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EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE CAMU-CAMU (MYRCIARIA DUBIA) NA
DIETA DE PACUS (PIARACTUS MESOPOTAMICUS) ALOXANO-DIABETICOS
SOBRE A RETINA

RESUMO - As retinopatias diabéticas despontam como causa importante de cegueira
em humanos, notadamente em paises ndo desenvolvidos e sdo caracterizadas pela
presenca de lesdes microvasculares e degeneracdo. Os antioxidantes representam
alternativa terapéutica a essa condicdo, por diminuirem o risco de perda da viséo e o
desenvolvimento de retinopatias. O camu-camu (Myrciaria dubia) € um fruto da selva
Amazonica, pertencente a familia da Myrtaceae e contém grandes concentracdes de
vitamina C. O escopo deste trabalho foi 0 de estudar os efeitos de uma dieta
enriquecida pelo camu-camu na retina de peixes aloxano-diabético. O estudo foi
composto por peixes pacus (Piaractus mesopotamicus) de 213,87gramas, machos e
fémeas, distribuidos em 6 grupos (n=40):Trés grupos nao diabéticos (NDO, ND500 e
ND1000) e trés grupos diabéticos (DO, D500 e D1000). Foram administradas
concentracdes de camu-camu de 500 e de 1000mg nos dois grupos respectivamente.
Avaliou-se seu efeito sobre a retina possiveis alteracfes e nivel de RDNP (retinopatia
diabética ndo proliferativa) mediante eletrorretinografia e retinografia, morfologia,
histopatologia, imuno-histoquimica e apoptoses. Todos o0s pacientes induzidos a
diabetes apresentaram lesGes severas de RDNP. Aumento de escore a RDNP foi
observado entre o grupo relativamente ao grupo ND com escore (0). Foram
observadas diferencas significativas do escore de risco nos grupos D1000 versus os
grupos controles com escore 2.83 e 0 respectivamente. Apresentando uma tendéncia
menor as severidades de RDNP nos pacientes de D500. Relativamente a
eletrorretinografia, o tempo implicto da onda b para os bastonetes foi
significativamente mais baixo no grupo D500 quando comparados os grupos NDO e
ND500. A morfometria revelou que o grupo DO teve diminuicdo significativa da
espessura da retina total e posterior assim como da camada dos fotorreceptores ao
ser comparado com o grupo NDO. O grupo DO diminuiu significativamente a camada
do epitélio pigmentario e dos fotorreceptores ao ser comparado com o ND500.
Ademais, o grupo D1000 apresentou maior espessura do que os grupos DO e o D500.
Uma tendencia de maior marcacao no escore final para o indice apoptético, caspase-
3 e caspase-9 no grupo DO e menor marcacdo em D500 e D1000. Os achados
sugerem que 0 camu-camu mostrou acdo neuroprotetora beneficiando no tecido
retinal do pacu.

Palavras-chave: antioxidante, diabetes, neuroprotetor, pacu, retina



EFFECTS OF CAMU-CAMU (MYRCIARIA DUBIA) SUPPLEMENTATION ON
THE DIET OF PACUS (PIARACTUS MESOPOTAMICUS) ALOXAN-DIABETICS
ON THE RETINA

ABSTRACT - Diabetic retinopathies are a major cause of blindness in humans,
especially in undeveloped countries, and are characterized by the presence of
microvascular lesions and degeneration. Antioxidants represent a therapeutic
alternative to this condition by reducing the risk of vision loss and development of
retinopathies. Camu-camu (Myrciaria dubia) is a fruit of the Amazon jungle, which
belongs to the Myrtaceae family and contains high concentrations of vitamin C. The
scope of this work was to study the effects of a diet enriched by camu-camu on the
retina of aloxane-diabetic fish. The study was composed of male and female pacus
fish (Piaractus mesopotamicus) of 213.87grams, distributed in 6 groups (n=40): Three
non-diabetic groups (NDO, ND500 and ND1000) and three diabetic groups (DO, D500
and D1000). 500 and 1000mg concentrations of Camu-camu were administered to the
two groups, respectively. Their effect on the retina regarding possible alterations and
level of RDNP (non-proliferative diabetic retinopathy) was evaluated by means of
electro-retinography and retinography, morphology, histopathology,
immunohistochemistry and apoptosis. All diabetes-induced patients had severe
lesions of RDNP. Increased RDNP score was observed in all D groups compared to
ND group with score (0). Significant differences in risk score were observed in groups
D1000 versus control groups with score 2.83 and 0, respectively. RNDP severity
presented a lower tendency in D500 patients. Regarding electro-retinography, the
implicit b wave time for rods was significantly lower in group D500 when compared to
groups NDO and ND500. Morphometry revealed that group DO had a significant
decrease in the thickness of total and posterior retina as well as the photoreceptor
layer when compared to group NDO. Group DO significantly decreased the pigment
epithelium and photoreceptor layer when compared to the ND500. In addition, Group
D1000 was thicker than Groups DO and D500. There was a tendency of higher marking
for apoptotic index, caspase-3 and caspase-9 in group DO and lower marking in D500
and D1000. The findings suggest that the camu-camu showed neuroprotective action
benefiting the retinal tissue of pacu.

Keywords: antioxidant, diabetes, neuroprotective, pacu, retina
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) € uma doenca multifatorial de importante repercussao,
principalmente em paises em desenvolvimento. Entre as complica¢cdes mais comuns
na saude ocular, a cegueira manifesta-se frequentemente por causa da degeneracao
na retina adjunto as lesdes micro e macro vasculares. A hiperglicemia altera o
metabolismo da matriz extracelular das células de uma variedade de tecidos, incluindo
os oculares. O DM favorece o estresse oxidativo e a glicosilagdo de macromoléculas
da membrana basal de diversas células.

Os antioxidantes tém sido utilizados como terapia de apoio para diversas
enfermidades tanto em humanos quanto em animais. Esses farmacos podem modular
os radicais livres do estresse oxidativo, produtos das células condicionadas sob
hiperglicemia permanente, que danifica as células retinais. O camu-camu (Myrciaria
dubia) é um nutracéutico reconhecido por sua exacerbada concentracédo de vitamina
C, apresentando, portanto, propriedades antioxidantes, que favorecem o sistema
imune e atua sobre rotas metabdlicas do diabetes. Ainda néo fora avaliado o seu efeito
neuroprotetor adjunto as avaliagBes clinicas de rotina e analises histopatolégicas.
Contudo, considera-se que seu uso possa compor o arsenal terapéutico do protocolo
de tratamento do diabetes, principalmente nos primeiros estadios da doenca, devido
as caracteristicas citadas e facilidade de administracéo, por ser acessivel e de baixo
custo.

O presente estudo tem como objetivo, avaliar os efeitos do camu-camu
(Myrciaria dubia) sobre a retina com possiveis altera¢gdes e nivel de RDNP (retinopatia
diabética ndo proliferativa) mediante eletrorretinografia e retinografia, morfologia,

histopatologia, imuno-histoquimica e apoptoses de pacus aloxana-diabéticos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Diabetes mellitus (DM)

O DM é um grupo de transtornos metabdlicos caraterizado pela hiperglicemia
como resultado de uma disfuncéo na homeostase da glicose (Kalra e Gupta, 2015). A
prevaléncia do DM (tipo | e tipo 1) no mundo, reportada pelo International Diabetes
Federation (IDF), é de 473 milhdes de pessoas (entre 20 e 79 anos), e para 2045
estima-se que chegue a 700 milhdes de pessoas (IDF, 2019). Os sinais clinicos mais
comuns sao polidria, polidipsia e polifagia. Enquanto acontece a ativacdo de
mecanismos exacerbados de glicogendlise e gliconeogénese com a utilizacdo de
aminoacidos, e a pouca utilizacdo de glicose celular, assim, o resultado sera a
presenca da hiperglicemia (Bolton et al., 2016), a qual, se permanente, conduz a
sérias complicacdes em humanos e animais (Niaz et al., 2018), causando doencas
cardiovasculares, desordens renais e cegueira (WHO, 2016). O DM tipo | é uma
condicado autoimune e é definida pela destruicdo de células B pancreaticas; o DM tipo
Il é associado a obesidade, falta de atividade fisica, alimentacdo nao saudavel ou
parcial resisténcia da acdo da insulina, desencadeando em ambos os casos um déficit
de insulina (Cerf, 2013; IDF, 2019).

2.2. Modelos para estudos sobre DM

O desenvolvimento da DM em pequenos animais e de animais de laboratério
similar em comparag&o aos humanos, o que tem motivado o seu uso para estudos e
assim ampliar o conhecimento dos mecanismos da fisiopatologia, bem como
encontrar novos alvos para testes farmacogenéticos a serem aplicados na terapéutica
humana (Metz et al., 2016; Heckler e Kroll, 2017).

Tradicionalmente, a maioria das pesquisas tem sido desenvolvida com 0 uso
de ratos ou camundongos. Considerando a manutencdo e complexidade para
trabalhar com essa espécie, a demanda de outros modelos de vertebrados tem sido

considerada para doengas com repercussao ocular (Chhetri et al., 2014).
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Comparativamente com os ratos, o Zebrafish (Danio rerio) é geneticamente
manipulavel, vantagem desejada para pesquisas metabdlicas (Carnovali et al., 2016).
O Zebrafish torna-se modelo reconhecido por suas semelhantes carateristicas
anatdmicas, morfolégicas, genéticas e de fungcdo com o olho humano (Bibliowicz et
al., 2011; Chhetri et al., 2014; Wan e Goldman, 2016). Entre outras vantagens,
caracterizam-se por possuir visdo diurna em cores com precisdo visual menor em
comparacao com os humanos (Link e Collery, 2015). Além disso, eles refletem melhor
as doencas oculares como: catarata, glaucoma, retinopatia diabética e degeneracgéo
macular relacionada a idade, quando comparados a outros modelos de pesquisa,
como sao os roedores (Chhetri et al., 2014). Portanto, considera-se o Zebrafish como
modelo atrativo e emergente para a analises do sistema visual dos vertebrados
(Avanesov e Malicki, 2010).

Protocolos estabelecidos para modificar os niveis de glicose foram estudados
previamente nessa espécie. Destaca-se que as rotas metabdlicas para desenvolver
diabetes e formacéo de metabdlitos sdo similares ao humano (Heckler e Kroll, 2017).
Experimentalmente, a inducéo do diabetes tem sido proposta em diferentes fases do
ciclo de vida do Zebrafish, com um protocolo de imersdo em solucdo com niveis
elevados de glicose durante 28 dias (Gleeson et al., 2007; Alvarez et al., 2010; Jérgens
et al., 2015; Carnovali et al., 2016; Connaughton et al., 2016), a manipulacdo genética
em fenotipos morfantes pdx1 produzindo diabetes transitéria (Jorgens et al., 2015) e
a administracdo de agentes quimicos que destroem as células beta pancreaticas
desenvolveram DM tipo | (Intine et al., 2013), com agentes diabetogénicos, como a
estreptozotocina e a aloxana (2,4,5, tetraoxipirimidina; 5,6-dioxiuracil) (Szkudelski,
2001; Lenzen, 2008, Cueva-Quiroz 2017).

Em 2010, Olsen et al. induziram diabetes com estreptozotocina em ¢ adultos,
produzindo morte de células pancreaticas. Por outro lado, estudos anteriores usaram
aloxana para um modelo em Catfish (Murrell e Nace, 1959), reportando mudancas
nas ceélulas beta pancreaticas. A aloxana apresenta citotoxicidade especifica nas
células beta pancreéticas, produzindo incremento rapido da secrecao de insulina,
simultaneo a entrada de ions calcio no citosol, o0 que suscita danos vasculares das

ilhotas pancreaticas e morte celular. Animais aloxano diabéticos desenvolvem
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sintomas similares aos apresentados por seres humanos com DM tipo | (Lenzen,
2008).

O uso do Zebrafish para estudos de retinopatia diabética (RD) e complicacdes
microvasculares é sustentada pela similar fisiologia e patologia vascular com os
mamiferos (Alvarez et al., 2007; Heckler e Kroll, 2017). Véarios sdo os modelos
propostos que ja foram desenvolvidos para melhor compreensdo da degeneracgao
retinal em diversas condicdes. Destaca-se que o Zebrafish desenvolve hiperglicemia
apos um dia da indugcdo e, na quarta semana, manifesta diminuicdo de 55% na
camada plexiforme interna (CPI) (Gleeson et al., 2007). Posteriormente, novos
modelos de RD no Zebrafish afirmaram ndo ocorrer vascularizacéo do plexo nervoso
da camada plexiforme interna (CPI) quando comparados com humanos (Lai e Lo,
2013), no entanto, outras pesquisas reportaram um sistema vascular hialoide da
artéria Optica e veia Optica e um sistema vascular superficial da vasculatura ocular
superficial e o plexus venoso coroidal no Zebrafish (Hashiura et al., 2017). A
degeneracgéo de cones estabeleceu-se com altera¢des precedentes de espessamento
de vasos retinais, membrana basal e descontinuidade da barreira hemato-retiniana
em individuos da mesma espécie induzidos experimentalmente o diabetes (Alvarez et
al., 2010).

Apesar das vantagens do uso do Zebrafish, como modelo de experimentacéo,
seu porte pequeno inviabiliza a obtencdo de sangue em estudos que requeiram fazer
um seguimento do mesmo animal e uma avaliagdo oftalmoldgica in vivo (Chhetri et
al., 2014).

Atualmente, ndo ha um anico modelo animal que mimetize todas as alteracdes
que acontecem nos humanos, desde os estagios iniciais até os estagios cronicos,
sendo a angiogénese ainda controversa em alguns modelos animais (Lai e Lo, 2013).

O pacu (Piaractus mesopotamicus) € um peixe teleésteo da familia Characidae.
Ele apresenta porte médio e ampla distribuicdo na América do Sul (Bennett e Thorpe,
2008). Ele é cultivado principalmente no Brasil, Paraguai, Bolivia e Argentina (IBGE,
2016). No Brasil, € uma das espécies mais difundidas na aquicultura (Jegu 2003).
Destaca-se seu crescimento rapido, alto rendimento de carcaca, rusticidade, facil
manejo, adaptacdo a alimentacao artificial e boa aceitagdo para o consumo (Jomori

et al., 2005). Quando atinge a maturidade, seu comprimento € de 40.5 cm. Sua dieta
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natural € baseada em grandes quantidades de carboidratos e frutas 50% (Garcia et
al., 2007; Honorato et al., 2013), similarmente a dieta humana. Essa espécie pode
contribuir para o estudo de DM relacionada as alteracdes oftalmicas e pode ser nova

alternativa de modelo experimental em pesquisas futuras.

2.3. Aretina

A retina é um tecido sensivel a luz e responsavel pela visao (Slatter, 2009). Ela
e 0 nervo optico sdo estruturas derivadas do encéfalo frontal, e tém caracteristicas
anatomo-fisiologicas semelhantes ao cérebro (Slatter, 2009). A retina liga-se ao cortex
visual pelo nervo Optico, através do quiasma Optico, as fibras épticas e o corpo
geniculado lateral. Tem como func¢&o captar o estimulo luminoso e o transformé-lo em
estimulo elétrico para ser transmitido ao cértex visual, onde ocorre a fototransducao
(Slatter, 2009).

A retina € composta pelo epitélio pigmentar e a neuroretina, ou retina sensorial
(Jones et al. 2000). Relativamente a retina dos peixes, assim como nos mamiferos, é
composta por diferentes camadas, sendo variavel entre as espécies (Salméo (Salmo
salar), Cardinal (P. axelrodi), Zebrafish (Danio reiro), entre outros) (Tovar et al., 2009;
Pellon et al., 2015). O epitélio pigmentar tem o papel de controlar a quantidade de luz
que ingressa (Herrera, 2008).

Enumeram-se do meio externo para o interno, as camadas que conformam a
neuroretina: fotorreceptores (cones e bastonetes), membrana limitante externa,
camada nuclear externa (que contém o0s nudcleos dos fotorreceptores), camada
plexiforme externa, camada nuclear interna, camada plexiforme interna, células
ganglionares, camada de fibras nervosas e a membrana limitante interna (Ferguson,
2006; Herrera, 2008).

A camada dos fotorreceptores, denominada lamina dos cones e bastonetes,
gue contém seus segmentos externos e internos, € a membrana limitante externa.
Diferentes tipos de cones estdo presentes em algumas espécies de peixes, simples,
binucleados ou trinucleados, carateristicos dos teledsteos (Ferguson, 2006). A
membrana limitante € uma fina membrana dos fotorreceptores que separa a lamina
nuclear dos seus segmentos internos. A camada nuclear externa apresenta 0s

ndcleos dos fotorreceptores, que sdo conectados com 0s seus segmentos internos. A
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camada plexiforme externa se compde das sinapses dos axbnios fotorreceptores e
dos processos celulares de Miller. A camada nuclear interna é estruturalmente
complexa composta pelos corpos celulares das células de Miiller, assim como das
células amacrinas, horizontais e bipolares (Ferguson, 2006).

A camada plexiforme interna é composta pelas sinapses de células amacrinas
e bipolares e células ganglionares (Ferguson, 2006; Tovar et al., 2009). A camada
ganglionar é conformada por células ganglionares e da neuroglia. A camada de fibras
nervosas composta pelos axénios das células ganglionares e terminais das células de
Miiller (Ferguson, 2006). A membrana limitante interna € formada pelas terminacdes
fusionadas das células de Miller e elementos vitreos. (Herrera, 2008) O tapetum
lucidum, encontra-se atras dos fotorreceptores e sua posicdo (na coroide ou
relacionados ao epitélio pigmentar), e carateristicas variam entre as diferentes

espécies de peixes (Ferguson, 2006).
2.4. Neuroregeneracao e estresse oxidativo no DM

A neuroregeneracado refere-se ao recrescimento e elongacdo dos axénios
nervosos oOpticos alterados, correspondentes as células ganglionares, com corpos
celulares saudaveis e a sua reconexao ao alvo neural (Brooks et al.,1999). Os peixes
tém a particularidade de desenvolver regeneracdo espontanea do seu sistema
nervoso central, que é mediada por fatores presentes nos macréfagos e astrécitos,
ativados em seu nervo Optico (Sivron et al., 1991; Cameron e Easter, 1995; Genberling
et al., 2013). Outros sugerem que a regeneracdo é predominantemente por ablacéo
neuronal (Fraser et al., 2013). Pesquisas consideram que a natureza das células
gliares de Miller é ser multipotente, o que as condiciona como responsaveis pela
regeneracao da maioria dos tipos celulares (Bernardos et al., 2007; Wan e Goldman,
2016). Estudos preévios ja foram conduzidos no Zebrafish com dano agudo em cones
e bastonetes com evidéncias da sua regeneragdo, assim como de outros tipos
celulares (Cameron e Easter, 1995; Morris et al., 2008). Sdo cada vez maiores as
evidéncias que os pacientes diabéticos sdo propensos a sofrer doencas cerebelares.
Nesse contexto, o Zebrafish tem se destacado como modelo para pesquisas em
neurogenése de injuria induzida por apresentar carateristicas nas células gliares que

sdo comparadas com as células maes (Dorseman et al.; 2017).
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O estresse oxidativo define-se como um desequilibrio entre a producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que sdo oriundos do préprio mecanismo de
defesa, antioxidante do corpo adjunto a uma reducao da acéo dos antioxidantes (De
Araujo et al., 2016). O papel dos ROS é regular as func¢des celulares. Seu equilibrio
homeostatico € mediado por um mecanismo de defesa enddgeno contra 0s
antioxidantes, sendo essas categorias de defesa envolvidas por proteinas
antioxidantes como: antioxidantes em pequenas moléculas e antioxidantes
enzimaticos (Halliwell, 1999; Opara, 2006). Mecanismos moleculares especificos dos
antioxidantes sdo ativados para equilibrar os efeitos prejudiciais do estresse oxidativo.
Os antioxidantes sdo substancias que tém a capacidade de retardar ou prevenir a
oxidag&o de proteinas, acidos nucléicos, lipideos ou hidratos de carbono. Durante o
processo de depuracdo sdo produzidas substancias mais estaveis ao entrar em
contato com um radical (Hermans et al., 2007). Ressaltam-se seu papel protetor sobre
as células expostas aos prejuizos do estresse oxidativo em condicbes de

hiperglicemia (West, 2000; Martinez-Gonzalez et al., 2015).

2.5. Diabetes mellitus, retinopatia e neuroprotecao

by

Os fatores relacionados a acdo dos xenobidticos, derivados da poluicdo
ambiental, incremento da intensidade da radiacéo ultravioleta, alimentacéo a base de
gorduras e hidratos de carbono associados a inatividade fisica e aumento de doencas
degenerativas como o diabetes mellitus, constituem fatores de risco para a
apresentacao de retinopatias (Willcox et al., 2004; Karihtala e Soini, 2007; Mcmichael,
2007). Tais fatores possuem a capacidade de gerar substancias oxidantes e de atingir
tecidos oculares (Campochiaro et al., 2015). A hiperglicemia resultante do DM induz
severos danos na retina (Carnovali et al., 2016; Gleeson et al., 2007). Sua natureza,
por ser um tecido altamente oxidativo e com uma demanda alta de oxigénio e produtos
ROS, os quais sao incrementados em condicbes de diabetes (Chen et al.,2009;
Pearsall et al., 2019) tornam esse microambiente prejudicial.

A retinopatia diabética (RD) é uma das complicagBes mais comuns no diabetes
que evolui para a cegueira (Hernandez et al., 2016). Clinicamente € dividida em
retinopatia diabética ndo proliferativa (RDNP) e retinopatia diabética proliferativa

(RDP) (Alvarez et al., 2010). A primeira manifesta-se nos estadios iniciais e
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caracteriza-se pela presenca em diferentes graus de alteracbes vasculares
(microaneurismas, hemorragias, manchas de algodéo, IRMAS (diminuicéo do calibre
vascular e tortuosidade de vasos), vénulas em formato de rosario) e a segunda pela
neovascularizagéo associada a alguns dos eventos anteriores (Gibelalde et al., 2010;
Berco et al., 2015). Essencialmente, a RD caracteriza-se pela neurodegeneracdo da
retina, complicacdes vasculares nos capilares retinais, a perda dos pericitos e 0
engrossamento das membranas basais (Simo et al., 2006; Hernandez et al., 2016;
Sohn et al., 2016). A presenca do estresse oxidativo que em estadios iniciais exacerba
a disfuncao endotelial e os mecanismos metabdlicos que envolvem o dano celular
(Suganya et al., 2016). Estudos prévios mostraram que a heurodegeneracao da retina
precede e contribui para as disfuncées microvasculares, assim como a
neovascularizacao (Barber et al., 1998; Stem e Gardner, 2013; Sohn et al., 2016).

Ha diversos eventos que sugerem as causas da neurodegeneracdo no
diabetes: a) glicosilacdo de produtos avancados (AGES); b) excitotoxicidade do
glutamato, c) vias intracelulares d) estresse oxidativo, e) desregulacdo do sistema
renina-angiotensina (RAS), f) neuroinflamacao, g) estresse do reticulo endoplasmatico
(ER) e h) desregulacéo dos neuroprotetores enddgenos (Hernandez et al., 2016).

Na procura por terapias baseadas na neuroprotecdo para o0 controle da
degeneracéo retinal, antes que aparecam lesdes vasculares (Hernandez et al., 2016)
novos estudos vém sendo conduzidos. Entre os farmacos estudados, os
nutracéuticos, como os antioxidantes, a luteina e as xantinas, mostraram ter acao
sobre a macula em seres humanos com estresse oxidativo. Elas agem sobre a
reducdo dos ROS, portanto, podem reverter algumas alteracbes acidentais ou

patologicas na retina (Arunkumar et al., 2020).
2.6. Camu-camu (Myrciaria dubia) e diabetes

Instaurar precocemente um tratamento com novos farmacos que oferecam
protecdo retinal em pacientes diabéticos € fundamental na primeira etapa da
retinopatia, antes que esta venha a se tornar um evento cronico (Chhablani et al.,
2015). A terapéutica disponivel abarca substéncias endogenas, carotenoides,
flavonoides, entre outros (Hernandez et al., 2016).
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Dentre as substancias endégenas mais estudadas, estédo a insulina, o fator de
crescimento insulinico (IGF-1), o fator de crescimento endotelial vascular (VEFG) o
fator derivado do epitélio pigmentar (PEDF), o peptideo ativador da adenilato ciclase
na pituitaria (PACAP), e o peptideo tipo glucagon (GLP-1) (Reiter et al., 2003;
Hernandez et al., 2016). Substancias como os flavonoides (Majumdar S e Srirangam
R 2016), quercetina (Kumar et al., 2014), carcumina, (Gupta et al., 2011), carotenoides
como luteina e zantinas (Kowluru et al., 2014) e antioxidantes como o resveratrol
(Ghadiri Soufi et al., 2015) tem sido testado como neuroprotetores.

As terapias atuais nos pacientes diabéticos sdo focadas principalmente em
regular a glicemia, e ndo tem efeito algum sobre as alteracdes produzidas na retina.
Além disso, sdo necessarios testes padronizados para constatar o potencial dos
antioxidantes, com o intuito de tratar o estresse oxidativo que ndo pode ser
clinicamente observavel (Mcmichael, 2007). Pesquisas tém sido realizadas, relativas
a aplicacdo de novos farmacos a base de antioxidantes inovadores e naturais,
extraidos de frutos, os quais sédo opc¢édo acessivel e de baixo custo (Wang et al. 2016;
Zeng et al.2016).

O camu-camu (Myrciaria dubia) € um fruto da Amazénia, pertencente a familia
Myrtaceae (Yuyama et al. 2002) e caracteriza-se por conter alta concentracdo de
vitamina C (>2,0 g/100 g de polpa) (Castro et al., 2013; Nascimento et al., 2013), além
de flavonoides e antocianinas (De Souza et al., 2014; Neves et al., 2015; Anhé et al.,
2019). Ele atua contra radicais livres, contra efeitos produzidos pela radiacéao
ultravioleta e contra patégenos (Wang et al.,, 2011). De Souza et al.,, (2014),
demostraram sua atividade antioxidante no plasma em ratos diabéticos,
suplementados oralmente com esse fruto encontrando uma reducéao de triglicerideos,
colesterol e peroxidagcdo de lipideos e prevenir a obesidade. A substancia também
demostrou ter uma acéo anti-hipertensiva em humanos jovens (Miyashita et al., 2017).

Observou-se, ainda, com a suplementacdo de camu-camu na dieta de tilapias-
do-Nilo (Yunis-Aguinaga et al., 2016), efeitos sobre a resposta imune, e que a
substancia contém inibidores de aldose redutase, cuja atividade é importante na

patogénese do diabetes (Ueda et al., 2004).
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Resumo

Objetivo: O objetivo desta pesquisa foi o de caracterizar a retina do pacu (Piaractus

mesopotamicus) mediante o uso de retindgrafo, macroscopia e histomorfometria

Procedimento: Quinze peixes pacus foram utilizados para a avaliacdo das
carateristicas especificas da retina.

Resultados: O fundo do olho é predominantemente tapetal observando-se também
uma regido ndo tapetal. A retina € de padrdo holangiético com vasos epiretinais
dicotomizados e ramificados a partir de um vaso maior acompanhando ao processo
falciforme e a periférica de dois nervos Opticos. A espécie apresenta oito camadas da
retina com um importante epitélio pigmentado em toda a sua extensdo, sendo

predominantes nos fotorreceptores os cones.

Conclusado: O pacu apresenta retina holangiotica com presenca de dois nervos
opticos e um epitélio pigmentado com maior nimero de cones apresentando
carateristicas similares a outros teledsteos tornando-se importante modelo para

estudos de neurogénese retinal e farmacos com acgdo neuroprotetora.

Palavras-chave: fotorreceptores, fundo ocular, nervo 6ptico, olho, teledsteo.
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1. INTRODUCAO

O pacu (Piaractus mesopotamicus) € uma espécie de porte médio, propria da
América do Sul [1], teledsteo que pertence a familia Characidae. E essencialmente de
adgua doce, de habito alimentar onivoro, [2] que Ihe permite lidar em condi¢des de
restricbes. Ha mais de uma década é considerado como uma das espécies de maior
relevancia na aquicultura do Brasil [3]. E um importante modelo para o estudo da
imunologia, medicina regenerativa, ontogenia e fisiologia de peixes [4].

A retina € uma estrutura bem conservada nos vertebrados que compartilham
carateristicas fisiologicas e anatdmicas similares [5]. A estrutura da retina nos
teledsteos, comparativamente aos mamiferos, apresenta interessante variabilidade
entre familia ou género dos seus fotorreceptores especializados, (bastonetes, cones
simples, duplos, triplos ou de padrdo hexagonal), [6] que € influenciada pelo tipo de
habitat e requerimentos de viséo [7]. No pacu, ha estudos de ontogenia e morfologia
do sistema sensorial [8], 0 qual apresenta desenvolvimento rapido, comparativamente
a outros sistemas. Durante o estado larvario, o desenvolvimento das estruturas
internas dos olhos, especificamente a retina, € completado 10 dias apés a ecloséo [9].
No entanto, na literatura ndo existe informacéo das suas carateristicas macroscoépicas
e detalhes histologicos da retina nessa espécie.

O objetivo deste trabalho foi descrever as carateristicas do fundo ocular, a

morfometria e aspectos histoldgicos da retina do pacu.

2. MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi autorizada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA
- proc. N° 018718/17) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) - da
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Campus de Jaboticabal-SP. Os preceitos
éticos e as diretrizes da “Association for Research in Vision and Ophthalmology -
ARVO (National Institutes of Health Publications No 85-23: Revised 1985)” para
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utilizacdo de olhos de animais e ensino ou em pesquisa, foram obedecidos. Foram
utilizados 12 peixes pacu com peso medio de 213,87 + 8,26 g de 21,19 + 0,26 cm. Os
espécimes foram adquiridos junto ao criadouro comercial e mantidos sob condi¢cfes
padronizadas com alternancia de claro/escuro (14/10 horas), por duas semanas,
previamente ao inicio da pesquisa. A qualidade da agua permaneceu no nivel de
conforto dos peixes (O: 4,2 + 0,36 mg/L; pH: 6,88 + 0,1; T° 27,32 + 0,17°C), nos
valores aceitaveis para a espécie [10]. Foram utilizados 24 olhos de peixes pacus
saudaveis sem alteracéo ocular e alimentados com ra¢éo comercial.

Os individuos foram anestesiados por imersdo em benzocaina (100 mg/L), até
cessarem seus movimentos na agua e foram submetidos a avaliacdo do fundo de
ambos os olhos com equipamento para documentacao digital (Topcon TCR-50DX,
Tokyo, Japan) (Figura 1.A) e com o auxilio de uma lente manual de 20 dioptrias
(Dioptrix, Toulouse, Franca), para melhor focalizacao (Figura 1.B). Posteriormente, 0s
animais foram submetidos a eutanasia apés hemidisseccdo do encéfalo [11] e os
olhos foram enucleados. A inspecdo macroscopica do bulbo ocular, bem como a
divulséo e disse¢éo do nervo oOptico e esclerectomia foram realizadas com auxilio de
microscopio cirargico. Foram realizadas as medicfes: antero posterior, dorsoventral,
lateromedial, com o auxilio de um paquimetro (Vienner, King Tools, Brasil), antes da
fixacdo. O diametro antero posterior foi utilizado para calcular o diametro relativo do
olho DAO = (diametro antero posterior do olho/longitude total do peixe*100) [12]. Para
a observacao macroscopica da retina foi retirado o botdo corneal e descreveram-se
suas carateristicas mediante registro fotografico. As amostras foram fixadas em
formaldeido 10% tamponado (10% neutral buffered formalin, Thermo electron
corporation, Cheshire, UK) por 48 horas [13] até 0 momento da inclusdo em parafina
histolégica. O material foi submetido a cortes seriados de 5 um e corados por
hematoxilina de Harrys e Eosina de Lyson (LabSynth, Diadema, SP, Brasil). Os cortes
foram realizados em forma transversal até atingir o nervo éptico. Para a morfometria,
com o auxilio de um programa de analise de imagens StenCells (Stencells v.1.5
Tokyo, Japan) em microscopio 6ptico convencional, equipado com uma camera
digital, seis imagens (campos), foram obtidas de cada lamina (objetiva 40x),
contemplando-se toda a extensdo da retina, incluindo-se a cabeca do nervo éptico,

em sua por¢ao central. Em cada campo realizaram-se cinco avalia¢des, equidistantes,
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da espessura total da retina, bem como das espessuras de cada uma de suas

camadas. Obtiveram-se a média e erro padréo.

3. RESULTADOS

Imagens representativas da realizacao da retinografia (Figura 1), fundo ocular
(Figura 2), macroscopia da inser¢éo do nervo e fundo ocular (Figura 3), comparacao
do fundo ocular a retinografia e macroscopia (Figura 4), nervos oOpticos (Figura 5),
insercao dos nervos 6pticos (Figura 6), recorrido dos nervos 6pticos (Figura 7-8), olho
do pacu (Figura 9), corte transversal da retina (Figura 10), espessura da retina (Figura
11), nervos opticos (Figura 12) e segmentos do nervo Optico (Figura 13) sao
presentados.

3.1. Retinografia

O fundo do olho do pacu € predominantemente tapetal dourado. Zonas de leve
pigmentacdo na regido dorsal evidenciaram-se com dificuldade. O nervo Optico &
alongado sem pigmentacdo que recorre em paralelo a um pequeno processo
falciforme. A retina é de padrédo vascular do tipo holangiético devido a importante
vasculatura dicotdbmica epiretinal em formato de Y. Um vaso principal de importante
calibre recorre em paralelo o processo falciforme, o qual origina outros grandes vasos
perpendiculares que ramificam. Cada olho apresenta entre 10-12 vasos maiores e 20-

22 vasos menores que continuam se dividindo em direcéo a periferia. (Figura 2).
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Figura 1. Imagem de pacu (Piaractus mesopotamicus) demostrando contencao
manual para a realizacdo do exame de retinografia. Em A: observe-se o
posicionamento horizontal para o olho estar totalmente iluminado e
favorecer a imagem da retina na sua total extensdo. Em B: note-se o
posicionamento do peixe junto a lente de 20 dioptrias para o registro das
imagens. Servico de Oftalmologia Veterinaria, FCAV-UNESP, Campus de
Jaboticabal, SP, Brasil, 2019.

Figura 2. Imagem representativa do fundo do olho e nervo 6ptico do pacu (Piaractus
mesopotamicus). A: Observa-se a vasculatura dicotomizada da regido de
retina central (setas finas), o vaso maior calibre (seta maior) e o processo
falciforme (seta branca). Em B: apresenta-se em detalhe uma parte da
retina central com seu processo falciforme (seta). Laboratério de
Oftalmologia Hospital Veterinario Governador Laudo Natel, FCAV-Unesp,
Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2019.
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3.2. Observagao macroscopica

Na inspecdo macroscopica o nervo € centralizado e ao retirar-se o botéo
corneal, observa-se o detalhe de ambos os tapetes e suas estruturas (Figura 3). A
regido tapetal € predominante, e apenas uma por¢cao nao tapetal (aproximadamente
Y, da area total) na regido ventral esta presente. O processo falciforme aparece na
regido ventral & direcdo ao centro junto ao nervo 6ptico que é de aspecto alongado e
palido, desde onde a vasculatura de maior calibre comeca a se ramificar (Figura 4).

Figura 3. Imagem macroscopica representativa do olho do pacu (Piaractus
mesopotamicus). Em A: Vista posterior, note-se 0 posicionamento
centralizado do nervo oOptico (NO). Em B: retina completa apés retirar o
botdo corneal, observa-se o detalhe da regido tapetal (estrela preta), néo
tapetal (estrela branca) e processo falciforme (linha preta). Laboratério de
Ictiopatologia, Unesp, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2019.
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Figura 4. Imagem comparativa do fundo do olho do pacu (Piaractus mesopotamicus)
Em A: Imagem registrada mediante o retindgrafo, observa-se ao detalhe de
uma predominante regido tapetal (estrela preta), a vasculatura
dicotomizada (seta preta) e o processo falciforme (seta branca) na regiao
ventral. Em B; imagem macroscopica apés enucleacdo (sem o botdo
corneal) observa-se a regido tapetal (estrela preta), ndo tapetal (circulo), o
processo falciforme (seta branca) e o nervo Optico alongado paralelo ao
processo falciforme de cor cinza (seta preta). Laboratério de Oftalmologia
Hospital Veterinario Governador Laudo Natel, FCAV-Unesp, Campus de
Jaboticabal, SP, Brasil, 2019.

Durante a realizacdo da divulsdo dos nervos Opticos e a esclerectomia, foi
possivel ter maiores detalhes. O nervo Optico no pacu caracteriza-se por ser alongado
e formado por dois ramos nervosos diferenciados (Figura 5), que sao inseridos na
retina embaixo da esclera (Figura 6). O ramo menor encontra-se inserido na regiao da
févea-temporal e o0 tramo maior continua a sua extensao até a margem da regido mais

ventral, atras da regido nao tapetal (Figura 7-8).
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Figura.5. Imagem representativa dos dois nervos opticos divulsionados (seta branca
e preta). Laboratério de Oftalmologia Hospital Veterinario Governador
Laudo Natel, FCAV-Unesp, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2019.

Figura 6. Imagem representativa da insercdo de ambos os ramos nervos (estrela
branca). Laboratério de Oftalmologia Hospital Veterinario Governador
Laudo Natel, FCAV-Unesp, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2019.
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- Al &

Figura 7. Imagem representativa do olho do pacu. Estruturas visiveis inclui a cérnea
(C), lente (L), vitreo (V), retina (R), coroides (CR), interior da gordura da
coroide (estrela branca), esclera (SC), juncéo dos dois nervos (NJ), trajeto
do nervo maior em direcdo ventral (ON). Laboratério de Oftalmologia
Hospital Veterinario Governador Laudo Natel, FCAV-Unesp, Campus de
Jaboticabal, SP, Brasil, 2019.

Figura 8. Olho divulsionado. Observa-se o recorrido do nervo optico em direcdo ventral
(seta branca). Laboratorio de Oftalmologia Hospital Veterinario Governador
Laudo Natel, FCAV-Unesp, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2019.
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3.3 Aspectos histoldgicos

O olho apresenta diametro antero posterior = 1,00 £ 0,022 cm, diametro
dorsoventral = 1,101 + 0,023 cm, e didmetro lateo-medial = 1,21 + 0,031 cm. O formato
do olho do pacu é arredondado e o diametro antero posterior € similar ao dorsoventral
(Figura 9).

A retina do pacu é conformada pelo epitélio pigmentar e pela neuroretina, a
qual compreende oito camadas e duas membranas (Figura 10). O epitélio pigmentar
compde-se de um epitélio simples cuboidal e granulos de melanina que possuem
contato direto com 0s segmentos externos dos fotorreceptores. Na neuroretina,

evidenciam-se: 8 camadas:

- a camada dos fotorreceptores, com predominio de cones de diversos formatos;

- a membrana limitante externa, que divide a camada dos fotorreceptores;

- a camada nuclear externa, formada por 7 camadas é composta pelos nucleos
dos bastonetes e cones;

- a camada plexiforme externa, composta pelas prolongacdes dos axdnios dos
fotorreceptores;

- acamada nuclear interna apresenta de 4-6 camadas é composta pelos ndcleos
das células horizontais, bipolares e amacrinas;

- acamada plexiforme interna formada pelas prolongacdes da camada anterior;

- acamada das células ganglionares formada pelos nucleos de tamanhos diversos
entre pequenos e grandes de dificil diferenciacdo com as gliais;

- acamada das prolongactes dos axdnios das células ganglionares;

- a membrana limitante interna que tem contato direito com o vitreo, formada por
fibras ao longo da retina.
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Figura 9. Anatomia macroscopica e histologica do olho do pacu (Piaractus
mesopotamicus). Em A, corte parasagital de um dos olhos fixados em
formaldeido sendo visiveis: cornea (c), a iris (i), o vitreo (v), a retina (R), a
rete mirabile coroide (CR), com abundante gordura (*), o nervo optico (NO).
Em B: corte histologico parasagital (coloracdo de hematoxilina e eosina,
40X) em toda sua extensdo de ora serrata a ora serrata (OS) e 0 nervo
optico (NO). Laboratorio de Ictiopatologia, Unesp, Campus de Jaboticabal,
SP, Brasil, 2019.

Figura 10. Corte transversal da retina do pacu (Piaractus mesopotamicus) (coloragao
de hematoxilina e eosina, 20X). Observa-se o EP: epitélio pigmentar; F:
fotorreceptores; NE: camada nuclear externa; PE: camada plexiforme
externa; NI: camada nuclear interna; Pl: camada plexiforme interna, CG:
células ganglionares: FN: Fibras nervosas (coloracdo de hematoxilina e
eosina, 20x). Laboratério de Ictiopatologia, Unesp, Campus de Jaboticabal,
SP, Brasil, 2019.
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A espessura da retina totaliza = 221,55 + 3,68 um, a retina posterior = 284,65
+ 23,91 um e a retina anterior = 80,19 + 7,86 um. As medicdes da espessura das

camadas encontram-se na tabela 1 (Figura 11).

Tabela 1. Médias e erro padrao da espessura da retina e suas canadas (p< 0,05).

Camada daretina Média (um) EP Intervalo (um)
Espessura retina total 221,55 3,68 210-232,98
Camada epitélio pigmentar 88,45 3,34 75,7 — 99,86
Camada de Fotorreceptores 110,71 5,66 96,5 — 134,07
Camada nuclear externa 21,95 0,41 20,7 - 23,17
Camada plexiforme externa 7,92 0,61 6,21- 10,08
Camada nuclear interna 12,40 1,44 7,81 - 15,09
Camada plexiforme interna 34,56 0,54 31,14 - 34,56

*Dados foram expressos como média * erro padréo (EP).

o 224233pm

(5) 236,80 ym

. % (3) 238,03 pm

—
(4) 230,09 ym 20 pm

Figura 11. Espessura total da retina do pacu (Piaractus mesopotamicus) (coloragao
de hematoxilina e eosina, 20X). Laboratério de Ictiopatologia, Unesp,
Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2019.

Em dois pacus, encontramos uma provavel evidéncia da presenca dos segmentos do

nervo Optico separados um menor e um maior (Figura 12 e Figura 13).
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Figura 12. Nervos 6pticos do pacu (Piaractus mesopotamicus). Observa-se a juncao
dos dois nervos épticos (seta preta), mais curto (estrela branca) e mais
longo (estrela preta). Laboratorio de Ictiopatologia, Unesp, Campus de
Jaboticabal, SP, Brasil, 2019.

Figura 13. Segmentos do nervo 6ptico do pacu (Piaractus mesopotamicus). A: Note-
se o0s dois segmentos um nervo menor (estrela branca) e um nervo maior
(estrela preta) B: trajeto do nervo maior (estrela preta). C: Detalhe da
separacdo dos segmentos nervo menor (estrela branca) e nervo maior
(estrela preta) (40X). Laboratério de Ictiopatologia, Unesp, Campus de
Jaboticabal, SP, Brasil, 2019.
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O processo falciforme néo foi identificado em todos os cortes devido a variacdo em
angulacdo e profundidade entre as amostras parafinadas. Nos individuos onde foi
detectado, o processo falciforme encontrou-se entre a superficie posterior da iris e a
pars plana do corpo ciliar, e consistiu em uma protuberancia conica ou filiforme de
tecido fibrovascular frouxo com vasos delicados envolto por uma camada de epitélio
densamente pigmentado, e contendo feixes do musculo retrator da lente em sua

por¢ao anterior (Figura 14).

Figura 14. Processo falciforme do pacu (Piaractus mesopotamicus). Note-se a
presenca do musculo retrator (estrela) junto ao processo falciforme (seta).
Laboratdrio de Ictiopatologia, Unesp, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil,
2019.

4. DISCUSSAO

A avaliagdo do fundo do olho do pacu mediante a retinografia evidenciou a
regido tapetal dourada como descrito anteriormente no Tambaqui (Colossma
macropomum) [13]. O reflexo tapetal dourado foi descrito na familia dos
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Characiformes, no peixe gato ou também conhecido como cascudo (Siluriforme), e
iSso ocorre pela presenca da tirosina no epitélio pigmentar da retina [14]. O nervo
optico alongado foi de dificil identificagdo, provavelmente pela luz do aparelho de
retinografia. Por isso, foi necessaria a avaliacdo macroscopica da retina apoés
enucleacéo para determinar que o pacu apresenta fundo tapetal predominante, e uma
pequena porcdo ndo tapetal na regido ventral, e observar o nervo Optico como
estrutura alongada e esbranquicada que acompanha um fino processo falciforme,
como descrito em avaliacdes histolégicas [13]. Ainda, a vascularizacdo epiretinal
descrita por toda a extensdo da retina € carateristica na familia Characidae e na
literatura, sdo escassos os trabalhos que reportam imagens completas do fundo ocular
com todas as suas estruturas em peixes [13] ou golfinhos [15], de relevancia para
estudos clinicos de retina.

O pacu, espécie onivora e diurna, tem um DAP (didmetro antero posterior do
olho) de 4,72% semelhante aos valores de 4% em espécies diurnas (Oncorhynchus
mykiss) [16], Barbus tauricus [17], Pimephales promelas [18]. Essa medicdo é
relacionada com o tipo alimentar da espécie. Existe tendéncia nas espécies noturnas
e de habitos carnivoros, terem olho de maior tamanho permitindo maior sensibilidade
visual.

A retina do pacu caracteriza-se por uma grande camada de epitélio pigmentar
que abarca 40% da area retiniana total, proximo ao observado em sardinelas, quase
um terco da espessura total [6], visando-se protecdo dos segmentos externos dos
fotorreceptores e preservacdo dos fotopigmentos. O intimo contato com o0s
fotorreceptores estaria relacionado a um processo ativo de fagocitose [19] e
proporcionaria estabilidade arquitetonica [20].

A retina do pacu é dupla, composta por bastonetes e cones com predominancia
destes ultimos (simples e duplos), o que também é em outras espécies de teledsteos
como os peixes cardinais [21]. O comprimento da camada dos fotorreceptores variou,
dependendo da localizacdo da retina; sendo que na regiao posterior foi de 315,24 +
154,43 pm e na regido anterior de 36,93 + 3,61 um. Observou-se maior quantidade
dos fotorreceptores na regido posterior [6], com a presenca de material eosinofilico

epiretinal, sem carateristicas de inflamacéo, como j& reportado no pacu preto [13].
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Na tentativa de identificar os dois feixes dos nervos oOpticos a histologia, os
cortes nao foram totalmente claros. Tal fato se deve provavelmente devido a
ramificacdo ou inser¢cdo se encontrarem em planos de corte diferentes ou obliquos,
nao inclusos na técnica de corte parasagital, padronizada para este estudo. Porém,
nossos achados a macroscopia sdo similares como nos peixes noturnos descrito
anteriormente (Collin et al., 2005), onde os dois feites séo facilmente identificaveis. Na
avaliac@o histologica foram observados infiltrados linfoplasmociticos, presentes na
Gvea anterior, coroide e vasos epiretinais, sem outras carateristicas histolégicas como
parte de resposta inflamatéria. Assim como também, células granulares eosinéfilas

foram observadas no nervo 6ptico como ja foi reportado no black pacu [13].

5. CONCLUSAO

O pacu apresenta retina holangiotica com presenca de dois nervos 6pticos e
epitélio pigmentério importante, predominantes cones, apresentando carateristicas
similares aos outros teledsteos, tornando-se importante modelo para estudos de

neurogénese retinal e farmacos com acéo neuroprotetora.

CONFLITO DE INTERESSES

Nés declaramos que ndo ha conflito de interesses.
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RESUMO - Avaliou-se o efeito do camu-camu sobre células da retina mediante
a eletrorretinografia, as avalia¢des clinicas segundo o escore do nivel de retinopatia
diabética nao proliferativa (RDNP) mediante a retinografia, morfometria,
histopatologia, imunohistoquimica (IQ) usando anticorpos contra caspase-3 e
caspase-9 e o indice apoptotico mediante o TUNEL. O estudo foi composto por peixes
pacus (Piaractus mesopotamicus) machos e fémeas, dispostos em 6 grupos (n=40).
Os grupos NDO, ND500 e ND1000 foram constituidos por animais controles e os
grupos DO, D500 e D1000 por peixes diabéticos sob inducéo por aloxana. Os grupos
NDO e DO receberam racdo comercial, os grupos ND500 e D500 racao enriquecida
com 500mg/kg de camu-camu e os grupos ND1000 e D1000 racéo enriquecida com
1000mg/kg de camu-camu. Os resultados a eletrorretinografia, demostraram que o
tempo implicito da onda b para os bastonetes foi significativamente menor no grupo
D500 em comparacado aos grupos NDO e ND500. As raz6es de amplitude e tempo a/b
e b/a revelaram alteragdes precoces na retina. A retinografia detectou lesdes severas
de RDNP no grupo DO e com menor gravidade nos grupos D500 e D1000. O score de
risco apresentou diferenca estatistica entre os grupos D1000 com os grupos NDO,
ND500 e ND1000. No entanto, o score clinico manifestado com a suplementacao de
500mg/kg revelou uma tendéncia de menor severidade de RD. A morfometria revelou
que o grupo DO teve uma diminuicdo significativa da espessura da retina total e
posterior assim como da camada dos fotorreceptores quando comparado com 0 grupo
NDO. Também o diabetes diminuiu significativamente a camada do epitélio pigmentar
e dos fotorreceptores ao ser comparado com o ND500. Ademais, o grupo D1000
apresentou maior espessura do que os grupos DO e o D500. Maiores alteracdes
vasculares nos vasos epiretinais foram identificadas no grupo DO quando comparados
aos grupos D500 e D1000. Uma tendéncia de maior marcacao no escore final para o
indice apoptotico, caspase-3 e caspase-9 no grupo DO e menor marcacdo em D500 e
D1000. O camu-camu melhorou as alteracdes no ERG, retinografia, morfometria,
histopatologia e indice apoptotico e 1Q. Os resultados desta pesquisa indicam efeitos
benéficos da dieta suplementada com camu-camu por ter um efeito neuroprotetor no
tecido retinal de pacus.

Palavras-chave: antioxidante, hiperglicemia, neuroprotecao, retinopatia
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1. INTRODUCAO

A retina é a estrutura mais especializada do olho é a encarregada de captar a
luz e a transformar em um estimulo luminoso para permitir a visdo. Entre as células
especializadas, destacam-se os fotorreceptores (bastonetes e cones). Os bastonetes
sao responsaveis pela captacdo da visdo escura com baixa luminosidade e os cones
da visao diurna a cor (Chua et al., 2018). O diabetes mellitus é uma desordem
metabdlica caracterizada por hiperglicemia constante, cujos niveis elevados
conduzem severas complicagbes (Niatz et al., 2018; Sunita Sarangi, 2015). A
hiperglicemia € associada ao desenvolvimento de retinopatias diabéticas como
principal causa de incapacidade visual e cegueira (Rossino et al., 2019) e alteracGes
morfologicas estdo presentes nas camadas da retina (Gleeson et al., 2007) e na sua
vascularizagéo (Bek, 2014; Rossino et al., 2019; Witt et al., 2006).

Os peixes apresentam estruturas oculares similares aos outros vertebrados,
mas sao influenciadas pelos diferentes habitats e tipo de alimentacdo. Uma grande
variabilidade nas estruturas oculares principalmente na retina € reportada entre as
diferentes espécies de peixes. Estudos prévios mostraram que a hiperglicemia afeta
diversos tecidos oculares entre eles, a retina, um tipo de tecido de alto requerimento
de oxigénio ao ser submetido ao exacerbado estresse oxidativo, prejudicando a sua
integridade. A capacidade de regeneracéo dos diversos tecidos nos peixes incluindo
os oculares, mantem-se durante a vida toda (Carter-Dawson and Lavail, 1979). As
retinas dos teledsteos sdo comumente utilizadas como modelos experimentais de
doencas degenerativas, metabdlicas e regenerativas. (Jian et al., 2013; Raja et al.,
2016).

O camu-camu (Myrciaria dubia) € um fruto da Amazonia peruana, brasileira,
venezuelana, colombiana e boliviana. Pertence a familia Myrtaceae do Género
Myrciaria (Jan et al., 2017) é reconhecido por suas propriedades nutricionais e como
insumo na area cosmética e farmacéutica (Emidio et al., 2018; Nascimento et al.,
2013), por seu alto nivel de vitamina C, flavonoides, antocianinas e carotenoides, o
que |Ihe permite ter propriedades antioxidativas (Neves et al., 2015; Zanatta et al.,

2005). A sua capacidade antioxidativa foi demostrada em estudos experimentais
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guando administrada em ratos suplementados com o camu-camu, melhorando a sua
atividade antioxidante e reduzindo os niveis de colesterol e triglicerideos (Any et al.,
2014; Nascimento et al., 2013).

As evidencias antioxidantes atribuidas ao camu-camu sdo por seu alto
conteudo de vitamina C. No entanto, ndo existe descricdo na literatura de
suplementacdo de camu-camu em pacu. Por esse motivo, nosso estudo tem o objetivo
de avaliar as alteracfes oftdlmicas relativas a retina, provocadas pelo diabetes em

peixes pacus (Piaractus mesopotamicus), suplementados ou ndo com camu-camul.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

A pesquisa foi realizada sob autorizacdo da Comissédo de Etica no Uso de
Animais (CEUA - proc. N° 018718/17) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) - da Universidade Estadual Paulista (Unesp), Campus de
Jaboticabal-SP. Os preceitos éticos e as diretrizes da “Association for Research in
Vision and Ophthalmology - ARVO (National Institutes of Health Publications No 85-
23: Revised 1985)”, para a utilizacao de olhos de animais em ensino ou em pesquisa,
foram obedecidos. Duzentos e quarenta peixes, pacus, machos e fémeas adquiridos
em piscicultura comercial com um peso médio de 213,87 + 8,26 gramas de 21,19 +
0,26 cm, clinicamente saudaveis e sem alteracdes oculares apds avaliacéo oftalmica

foram selecionados para a pesquisa.
2.2. Camu-camu (Myrciaria dubia)

Extrato comercial de camu-camu (Myrciaria dubia), foi utilizado no estudo
(JALK EIRL, Peru; cod. 107339) e armazenado em sacos de plastico, a 4°C, até seu
uso. As concentragBes de vitamina C (acido ascorbico) foram quantificadas por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), segundo Campos et al., (2009), e
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modificada por Neves et al. (2015). Foi obtido 38,8 mg/g de polpa de camu-camu em

po.
2.3. Preparacéao da dieta

As dietas experimentais foram preparadas com ingredientes contendo O (grupo
controle), 500 mg e 1000mg de camu-camu/Kg de racdo. A dieta basal (Yunis-
Aguinaga et al., 2015), foi misturada e extrusada em molde de 1 mm, sendo o extrato
incorporado por pulverizacdo. Os granulos resultantes foram armazenados a - 4°C

para sua utilizacdo (Yunis-Aguinaga et al., 2016).

2.4. Avaliacdo das condicdes basais relativas a glicemia

Os animais foram anestesiados por imersdo em benzocaina (100 mg/L), até
cessarem seus movimentos na agua. Em ato continuo, foram retirados da solucéo e
colocados sobre uma superficie lisa. Procedeu-se a colheita de sangue pela veia
caudal (total de 0.3 ml). Completando-se a coagulacéo, o sangue foi centrifugado a
5000 rpm, por 5 min, para obtencdo do soro. O material foi mantido a 4 °C. Foram
empregados kit Glicose Liquiform (133-1-Labtest, Lagoa Santa, Brasil) e
espectrofotometro (Biospectro SP-22, Curitiba, Brasil) a 505nm de comprimento de

onda.

2.5. Inducéo do diabetes

A dose de aloxana utilizada foi de 150 mg/Kg (Cueva-Quiroz et al., 2017), por
via intravenosa, na veia caudal, diluida em tampéo citrato 0,01M pH 4, preparada
imediatamente antes do uso, protegida da luz a 4°C. Foram considerados diabéticos
os individuos que apresentaram valores acima de 130 mL/dL de glicose (XU et
al.,2004). A glicemia foi avaliada no quinto dia apés a inducédo (Cueva-Quiroz et al.,
2017).

2.6 Estudo piloto

Para determinar o tempo necessario do desenvolvimento de alteracdes

morfométricas e macroscopicas na retina, um estudo piloto foi realizado um ano prévio
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a pesquisa demostrando que em sete dias, 0s pacus apresentavam diminuicdo de
45% da espessura da retina, (camadas dos fotorreceptores e camada nuclear interna

principalmente), presenca de IRMAS, em pelo menos um quadrante e atrofia da retina.

2.7Delineamento experimental

Os pacus foram distribuidos aleatoriamente em 24 tanques de 1500 litros de
capacidade (10 peixes / tanque), com fluxo continuo de recirculacéo fechado. Cada
tratamento foi constituido por duas réplicas. A dieta foi fornecida por sete dias. No
periodo experimental, a qualidade da agua permaneceu no conforto dos individuos
(0:4,2+£0,36; pH: 6,88 £ 0,1; T°:27,32 £ 0,17), determinada mediante uma sonda de
parametros mdultiplos (YSI Model MPS 556, Chicago, U.S.), e as concentracdes de
amoénia (0,11 + 0,021 mg/L), nitrato (0,13436 = 0,0073 mg/L) e nitrito (0,13436 *
0,0073 mg/L). Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia, correspondente 3%

da sua biomassa.

Foram constituidos 6 grupos:

- NDO (n=40): ambos os olhos de peixes nao diabéticos com racdo convencional;

- ND500 (n=40) ambos os olhos de peixes nédo diabéticos com racéo convencional
suplementado com 500 mg/kg de camu-camu;

- ND1000 (n=40) ambos os olhos de peixes ndo diabéticos com racao
convencional suplementado com 1000 mg/kg de camu-camu;

- DO (n=40) olhos de pacus diabéticos com ra¢édo convencional;

- D500 (n=40) ambos os olhos de peixes diabéticos com rag¢do convencional
suplementado com 500 mg/kg de camu-camu;

- D1000 (n=40) ambos os olhos de peixes diabéticos com ragdo convencional
suplementado com 1000 mg/kg de camu-camu.

2.8Protocolos de avaliagdo oftalmica

Parametros foram avaliados em todos os grupos apos sete dias de receber o
alimento suplementado ou ndo. A avaliacdo da retina foi realizada mediante a

retinografia e eletrorretinografia.
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2.8.1 Padronizacéo da técnica de eletrorretinografia

A ERG foi realizada utilizando-se o eletrorretinégrafo (HMSERG, RetVet Corp.
Inc. Columbia, MO, U.S.A.), em ambos os olhos. Para isto, os peixes foram
submetidos a anestesia por imersao em solucéo de benzocaina (100 mg/L) (Sigma-
Aldrich Laboratory, Steinheim, Germany), até seus movimentos cessarem. Foram
colocados em posicao lateral, sobre uma esponja molhada em um recipiente e um
pequeno tubo foi inserido 2 a 3 centimetros na cavidade bucal (Mesinger and
Powers,1999), mediante um sistema de recirculacdo simples (Neiffer and Stamper,
2009; Stetter, 2001), com anestesia de manutencao de (50 mg/L).

Para mensuracao das amplitudes e tempo implicito das ondas a e b, na fase
escotdptica (bastonetes e resposta mista), o exame foi realizado em ambiente escuro
apos duas horas e meia de adaptacdo (Demarco and Powers, 1989; Rushton, 1966,
Falzett et al., 1988; Lin and Yazulla, 1994). Para a fase fotéptica (cones), houve um
intervalo de 10 minutos de adaptacdo a luz (Burkhard, 1965). O eletrodo terra foi
posicionado na regido da crista supraoccipital e o eletrodo referéncia inserido na
regido retro bulbar em posicéo entre as seis e sete horas.

Por fim, o eletrodo ativo em formato 24”7 (Ocuscience, Kansas, US), utilizado
experimentalmente para olhos de menor tamanho, foi fixado na interface eletrodo-
cornea com solugdo viscoelastica hialuronato de sédio a 1% (Provisc®, Alcon
laboratorios do Brasil, Sdo Paulo, SP), posteriormente a instilacdo de colirio
anestésico a base de proximetacaina 0,5% (Anestalcon, Alcon laboratérios do Brasil,
Sao Paulo). Todos os eletrodos conectavam em um pré-amplificador e os sinais
recebidos foram processados em um filtro. Decorridos os exames, as ondas a e b
tiveram suas amplitudes e tempos implicitos. Ato continuo, procedeu-se a analise

estatistica e interpretacdo que ocorreu em software especifico.
2.8.2 Retinografia

O registro do fundo do olho foi realizado com equipamento para documentacao
digital (Topcon TCR-50DX, Tokyo, Japan) em triplicata, sendo, pelo menos uma,
centralizada no disco 6tico com o auxilio de uma lente de auxiliar. Foram avaliadas e

categorizadas as alteracbes em retina central, identificando lesbes microvasculares
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em diversos graus de retinopatia diabética ndo proliferativa (RDNP), nos quatro
guadrantes avaliados: sem leséo, leve, moderada e severa, tomando como base uma
modificacdo da categorizacdo descrita anteriormente por Viswanath and Mcgavin,
2003, apresentado na tabela 1 junto ao seu escore correspondente de acordo com a
severidade da RDNP (0-3).

Tabela 1. Classificacéo clinica de RDNP no pacu diabético considerada para as avaliages a retinografia

Escore Grau Lesdes
0 Sem lesédo Nenhuma
1 Leve Microaneurismas, hemorragias
2 Moderado Leves IRMAs (diminui¢&o do calibre vascular)
3 Severo Severos IRMAs pelo menos em um quadrante

2.9Eutanasia e colheita dos olhos

Os peixes diabéticos e ndo diabéticos, apos sete dias de inducédo, e nao
diabéticos, foram submetidos a eutanasia ativa com benzocaina (1g/10L), em
submerséo. Os olhos foram colhidos apés hemidissecc¢éo do encéfalo (Glesson et al.,
2007). As amostras foram fixadas em formalina tamponada 10% (10% neutral buffered
formalin, Thermo electron corporation, Cheshire, UK) por 48 horas até o momento da
inclusdo em parafina histolégica. O material foi submetido a cortes seriados de 5 um
e corados por hematoxilina de Harrys e Eosina de Lyson (LabSynth, Diadema, SP,
Brasil). Os cortes foram realizados em forma transversal até atingir o nervo optico. No
momento da eutandsia os valores de glicemia sérica média eram de 59,71 + 2,08
mg/dL para peixes do grupo NDO, de 80,79 + 8,53 mg/dL para os peixes do grupo
ND500, 75,16 + 3,29 mg/dL, para os peixes do grupo ND1000, de 159,04 + 16,41
mg/dL para o grupo DO, 197,34 + 22,45 mg/dL para o grupo D500 e 178,24 + 11,50
mg/dL para o grupo D1000.

2.10 Histomorfometria

Para a histomorfometria, foi realizada com o auxilio de um programa de anélise
de imagens StenCells (Stencells v.1.5 Tokyo, Japan), em microscopio Optico
convencional, equipado com uma camera digital (Olympus DP72, Miami, U.S.A.). Seis
imagens (campos), foram obtidas de cada lamina (objetiva 40X), contemplando-se
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toda a extensao da retina, da ora serrata a ora serrata, incluindo-se a cabeca do nervo
optico (Figura 3A), em sua porcao central (Figura 3B). Em cada campo realizaram-se
cinco avaliagOes, equidistantes, da espessura total da retina, bem como das
espessuras de cada uma de suas camadas (Figura 5). Foram mensuradas as regioes:

posterior, média ou intermedia e anterior (Figura 6).
2.11 Histopatologia e IQ

Para a histopatologia, avaliou-se descritivamente a presenca de alteracdes nos
ambitos celulares (picndlise), inflamatérios (infiltrado), tecidual (atrofia) e vascular
(congestdo) (Schmid, 2014). Para a técnica de IQ, os cortes parafinados de retina
foram submetidos a imunodeteccdo dos anticorpos anti-caspase 3 (Abcam, céd.
ab13847,1:100, USA) e anti-caspase 9 (Abcam, cdéd. ab52298, 1:250 USA). A
recuperacdo antigénica foi com tampdao citrato pH. 6.0. Como complemento e
conjugado (kit Abcam ab236466 - Mouse and Rabbit specific HRP/DAB IHC detection
- Micropolymer). O cromégeno usado foi 3-3'-diaminobenzidina DAB (kit Abcam
ab236466 - Mouse and Rabbit specific HRP/DAB IHC detection - Micropolymer). Para
a contra-coloracao foi utilizada Hematoxilina de Harris. As laminas foram examinadas
por microscopia de luz com ampliacdo de (40x) e classificadas de forma
semiquantitativa para determinar a porcentagem de células positivas (0 - sem
coloracao, 1 - 1-25%, 2 - 26-50%, 3 - 51-75%, 4 - >76%), e a intensidade da coloracéo
(1- fraca, 2 - moderada, 3 - forte). A pontuacéo final foi definida como o produto da
pontuacdo percentual multiplicada pela pontuacdo de intensidade (Erza-Elia et al.,
2016).

2.12 Avaliacéo do indice apoptotico (Teste TUNEL)

Para a avaliacdo do indice apoptotico, foi utilizado o kit TUNEL. Depois de
desparafinados e desidratados, os cortes de retina foram incubados com a enzima
Proteinase K (20 min, temp. ambiente), seguido da aplicacdo de peroxido de
hidrogénio (5 min, temp. ambiente), aplicacdo do tampé&o de equilibro TDT (30 min,
temp. ambiente), aplicacdo da enzima TdT (uma hora e meia, em camara umidificada,
temp. ambiente), seguido da utilizagc&do do tamp&o de parada (5 min, temp. ambiente);

seguiu-se com o tampao de bloqueio (10 min, temp. ambiente) para entdo aplicar o
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cromoégeno DAB; por fim, a contra coloracao foi realizada com verde de Metila (3 min),
para serem reidratadas montadas. Entre cada passo os cortes receberam um banho
com tampao de lavagem TRIS HCL pH 7,4 (5 min, temp. ambiente). O indice
apoptotico foi determinado por contagem da porcentagem de células positivas de pelo
menos 500 nucleos subdivididos em 10 campos ao azar usando o objetivo de 40X
(Wu et al., 2013).

2.13 Estatistica

Valores da amplitude, tempo da ERG e da espessura total da retina e suas
camadas, quantificacao histolégica de vasos e do indice apoptoético, foram avaliados
quanto a sua normalidade, aplicando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. As mesmas
variaveis foram avaliadas empregando-se analise de Variancia (ANOVA), com o pés-
teste de Tukey. Quanto as avaliacfes clinicas dos tipos de RDNP, empregou-se
andlise teste de Kruskall Wallis e comparacdo multipla de Dunn. E. Os resultados
foram expressos em médias e erro padrdo. Foi utilizada, em todas as analises, nivel
de significancia estatistica se p <0,05. Os calculos e graficos foram realizadas usando

o software https://www.graphpad.com/demos/.

3. RESULTADOS
3.1. Eletrorretinografia (ERG)

O registro da realizacdo da ERG para as fases escotdpica e fotdpica nos pacus

(Piaractus mesopotamicus) suplementados séo apresentadas na figura 1.

3.1.1. Fase escotdptica de baixa amplitude (avaliacdo de bastonetes)

As amplitudes das ondas a e b, nos periodos de resposta aos bastonetes,
variaram como pode ser observado na tabela 2. Observou-se diferenca estatistica na
onda a entre os grupos NDO e D1000 e seus tempos implicitos correspondentes,
mostraram diferenca significativa entre os grupos NDO, D500 e D1000 (p<0,05). A
amplitude da onda b ndo houve diferenca estatistica entre os grupos. No entanto, seus
tempos implicitos correspondentes mostraram diferenca significativa entre os grupos

NDO, ND500 ao serem comparados com o grupo D500 (p<0,05) (Figura 2).
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Figura 1. Sequéncia da realizacdo do ERG no pacu. 1: adaptacdo em ambiente ao
escuro sob anestesia em um sistema recirculagéo simples com o uso do
HMSERG em pacu anestesiado. 2: adaptacdo a fase clara. 3:
posicionamento sobre uma esponja molhada do pacu durante a realizagéo
do ERG. 4: ERG na fase escura observa-se 0 posicionamento do tubo
inserido na cavidade bucal durante a anestesia de manutencédo. 5:Vista
frontal do pacu entubado sob anestesia de manutencéo e posicionamento
do eletrodo terra as 5 horas. 6:Vista lateral do posicionamento dos trés
eletrodos do ERG no pacu anestesiado. Servico de Oftalmologia
Veterinaria, FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2019.
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Tabela 2. Valores do ERG em pacus, apresentados como médias e erro padrédo da amplitude do ERG e tempo
implicito da fase escotépica (bastonetes).

Grupo Amplitude a (uV) Amplitude b (uVv) Tempo a (ms) Tempo b (ms)
NDO 6,63 + 1,632 34,14 + 4,17 25,19 +2,45 94,07 + 7,282
DO 16,13 +2,02° 40,39+ 6,66 25,44 + 0,98 89,96+ 4,452
D500 12,18 + 2,20% 29,82 £ 6,68 31,79+2,34 60,73 + 3,05
D1000 20,22 +2,69° 41,09 + 3,48 25,84 +1,39 80,33 + 9,722
ND500 12,90 +1,13% 30,69 £ 1,25 27,51 +£1,67 100,47 + 3,362
ND1000 13,60 +2,19% 39,20+5,01 27,12+ 2,60 74,71 £ 5,023

Médias seguidas de pelo menos por uma letra minuscula diferente indicam diferenga significativa (p<0,05).

v R ST

Figura 2. Eletrorretinograma em flash, durante a fase de adaptacdo escotéptica de

baixa amplitude em pacus (Piaractus mesopotamicus) ndo diabéticos
representados por: NDO (controle), ND500 (suplementado com 500 mg /Kg
de camu-camu) ND1000 (suplementado com 1000 mg /Kg de camu-camu)
e diabéticos representados por: DO (sem tratamento), D500 (suplementado
com 500 mg /Kg de camu-camu) e D1000 (suplementado com 1000 mg/Kg
de camu-camu). FCAV-Unesp, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil.

3.1.2. Fase escotoOptica de alta amplitude (resposta mista de cones e
bastonetes)

Na resposta mista das ondas a e b, as médias variaram segundo a tabela 3,

respectivamente. Observou-se diferenca estatistica na onda a entre os grupos DO,

NDO e D500 (p<0,05). N&o foi observada diferenca estatistica nas amplitudes da onda

b e em seus tempos implicitos de ambas as ondas entre os grupos (p>0,05) (Figura

3).
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Tabela. 3. Valores do ERG em pacus, apresentados como médias e erro padrdo da amplitude do ERG e tempo
implicito da fase escotépica (mista).

Grupo Amplitude a (uV) Amplitude b (uVv) Tempo a (ms) Tempo b (ms)
NDO 40,7615 +6,622 106,30 + 11,87 29,5077 + 2,76 111,22 + 8,09
DO 79,1950 +5,78° 127,72+ 19,09 24,7167 £ 2,52 129,11+ 12,15
D500 43,7250 % 3,982 83,14 + 11,51 25,1460 £ 3,70 132,13 £ 17,08
D1000 72,2917 + 9,932 119,15 £ 15,45 19,5917 + 2,60 123,81+ 7,60
ND500 58,4917 + 5,243 95,7+ 2,84 27,4533 + 4,03 140,06 + 2,44
ND1000 56,7717 +7,21% 98,3 + 18,07 24,3750 + 3,31 133,88 + 11,22

Médias seguidas de pelo menos por uma letra minutscula diferente indicam diferenga significativa (p<0,05).
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Figura 3. Eletrorretinograma em flash, durante a fase de adaptacdo escotéptica de
alta amplitude em pacus (Piaractus mesopotamicus) nao diabéticos
representados por: NDO (controle), ND500 (suplementado com 500 mg /Kg
de camu-camu) ND1000 (suplementado com 1000 mg /Kg de camu-camu)
e diabéticos representados por: DO (sem tratamento), D500 (suplementado
com 500 mg /Kg de camu-camu) e D1000 (suplementado com 1000 mg/Kg
de camu-camu). FCAV-Unesp, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil.

3.1.3. Fase fotoptica (resposta de cones)

Os valores da amplitude e tempo implicito das ondas a e b as medias variaram
segundo a tabela 4. Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos (p>0,05)
(Figura 4).

Tabela 4. Valores do ERG em pacus, apresentados como médias e erro padrao da amplitude do ERG e
tempo implicito da fase fotdpica (cones).

Grupo Amplitude a (uV) Amplitude b (uVv) Tempo a (ms) Tempo b (ms)
NDO 28,5714 £ 8,11 81,29+25,26 15+ 3,44 50,56 * 7,69
DO 40,1667 = 6,70 104,43+20,98 15,27 £ 0,48 58,57 £ 2,94
D500 26,6667 + 3,71 81,67+12,14 20,17 £ 4,09 68,12 + 7,86
D1000 41,0000 =+ 8,83 126 + 28,09 17,54 +£5,01 57,56+8,91
ND500 32,8000 % 6,81 96 * 3,06 15,24 £ 0,31 61,1+ 0,99
ND1000 41,4000 £ 9,74 118,4 £25,12 14,2 £ 0,63 53,04 £ 3,34
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Figura 4. Eletrorretinograma flash, durante a fase clara (cones), em pacus (Piaractus
mesopotamicus) ndo diabéticos representados por: NDO (controle), ND500
(suplementado com 500 mg /Kg de camu-camu) ND1000 (suplementado
com 1000 mg /Kg de camu-camu) e diabéticos representados por: DO (sem
tratamento), D500 (suplementado com 500 mg /Kg de camu-camu) e
D1000 (suplementado com 1000 mg/Kg de camu-camu). FCAV-Unesp,
Campus de Jaboticabal, SP, Brasil.

3.2. Retinografia

A avaliacdo a retinografia (Figura 5), revelou que os grupos NDO, ND500 e
ND1000, apresentaram retina sem alteragcbes, com vascularizacdo normal e
caracteristicas normais do processo falciforme. O grupo DO apresentou retina sem
presenca de vascularizacdo na regido central em todos os quadrantes (IRMAS
severos) e atrofia de retina, classificando-se como RDNP severa; o grupo D500
apresentou retina com diminuicéo do calibre de vasos em, pelo menos, um quadrante
(principalmente no IV quadrante), correspondendo a presenca de IRMAS moderados,
classificando-se como RDNP moderada; o grupo D1000, as retinas apresentaram
diminuicao do calibre dos vasos (nos quadrantes |, Il e IV), que corresponde a IRMAS
severos, classificando-se como RDNP severa, observou-se também a vascularizacéo
que acompanha o processo falciforme diminuida (Figura 6). A avaliacdo do score
clinico em todos os grupos nao diabéticos mostrou um valor de 0 correspondendo a
auséncia de alteracdes retinianas. O grupo DO teve maior escore (3) em comparacéo
com os grupos diabéticos suplementados com camu-camu (p<0,05). O grupo D500
mostrou uma tendéncia de menor lesdo ao apresentar menor escore (2,5), ao ser

comparada com o grupo D1000 (2,83) (Tabela 5).
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Figura 5. Imagens fotogréficas colhidas de pacus submetidos a retinografia. Em A:
animal sob contencdo manual para a realizacdo do exame. Em B: Observa-
se o0 posicionamento do peixe adjunto a lente manual de 20 dioptrias para
o registro das imagens. Servico de Oftalmologia Veterinaria, FCAV-
UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2019.

ND500

D1000

Figura 6. Imagem representativa dos fundos dos olhos do pacu (Piaractus
mesopotamicus) suplementados com camu-camu. com as carateristicas
das alteracdes de vascularizacdo segundo 0 seu grupo correspondente e
presenca do processo falciforme na regido dorsal. FCAV-Unesp, Campus
de Jaboticabal, SP, Brasil. Note-se a retina centralizada.
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Tabela 5. Escore clinico de lesdes (média + SD) em pacus suplementados com extrato seco de camu-camu.

N&o diabéticos Diabéticos
0 500 1000 0 500 1000
Olho direito 0B 0B 0B 3+0A 2,50+0,54AB 2,83+0,41A
Olho esquerdo 0B 0B 0B 3+0A 2,50+0,54AB 2,83+0,41A
Média do paciente 0B 0B 0B 3+0A 2,50+0,54AB 2,83+0,41A

Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05) entre as medianas dos grupos segundo
teste de Kruskall Wallis e comparagcdo mdltipla de Dunn. Laboratério de Ictiopatologia, Unesp, Campus de
Jaboticabal SP, Brasil.

3.3. Histopatologia e 1Q

Imagens representativas da realizacdo da avaliacdo morfométrica, Cortes de
retinas do pacu (Figura 7), camadas da retina do pacu (Figura 8), regides da retina

avaliadas (Figura 9) sao apresentados.
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Figura 7. Fotomicrografia de cortes (5um) de retinas de pacu (Piaractus
mesopotamicus). Em A: porcdo da retina posterior com a cabeca do nervo
optico (coloracdo de hematoxilina e eosina, 10X) B: Observa-se a ora
serrata (coloracdo de hematoxilina e eosina, 40X) (seta). FCAV- Unesp,
Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2020.
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Figura 8. Fotomicrografia de corte (5um) de retina de pacu (coloracédo de hematoxilina
e eosina, 20X). Notem-se o EP: epitélio pigmentario; F: fotorreceptores; NE:
camada nuclear externa; PE: camada plexiforme externa; NI: camada
nuclear interna; Pl: camada plexiforme interna, CG: células ganglionares:
FN: Fibras nervosas de peixes pacus (Piaractus mesopotamicus).
Laboratério de Ictiopatologia, Unesp, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil.

Figura 9. Fotomicrografia de retina no pacu (Piaractus mesopotamicus) representando
as regides estudadas por campo, para a avaliagdo da espessura total da
retina em pacus. RP: retina posterior em contanto com o nervo 6ptico, RM:
retina média ou intermedia e RA: retina anterior em diregdo ao corpo ciliar.
FCAV- Unesp, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2020.
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3.3.1. Morfometria

Na avaliagdo da retina total, as médias da espessura variaram e estdo
representadas na tabela 6. Observou-se diminuicdo da espessura no grupo DO,
guando comparado aos grupos NDO, ND500 e ND1000 (p<0,05) (Figura 10).

Tabela 6. Espessura da retina total em pacus suplementados com camu-camu.

Grupo Espessura (um) Média
NDO 210,11 - 232,98 221,55 + 3,68 umP
ND500 195,9 - 245 213,5 + 6,96umP
ND1000 197,5-238,5 214, 3 £ 6,99 umP
DO 146,1 - 187 169,81 + 7,52 pm?
D500 170,5 - 220,03 197,2 + 6,99 pm?
D1000 190,9 - 231,6 204,5 + 5,69 uma
?/Iéc(i)i%s )seguidas de pelo menos por uma letra mindscula diferente indicam diferenca significativa
p<0,05).
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Figura 10. Médias e erro padrdo relativos a espessura da retina total em pacus
(Piaractus mesopotamicus) nao diabéticos representados por: NDO
(controle), ND500 (suplementado com 500 mg /Kg de camu-camu),
ND1000 (suplementado com 1000 mg /Kg de camu-camu) e diabéticos
representados por: DO (sem tratamento), D500 (suplementado com 500 mg
/Kg de camu-camu) e D1000 (suplementado com 1000 mg/Kg de camu-
camu). FCAV-Unesp, Céampus de Jaboticabal, SP, Brasil.
*Médias seguidas de pelo menos por uma letra mailscula diferente indicam
diferenca significativa (p<0,05).
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Na retina posterior, as medias da espessura variaram e estdo apresentadas na
tabela 7, houve diminuicdo da espessura no grupo DO, quando comparado aos grupos
NDO e ND500 (p<0,05) (Figura 11).

Tabela 7. Espessura da retina posterior em pacus suplementados com camu-camu.

Grupo Espessura (um) Média
NDO 168,23 - 327,03 284,65 + 23,91 pm?
ND500 268,3 - 330 291,6 £ 9,82 um?
ND1000 246,9 - 285,1 265, 16 + 5,55 umav
DO 165,1 -236,80 216,95 + 14 umP
D500 210,7 - 284 264,4 11,17 pma®
D1000 234,12 -297,58 264,58 + 10,68 uma
Médias seguidas de pelo menos por uma letra minidscula diferente indicam diferenca significativa
(p<0,05).
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Figura 11. Médias e erro padrao relativos a espessura da retina posterior em pacus
(Piaractus mesopotamicus) ndo diabéticos representados por: NDO
(controle), ND500 (suplementado com 500 mg/Kg de camu-camu), ND1000
(suplementado com 1000 mg/Kg de camu-camu) e diabéticos
representados por: DO (sem tratamento), D500 (suplementado com 500 mg
/Kg de camu-camu) e D1000 (suplementado com 1000 mg/Kg de camu-
camu). FCAV-Unesp, Céampus de Jaboticabal, SP, Brasil.
*Médias seguidas de pelo menos por uma letra mailscula diferente indicam
diferenca significativa (p<0,05).

A morfometria da retina anterior variou e esta representada na tabela 8. Nao foi

observada diferenca estatistica entre todos os grupos (p>0,05) (Figura 12).
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Tabela 8. Espessura da retina anterior em pacus suplementados com camu-camul.

Grupo Espessura (um) Média
NDO 53,75 -104,68 80,19 £ 7,86 pm
ND500 39,2-95,4 68,8 £ 8,04 um
ND1000 57,8-94,4 78,77 £5,76 um
DO 62,35 -70,89 66,38 £ 1,28 pm
D500 58,4 -82,4 73,5+ 3,89 um
D1000 61,19 - 99,86 82,02 £ 5,43um
125
e~
S wol T
5 T
-2 _
@
£ 75¢
- EE
=
= 1
E T
e 50
25 ’ . s . , .
NDO ND500 ND1000 DO D500 D1000

Figura 12. Médias e erro padrdo da espessura da retina anterior em pacus (Piaractus
mesopotamicus) nao diabéticos representados por: NDO (sem
suplementacao), ND500 (suplementado com 500 mg /Kg de camu-camu),
ND1000 (suplementado com 1000 mg /Kg de camu-camu) e diabéticos
representados por: DO (sem tratamento), D500 (suplementado com 500 mg
/Kg de camu-camu) e D1000 (suplementado com 1000 mg/Kg de camu-
camu). FCAV-Unesp, Céampus de Jaboticabal, SP, Brasil.

Na camada do epitélio pigmentado as médias da espessura variaram e estao
representadas na tabela 9. Observou-se diminui¢do significativa do grupo DO em

relacdo ao grupo ND500 (p<0,05) (Figura 13).
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Tabela 9. Espessura do epitélio pigmentado em pacus suplementados com camu-camu.

Grupo Espessura (um) Média
NDO 75,7 - 99,86 88,45 + 3,34 um®
ND500 62,75 - 112,73 94,21 + 7,73 pm?
ND1000 73,5-134,4 91,63 £ 9,26 um®
DO 54,6 - 80,7 65,96 + 4,61 umP
D500 71,1 -90,4 81,50 + 2,94 uma°
D1000 77,6 -138,3 93,15 + 9,42 uma®
?/Ié((j)i%%)seguidas de pelo menos por uma letra mindscula diferente indicam diferenca significativa
p<0,09).
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Figura 13. Médias e erro padrdo relativos a espessura da camada do epitélio
pigmentar em pacus (Piaractus mesopotamicus) nado diabéticos
representados por: NDO (controle), ND500 (suplementado com 500 mg /Kg
de camu-camu), ND1000 (suplementado com 1000 mg /Kg de camu-camu)
e diabéticos representados por: DO (sem tratamento), D500 (suplementado
com 500 mg /Kg de camu-camu) e D1000 (suplementado com 1000 mg/Kg
de camu-camu). FCAV-Unesp, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil.
"Médias seguidas de pelo menos por uma letra mailscula diferente indicam
diferenca significativa (p<0,05).

Na camada dos fotorreceptores, as médias da espessura variaram e estao
representadas na tabela 10. O grupo DO apresentou diminui¢do significativa ao ser

comparado com todos os outros grupos (p<0,05) (Figura 14).
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Tabela 10. Espessura dos fotorreceptores em pacus suplementados com camu-camu.

Grupo Espessura (um) Média
NDO 96,05 - 134,07 110,71 £ 5,66 pm
ND500 84,02 - 115,96 102,6 £5,19 um
ND1000 97,8 -118,6 105,15 + 3,33 um
DO 62,4 - 98,8 77,23+6,57 um”
D500 90 - 131 103,5 £5,99 um
D1000 96,4 - 119,9 103,28 + 3,54 ym

*Médias diferiram estatisticamente (p<0,05) de todos 0s outros grupos.
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Figura 14. Médias e erro padrao relativos a espessura da camada dos fotorreceptores
em pacus (Piaractus mesopotamicus) nao diabéticos representados por:
NDO (controle), ND500 (suplementado com 500 mg /Kg de camu-camu),
ND1000 (suplementado com 1000 mg /Kg de camu-camu) e diabéticos
representados por: DO (sem suplementacdo), D500 (suplementado com
500 mg /Kg de camu-camu) e D1000 (suplementado com 1000 mg/Kg de
camu-camu). FCAV-Unesp, Céampus de Jaboticabal, SP, Brasil.
*Médias seguidas de pelo menos por uma letra maitscula diferente indicam
diferenca significativa (p<0,05).

Na camada nuclear externa, as médias variaram e estdo representadas
segundo a tabela 11. Observou-se também diminuicdo da espessura no grupo DO
guando comparado com os grupos ND1000 e D1000 (p<0,05) (Figura 15).
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Tabela 11. Espessura da camada nuclear externa em pacus suplementados com camu-camu.

Grupo Espessura (um) Média
NDO 20,7 - 23,17 21,95 + 0,41 umabe
ND500 17,16 - 23,43 19,07 + 0,93 pmbe
ND1000 20,1 - 26,7 22,63 £ 1 um®
DO 15,1 - 20,2 18,39 £ 0,71 pm¢
D500 17,3-24,1 20,1 + 1,11 pmace
D1000 20,7 - 28,1 23,57 £1,10 pm?
?/Iégi%s )seguidas de pelo menos por uma letra minascula diferente indicam diferenca significativa
p<0,05).
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Figura 15. Médias e erro padrao relativos a espessura da camada nuclear externa em
pacus (Piaractus mesopotamicus) ndo diabéticos representados por: NDO
(controle), ND500 (suplementado com 500 mg /Kg de camu-camu),
ND1000 (suplementado com 1000 mg /Kg de camu-camu) e diabéticos
representados por: DO (sem suplementacao), D500 (suplementado com
500 mg /Kg de camu-camu) e D1000 (suplementado com 1000 mg/Kg de
camu-camu). FCAV-Unesp, Céampus de Jaboticabal, SP, Brasil.
*Médias seguidas de pelo menos por uma letra maitscula diferente indicam
diferenca significativa (p<0,05).

Na camada plexiforme externa, as médias variaram e estao representadas na

tabela 12. N&o houve diferenca significativa entre os grupos (p>0,05) (Figura 16).
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Tabela 12. Espessura da camada plexiforme externa em pacus suplementados com camu-camu.

Grupo Espessura (um) Média
NDO 6,21 - 10,08 7,92 £ 0,61 pm
ND500 6-8 7 +£0,33 pm
ND1000 6,03 - 8,8 7,42 0,33 um
DO 5,8-6,7 6,06 £ 0,15 pm
D500 51-7,7 6,4 £ 0,38 um
D1000 55-8,3 6,71 £ 0,39 pm
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Figura 16. Médias e erro padréo relativos a espessura da camada plexiforme externa
em pacus (Piaractus mesopotamicus) nao diabéticos representados por:
NDO (controle), ND500 (suplementado com 500 mg /Kg de camu-camu),
ND1000 (suplementado com 1000 mg /Kg de camu-camu) e diabéticos
representados por: DO (sem suplementacdo), D500 (suplementado com
500 mg /Kg de camu-camu) e D1000 (suplementado com 1000 mg/Kg de
camu-camu). FCAV-Unesp, Céampus de Jaboticabal, SP, Brasil.

Na camada nuclear interna, as médias da espessura variaram e estao
representadas na tabela 13. O grupo DO apresentou diminui¢cdo significativa em

comparacao ao grupo NDO (p<0,05) (Figura 17).
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Tabela 13. Espessura da camada nuclear interna em pacus suplementados com camu-camu.

Grupo Espessura (um) Média
NDO 7,81 - 15,09 12,40 £ 1,44 pm?
ND500 7,57 - 12,37 9,16 = 0,73 um?®
ND1000 6,7 - 10,9 9,41 + 0,58 pma"
DO 6,5-8 7,42 + 0,24 pmP
D500 6-15,6 10,76 % 1,34 pmab
D1000 6,9-11,6 9,6 + 0,81 pm?
Médias seguidas de pelo menos por uma letra mindscula diferente indicam diferenca
significativa (p<0,05).
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Figura 17. Médias e erro padréao relativos a espessura da camada nuclear interna em
pacus (Piaractus mesopotamicus) ndo diabéticos representados por: NDO
(controle), ND500 (suplementado com 500 mg /Kg de camu-camu),
ND1000 (suplementado com 1000 mg /Kg de camu-camu) e diabéticos
representados por: DO (sem suplementacdo), D500 (suplementado com
500 mg /Kg de camu-camu) e D1000 (suplementado com 1000 mg/Kg de
camu-camu). FCAV-Unesp, Céampus de Jaboticabal, SP, Brasil.
"Médias seguidas de pelo menos por uma letra mailscula em comum n&o
diferiram estatisticamente (p<0,05).

Relativamente a camada plexiforme interna, as médias da espessura variaram
e estdo representadas na tabela 14. Diminui¢do significativa foi observada nos grupos
ND500, DO, D500, guando comparada ao grupo NDO (p=0,0539). O grupo ND500

demonstrou queda quando comparado aos grupos ND1000 e D1000. No grupo
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ND1000 observou-se aumento significativo em relagdo ao grupo DO e D500
(p=0,0539) (Figura 18).

Tabela 14. Espessura da camada plexiforme interna em pacus suplementados com camu-camu.

Grupo Espessura (um) Média
NDO 31,14 - 34,56 34,56 £ 0,54 pm?
ND500 23,94 - 30,57 26,59 + 1,13 umP
ND1000 31,5-36,72 31,5+0,77 um?
DO 20,09 - 29,69 20,09 + 1,90 umP
D500 16,43 - 25,26 20,60 + 1,60 umP
D1000 28,37 -42,63 31,79 £ 2,13 pm?
?/Iéc(i)i%ss)seguidas de pelo menos por uma letra minascula diferente indicam diferenca significativa
p<0,05).
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Figura 18. Médias e erro padrao relativos a espessura da camada plexiforme interna
em pacus (Piaractus mesopotamicus) ndo diabéticos representados por:
NDO (controle), ND500 (suplementado com 500 mg /Kg de camu-camu),
ND1000 (suplementado com 1000 mg /Kg de camu-camu) e diabéticos
representados por: DO (sem suplementacdo), D500 (suplementado com
500 mg /Kg de camu-camu) e D1000 (suplementado com 1000 mg/Kg de
camu-camu). FCAV-Unesp, Céampus de Jaboticabal, SP, Brasil.
*Médias seguidas de pelo menos por uma letra mailscula diferente indicam
diferenca significativa (p<0,05).
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3.3.2. Histopatologia

Apés sete dias de tratamento, 43% do grupo DO apresentou lesGes que
poderiam ser compativeis com mineralizacdo vascular. Predominantes vasos
epiretinais colapsados, estreitos de menor calibre ou alongados e dilatados também
foram observados. Presenca de picnoses das células ganglionares foram
identificados, bem como infiltrados perivasculares leves de linfocitos. Em contraste
com o grupo D500, apresentou vasos epiretinais finos, menores ou colapsados e
infiltrado estromal de linfocitos na iris. O grupo D1000 mostrou dos vasos epiretinais
finos, menores ou colapsados. No grupo ND500 raros vasos epiretinais colapsados
foram identificados, mas em 3 animais foram observados. No grupo ND1000 poucos
vasos colapsados foram observados. As médias da quantificacdo dos vasos abertos,

colapsados e estreitos apresentam-se na tabela 15.

Tabela 15. Quantificac@o de vasos abertos colapsados e estreitos em pacus suplementados com

camu-camu.
Grupo Vasos abertos Vasos estreitos Vasos colapsados
NDO 16,21+1,56 5,11+4,422 4,37+2,85
ND500 12,14+2,78 7,86+3,293b¢ 5,0044,20
ND1000 16,08+5,85 6,08+4,2130 4,25+3,72
DO 10,94+7,34 11,59+4,46b 5,94+4,01
D500 8,25+4,54 13,50+7,08¢ 8,08+5,59
D1000 13,30+6,33 8,10+5,0730¢ 5,2044,02
Médias seguidas de pelo menos por uma letra mindiscula em comum né&o diferiram estatisticamente
(p<0,05).

3.3.3. 1Q caspase-3, caspase-9 e indice apoptético

A expressdo para a caspase-3 na camada nuclear interna (CNI) do grupo
diabético teve tendéncia de maior pontuacdo de expressao final do escore ao se
comparar com o grupo controle. O grupo tratado com 500mg de camu-camu ainda
teve uma menor tendéncia na expresséao final do score ao ser comparado com 0 grupo
de diabético tratados com 1000mg (Figura 19). A camada nuclear externa (CNE) do
grupo diabético também teve tendéncia de maior pontuacdo de expressao final do
escore ao se comparar com 0 grupo controle. Os grupos diabéticos tratados

mostraram tendéncia de menor escore versus o grupo diabético. O grupo diabético
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tratado com 1000mg de camu-camu teve tenéncia de menor escore do que 0 grupo
tratado 500mg de camu-camu ao comparar-se com 0 grupo controle (Figura 20)
(Tabela 16). A imunoistoquimica para a caspase-9 nas camadas nuclear interna e
externa do grupo diabético, revelou tendéncia de maior pontuacao de expresséo final
do escore ao se comparar com o grupo controle. Os grupos diabéticos tratados tiveram
tendéncia de um menor escore versus o0 grupo diabético, enquanto o grupo diabético
tratado com 500mg de camu-camu, mostrou um escore igual ao grupo controle. Para
a camada nuclear externa, os grupos diabéticos tratados mostraram um escore similar
entre si e na mesma tendéncia do grupo controle (Tabela 17) (Figura 21 e figura 22).

A analise estadistica revelou que o DO néo diferiu significativamente do indice
apoptotico ao ser comparado com o NDO. Os outros grupos ndo apresentaram
diferenca estatistica quando comparado com o grupo NDO, apresentando tendéncia

de menor indicie apoptoético em relacdo ao DO (Figura 23).



Figura 19. Caspase-3 CNE. (A) Escore final 1 (distribuicdo do escore 1, intensidade
score 1); (B) Escore final 4 (distribuicdo do escore 2, intensidade score 2);
(C) Escore final 2 (distribuicdo do escore 1, intensidade score 2); (D) Escore
final 2 (distribuicdo do escore 1, intensidade score 2); (E) Escore final 1
(distribuicdo do escore 1, intensidade score 1); (F) Escore final 1
(distribuicdo do escore 1, intensidade score 1); DAB peroxidase contra
coloragdo hematoxilina magnificagéo 40X.



Figura 20. Caspase-3 CNI. (A) Escore final 1 (distribuicdo do escore 1, intensidade
score 1); (B) Escore final 6 (distribuicdo do escore 3, intensidade score 2);
(C) Escore final 2 (distribuicdo do escore 1, intensidade score 2); (D) Escore
final 2 (distribuicdo do escore 2, intensidade score 1); (E) Escore final 1
(distribuicdo do escore 1, intensidade score 1); (F) Escore final 1
(distribuicdo do escore 1, intensidade score 1); DAB peroxidase contra
coloragdo hematoxilina magnificagéo 40X.



Figura 21. Caspase-9 CNE. (A) Escore final 1 (distribuicdo do escore 1, intensidade
score 1); (B) Escore final 2 (distribuicdo do escore 1, intensidade score 2);
(C) Escore final 1 (distribuicdo do escore 1, intensidade score 1); (D) Escore
final 1 (distribuicdo do escore 1, intensidade score 1); (E) Escore final 1
(distribuicdo do escore 1, intensidade score 1); (F) Escore final 1
(distribuicdo do escore 1, intensidade score 1); DAB peroxidase contra
coloragdo hematoxilina magnificagéo 40X.



Figura 22. Caspase-9 CNI. (A) Escore final 1 (distribuicdo do escore 1, intensidade
score 1); (B) Escore final 1 (distribuicdo do escore 1, intensidade score 1);
(C) Escore final 2 (distribuicdo do escore 1, intensidade score 2); (D) Escore
final 1 (distribuicdo do escore 1, intensidade score 2); (E) Escore final 1
(distribuicdo do escore 1, intensidade score 1); (F) Escore final 1
(distribuicdo do escore 1, intensidade score 1); DAB peroxidase contra
coloragdo hematoxilina magnificagéo 40X.
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Tabela. 16. Escore de imunoistoquimica nas Tabela 17. Escore de imunoistoquimica nas
camadas nuclear externa (CNE) e interna de camadas nuclear externa (CNE) e interna
retinas (CNI). (CND).

. CNE CNI . CNE CNI
Animal Animal
apoptose apoptose apoptose apoptose

1 2 2 1

NO NO

ND500 ND500

ND1000 ND1000

DO DO

D500 D500

D1000 D1000

O B W N RO U DN WOWNR|[OGO DA WOWNR[oOO GO WOWNROOOTODAWWNIR|[OGODMAWNR
P P R R PP P NMNNRRINPORDNOR PR PRPRPRPRERPR|IP P PR P R[RP PR R RPN
P N R R NP P P R R NP NMNNMDANRRPR R RPRPRPRRERPR|IP P PR P R[RP PR R RPN
g A W N RO DN OWNRO OO OWNROOGDAWNR|[0OOO NN R[oO O™ OWN PR
P R R R PP P P R R RINNRPRR PR R(RPR P PP PR R|IP P PR PPRRP P R R P
N RPN R R(RP R P R R RPRP WONEPNNRRRPRRPRPREPRPR|IP P PP PR RPRRP R R PP

6 1 1 6 1 1

Apoptoses para caspase-3 nas camadas CNE: camada Apoptoses para caspase-9 nas camadas CNE: camada
nuclear externa e CNI: camada nuclear interna, segundo nuclear externa e CNI: camada nuclear interna, segundo
andlises semiquantitativo. analises semiquantitativo.
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Figura 23. indice apoptético na retina. Observa-se o incremento significativo nos
grupos DO, D500 e D1000 quando comparado com o grupo NDO. Medias e
erro padrdo seguidas por letras iguais diferentes indicam diferenca
significativa por teste Kruskall-Wallis (p>0,05).

4. DISCUSSAO

Atualmente, pesquisas conduzidas em carpas e tilapias tem investigado os
efeitos antioxidantes de diversos frutos e hortalicas (Lazzari et al., 2019; Adel et.
al.,2015; Acar, 2018; Brum, et al., 2017; Abdollahzadeh, et al., 2014; Ebrahimi et al.,
2020; Abdel-Latif et al., 2020). Outros estudos confirmaram que suplementacao de
antioxidantes na dieta pode viabilizar novas terapias de prevencao e tratamento nas
retinopatias (Hernandez et al., 2016; Li et al., 2016). Berrow et al., (2016) aplicaram a
suplementacdo de Luteina como antioxidante em humanos saudaveis durante 40
semanas, demostrando melhora no ERG multifocal. Ja em Beagles, Wang et al.
(2016), apresentaram melhoras na funcdo escotoptica e fotoptica, apos a
suplementacdo de um complexo de antioxidantes durante seis meses.

Em pacientes diabéticos, as células retinianas estdo expostas a um elevado
guantitativo de radicais livres (Alvarez et al., 2010; Gleeson et al., 2007), tal qual é

capaz de exaurir seus mecanismos antioxidativos compensatorios (West, 2000). Foi
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evidenciado mediante anéalises de ondas eletrorretinograficas alteracdes precoces em
estagios iniciais em RD, observando menor amplitude e maior tempo implicito das
ondas a e b do Flicker em pacientes humanos (Pescosolido, et al.,2015; Fukuo et
al.,2016). Dados similares em ondas eletrorretinogréficas foram encontrados por
Alvarez et al., (2010), em larvas de Zebrafish (Danio rerio) diabéticas induzidas
durante 30 dias. Nesta pesquisa, foi implementada técnica eletrorretinogréafica descrita
pelos autores que permitiram caracterizar pard@metros eletrorretinograficos preditivos
de RD no pacu.

Estudos relativos a implementacdo de antioxidantes em RD, mostraram seus
beneficios para a prevencdo da doenca nos estagios iniciais (Zeng et al., 2015). No
presente estudo a andlise de ondas eletrorretinograficas demostraram diferenca
estatistica de maior amplitude da onda a dos bastonetes, nos grupos DO e D1000
guando comparado com o grupo NDO. Em relagéo a onda mista, também se constatou
aumento significativo das amplitudes da onda a entre o grupo DO quando comparado
com o NDO. Nossos resultados revelam valores altos, possivelmente porque néo se
atinge por completo a capacidade de conducéo dos fotorreceptores, que afetaria a
sequéncia de transmissdo do estimulo elétrico. Concordando com os resultados
realizados em camundongos diabéticos por oito, dezesseis e vinte quatro semanas,
demostraram a onda a incrementada (Bogdanov et al., 2004). Em outros trabalhos de
fases tardias de retinopatia diabética, a onda a apresenta-se diminuida na fase
escotdpica (Li et al., 2002; Okuno et al; 2008). Pois o diabetes afeta a atividade do
potencial de membrana (Na‘/K*-adenosina 5 -trifosfatasa) (Wetzel; 1999), que é
localizada nos segmentos externos dos fotorreceptores, e que tem um papel
fundamental na manutencéo da onda a (Ottlecz et al;1993). Portanto, ndo se tem um
consenso sobre a atividade da onda a no diabetes.

Kowluru et al., (2014), demostraram ondas a e b menos afetadas, em ratos
Wistar diabéticos suplementados com carotenoides durante quatro meses. O mesmo
foi encontrado por Zeng et al. (2015) na suplementacédo com Resveratrol durante sete
meses, em ratas diabéticas, atenuando a diminuicdo da amplitude da onda a dos
bastonetes e a onda b dos bastonetes e cones. Neste estudo, respostas similares
foram encontradas, observando o tempo implicito mais rapido no grupo D500 quando

comparados com os grupos DO e ND500, podendo esta resposta estar relacionada
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diretamente com a capacidade antioxidante do camu-camu, outrossim, ndo observado
0S mesmos beneficios quanto a suplementacdo em concentracbes mais altas
(1000mg). As altas quantidades de vitamina C na retina, podem ter gerado saturacao,
ocasionando tal fato.

As lesdes que se manifestam na RDNP, ja foram classificadas em humanos
com base na tortuosidade dos vasos retinais (Mustafa et al.,2015), ou presenca de
alteracOes vasculares (Vallabha et al., 2004; Viswanath et al., 2003; Wu et al., 2013).
Tais lesdes se classificam como: leve e moderado, quando se observaram
microaneurismas em diversos graus. As classificadas como severas, notam-se
hemorragias, vénulas em formato de rosario e IRMAS em mais de um quadrante. Na
literatura ndo ha classificacdo de avaliagdo das retinopatias induzidas em peixes, 0
que nos levou a adaptar uma classificacdo junto ao escore clinico. O DM produziu
lesBes severas na retina, manifestando-se como perda de vascularizacao (presenca
de IRMAS) e atrofia total no grupo DO (escore 3), apresentando diferenca significativa
com o grupo D1000 (escore 2,83), 0 que evidencia o dano presente na retina. A
suplementacdo com camu-camu diminuiu as lesdes produzidas na retina, mas o0s
animais D500 foram menos afetados ao manifestarem escore menor do que 0s
D1000. Provavelmente, a dose mais baixa funcionou de maneira mais eficiente,
porque sdo requeridas concentracdes especificas de acido ascorbico (principal
componente do camu-camu), que esta relacionado com a a¢do sobre o endotélio
vascular (quem o distribui no corpo) e manter a regulacéo de apoptoses e o controle
da proliferacdo endotelial (May e Harryson 2013). Em concentracdes altas, o acido
ascorbico é capaz de inibir a angiogéneses (Mirikowa et al., 2010), por reduzir a
atividade celular metabdlica endotelial e os niveis de ATP (Saghiri et al., 2017).
Ademais, altas concentracBes de acido ascoérbico podem também estar relacionado
com menor preservacao do endotélio vascular.

Nesta pesquisa, o diabetes induzido pela aloxana fez com que as camadas da
retina apos sete dias de hiperglicemia (glicose 159 mg/dL), tivessem menor
espessura, comparando-se com aquelas de peixes ndo diabéticos. Diferente do
encontrado em outros protocolos onde apds varias semanas ou meses ocorrerem
mudancgas nessa estrutura ocular (Glesson, 2007). Nosso protocolo demostrou que

todos os peixes se tornaram diabéticos e suas retinas foram afetadas desde os
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estagios iniciais. RDs em pacientes humanos sdo observadas com alteracdes iniciais
na porcao anterior da retina (Rui et al., 2018). Neste estudo as alteracfes observadas
nos estagios iniciais ocorreram apenas na porgado posterior. Contudo, observou-se
diminuicdo geral na espessura da retina em pacus induzidos a diabetes.

Relativamente, alteracbes nas camadas da retina foi observado uma
diminuicdo das camadas dos fotorreceptores, nuclear externa, nuclear interna e a
plexiforme interna, podendo evidenciar neurodegeneracdo como eventos precoces de
RD relacionado com o déficit funcional. Estudos conduzidos em Zebrafish e no
Devario aequipinnatus com DM induzida também demostraram diminuicdo nessas
duas ultimas camadas (Gleeson et al., 2007; Raja et al., 2015). Pesquisas futuras com
enfoque nas altera¢gfes histomorfométricas em peixes com DM s@o necessérias para
se estabelecer se h4 um padrdo ou se h4& um mecanismo compensatério que leva a
nao manifestacdo da reducdo da espessura retiniana.

No Zebrafish, a camada do epitélio pigmentar e do segmento externo dos
fotorreceptores séo interdependentes. Tais camadas s&o associadas firmemente
através das microvilosidades da parte apical do epitélio, a similitude do que ocorre
com outros vertebrados (Hodel et al., 2006). No pacu, o epitélio pigmentar representa
um terco da espessura total da retina. Em condicfes de hiperglicemia é alterada a
concentracdo da bomba Na* K* ATPase, diminuindo a permeabilidade do epitélio
pigmentar, o que poderia alterar o transporte de dgua, retinol e 4cido ascorbico, desde
0 espaco sub-retiniano aos capilares da coroide, limitando assim a resposta ao
estresse oxidativo (Salceda e Contreras 2007; Thebault, 2011).

O grupo DO apresentou diminuicdo na camada do epitélio pigmentar quando
comparado com todos 0s grupos, sendo estatisticamente significativo com o grupo
ND500. Observando que ao ser suplementados inclusive quando diabéticos
apresentaram um efeito benéfico na protecdo do epitélio pigmentar. A alteracdo do
epitélio pigmentar pode afetar diretamente a sobrevivéncia dos fotorreceptores
podendo levar ao acumulo de toxinas no epitélio pigmentar, produzindo sua
degeneracéo (Yamada et al., 2001).

Relativamente a camada dos fotorreceptores (segmentos externos e internos
dos bastonetes e cones), a camada nuclear interna e nuclear externa unicamente

observou-se alterada no grupo DO observando se diminuicéo relevante. Nos outros
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grupos inclusive diabéticos tratados ndo observou tal alteracdo. A camada nuclear
interna contém o0s nudcleos das células bipolares que fazem sinapses com 0s
fotorreceptores, células horizontais e células ganglionares; amacrinas,
interplexiformes e de Muller. Apés a captacao do sinal por parte dos fotorreceptores,
este é conduzido as células bipolares e elas transmitem para as células ganglionares
e a camada nuclear externa € conformada pelos ndcleos dos fotorreceptores. Nesse
contexto, 0 camu-camu manteve a integridade das células envolvidas na transmissao
apos a capitacao do sinal. Suas propriedades antioxidativas atuam contra os radicais
livres (Fidelis et al., 2018), reduzindo o estresse oxidativo relacionado as condi¢cbes
de hiperglicemia (De Souza et al., 2014). Além disso, 0 camu-camu contém inibidores
de aldose redutase, cuja atividade é importante na patogénese do diabetes (Ueda et
al., 2004). Estudos sdo necessarios sobre o papel antioxidante deste agente e sua
influéncia direta nos mecanismos fisioldgicos dos fotorreceptores, células amacrinas,
bipolares e Muller que sédo danificados frequentemente na RD.

A camada plexiforme interna € onde acontecem a sinapses com multiplas
terminagdes celulares em forma de redes. Foi evidenciado no presente estudo,
diminuicao significativa no grupo DO junto a camada nuclear externa. Ja no grupo
D1000, observou-se um incremento dessa camada. Similares resultados foram ja
descritos por Ling et al. (2020).

Portanto, a capacidade antioxidante apoia a nossa hipo6tese do efeito do camu-
camu sobre a retina, corroborando que os beneficios dos antioxidantes fomentam
protecdo em pacientes diabéticos desde as fases iniciais.

Na RD, a vascularizacdo epiretinal é afetada pelo estresse oxidativo
conduzindo anormalidades vasculares, descritas como a diminuicdo dos diametros
arteriolares (Wright et al., 2009; Shen et al.,, 2006; Vessey et al., 2011) e o
estreitamento arteriolar na retina (Cheung et al., 2015). Comparativamente com o
grupo NDO, os peixes do grupo DO apresentavam vasos abertos em menor quantidade
e vasos estreitos em maior quantidade. E quando séo suplementados na maior dose
(1000mg), séo similares ao grupo NDO. Suspeitamos que a acdo do camu-camu sobre
a preservacao da morfologia dos vasos epiretinais é dose dependente. Também, seu
efeito benéfico em individuos saudaveis com histérico de diabetes, pressao alta e

dislipidemia demostram melhoras na funcdo endotelial e pressdo sanguinea
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(Miyashita et al., 2018). Portanto, estudos no fluxo sanguineo coroidal devem ser
aprofundados para demostrar a relacéo direta no olho.

LesOes retinianas oriundas do estresse oxidativo no diabetes produzida pelo
DM acarreta perda de neurdnios devido a um aumento de apoptose (Zhang et al;
2018). Corroborando com nossos estudos o grupo DO, apresentou indice apoptético
significativamente mais alto quando comparado com o grupo NDO. Nos grupos
diabéticos com tratamento ndo foi observado mudanca significativa, ainda
apresentando indice apoptotico mais alto do que o grupo NDO evidenciando beneficios
na dieta quanto a suplementacdo com camu-camu, com possivel efeito antiapoptaotico.

A atividade da caspase-9 forma parte do complexo apoptotico no citosol, sendo
aresponsavel pela ativacdo da caspase-3 (Gao et al., 2018). A caspase-3 € a principal
protease envolvida em eventos de apoptose. A enzima é responsavel pela ativar as
endonucleases, assim como pela quebra de proteinas estruturais citoplasmaticas
(Zhang, 2017). Relativamente ao escore da imunomarcacdo com caspase-3 e -9,
nosso estudo evidenciou um possivel efeito antiapoptotico na retina de pacus DM,
suplementados com camu-camu. Houve um aumento no escore para as caspase-e e
caspase-9, em camadas nuclear interna e nuclear externa no grupo DO, em
comparacao com o grupo NDO. Quando foram suplementados, o apresentaram menor
tendéncia no escore, sugerindo que a apoptoses diminuiram e foi mais efetiva ao se

utilizarem doses mais baixas.

5. CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos e segundo as condi¢cdes de como a pesquisa
foi desenvolvida, ha como admitir que a suplementacdo com camu-camu (Myrciaria
dubia), apresenta efeito neuroprotetor na retina em pacus diabéticos. Ademais,
constatou-se que a suplementacao de 500 mg/kg de camu-camu foi mais eficiente que

doses mais elevadas.
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