RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese
seré disponibilizado somente a partir

de 08/12/2019.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

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

Ed Johnny da Rosa Prado

Medico Veterinario

2017



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

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

Ed Johnny da Rosa Prado

Orientador: Prof. Dr. Marco Antonio de Andrade Belo

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncia
Agrarias e Veterinaria — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de doutorado em Medicina

Veterinaria (Patologia Animal).

2017



Prado, Ed Johnny da Rosa
P896¢c Caracterizagdo do diabetes mellitus farmacolégico (aloxamico)
em tilapias do Nilo / Ed Johnny da Rosa Prado. — — Jaboticabal, 2017
XX, 74 p. :il.; 29 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinéarias, 2017

Orientador: Marco Antonio de Andrade Belo

Banca examinadora: Antonio Carlos Shimano, Antonio Sergio
Ferraudo, Francisco Jose Albuquerque de Paula, Silas Fernandes Eto

Bibliografia

1. Oreochromis niloticus. 2. Fisiopatologia. 3. Diabetes. I. Titulo.
II. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias.

CDU 619:616.379-008.4

Ficha catalografica elaborada pela Se¢do Técnica de Aquisicdo e Tratamento da Informagdo —
Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentagdo - UNESP, Campus de Jaboticabal.


http://www.fcav.unesp.br/#1523,1523
http://www.fcav.unesp.br/#1523,1523

AVAVAV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA * '
u n e s p Campus de Jaboticabal y
bpoticaval

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DATESE: CARACTERIZAGCAO DO DIABETES MELLITUS FARMACOLOGICO
(ALOXAMICO) EM TILAPIAS DO NILO

AUTOR: ED JOHNNY DA ROSA PRADO
ORIENTADOR: MARCO ANTONIO DE ANDRADE BELO

Aprovado como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Doutor em MEDICINA
VETERINARIA, area: PATOLOGIA ANIMAL pela Comissdao Examinadora:

Vs

E ALBUQUERQUE DE PAULA
ca / USP / Ribeirdo Preto/SP

MLOEgMANO

a e Reabilitagdo do Aparelho Locomotor / USP / Ribeirao Preto/SP

Pés-déﬂtora’h o RNANDES ETO
Departamento de T&cnologia / FCAV / UNESP - Jaboticabal

Jaboticabal, 08 de dezembro de 2017

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal -
Via Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, Km 05 14870000, Jaboticabal - S&o Paulo
http://www.fcav.unesp. inaria/CNPJ: 48.031.918/0012-87.




DADOS CURRICULARES DO AUTOR

ED JOHNNY DA ROSA PRADO - Natural de Moji das Cruzes — SP,
nascido em 10 de janeiro de 1986, Médico Veterinario, mestre em patologia
veterinaria e Técnico agricola. Iniciou o curso técnico agricola juntamente ao
ensino médio na instituicdo Centro Paula Souza, Espirito Santo do Pinhal - SP
0 ano 2002, tendo concluido o mesmo no ano de 2004. Em 2005, participou do
primeiro e segundo modulo em técnico agropecuario do Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais — Campus
Inconfidentes. Ingressou em 2006 no Curso de Medicina Veterinaria da
Universidade Camilo Castelo Branco - UNICASTELO, Campus Descalvado
(SP), concluindo a graduacdo no ano de 2010. No periodo de graduacédo
exerceu atividades de pesquisa junto ao Laboratério de Farmacologia e
Toxicologia Animal da UNICASTELO, obtendo por dois anos consecutivos
bolsa de pesquisa do Programa Institucional Pro-inicial (2008 e 2009), atuando
na area de fisiopatologia da reacéo inflamatéria em peixes teledsteos. Iniciou
em 2011 o mestrado pelo Departamento de Patologia Animal da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias - FCAV/Unesp, Jaboticabal-SP junto ao
Programa de pés-graduagcdo em Medicina Veterinaria, com bolsa pela
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo (Processo FAPESP-
N° 2011/16945-9), concluido 2014. Doutorando entre o periodo 2014 a 2017
pelo Departamento de Patologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias - FCAV/Unesp, Jaboticabal-SP junto ao Programa de p0s-
graduacdo em Medicina Veterinaria, com bolsa pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo (Processo FAPESP-N° 2014/09437-5).
Membro do Group of Animal Pharmacology (GAP), exercendo atividades de
pesquisa junto ao Laboratério de Farmacologia e Toxicologia Animal da
UNICASTELO.



© fiomem é a mais insana duas
espécies. %&pra um eﬁeua
invisivel e mata a natureza
visivel, sem perceber que a
natureza que ele mata 6 esse

ﬁeu& invisivel que ele adora.

(Hubert Reeves)



Minha familia

DEDICO

Ciéncia

OFERECO



AGRADECIMENTOS

- Em primeiro lugar a DEUS, por ter me dado a oportunidade da evolucéo espiritual.

- As vidas, pois sem elas este estudo n&o poderia ser realizado e espero que as
mesma tenham cumprido sua missao aqui na terra.

- Ao Prof. Dr. Marco Antonio de Andrade Belo por me acompanhar nesta caminhada
com seu espirito inovador, me orientando e incentivando a pesquisa, tendo grandes
oportunidades de participacdo em publicacbes e eventos que contribuiram ainda
mais para o0 meu crescimento profissional.

- A minha esposa Alessandra Cristina de Moraes, pela dedicacdo ao longo deste
estudo como se o mesmo fosse responsabilidade dela.

- A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP), pela
concessao de bolsa (processo FAPESP-N°2014/09437-5) de pesquisa.

- A P6s-Graduacdo em Medicina Veterinaria da Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp/FCAV-Jaboticabal/SP.

- A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, FCAV/Unesp, Campus de
Jaboticabal/SP, especialmente ao Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
e Reproducéo Animal, por permitir a realizagao deste Doutorado.

- Ao Prof. Dr. Samir Issa Samara, Prof. Dr. Luiz Augusto do Amaral, Prof. Dr.
Francisco Jose Albuquerque de Paula e Prof. Dr. Antonio Carlos Shimano, por
oferecer seus laboratérios e orientacdo para realizacdo deste projeto de pesquisa.

- Aos colegas Silas Fernandes Eto e Dayanne Carla Fernandes, os quais foram uma
fonte constante de auxilios.

- A Carolina Zucchermaglio, por contribuir em meu estudo e espero que tenha
cumprido sua missao aqui na terra.

- A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

- E a todos que direta ou indiretamente colaboraram para a realizacdo deste
trabalho.



VIl

SUMARIO

Péagina
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS........ceieeeeeeeeeeeeeeeee e X
S 1 11V [ U Xl
AB STRA CT .ttt ettt e e e ettt e e e e e e et e e e e e n et e ae e e e annrree e e e e annnnrreees Xl
LISTA DE ABREVIATURAS . ... oottt Xl
LISTA DE SIMBOLOS......co ittt ettt siee e e e e s e e e e s nnaessaeeae s XV
LISTA DE TABEL AS. ..ot e e XVI
LISTA DE FIGURAS. ...ttt e et e e e e et e e e e s s e e s ee e s XVII
1. INTRODUGAO. ..ottt ettt et es e eae e, 01
2. REVISAO DE LITERATURA . ... .ottt en sttt n e 02
2.1 Efeito de diabetes mellitusS N0 OrganiSMO..........uueviiiiiiiiiiiiiiiie s 02
2.2 Reacdo inflamatoria aguUda............coeeviiiiiiiiiiiieee e e 05
3. MATERIAL E METODOS......coctiiiaiiieiieieieesieie et sn e ssseenns 08
3.1 Animais utilizados e acondicioNamento.........cccccveeeeeeieeiiieiiiccceeee 08
3.1.1 Estudo do efeito diab@tiCo CronNiCO......ccoeviiiiiiiiiieiiie e 08
3.1.2 Estudo do efeito diabético sobre a resposta inflamacao aguda.......... 08
3.2 Manuseio d0S PEIXES PAra EXAIMES.......uuiiiiiiiiiiiiaaaaeaaaaaeaaaaaaeeeeeeneereeees 09
3.3 Inducdo diabética por aloXan0..........ccoeiiiiiiiiiiie e 09
3.4 Tratamento COM INSUIING.........coooiiiiiiii e 10
3.5 Exame hematoldgico € DioqUIMICO..........oveveveeeeeeeeeeeeeeee e 10
3.6 Necropsia, coleta de materiais € PresServagao ......cccccceeeeeeeeeeniiiiiiieecinnnns 11
3.7 Determinacédo da densidade mineral 0SSea.........ccccuvvvviviviiiiiiiiiiieieeeeeeenn. 12
3.8 Determinacdo da fragilidade 6ssea por biomecanica..........ccccceeeeeeeeeenn.. 13
3.9 Eletroforese das proteinas do soro (SDS-PAGE) ..........ccvvvvviiiieieieeeeeennn. 14
3.10 Digestédo de proteina em gel e identificagcdo por espectrometria de
02T T- T TP 16
3.11Andlise da atividade de [iISO0ZIMa SEriCa.........ccceeeeerireiiiiiiiiiiiiie e e 17
3.12 Imunohistoquimica, anélise de TNF-a, IGF-1 e insulina...........ccccc......... 18
00 I B S = 1 1] 1 o> 20

4. RESULTADOS. ...t e 21



4.1 Estudo do efeito diab@tiCO CrONICA........cceevviiiiiiiiciiiieee e 21
4.1.1 Efeito da aloxana no tecido PanCreatiCo........ccccouvuvveiiieeiiiiiieeeee e 21
4.1.2 Efeito diabético no ganho de peso em tilapias do Nilo......................... 23
4.1.3 Efeito diabético na avaliagdo de lipideos N0 SOro........cccceeeviiiiieeeeeennne 24
4.1.4 Efeito diabético na deposicao lipidiCa..........uuvuuviieiiiiiiiiiieiieeeeeeeeceeiiiias 25
4.1.5 Efeito diabético na avaliagdo da fragilidade 0ssea..........cccoecuvvieeeeeennnns 26
4.1.6 Efeito diabético na avaliacdo metabdlica 0ssea..........cccevvvvveeevviivnnennnn. 28
4.1.7 Efeito diabético na avaliagdo gastricaerenal..........cccocovviiiiiiiiiininnnnen. 29
4.1.8 Efeito diabético N0 eritrograma............ccoovviviiiiiiiiiiiiic i, 30
4.1.9 Efeito diabético N0 |eUCOGrama........coooiiiiiiiiiieiiiiiieee e 32
4.1.10 Efeito diabético no trombograma........cccceeeeeeeeieiiiiiiiicce e 34
4.1.11 Efeito diabético na atividade de 1isS0zima N0 SOr0........cceevvevvveveeeeeeennn. 35
4.1.12 Avaliacdes histopatolOgiCas........uucvviiieeiiiieeeeeeieeeeeeeee e 35
4.1.12.1 Avaliagdo tegumentar € musCuUla............euvviiiiiiiiiis 35
4.1.12.2 Avaliacao cardioVasCUlar..........ccoovviiiiiiiiiicicceie e 36
4.1.12.3 AvaliaGao hePALICA......uuueieeiiiiiiiiie e 38
4.1.12.4 Avaliacao renal...........ooooiiiiiiiiiiiie e 38
4.1.12.5 Avaliagdo gastrointestinal...........cceevviiiiiiii e 40
4.2 Estudo do efeito diabético na reacao inflamacado aguda.......................... 41
4.2.1 Producéo de IGF-1 no foco inflamatOrio...........cccccovvviiiiiiiiiiiieeee 41
4.2.2 Producao de TNF-alfa no foco inflamatorio..........cccccceeeeeiiieiiiiiniiiin, 42
4.2.3 Atividade de [iSOZIMa SEriCaA.........ccoeecuiiiiiiiiiieeeee e e 43
5. DISCUSSAOD. ..ottt ettt s ettt ee et ee et eeene s 44
5.1 Perfil clinico em tildpias do Nilo aloxana-diabéticos..........cccccvvvevreennnnn... 44
5.2 Reacdo inflamatoria em tildpias do Nilo aloxana-diabéticos................... 53
B. CONCLUSAOD. ..ottt 55
7. REFERENCIAS ....ooooeieeiee ettt ettt e et st s e e ean e 56

o =t =1 | ] [ =S RRRR 74



Campus de Jaboticabal

s&v UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u n es p «JULIO DE MESQUITA FILHO” -
aboric

abal

CEUA — COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 11493/14 do trabalho de pesquisa intitulado
“Estudo da fisiopatologia da reacdo inflamatéria aguda durante aerocistite
infecciosa por Aeromonas hydrophila em tilapias do Nilo, Oreochromis
niloticus, aloxano-diabéticas”, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Marco Antonio
de Andrade Belo esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal
adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA)
e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), em
reunido ordinaria de 07 de julho de 2014.

Jaboticabal, 07 de julho de 2014.

Do

Prof.? Dr.2 Papla Castro Moraes
Coordenadora — CEUA

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n CEP 14884-900 - Jaboticabal - SP - Brasil
Tel. 16 3209 2600 - fax 16 3202 4275 www.fcav.unesp.br



Xl

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

envolvendo o diabetes mellitus.



6. CONCLUSAO

Tildpias do Nilo desenvolvem o diabetes mellitus por inducdo farmacoldgica
(aloxamico), apresentando baixo ou inexisténcia de células beta, acimulo soméatico
de tecido adiposo, degeneracdo muscular, dislipidemia, anormalidades cardiacas,
esteatose hepética, doencas gastrointestinais, fragilidade &ssea, anemia,
leucopenia, trombocitose, além de alteragdes da resposta imunolégica bem como

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

pois sdo alteracdes fisiopatologicas do diabetes em seres humanos.
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