compostos de modificarem as
propriedades quimicas e funcionais de diversas estruturas biologicas presentes

em diabéticos, promovendo assim o0 estresse oxidativo, alteracdes
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morfofuncionais e o aumento da expressdo de mediadores inflamatorios
(BIERHAUS, 1998; JAKUS, 2004; AHMED, 2005;). Dessa forma, tem se
tornado de grande interesse o desenvolvimento e o emprego de substancias
anti-AGEs, que se mostrem eficazes na terapia contra a formacéo de placas de
aterosclerose em vasos sanguineos(CORMAN et al., 1998; FORBES et al.,
2005).

A aminoguanidina (CHgN4) é um dos derivados da guanidina, com
muitas propriedades em comum com a hidrazina. Esta reage com o glioxal,
metilglioxal e 3-desoxiglicosona, grupos carbonila reativos dos produtos de
Amadori, formados durante a reacdo de Maillard, evitando assim a formacgéo de
AGEs (LIEBER, 1939; NILSSON, 1999; MENDEZ, 2003; THORNALLEY,
2003).

A tireoide é uma glandula endocrina responsavel pela sintese dos
hormonios tiroxina (T4), triiodotironina (T3) e calcitonina, envolvidos no controle
metabdlico do corpo. Morfologicamente é constituida por dois lobos unidos por
um istmo estando localizada na regido cervical e, anterior a laringe
(JUNQUEIRA, 2008).

Cada lobo tireoidiano € composto por uma extensa rede capilar
sanguinea, com vasos fenestrados, bem como por milhares de foliculos
tireoidianos, formados por um epitélio simples cubico que delimita uma
cavidade preenchida por substdncia gelatinosa denominada de col6ide ou
ainda pré-horménio (JUNQUEIRA, 2008). Além das células foliculares que
revestem externamente os foliculos tireoidianos, sdo encontradas as células
parafoliculares (ou células C), que ndo atingem a luz folicular, ficando
agrupadas entre os foliculos tireoidianos e sendo responsaveis pela sintese da
calcitonina, hormonio regulador do teor de calcio no sangue (AUMULLER,
20009).

Thornalley (2003), em estudos in vitro e in vivo, registrou a agdo
terapéutica da aminoguanidina no tratamento de nefropatia, retinopatia e
neuropatias causadas pelo acumulo de AGEs em individuos diabéticos. No
entanto, até o presente momento, ndo foram encontrados estudos que
analisaram a ocorréncia de alteragcbes morfohistoldgicas, sobre a tireoide,
causadas pelo uso da aminoguanidina sozinha, ou associadas a outras

terapias.
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Sabe-se atualmente que exercicios fisicos sdo benéficos no controle de
diversas doencas (inclusive a DM) e provocam o aumento do metabolismo do
corpo, estimulando a utlizacdo de varias fontes de energia, incluindo o
glicogénio dos musculos e do figado (apos 20 ou 30 minutos de exercicio com
intensidade moderada), bem como os triglicerideos armazenados no tecido
adiposo (ap6és 30 minutos ha& predominio da oxidacdo de lipidios)
(ARKINSTALL, 2004; CORIGLIANO, 2006). Ainda os exercicios fisicos de
intensidade moderada séo recomendados para melhorar o controle metabdlico
de individuos diabéticos, particularmente daqueles resistentes a insulina,
exceto no caso de declaragdo de contra-indicagdes (OSTERGARD, 2007).

Sendo assim, o0 presente estudo teve como objetivo fornecer dados
citoloégicos, morfohistolégicos e histoquimicos de tireoides retiradas de ratos
diabéticos submetidos a tratamento com aminoguanidina e a programa de
exercicio fisico concomitantemente, visando avaliar o potencial anticitotoxico
dessa substancia e detectando possiveis alterac6es morfoldgicas nas tireoides

dos individuos tratados com medicamentos que a tenham na sua composicao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizados 25 ratos machos, albinos (Wistar), com peso entre 180
e 200g, adquiridos do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista —
UNESP, Campus de Botucatu, SP, Brasil e mantidos no Biotério de
Manutencédo do Departamento de Educacgéo Fisica do Instituto de Biociéncias,
UNESP, campus de Rio Claro, SP, Brasil, em condi¢cdes controladas (22°.C +
2°.C, 50% de umidade, e fotoperiodo de 12h). Durante todo o experimento, 0s
animais foram mantidos em caixas plasticas coletivas (trés animais/caixa) e
tiveram racao comercial Purina (Campinas, SP, Brasil) e agua ad Libitum.

2.2 Inducgéo do Diabetes

Os animais que foram induzidos ao diabetes tipo 1 permaneceram em

jejum por 18 horas e apos este periodo receberam dose Unica (intraperitoneal)
de estreptozotocina (Sigma-Aldrish CO, Saint Louis, MO, EUA) na
concentracédo de 60 mg/kg diluida em buffer citrato 0.1M e pH 4.5 (STOPPA et
al., 2006).

2.3 Obtencao da Aminoguanidina
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A aminoguanidina (Pimagedine, AG) (Sigma-Aldrish CO, Saint Louis,
MO, EUA) foi administrada via agua de beber em solucédo de 0.1% (1g/L) de
AG (CORMAN et al., 1998) durante 8 semanas apos a inducao do diabetes tipo
1.

2.4. Modelo Experimental

Os ratos neste estudo foram divididos em cinco grupos: Controle
sedentario (C/SD), Diabético tipo 1 sedentario (DB/SD), Diabético tipo 1
treinado (DB/TR), Diabético tipo 1 sedentario e tratado com aminoguanidina
(DB/SD-AG), Diabético tipo 1 treinado e tratado com aminoguanidina (DB/TR-
AG).

2.5. Programa de Exercicio Fisico

O exercicio fisico escolhido foi 0o de corrida em esteira ergométrica. Na
primeira semana, os animais foram submetidos a um periodo de adaptacéo a
esteira e a velocidade que consistiu de aumentos progressivos variando de 5
(no primeiro dia) até 10m/min (no quinto dia da semana). Progressivamente, a
velocidade e o tempo de duracdo das sessdes foram aumentados até que 0s
animais conseguissem permanecer correndo por 60 minutos. Somente o0s
animais adaptados a esta atividade foram selecionados e utilizados neste
estudo.

Na segunda semana, o treinamento fisico foi iniciado com velocidade de
10m/min, aumentando-se progressivamente conforme o grupo de animais até
atingir a velocidade final correspondente & méxima fase estavel de lactato
(MFEL) estabelecida anteriormente para ratos. Um grupo de ratos diabéticos foi
induzido especialmente para a determinacéo da intensidade de treinamento. A
intensidade do treinamento em esteira dos animais diabéticos tipo 1 foi
determinada através da realizacédo do teste de MFEL. Esta € definida como a
mais alta intensidade de trabalho que pode ser mantida sem o acumulo
continuo de lactato sanguineo, onde o metabolismo aerdbio prepondera sobre
0 anaerdbio, sendo um importante marcador da capacidade aerébia (BILLAT et
al, 2003; SVEDAHL e MacINTOSH, 2003). O lactato sanguineo é um indicador
da transicdo de metabolismo e autores consideram a concentracdo de 4,0
mmol/L como um marcador do inicio de acumulo de lactato (HECK et al, 1985;
MANCHADO et al.,, 2005). Os animais apresentaram estabilizacdo na

concentracéo de lactato nas velocidades 10 m/min (3,3 £ 0,3 mmol/L) e 15
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m/min (3,6 + 0,3 mmol/L). No entanto, observou-se crescente acumulo de
lactato na velocidade de 20 m/min (6,0 + 1,1 mmol/L). Considerando a
definicAo de MFEL utilizamos a velocidade de 15 m/min para o treinamento
fisico, 5 dias/semana, 60 minutos cada sessdo, por 8 semanas, durante o
periodo da manha.

Ao término do periodo total de treinamento, os animais em jejum de 12
horas foram mantidos em repouso por 48 horas. A seguir o0s mesmos foram
anestesiados com 30 mg/Kg de tiopental sodico intraperitoneal e uma inciséo
longitudinal foi feita no abdémen do animal para coleta de amostra de sangue
arterial (7 mL), obtida do ramo descendente da artéria aorta. Em seguida, os
animais foram sacrificados por exsanguinamento sob anestesia.

Este projeto foi submetido a andlise pela Comissdo de FEtica na
Experimentacdo Animal CEEA/UNICAMP Instituto de Biologia (IB) e obteve
aprovacao (protocolo niumero 1753-1).

2.6. Métodos

2.6.1. Histologia

Apés o sacrificio os ratos foram colocados em placas de cera para
dissecc¢édo. Fragmentos das tiredides foram retirados com o auxilio de tesoura e
pinca de disseccéo, e de papel toalha absorvente. Na sequéncia foram fixados
por 24 horas em paraformaldeido a 4% (ou outro fixador, segundo protocolo
das diferentes técnicas), transferido para tampéo fosfato 10 % (0.1M pH 7.4)
por mais 24 horas. A seguir, foram desidratados em solucdes crescentes de
etanol a 70, 80, 90 e 95% durante 30 minutos cada banho, embebidos em
resina Leica por 24 horas e transferidos para moldes plasticos que
posteriormente foram preenchidos com resina polimerizada Leica. Apos a
polimerizacéo da resina, todos os blocos foram seccionados com espessura de
3 um e corados com hematoxilina e eosina. O material foi examinado em

fotomicroscopio Motic BA300.

2.6.2. Histoquimica
Visando detectar a presenca, a frequéncia e a distribuicdo de

componentes protéicos, polissacaridicos e lipidicos, nas tiredides dos ratos
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aqui estudados, apos sacrificio, procedeu-se a retirada de fragmentos das

tiredides os quais foram submetidos as seguintes técnicas histoquimicas:

Técnica do Azul de Bromofenol para Deteccdo de Proteinas
(Segundo PEARSE, 1985):

Os fragmentos foram fixados em paraformaldeido a 4% por 24horas. As
seccOes obtidas foram coradas com azul de bromofenol por duas horas a
temperatura ambiente. Apos serem lavadas com acido aceético 0.5% por 5
minutos e com agua corrente por 15 minutos, as mesmas foram rapidamente
passadas por solucdo de alcool butilico terciario. A seguir, foram secas ao ar,
diafanizadas e montadas em balsamo do Canada.

Técnica de Baker para Deteccdo de Lipidios (Segundo BAKER,
1946):

Fragmentos das tiredides foram fixados em Formol Célcio por 15 horas.
Para aplicacdo deste teste histoquimico, o material foi tratado por 18 horas com
bicromato de calcio. Na sequéncia procedeu-se a lavagem em agua destilada e
reagcdo em solugdo de hemateina durante 5 horas. Em seguida, procedeu-se
nova lavagem e a rapida diferenciagdo em mistura de Weigert. Logo depois,
ocorreu a ultima lavagem com agua destilada. Apos a secagem, as laminas
contendo o material foram montadas em glicerina e recobertas com laminula.

Técnica do PAS para Deteccdo de Polissacarideos (Segundo
JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983):

Fragmentos das tiredides foram fixados em mistura aquosa de Bouin. As
laminas contendo as secc¢des permaneceram por 10 minutos em solugcao de
acido periodico 0.4%, foram lavadas rapidamente em agua destilada e foram
submetidas ao reagente de Schiff durante 1h, no escuro. Posteriormente,
realizou-se trés lavagens em agua sulfurosa por 3 minutos cada e, a seguir, as
laminas foram lavadas em agua corrente por 30 minutos. Apds secagem, as
laminas contendo as secgdes foram diafanizadas em xilol e montadas em
Balsamo do Canada.

Todas as laminas foram observadas e fotografadas em fotomicroscopio
MOTIC BA 300, acoplado a microcomputador INTEL.

3. RESULTADOS
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3.1. Histologia de Tireoide

Os resultados obtidos no presente estudo mostram as alteracdes, pelas
qguais passam o tecido da tiredide extraida de ratos diabéticos apdés o
treinamento e/ou tratamento com a aminoguanidina (Figs. 1A-E).

Grupo Controle Sedentario (C/SD)

Os resultados histoldgicos revelam que a tiredide dos individuos do
grupo C/SD, como ja descrito na literatura, apresenta foliculos tireoidianos
integros envoltos por epitélio folicular formado por células foliculares que
delimitam uma cavidade preenchida por coldide (pré-horménio). Este é
evidenciado pela eosina, destacando-se o0 seu teor acidofilo. As células
foliculares apresentam forma culbica e nucleo Unico arredondado e central.
Entre os foliculos tireoideanos € encontrado um estroma de tecido conjuntivo
gue sustenta os foliculos e por onde chegam vasos sanguineos e linfaticos. Em
algumas regides do tecido conjuntivo nota-se a presenca de células maiores
mais claras, as células parafoliculares (Fig. 1A).

Grupo Diabético tipo 1 sedentéario (DB/SD)

As alteracdes encontradas na tire6ide dos individuos deste grupo
evidenciam as modificagcdes morfofisiolégicas causadas provavelmente pelo
diabetes. As células foliculares mudam sua morfologia passando de cubicas a
escamosas, 0 que torna o epitélio também escamoso e agora abrigando
coléide menos acidofilo no seu interior (Fig. 1B). Por entre os foliculos
tireoidianos, observa-se aparente aumento de tecido conjuntivo, 0 que provoca
maior separacdo entre um foliculo e outro, situacdo que ocorre quando se
compara aos individuos do grupo controle sedentério (C/SD).

Grupo Diabético tipo 1 treinado (DB/TR)

Os individuos desse grupo apresentam foliculos com as células
foliculares aparentemente ativas, visto que parecem retomar a sua forma
cubica. O coléide tem o mesmo aspecto daquele foi observado no grupo
controle sedentario (C/SD). Em alguns foliculos pode-se observar regides do
coldide com pontuagdes escurecidas (Fig. 1C). O tecido conjuntivo possuli
grande vascularizacdo e a presenca de grande quantidade de células
sanguineas vermelhas (hemécias). Nele encontram-se as células
parafoliculares as quais comecam a apresentar vacuolizacao citoplasmaticas
(Fig. 1C).
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Grupo Diabético tipo 1 Sedentario e Tratado com Aminoguanidina
(DB/SD-AG)

A tireoide destes individuos (DB/SD-AG) exibe suas células foliculares,
com aspecto morfolégico e tamanho semelhantes aqueles encontrados nos
individuos do grupo diabético sedentario (DB/SD). O nucleo das células
foliculares varia entre arredondado e achatado. O epitélio folicular abriga um
coldide com baixa acidofilia. Aqui também parece ocorrer a desorganizacdo de
alguns foliculos, bem como a vacuolizagéo das células foliculares (Fig. 1D).
Grupo Diabético tipo 1 Treinado e Tratado com Aminoguanidina (DB/TR-
AG)

As tiredides obtidas a partir de individuos treinados e tratados com
aminoguanidina (DB/TR-AG) apresentam células foliculares com forma que
transitam entre cubicas e escamosas predominando as primeiras. EXxiste
evidente presenca de maior quantidade de hemacias por entre os foliculos
tireoidianos (Fig. 1E). No interior desses foliculos, o col6ide encontra-se
semelhante ao observado no grupo controle (C/SD). E assim como no grupo
diabético treinado (DB/TR) observa-se em alguns foliculos regides do coloide
com pontuacbes escurecidas (Fig. 1E). As células parafoliculares além de
apresentar aparente hipertrofia possuem vacuolizacdo citoplasmatica assim
como observado no grupo diabético treinado (DB/TR) (Fig. 1E).

3.2. Histoquimica da Tireoide
Grupo Controle sedentario (C/SD)

A aplicacdo do corante azul de bromofenol para detectar presenca de
proteina revela forte reacdo positiva no nucleo e moderada reacdo no
citoplasma das células foliculares e parafoliculares dos individuos (C/SD),
indicando a presenca de proteinas. O coléide no interior dos foliculos
tireoidianos reage fracamente a este teste histoquimico (Fig. 2A).

O teste para deteccdo de polissacarideos mostra o citoplasma, das
células tireoidianas dos individuos controle sedentario (C/SD), negativo a
marcacao de polissacarideos, havendo apenas uma fina granulacdo positiva
concentrada em algumas regides das células, preferencialmente na apical. J4 o
colbide apresenta-se fortemente positivo, ao contrério do tecido conjuntivo (Fig.
2B). Como essa técnica nao € especifica para demonstracdo de nucleo nao ha
marcacéao dessas organelas.
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Com a aplicacdo do teste histoquimico de Baker observa-se a presenca
de pouco lipidio o qual foi marcado moderadamente no citoplasma das células
foliculares dos individuos do controle sedentario (C/SD) (Fig. 2C). O tecido
conjuntivo ao redor dos foliculos tireoidianos, ou nao reagiram, ou reagiram
fracamente ao teste. Os nucleos das células foliculares estdo corados devido a
utilizacdo da hemateina, solucdo obtida através da oxidacdo da hematoxilina
(Fig. 2C).

Grupo Diabético tipo 1 sedentéario (DB/SD)

Nesse grupo ndo se observou alteracdes quando aplicados os testes
histoquimicos do PAS e do azul de bromofenol nos individuos do grupo
(DB/SD) sendo os resultados semelhantes aos observado no grupo controle
(C/SD) (Figs. 2 D, E).

Ja para o teste histoquimico de Baker, foi possivel observar diferencas
na marcacao do coldide no interior dos foliculos, indicando ai quantidade maior
de lipidio (Fig. 2 F).

Grupo Diabético tipo 1 treinado (DB/TR)

Nos individuos do grupo (DB/TR) o teste histoquimico do azul de
bromofenol, mostrou marcacdo semelhante a dos individuos dos grupos
anteriores (C/SD) e (DB/SD) (Fig. 2 G).

Para o teste histoquimico PAS houve marcacao diferenciada do coléide
em diferentes foliculos tireoidianos (Fig. 2H). Uns apresentaram forte
positividade para polissacarideos e em outros, fraca positividade. Além disso,
alguns foliculos apresentaram coléide com regides que ndo foram marcadas.

No teste de Baker, o grupo DB/TR, mostrou foliculos com coldide com
marcacao proxima a encontrada no grupo DB/SD. As células foliculares foram
marcadas como nos grupos anteriores C/SD e DB/SD (Fig. 2 ).

Grupo Diabético tipo 1 sedentario e tratado com aminoguanidina (DB/SD-
AG)

No grupo DB/SD-AG, foi possivel observar alteragdo com a técnica de
azul de bromofenol. As células parafoliculares quando comparadas as do grupo
C/SD, evidenciaram seu citoplasma menos marcado (fracamente positiva) (Fig.
21]).
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Para o teste do PAS a marcacao observada no col6ide foi tdo intensa
guanto nos outros grupos, porém neste grupo as células foliculares reagiram
com mediana positividade (Fig. 2 K).

Quando utilizada a coloracdo Baker no grupo DB/SD-AG o coloide
apresentou reacdo semelhante a do grupo DB/SD o que mostra uma
concentracdo maior de lipidio no pré-hormdénio quando comparado ao grupo
C/SD (Fig. 2 L).

Grupo Diabético tipo 1 treinado e tratado com aminoguanidina (DB/TR-
AG)

Néo foi possivel observar no grupo DB/TR-AG alteracdes com a
aplicacdo da técnica do azul de bromofenol quando comparado ao grupo
anterior (Fig. 2 M).

Na tiredide dos individuos do grupo DB/TR-AG a técnica histoquimica do
PAS reage fortemente na regido do coléide e com menor intensidade nas
células foliculares (Fig. 2 N).

Na coloracé@o de Baker, as tiredides dos individuos do grupo DB/TR-AG

tem marcacdo semelhante a do grupo controle C/SD (Fig. 2 O).



Figura 1. Cortes histoldgicos de tireoide de ratos. A-E. Hematoxilina e eosina (HE). A.
Grupo Controle sedentario (C/SD). B. Grupo Diabético tipo 1 sedentéario (DB/SD). C.
Grupo Diabético tipo 1 treinado (DB/TR). D. Grupo Diabético tipo 1 sedentario e
tratado com aminoguanidina (DB/SD-AG). E. Grupo Diabético tipo 1 treinado e tratado
com aminoguanidina (DB/TR-AG).

c= coldide, n=nucleo, bv= vasos sanguineos, pfc= células parafoliculares, linha
pontilhada= desorganizacéo das células foliculares, seta= coldide com marcacao

Barra de escalas: A-E=0.02 mm.



Capitulo 2

71




Figura 2. Cortes histologicos de tireoide de ratos. A,D,G,J e M. Azul de bromofenol
B,E,H,K e N. PAS. C,F,I,L e O. Baker. A, B e C Grupo Controle sedentario (C/SD).
D, E e F Grupo Diabético tipo 1 sedentario (DB/SD). G, H e | Grupo Diabético tipo 1
treinado (DB/TR). J, K e | Grupo Diabético tipo 1 sedentario e tratado com
aminoguanidina (DB/SD-AG). M, N e O Grupo Diabéticos tipo 1 treinado e tratado
com aminoguanidina (DB/TR-AG).

c= coloide, n=ndcleo, bv= vasos sanguineos, pfc= células parafoliculares, linha
pontilhada= desorganizacgéo das células foliculares, seta= coloide com marcacéo

Barra de escalas: A-E=0.02 mm.
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4. DISCUSSAO

O Diabetes Mellitus é um problema de salude publica mundial, e esta
alcancando proporcdes epidémicas em paises desenvolvidos. Caracteriza-se
por ser uma doenca metabdlica decorrente da deficiéncia absoluta ou relativa
de insulina, ou ainda da baixa sensibilidade dos tecidos periféricos a este
hormdnio, o que resulta na elevacao caracteristica dos niveis de glicose no
sangue, hiperglicemia (LERCO et al, 2003; WEI et al, 2003), considerada o
fator primario desencadeador das complicacdes micro e macrovasculares nos
individuos acometidos pelo DM. Tais complicacdes causam degeneracdes
cronicas como cardiopatia, nefropatia, retinopatia e neuropatia (JAKUS, 2004).
Dentre as vias conhecidas que levam a essas lesfes vasculares associadas a
diabetes, a via de formacdo enddgena dos produtos de glicacdo avancada
(AGESs) é a mais importante (BROWNLEE et al., 1986).

AGEs sao altamente reativos e podem danificar as células pela
modificacao das estruturas intracelulares, pela sua interacdo com proteinas da
matriz extracelular (modificando a sinalizacéo celular) e pela modificacdo de
proteinas ou de lipidios sanguineos. Dessa forma, os AGEs reagem com
diversos compostos presentes no organismos dos diabéticos, alterando sua
propriedade quimica e funcional, o que causa estresse oxidativo, alteraces
morfofuncionais e aumento de processos inflamatérios (JAKUS, 2004;
BIERHAUS, 2004; AHMED,2005).

A aminoguanidina é um composto que previne a formacdo de AGEs,
bem como um agente antioxidante que previne a formacdo de ROS e a
peroxidagdo lipidica nas células e tecidos (GIARDINO et al., 1998;
THORNALLEY, 2003).

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram a presenca de
alteracoes nas tireoides dos ratos submetidos aos diferentes grupos de estudos
e que provavelmente tiveram influéncia da administragdo da aminoguanidina e
do treinamento fisico.

Nos individuos do grupo controle sedentario C/SD, a tireoide exibiu
morfologia e histologia conhecida, ou seja, foliculos envoltos por epitélio
folicular cubico, formado pelas células foliculares ou tiredcitos (produtoras de
coléide) que abrigam o coléide (pré-horménio) no seu interior. Entre os foliculos
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tireoidianos é encontrado um estroma de tecido conjuntivo, o qual € também a
rota de chegada de vasos sanguineos e linfaticos na glandula, bem como a
presenca de células parafoliculares ou células C, responsaveis pela producao
de calcitocina (hormonio responsavel por diminuir a quantidade de célcio
plasmatico) corroborando assim dados encontrados em Carvalho e Colares-
Buzato, (2005); Junqueira e Carneiro, (2008); Ross e Pawlina, (2008);
Aumuller, (2009); Guyton, (2011).

Na tireoide dos individuos do grupo diabético tipo 1 sedentario DB/SD
foram encontradas modificacbes morfofisioloégicas causadas pela diabetes tais
como: a presenca de células foliculares menores e mais escamosas formando
o epitélio, folicular marcacdo menos intensa das células parafoliculares e tecido
conjuntivo com menor presenca de células sanguineas vermelhas (hemacias),
sugerindo o menor metabolismo das células foliculares com consequente
menor producgdo de pré-hormonio e de calcitonina. Dados semelhantes foram
encontrados por Daneman et al. (2006), uma vez que os individuos diabéticos
em seus estudos apresentaram mudancas metabdlicas, bioquimicas e
morfolégicas em diversos tecidos.

Nos individuos do grupo diabético tipo 1 treinado DB/TR, as
caracteristicas gerais das células tireoidianas desse grupo foram mais
semelhantes aquelas encontradas nos individuos do grupo controle sedentéario
C/SD do que aquelas dos individuos do grupo diabético sedentario DB/SD,
sugerindo que o treinamento fisico moderado favoreceu a recuperacao parcial
destas caracteristicas celulares, tornando-as mais proximas daquelas
apresentadas nos individuos do grupo controle sedentario C/SD. Isso poderia
significar no resgate da atividade celular tireoideana, com consequente
modificacdo no metabolismo, dados que corroboraram os obtidos nos estudos
de Giannini et al. (2007) que também mostraram que a pratica de exercicio
fisico amenizaria os danos causados pelo diabetes.

No estroma conjuntivo da tireoide desse mesmo grupo DB/TR também
foi observado aumento da vascularizacdo e presenca de grande quantidade de
células sanguineas vermelhas (hemacias), o que permitiria inferir que a tiredide
desses individuos poderia estar recuperando sua atividade de sintese e
secrecao de maiores quantidades de pré-hormonio e de calcitonina, 0os quais

passariam rapidamente para o interior dos vasos sanguineos e seriam
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transportados pelo sangue para todo o organismo, recuperando parte da
atividade metabdlica dos individuos. Este aumento da vascularizacdo
confirmaria que o exercicio fisico quando realizado continuamente, atuaria
tanto prevenindo, quanto no tratamento das doencas cardiovasculares e para
tanto seria recomendado por diferentes associacfes de saude do mundo, visto
serem seus beneficios comprovados na prevencdo e no tratamento da
hipertensdo arterial, diabetes e de outras doencas (MORRIS et al., 1980;
SISCOVICK et al., 1984; HULL et al., 1994).

Na tireoide dos individuos do grupo diabético sedentario e tratado
DB/SD-AG foram observadas alteracdes semelhantes aquelas observadas no
grupo diabético sedentario DB/SD: ou seja, células foliculares menores e
escamosas, coldide pouco aciddfilo, menor quantidade de células sanguineas
vermelhas (hemécias) no tecido conjuntivo e células parafoliculares pouco
frequentes, sugerindo que a aminoguanidina ndo provocou modificacdes
morfohistoldgicas no tecido tireoidiano dos individuos diabéticos, bem como
ndo alterou a fisiologia da atividade tireoidiana, visto que nesses individuos
ficou caracterizada a pouca producédo de coldide e, portanto, pouca atividade
de sintese e de secrecao dos hormdnios tireoidianos.

Na tireoide dos individuos do grupo diabético treinado e tratado DB/TR-
AG foi observado que as células foliculares apresentaram tamanho similar as
do grupo diabético treinado DB/TR, além de terem a forma cubdide e com
nacleo arredondado, indicando novamente que modificagcdes morfoldgicas e de
sintese ocorreram devido ao exercicio fisico confirmando o grande auxilio que
o exercicio fisico moderado traz no tratamento dos efeitos causados pelo
diabetes (GOBATTO, 1993; LEME et al, 2007). Nos individuos treinados
pareceu ter havido o restabelecimento da atividade funcional da tireoide na
producédo de coldide (DE ANGELIS et al, 2006).

No presente estudo o emprego de técnicas histoquimicas, permitiu
observar a marcacédo e a distribuicdo das proteinas e dos polissacarideos nas
tireoides dos individuos de todos os grupos aqui estudados.

A presenca de proteinas, na tireoide dos individuos do grupo controle
sedentéario C/SD, foi demonstrada pela forte reacdo no nucleo e mediana no
citoplasma das células foliculares, ao contrario da fraca positividade no coloide
no interior dos foliculos. Esse padrdo permaneceu no grupo DB/SD permitindo
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inferir que a diabetes, ndo teve influéncia no acumulo de proteina na tireoide.
Estes dados foram contrarios aos de Bahnak e Gold (1982), que registraram
reduzida sintese de proteinas em individuos diabéticos. Nos grupos DB/TR.
DB/SD-AG e DB/TR-AG foi observada positividade mediana no interior dos
foliculos, indicando influéncia do exercicio e da aminoguanidina na sintese de
proteinas. Outra alteracdo notada para essa marcacao foi no grupo DB/SD-AG,
onde as células parafoliculares apresentaram citoplasma menos positivo a
proteinas, indicando assim menor producao de horménio calcitocina.

O polissacarideo, outro elemento que exerce importante papel na
tireoide, nos grupos em questdo apresentou-se como fina granulagéo
medianamente positiva no citoplasma das células foliculares nos grupos C/SD
e DB/SD-AG, mostrando influéncia da aminoguanidina na concentracdo de
polissacarideo do citoplasma das células foliculares de individuos diabéticos,
0s outros grupos DB/SD, DB/TR e DB/SD-TR apresentaram fraca granulacéo
PAS positiva. A forte marcacdo notada no coldide foi do grupo C/SD e DB/SD,
esta marcacgao € devido ao mesmo ser composto por complexos glicoprotéicos
(tireoglobulina), corroborando dados de Carvalho e Colares-Buzato (2005),
Junqueira e Carneiro (2008), Ross e Pawlina (2008) e Aumuller (2009). No
grupo DB/TR foi observada diferenca na marcacdo entre o col6ide dos
diferentes foliculos tireoidianos, indicando ter o exercicio fisico influéncia sobre
0 metabolismo da tireoide e consequente composicao do coldide, o qual
também apresentou regi6es onde ndo houve marcacdo para polissacarideo
nos grupos DB/TR e DB/SD-AG.

Com a aplicagdo da técnica de Baker, ficou demonstrada a média
marcacao para os lipidios no citoplasma das células foliculares, no coléide
armazenado pelos foliculos e no tecido conjuntivo da tireoide dos individuos do
grupo controle sedentéario (C/SD). A diferenca foi um acumulo maior de lipidio
no coléide dos grupos DB/SD, DB/TR e DB/SD-AG indicando assim a
influéncia do DM no metabolismo de lipidios, corroborando dados da literatura
(NADEU et al, 1985) que registraram que a falta da insulina alteraria o
metabolismo dos carboidratos, dos lipidios e das proteinas nos organismos,
tornando, entdo necessaria a presenca da insulina para garantir a entrada de
guantidades adequadas de glicose nas células. No grupo DB/TR-AG foi notado

um coléide fracamente marcado pela técnica de Baker, assim com o grupo
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C/SD, indicando assim a influéncia do exercicio fisico concomitante com o
tratamento com a aminoguanidina minimizando os efeitos negativos da DM,
pois, a literatura tem mostrado a forte evidéncia benéfica do exercicio fisico em
pacientes portadores de inumeras doencas (DELBIN, 2009) e mostrando
também que um agente anti-AGE (aminoguanidina) e antioxidante previniria a
formacdo de ROS e peroxidacao lipidica nas células e tecidos (GIARDINO et
al., 1998; THORNALLEY, 2003).
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5. DISCUSSAO

O Diabetes Mellitus & uma sindrome metabolica decorrente da
deficiéncia absoluta ou relativa de insulina, ou ainda da baixa sensibilidade
dos tecidos periféricos a este horménio, o que resulta na elevacao
caracteristica dos niveis de glicose no sangue, processo este denominado
hiperglicemia (LERCO et al, 2003; WEI et al, 2003). A hiperglicemia é uma
caracteristica encontrada em individuos portadores do DM tipos 1 e 2,
sendo considerado o fator primario que desencadeia as complicacdes micro
e macrovasculares nesses individuos, complicacdes estas que causam
degeneragbes cronicas como: cardiopatia, nefropatia, retinopatia e
neuropatia, as quais afetam a qualidade de vida dos individuos (JAKUS,
2004).

Dentre as vias conhecidas que levam as lesdes vasculares associadas
ao DM, aquelas de formacao enddgena dos produtos de glicacdo avancada,
também denominados (AGESs), tem sido consideradas atualmente as mais
importantes (BROWNLEE et al., 1986). Os produtos de glicacdo avancada
(AGEs) séo altamente reativos e podem danificar as células modificando
suas estruturas internas, pela interacdo dos AGEs com proteinas da matriz
extracelular (modificando a sinalizagc&o celular), bem como modificando as
proteinas e/ou lipidios sanguineos. Dessa forma, os AGEs reagem com
diversos compostos presentes no organismo dos diabéticos, alterando sua
propriedade quimica e funcional, causando estresse oxidativo, alteracdes
morfofuncionais e aumento de processos inflamatérios (BIERHAUS, 1998;
JAKUS, 2004; AHMED, 2005).

A aminoguanidina (composto do produto comercial Pimagedine) que
previne a formacdo de AGEs (THORNALLEY, 2003), atua como um agente
antioxidante que previne a formacdo de ROS e a peroxidacao lipidica nas
células e tecidos (GIARDINO et al., 1998).

Desta forma os resultados obtidos no presente estudo revelaram a
presenca de alteragbes morfolégicas no figado e na tireoide de ratos
submetidos aos diferentes grupos de estudo e que sugerem a influéncia da
administracdo da aminoguanidina e do treinamento fisico.

Nos individuos do grupo C/SD o figado exibiu morfologia e histologia

conhecidas e ja amplamente descritas na literatura de mamiferos
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(CARVALHO; COLARES-BUZATO, 2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008;
ROSS; PAWLINA, 2008). Assim como na morfologia, o0s testes
histoquimicos demonstraram células (hepatécitos e de Kupffer) fortemente
marcadas pelo azul de bromofenol e contendo polissacarideos (PAS
positivos) devido a grande quantidade de glicogénio presente
(LEHNINGER, 2004).

Nos individuos diabéticos sedentarios (DB/SD) foram encontradas
alteracbes morfologicas provavelmente causadas pelo diabetes, bem como
pelo proprio sedentarismo, tal como a presenca de hepatdcitos menores, 0
gue sugeriu a diminuicdo do metabolismo celular hepatico, uma vez que a
glicose disponivel no sangue nado pode ser absorvida pelas células,
provavelmente devido a diminuicdo ou auséncia da insulina. Estes, dados
corroboraram aqueles obtidos por Remédio et al. (2010), ao estudarem
ratos diabéticos da linhagem Wistar. Para estes mesmos individuos, os
testes histoquimicos aqui aplicados mostraram marcacdo do azul de
bromofenol semelhante aquela encontrada no figado dos animais do grupo
controle sedentario (C/SD), ndo corroborando Bahnak e Gold (1982), que
registraram que a sintese de proteinas nos individuos diabéticos estaria
reduzida, devido ao elevado catabolismo protéico. O mesmo resultado para
a marcacao de polissacarideos, ficou evidente na reducéo de granulos PAS
positivos no citoplasma da maioria dos hepatécitos, o que corroborou dados
de Vallance-Owen (1952). Whitton e Hems (1975) registraram ainda que a
hiperglicemia caracteristica de individuos diabéticos provavelmente estaria
associada a reducdo do glicogénio hepatico, devido a um defeito no
processo de retencéo deste no figado. Por outro lado a falta de insulina e o
excesso de glucagon, condicdes tipicas de individuos diabéticos, afetariam
o desempenho das enzimas glicogenoliticas e glicogénicas, o que também
poderia estar contribuindo para o0 menor armazenamento de glicogénio pelo
figado (CLORE et al, 1992).

Nos individuos do grupo DB/TR o0s hepatdcitos e 0s seus nucleos
passaram por processos de hipertrofia, quando se comparou essas células
com as dos individuos dos grupos C/SD e DB/SD. Segundo Rhodes et al.
(1987) e Teh (1997), a hipertrofia celular (aumento gradativo do citoplasma
dos hepatécitos) dar-se-ia em funcdo de varios fatores, dentre os quais
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estaria a ocorréncia de sobrecarga metabdlica imposta a célula, situacéo
esta que provavelmente ocorreu nos individuos deste estudo, o que poderia
justificar essa hipertrofia observada nos hepatécitos dos individuos
treinados. Também observou-se neste grupo a forte e intensa marcacao
para polissacarideos no citoplasma dos hepatdcitos quando comparada a
dos individuos do grupo DB/SD, sugerindo que a pratica regular e periodica
de exercicios fisicos estimularia 0 processo de acumulo de glicogénio
hepatico (re-sintese) (GOBATTO, 1993; LEME et al, 2007). A diferenca de
marcacdo para polissacarideos variou também de acordo com a
proximidade ou ndo dos hepatdcitos dos grandes vasos hepéticos (veias
centro lobulares). Os hepatécitos localizados ao redor destes reagiram
fracamente ao teste do PAS, sugerindo que 0s mesmos seriam 0s primeiros
a fornecer o glicogénio para a circulacdo durante o exercicio fisico,
diminuindo assim seus estoques celulares. Resultados semelhantes
também foram encontrados por Ferranini (1990) em ratos diabéticos.

Nos individuos do grupo diabético sedentario e tratado com
aminoguanidina DB/SD-AG também observou-se a ocorréncia de hipertrofia
nos hepatdcitos, indicando possivel interferéncia da aminoguanidina no
metabolismo dos individuos diabéticos a ela expostos. Foram também
observadas alteracbes semelhantes aquelas do grupo diabético sedentario
DB/SD (alteracdes devidas ao DM) tal como hepatdcitos fracamente
positivos ao PAS indicando que a aminoguanidina nao interferiu no
metabolismo de polissacarideos os quais foram normalmente estocados no
figado dos individuos diabéticos. Devido a auséncia de dados na literatura
sobre a exposicdo a aminoguanidina, pode se apenas afirmar que a
concentracdo aqui utilizada (1g/L) nao provocou alteracdes celulares
significativas, em nivel de microscopia de luz.

A hipertrofia dos hepat6citos também ficou clara nos individuos do grupo
DB/TR-AG, onde foram encontradas as maiores células, além de um
aumento no espago interplacas, sugerindo um efeito somatizado do
treinamento fisico e da exposicdo a aminoguanidina nos individuos dos
grupos DB/TR e no DB/SD-AG, resultando, portanto, nas alteracdes mais
severas observadas em relagdo aquelas do grupo C/SD. A marcacgéo para
polissacarideo foi semelhante a encontrada no figado dos individuos do
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grupo DB/TR, o que poderia ser justificado pela interferéncia do treinamento
fisico e pela auséncia da acdo da aminoguanidina (ja confirmada no grupo
DB/SD-AG). Os dados aqui obtidos confirmaram os beneficios provenientes
da pratica de exercicios moderados em individuos diabéticos, com a nitida
elevacdo do acumulo de glicogénio hepatico. De acordo com Guyton,
(2011) a auséncia de insulina prejudicaria o transporte da glicose para o
interior das células, em especial, das ceélulas musculares, adiposas e
hepaticas.

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram ainda a presenca
de alteracdes nas tireoides dos ratos submetidos aos diferentes grupos de
estudo, que provavelmente também tiveram influéncia da administracéo da
aminoguanidina e do treinamento fisico.

Nos individuos do grupo controle sedentario (C/SD), a tireoide exibiu
morfologia e histologia conhecidas corroborando Junqueira e Carneiro,
(2008); Ross e Pawlina, (2008), ou seja, com a presenca de foliculos
constituidos por epitélio cubico, formado por células foliculares ou tireécitos
(produtores de coléide) abrigando o coléide (pré-hormonio) no seu interior e
células parafoliculares (produtoras de calcitonina). O coléide é formado por
uma glicoproteina homodimérica (complexo protéico com duas proteinas
idénticas), correspondente a 75% do conteudo protéico da tireoide, sendo
10% dessa massa constituida por polissacarideos. Recém sintetizada no
reticulo endoplasmatico a proteina (tirosina) € encaminhada para o Golgi
(onde sofre glicosilacdo) e € exocitada para luz do foliculo mediante
reacdes com o iodo na forma de tireoglobulina, sendo esta precursora dos
hormoénios tireoidianos (tiroxina, T4 e triiodotironina, T3). A presenca de
proteinas, na tireoide dos individuos do grupo controle sedentario C/SD, foi
demonstrada pela forte reacdo no nucleo e mediana reacdo no citoplasma
das células foliculares, devida a alta producdo de tireoglobulina e fraca
positividade observada no col6éide no interior dos foliculos, assim como
descrito por Ross e Pawlina (2008). Ainda no grupo controle C/SD, a
marcacdo de polissacarideo (outro elemento que exerce importante papel
na tiredide) apresentou-se como fina granulacdo medianamente positiva no
citoplasma das células foliculares e, no coldide com forte marcacéo devido
a este ser composto por complexos glicoprotéicos (tireoglobulina),
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corroborando dados de Carvalho e Colares-Buzato (2005), Junqueira e
Carneiro (2008), Ross e Pawlina (2008) e Aumuller (2009). Com a aplicacéo
da técnica de Baker, visualizou-se a fraca marcacao para lipidios tanto no
citoplasma das células foliculares quanto no tecido conjuntivo, e média
marcacgao no coloide armazenado pelos foliculos da tireoide dos individuos
do grupo controle sedentario C/SD, possivelmente pela sua constituicao
glicoprotéica citada acima.

Na tireoide dos individuos do grupo diabético sedentario DB/SD foram
encontradas modificaces morfofisiolégicas causadas pela diabetes tais
como: a presenca de células foliculares menores e escamosas formando o
epitélio folicular, marcacdo menos intensa das células parafoliculares e
tecido conjuntivo com menor presenca de células sanguineas vermelhas
(hemécias), sugerindo o menor metabolismo das células foliculares com
consequente menor producgdo de pré-hormdnio e de calcitonina. A tireoide €
um 6rgdo extremamente vascularizado, o que facilita o transporte de
substancias para a propria glandula e dela para os outros 6rgédos do corpo
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). Daneman et al. (2006), em estudos
com pacientes diabéticos mostraram mudancas metabdlicas, bioquimicas e
morfolégicas em diversos tecidos devido a hiperglicemia. Para a marcacéo
de proteinas a tireoide dos individuos do grupo DB/SD, apresentou
marcacdo semelhante a observada no grupo C/SD o que permitiu inferir que
o diabetes, nao influenciaria no acumulo de proteina na tireoide, dados nao
corroborados por aqueles de Bahnak e Gold (1982), que registraram
reduzida sintese de proteinas em individuos diabéticos. A tireoide dos
individuos do grupo DB/SD apresentou forte marcacdo PAS no coldide
assim como observado nas tireoides dos individuos do grupo C/SD. A
diferenca foi o acumulo maior de lipidio no col6ide dos grupos DB/SD,
DB/TR e DB/SD-AG indicando assim a influéncia do DM no metabolismo
deste elemento, corroborando dados de outros autores (NADEU et al, 1985)
que registraram que a falta de insulina alteraria o metabolismo dos
carboidratos, dos lipidios e das proteinas nos organismos portadores de
doencas deste tipo, tornando, entdo necessaria a presenca da insulina para

garantir a entrada de quantidades adequadas de glicose nas células.
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Nos individuos do grupo diabético treinado (DB/TR), as caracteristicas
gerais das células tireoidianas foram mais semelhantes aquelas
encontradas nos individuos do grupo controle sedentario (C/SD) do que
aquelas dos individuos do grupo diabético sedentario DB/SD, sugerindo que
o treinamento fisico moderado favoreceria a recuperacdo parcial das
caracteristicas celulares, tornando-as mais préoximas daquelas encontradas
nos individuos do grupo controle sedentario C/SD, o que poderia sugerir o
resgate da atividade celular tireoidiana, com consequente modificagcdo no
metabolismo do corpo, corroborando dados obtidos por Giannini et al.
(2007) que também mostraram que a pratica de exercicio fisico amenizaria
os danos causados pelo diabetes. No estroma conjuntivo da tiredide desse
mesmo grupo (DB/TR) também foi observado aumento da vascularizacéo,
sugerindo que a tireéide desses individuos poderia estar recuperando suas
atividades de sintese e de secrecdo do pré-hormdnio e da calcitonina,
substancias estas que passariam rapidamente para o interior dos vasos
sanguineos e seriam dai transportados (pelo sangue) para todo o
organismo, para agir na atividade metabdlica geral dos individuos. Este
aumento da vascularizagdo provavelmente seria consequéncia da prética
de exercicio fisico quando realizada continuamente e, atuaria tanto
prevenindo, quanto tratando as doencas cardiovasculares. Devido a isto,
esta seria uma pratica recomendada pelas diferentes associacdes de saude
do mundo, visto serem seus beneficios comprovados na prevencdo e no
tratamento da hipertensao arterial, diabetes, bem como de outras doencas
(MORRIS et al., 1980; SISCOVICK et al., 1984; HULL et al., 1994).

Nos individuos do grupo DB/TR foi observada no interior dos foliculos
positividade mediana para a marcacdo de proteinas, indicando a influéncia
do exercicio na sintese desses elementos. Esses individuos também
apresentaram fraca marcacdo PAS positiva no citoplasma das células
foliculares, bem como marcacédo diferenciada do coléide armazenado no
interior dos diversos foliculos tireoidianos. Isso poderia ser influéncia do
exercicio fisico sobre o metabolismo das células foliculares com
consequente acdo sobre a composicdo do coldide. Como nado foram
encontrados dados semelhantes na literatura sobre estes achados poder-

se-ia inferir que nos locais (onde ndo houve marcacgéo para polissacarideo)
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o colbide teria sofrido algum tipo de alteracdo na sua composi¢éo. Ainda no
coloide dos grupos DB/TR notou-se um maior acumulo de lipidio indicando
a provavel influéncia do DM no metabolismo de lipidios, o que corroborou
dados da literatura (NADEU et al, 1985) que registraram que a falta da
insulina alteraria 0o metabolismo dos carboidratos, dos lipidios e das
proteinas nos organismos, tornando, entdo necessaria a presenca da
insulina para garantir a entrada de quantidades adequadas de glicose nas
células.

Na tireoide dos individuos do grupo diabético sedentario e tratado com
aminoguanidina (DB/SD-AG) foram observadas alteragdes semelhantes
aquelas do grupo diabético sedentario (DB/SD) o que sugeriu que a
aminoguanidina ndo provocou modificacdes morfohistolégicas no tecido
tireoidiano dos individuos diabéticos, bem como néo alterou a fisiologia da
atividade tireoidiana, visto que nesses individuos ficou caracterizada a
pouca producdo de coléide e, portanto, a pouca atividade de sintese e de
secrecdo dos hormdnios tireoidianos.

No grupo DB/SD-AG observou-se positividade mediana no interior dos
foliculos tireoidianos, indicando influéncia da aminoguanidina na sintese de
proteinas. Outra alteracdo foi nas células parafoliculares, cujo citoplasma
apresentou-se mais reativo a marcagao de proteinas, indicando a maior
producdo de elementos protéicos. Para os polissacarideos o coloide
apresentou pontos com auséncia de marcacéo, indicando diferenca na sua
composicdo. Devido a auséncia de dados na literatura sobre a exposi¢do a
aminoguanidina, pode se apenas afirmar que a concentracdo aqui utilizada
(1g/L) provocou alteracdes histoquimicas nos foliculos tireoidianos.

Na tireoide dos individuos do grupo diabético treinado e tratado (DB/TR-
AG) foi observado que as células foliculares apresentaram-se similares as
do grupo diabético treinado (DB/TR), confirmando o auxilio que o exercicio
fisico moderado traz no tratamento dos efeitos causados pelo diabetes
(GOBATTO, 1993; LEME et al, 2009), além de sugerir um possivel
restabelecimento da atividade funcional da tireoide na producao de coloide
(DE ANGELIS et al, 2006). Para a marcacéo de polissacarideo as células
foliculares apresentaram fraca marcacgédo, foi notada também diferenca na

coloragdo do coldide, indicando possivel influéncia do tratamento na



88
Discussao

composigdo do pré-horménio. Com a técnica de Baker notou-se um coldide
fracamente marcado, assim com o grupo C/SD, indicando assim a influéncia
do exercicio fisico concomitante com o tratamento com a aminoguanidina
na diminuicdo dos efeitos negativos da DM, afinal muitos estudos
mostraram a forte evidéncia benéfica do exercicio fisico em pacientes
portadores de inUmeras doencas (DELBIN, 2009) e mostrando também que
um agente anti-AGE (aminoguanidina) e antioxidante previne a formacao de
ROS e peroxidagéo lipidica nas células e tecidos (GIARDINO et al., 1998;
THORNALLEY, 2003).



Gonclusio




90
Conclusao

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que:

A aminoguanidina ndo demonstrou atividade hepatotoxica nos ratos
submetidos ao tratamento DB/SD-AG e DB/TR-AG, ou seja, ndo provocou
nenhuma alteracdo morfohistoldgica e histoquimica no figado, quando utilizada
na concentracdo de 1g/L como aplicada neste estudo. Foram observadas
apenas alteragbes causadas pelo diabetes (diminuicdo no tamanho das células
hepaticas e no nimero de células de Kupffer, significando diminuicdo do
metabolismo) e pelo exercicio fisico (hipertrofia dos hepatdcitos e aumento no
namero de células de Kupffer, demonstrando o aumento do metabolismo).

A aminoguanidina ndo causa alteracdo morfohistoldgica na tireoide dos
ratos submetidos ao tratamento aparentemente, mas afeta sua composicao
guimica, provocando o aumento de acumulo de polissacarideos nos grupos
DB/SD-AG e DB/TR-AG e, concomitantemente com o exercicio fisico provoca
a diminuicdo do acumulo de lipidio no coléide no grupo DB/TR-AG.

Foi possivel notar também que a pratica regular de exercicios fisicos
moderados amenizou e reduziu os efeitos prejudiciais oriundos do diabetes
(nos grupos DB/TR e DB/TR-AG), aproximando os individuos diabéticos das
caracteristicas celulares dos individuos normais, tais como tamanho celular e
nuclear, assim como a composicdo quimica das células hepéticas e

tireoidianas nos animais aqui estudados.
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