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RESUMO

O Diabetes mellitus (DM) é uma sindrome causada por uma deficiéncia na produgéo
de insulina, ou pela incapacidade desta em realizar suas funcdes. A hiperglicemia,
caracteristica do DM, causa diversos distarbios metabdlicos, como perda de peso, fadiga,
dificuldade de cicatrizacdo, vasculopatia e neuropatia. Para inducdo do DM tipol, é utilizada
a streptozotocina (STZ), uma glicosamina-nitrosureia que se liga a transportadores do tipo
glut-2, destruindo as células produtoras de insulina. O estresse oxidativo (EO) esta
diretamente relacionado as vias que geram as complicacdes causadas pelo DM, portanto sua
avaliacdo torna-se essencial para verificar possiveis tratamentos. Sendo assim, a utilizacdo de
animais é a melhor forma in vivo de estudar farmacos e outras formas alternativas de tratar
esta sindrome. O jundi& (Rhamdia quelen) é um peixe endémico da regido sul do Brasil, e tem
como caracteristicas boa adaptacdo ao frio, facil reproducéo e manejo. Com base no exposto,
este estudo objetivou a criacdo de um modelo experimental alternativo para o estudo das
alteragBes bioquimicas induzidas pelo DM. Para isso, foram obtidos 60 animais de
piscicultura licenciada. Foram utilizados 20 peixes para a realizagdo de uma curva de dose-
resposta a STZ. Com isso, estabeleceu-se a dose de 200 mg/kg como a mais efetiva. Na
padronizacdo do modelo de DM foram utilizados 30 animais, divididos em grupo controle e
tratados com STZ (200 mg/kg), acompanhados por 30 dias. Foram realizadas biometrias
quinzenalmente. Ao final do tratamento, os animais foram eutanasiados e foram removidos
seus tecidos (cérebro, masculo, rim, figado e sangue) para analise. Foram avaliados 0s niveis
de glicose, triglicerideos, de grupos sulfidrilicos (-SH), espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBA-RS) e a atividade da enzima 3-ALA-D. Ao final do experimento, ndo foi
observado estado hiperglicémico significativo nos animais. No entanto, foram observados
niveis elevados de peroxidacédo lipidica no musculo, de —SH total no figado, da atividade da
enzima 3-ALA-D no cérebro, e uma diminuigdo nos niveis de GSH néo proteicos no musculo,
indicando que os animais tratados com a STZ passaram por um quadro de EO. Em concluséo,
os bioindicadores de EO demonstram que houve dano oxidativo nos tecidos avaliados. Porém,
mais estudos sdo necessarios para avaliar se ha relacdo com estado hiperglicémico prévio ou

se é um efeito isolado do agente estressor STZ.

Palavras-chave: Diabetes mellitus; Modelo alternativo; Estresse oxidativo, Rhamdia quelen.



ABSTRACT

. Diabetes mellitus (DM) is a syndrome caused by insulin production deficiency, or by
its incapacity to execute its functions. Hyperglycemia, a characteristic of DM, causes many
metabolic disorders such as weight loss, fatigue, vasculopathy and neuropathy. For induction
of type 1 DM, streptozotocin (STZ) is used in order to destroy the insulin productions
pancreas beta cells. Oxidative stress (OS) is directly related to pathways that generate
complications caused by DM. So, its evaluation is essential to check possible treatments.
Thus, the use of animals in vivo is the best way to study drugs and other alternative ways to
treating this syndrome. The jundia (Rhamdia quelen) is an endemic fish from southern Brazil,
and its main characteristics are good adaptation to cold weather, easy reproduction and
handling. Based on the above, this study aimed to create an alternative experimental model
for the study of biochemical changes induced by DM. For this, we obtained 60 animals. Was
used 20 fish to conduct a dose-response curve to STZ. With this result, the dose of 200 mg/kg
was selected as the most effective. In the standardization of the DM model, we used 30
animals, which were divided into control group and treated with STZ (200 mg/kg) group,
followed by 30 days. Biometric analyses was done every two weeks. At the end of treatment,
animals were euthanized their tissues was removed (brain, muscle, liver, kidney and blood)
for analysis. We evaluated the glucose levels, triglycerides, the sulfhydryl groups (-SH),
thiobarbituric acid reactive species (TBARS), and the 3-ALA-D enzyme activity. At the end
of the experiment, there was no significant hyperglycemic state in animals. However, elevated
levels of lipid peroxidation were observed in muscle, -SH total in the liver, 5-ALA-D enzyme
activity in the brain, and a decrease in GSH levels in the muscle, indicating that animals
treated with STZ undergone OS. In conclusion, OS bio-indicators show that oxidative damage
was performed in tissues. However, more studies are needed to assess whether there is a

relationship with prior hyperglycemic state or whether it is an isolated effect of stressor STZ.

Key-words: Diabetes mellitus; Alternative Model, Oxidative Stress; Rhamdia quelen.
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1. INTRODUCAO

Em sistemas aerdbicos é essencial o equilibrio entre agentes Oxido-redutores e o
sistema de defesa antioxidante. Esses agentes sdo gerados endogenamente como consequéncia
direta do metabolismo do O, e também em situacGes ndo-fisioldgicas, como a exposicdo da
célula a xenobidticos que provocam a reducdo incompleta de O, (Ross et al., 1991).

Para proteger-se de agentes toxicos e/ou oxidantes, a célula possui um sistema de
defesa que pode atuar em duas linhas. Uma delas atua como detoxificadora do agente antes
que ele cause lesdo. Esta linha é constituida por glutationa reduzida (GSH), superdxido-
dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GPx) e vitamina E (Ferreira & Matsubara,
1997). A outra linha de defesa tem a funcdo de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida
pelo acido ascorbico e pela glutationa-redutase (GSH-Rd), entre outros. Com excecdo da
vitamina E (a-tocoferol), que é um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos
agentes antioxidantes esta no meio intracelular (Ross et al., 1991; Hebbel et al, 1986).

Entre as diversas situagbes que causam um aumento da producdo enddgena de
oxidantes e uma diminuicdo da acdo dos sistemas de defesas antioxidantes estd o Diabetes
mellitus (DM). A avaliacdo do estresse oxidativo (EO) no DM torna-se de grande importancia
a medida que permite o reconhecimento de mecanismos que levam as complicacdes da
sindrome, assim como a investigacao de possiveis tratamentos para o disturbio.

E crescente o interesse de pesquisadores por modelos experimentais alternativos aos ja
existentes, que permitam investigar diversos aspectos relacionados ao DM. Neste contexto
entdo surge a possibilidade de utilizar alguns animais de facil manuseio e obtencdo, como o
jundia (Rhamdia quelen), ja bastante utilizado para estudos de EO (PRETTO et al, 2010).

Assim, considerando que o DM atinge milhares de pessoas em todo mundo e que o EO
é um dos grandes causadores das complicacdes relacionadas com essa sindrome, este estudo
teve como finalidade padronizar um modelo experimental alternativo de DM utilizando o

jundid, assim como avaliar biomarcadores EO no modelo acima citado.

1.1 Jundia (Rhamdia quelen):

B

.....

Figura 1: Exemplar de Rhamdia quelen. Fonte: Fonte propria.



11

O Brasil possui ampla diversidade de espécies nativas com alto potencial para
piscicultura intensiva. Uma espécie promissora para criagdo no Sul do Pais é o jundia, a qual
tem demonstrado rusticidade no manejo criatério (BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO,
2005) e bons indices de crescimento, inclusive nos meses mais frios (FRACALOSSI et al.,
2002). Estes fatores favorecem para que esta espécie entre nas preferéncias dos produtores de
organismos aquéticos com fins de comercializacao.

O jundia (Figura. 1) é uma espécie pertencente ao género Rhamdia, que é formado
por 11 espécies, dentre as quais se encontra 0 Rhamdia quelen. Segundo Luchini e Avendafio
(1985) e Baldisserotto e Radiinz Neto (2005), o jundia é um peixe de rapido crescimento,
apresenta facil adaptacdo a criagcdo intensiva, rusticidade, facilidade na inducdo a reproducéo,
alta taxa de fecundacdo, possuindo ainda carne saborosa com baixo teor de gordura e com
poucas espinhas, além de apresentar boa aceitacdo no mercado consumidor. O jundia faz parte
da familia Heptapteridae, e € uma espécie endémica do sul da América do Sul, capaz de
crescer e reproduzir-se em qualquer regido de clima temperado ou subtropical (CERICATO et
al., 2008).

Em peixes o metabolismo da glicose ocorre da mesma forma que nos mamiferos, onde
a principal fonte energética das células é a glicose. Quando ingerida acima das necessidades, a
glicose é polimerizada a glicogénio, e armazenada no figado e no musculo, sendo sua
mobilizagcdo controlada pela acdo de hormonios e enzimas, ou convertida a gordura
(SILVEIRA et al.,, 2009). Wilson e Poe (1987), em ensaios de tolerdncia a glicose,
observaram hiperglicemia com caracterizacdo semelhante ao sintoma de diabetes de animais
mamiferos, em peixes alimentados com alto nivel de carboidratos na dieta e sugeriram que a
reduzida taxa de utilizacdo de glicose da-se através de uma producdo insuficiente de insulina
pelos peixes.

Essa espécie ja tem sido utilizada com sucesso na avaliacdo de EO (FERREIRA et al.,
2010), porém a indugédo experimental de DM no jundi& é ainda pouco explorada. Em peixes,
esta sindrome j& foi realizada em peixe zebra, Danio rerio (OLSEN et al., 2010) e Goldfish,
Carassius auratus (MINICK & CHAVIN, 1971), induzindo o DM através de Streptozotocina.
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1.2 Diabetes mellitus:

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) define o Diabetes mellitus (DM) como uma
sindrome de etiologia multipla, decorrente da falta de insulina e/ou incapacidade da insulina
exercer adequadamente suas acdes. Especificamente no DM do tipo 1, a destruicdo autoimune
das células beta pancreaticas resulta na falha da producdo de insulina, levando a hiperglicemia
cronica e alteragdes no metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas.

A hiperglicemia crénica em longo prazo estd relacionada ao desenvolvido das
complicacdes relacionadas ao DM e acredita-se que o EO tem papel fundamental no
desenvolvimento dessas complicagdes (CERIELLO, 2000; REIS et al., 2008). De fato, um
aumento do EO relacionado com a hiperglicemia ja foi relatado em modelos in vitro e in vivo
(SALGUEIRO et al., 2013; SALGUEIRO et al., 2016; FOLMER et al., 2002).

Para a inducdo experimental do DM tipo 1 em modelos animais € utilizada comumente
a estreptozotocina (STZ), a qual é uma glicosamina derivada da nitrosourea. A cito toxidade
da STZ esta relacionada a ligacao da fracdo glicidica da droga aos glicoreceptores das células
beta, permitindo que o componente nitrosouréia realize a destruicdo das células beta. Esta
acao acontece em trés momentos, 0 primeiro € momento € caracterizado por um estado
hiperglicémico, devido a inibi¢do na producéo de insulina e ocorre entre duas e quatro horas
apos a injecdo, no segundo momento ha um quadro de hipoglicemia através da lesdo causada
as células beta com insulina estocada, ocorrendo entre sete a nove horas, e a ultima fase deste
processo é caracterizada por uma quadro irreversivel de hiperglicemia, este, ocorrendo cerca
de vinte e quatro horas apds a administracdo (VIANNA, 2003). Por outro lado, evidéncias
indicam que os radicais livres podem ter um papel essencial no efeito diabetogénico da STZ
(TAKASU et at., 1991).

1.3 Estresse oxidativo:

O estresse oxidativo (EO) pode ser definido como uma perturbacéo no equilibrio entre
a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e a neutralizacdo destas pelos sistemas
de defesa antioxidante, sendo que o excesso de EROS é conhecido por causar danos aos
sistemas biologicos (HALLIWELL, 2012). Dessa forma, o EO pode ser medido através da
avaliacdo de biomarcadores especificos, como a taxa de peroxidacao lipidica e os niveis de
grupamentos sulfidrilicos (HALLIWELL, 2012).

EROS sdo compostos quimicos resultantes da ativacdo ou reducdo do oxigénio
molecular (O,) ou derivados dos produtos da reducdo. As principais EROS séo o anion radical

superéxido (O2), o peroxido de hidrogénio (H.0,) e o radical hidroxila (HO"). Estes
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compostos podem reagir com biomoléculas e produzir peroxidagdo lipidica, danos ao DNA e
oxidacdo de proteinas, resultando em lesdo e morte celular (MONTEIRO et al., 2006). Os
sistemas de defesa antioxidante naturais podem ser enzimaticos, que inclui as enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST) e glutationa
peroxidase (GPx), e ndo enzimaticos, representado pelos niveis de &cido ascorbico e
glutationa reduzida (GSH) (AHMAD et al., 2000; ORUC et al., 2004). O sistema de defesa
antioxidante ndo-enzimatico atua impedindo reacdes de auto-oxidacdo e tem sido vinculado
com a reducdo de radicais livres (SAYEED et al., 2003). Dentre estes, destaca-se a GSH, o
mais abundante tiol ndo-protéico e um dos principais agentes redutores encontrados nas
células e atua como co-fator para a GST e GPx (MONTEIRO et al., 2006; MODESTO &
MARTINEZ, 2010).

A enzima citosolica 6-aminolevulinato desidratase (8-Ala-D), ou porfibilinogénio
sintase, € uma enzima de natureza sulfidrilica (BEVAN et al., 1980), a qual pode ser inibida
na presenca de metais pesados como chumbo e cobre (HASAN & SETH, 1981; PEROTTONI
et al., 2004). Apesar de ndo ser considerada uma enzima antioxidante, a analise de sua
atividade é amplamente realizada em estudos de estresse oxidativo devido a sua atividade ser
inibida na presenca de agentes estressores e também no DM, como observado por Salgueiro et
al. (2016), em um modelo de DM induzido por STZ.

A ALA-D estd diretamente envolvida na sintese de compostos tetrapirrélicos
(corrinas, bilinas, clorofila e hemes) (JAFFE, 1995), catalisando a condensacdo de duas
moléculas de acido d-aminolevulinico com a perda de duas moléculas de agua. A principal
importancia destes compostos esta na sua funcéo de grupos prostéticos de proteinas. O grupo
heme (ferroprotoporfirina) faz parte de estruturas de proteinas que participam do transporte e
armazenamento de oxigénio (hemoglobina, mioglobina), transporte de elétrons (citocromos a,
b e c), reagdes de transformacdo de xenobidticos (citocromo P 450) e do sistema de protecdo

contra peroxidos (catalase e peroxidases) (Pivetta, 2005).



14

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar um modelo de Diabetes mellitus utilizando o jundid (Rhamdia quelen)
como modelo experimental, e avaliar biomarcadores de estresse oxidativo nesse

modelo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar caracteristicas biométricas em jundias tratados com STZ;

Avaliar o desenvolvimento do estado hiperglicémico em jundias tratados com STZ;
Avaliar os niveis de peroxidacdo lipidica;

Avaliar o antioxidante ndo enzimatico enddgeno glutationa reduzida (GSH);

Avaliar a atividade da enzima d-aminolevulinato desidratase (ALA-D).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo e Mantenca dos Animais

Para a realizacdo do experimento foram obtidos 60 animais, oriundos de piscicultura
licenciado, os quais foram aclimatados em uma caixa de 500 L, com temperatura controlada
(+ 25 °C). Apos aclimatagdo, os peixes foram distribuidos primeiramente em 4 tanques de
200L para a realizacao da curva de dose-resposta, e, ap6s definida a dose, foram postos em 2
tanques, relacionados aos dois grupos utilizados no experimento. A agua foi renovada a cada
2 dias numa quantidade equivalente a 10% do volume total. A alimentacdo (racdo comercial
para juvenis, com 36% Pb) foi fornecida duas vezes ao dia.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Unipampa (CEUA 032/2015).

3.2 Administracdo da Estreptozotocina

A estreptozotocina (SIGMA Chemical Company, St. Louis, MO) foi preparada em
tampdo citrato (0,01M), pH 6,0.

Para realizagdo da curva de dose-resposta foram separados 20 animais de ambos o0s
sexos, com tamanho aproximado de +11,35 cm. Os peixes foram separados em 4 grupos
(Controle, 100 mg/kg, 200 mg/kg e 300 mg/kg; i.p.). A curva foi realizada com a finalidade
de estabelecer uma dose padrdo para a inducdo do DM. No grupo controle foi injetado apenas
tampdo citrato. A avaliacdo da glicemia foi realizada no sétimo e décimo quarto dia apos a
injecdo. A administragdo da droga foi realizada intraperitoneal. A dose mais efetiva (200
mg/kg) foi utilizada para o experimento posterior.

3.3 Inducéo do modelo de Diabetes mellitus

Para a obteng&o do modelo, foram entdo avaliados os efeitos da STZ sobre a glicemia
e 0s biomarcadores de estresse oxidativo. Para isso, 40 animais foram separados em dois
grupos (Controle e STZ 200 mg/kg). Apos a injecdo, os animais permaneceram por 30 dias
em observacdo, durante este periodo, foram realizadas biometrias quinzenais nos animais,
verificando o comprimento total o peso. O comprimento total foi averiguado utilizando-se
paquimetro digital e o peso aferido com uma balanca digital.

Apos o periodo de 30 dias os animais tiveram primeiramente seu sangue retirado e

foram eutanasiados para a coleta de seus tecidos (Figado, cérebro, rim e masculo).
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A confirmacdo do estado hiperglicémico foi realizada com uma amostra de sangue
utilizando-se o Kit de glicose da marca Labtest.

3.4 Coleta e preparo dos tecidos

O sangue foi coletado através da veia caudal, com o animal ainda vivo e entdo
insensibilizados em gelo. Em seguida os animais foram eutanasiados através de um corte
vertical na medula espinhal. Para as analises, foram utilizados sangue, cérebro, musculo,
figado e rim. Os tecidos foram homogeneizados em NaCl 0,9% na proporcao de 1:5 para
cérebro e musculo e 1:10 para figado e rim. Apds a homogeneizacdo, os tecidos foram
centrifugados (2000 rpm; 4°C) para obtencdo do primeiro sobrenadante (S1). O sangue foi
coletado em tubos contendo heparina para evitar coagulacdo. As analises de glicose e

triglicerideos foram realizadas utilizando-se Kit de marca comercial Labtest.

3.5 Niveis de grupos sulfidrilicos (-SH)

O procedimento experimental foi desenvolvido de acordo com o método proposto por
Ellman (1952), o qual se baseia na reacdo dos grupos -SH com o é&cido 5,5-ditiobis (2-
nitrobenzoico) (DTNB) utilizado como reagente de cor. A analise colorimétrica foi
desenvolvida espectrofotometricamente a 412 nm apds 10 minutos da adicdo do DTNB, e o
contetdo de grupos -SH foi calculado com relagdo aos valores encontrados em concentracfes
conhecidas de GSH utilizadas como padrédo. Os resultados foram corrigidos pela quantidade

de tecido e expressos em nmol de GSH por miligrama de tecido.

3.6 Ensaio de determinacéo das espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS)

Para determinacdo dos niveis de TBA-RS foi utilizado o método de andlise
colorimétrica proposto por Ohkawa et al. (1979). A leitura foi realizada em espectrofotbmetro
em um comprimento de onda de 532 nm. Os resultados foram calculados em nmol de
malondialdeido (MDA), calculados com base em uma curva padrdo, e corrigidos pela
guantidade de MDA.

3.7 Determinacéo da atividade da delta-aminolevulinato desidratase (3-ALA-D)

A atividade da 6-ALA-D foi determinada seguindo o método proposto por Sassa
(1982). A atividade da enzima foi monitorada em diferentes tempos (de acordo com o tecido
avaliado) e a partir da adicdo do acido aminolevulinico. Os resultados foram expressos em

nmol de porfobilinogénio (PBG) e corrigidos pela quantidade de proteinas ou mL de sangue.
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3.8 Determinacao de proteinas
As proteinas foram quantificadas pelo método proposto por Bradford (1976). A leitura
foi realizada em espectrofotbmetro em um comprimento de onda de 595nm. Os resultados

foram expressos em mg de proteinas, calculados com base em uma curva padréo de albumina.

3.9 Anélise estatistica

Os dados obtidos na curva de resposta a STZ foram submetidos a analise de Variancia
com nivel de significancia de 95% (P<0,05). Os dados relacionados as biometrias e analises
dos bioindicadores de estresse oxidativo foram submetidas ao teste t, com nivel de
significancia de 95% (P<0,05).
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4. RESULTADOS

Na Figura 2 estdo representados os niveis de glicose dos animais utilizados na curva
de dose-resposta. Pode-se observar que nos primeiros 7 dias houve um quadro de
hipoglicemia nos animais do grupo de 200 mg/kg e 300 mg/kg STZ. No entanto, aos 14 dias

foi possivel observar hiperglicemia no grupo de 200 mg/kg enquanto o grupo de 300 mg/kg
manteve hipoglicemia.

Glicose

A B Glicose
80- 300- .
60+
200+
2 T d
3 40+ * * &
g — £
1001
20+ *
0- T T 0- T T
Controle 100 200 300 Controle 100 200 300

Figura 2: Niveis de glicose apresentados pelos animais na curva de dose-resposta com
estreptozotocina. Dados referentes a sete dias (A) e quatorze dias (B). Asteriscos

representam diferencga significativa em relagdo ao controle (p<0,05).
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Na Figura 3 estdo representados os valores obtidos nas biometrias relacionados peso

dos animais, de ambos os grupos. N&o foi observada alteragéo significativa no peso (Figura
2B) dos animais ao longo do tratamento.

Controle
A B Tratado

201 20+

154 151
@ —_ @ —
= J o J
E 10 § 10

54 51

0-

0 15 30 0 15 30

Figura 3: Dados biométricos obtidos em 0, 15 e 30 dias de tratamento. Peso do grupo
controle (A), peso do grupo tratado (B), comprimento do grupo controle (C),

comprimento do grupo tratado (D).

Na Figura 4, sdo apresentados os niveis de glicose e triglicerideos nos animais apos 0s
30 dias tratamento, utilizando a dose de 200 mg/kg, obtida na curva de resposta a STZ. O

tratamento ndo demonstrou diferenga significativo nos animais.

A Glicose
100-

B Triglicerideos

T

mg/ dL

Controle Tratado Controle Tra;ado

Figura 4: Niveis de glicose (A) e triglicerideos (B).
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Na Figura 5 podemos observar os niveis de TBA-RS no figado, rim, cérebro e
musculo. Foi possivel observar um aumento significativo destes niveis no muasculo (Figura
5D), indicando entdo um dano causado através de lipoperoxidagdo neste tecido. Nos demais

tecidos ndo foram observadas alteracdes estatisticamente significativas.

A TBA-RS Figado B TBA-RS Rim
1.0+ 1.0+

'3 0.8 T 2 0.8 |
'=_J) :‘::h

= = 0.6
é <D: 0.4
= =
2 S 0.2

T 0.0" T
Controle Tratado Controle Tratado
C TBA-RS Cérebro D TBA-RS Musculo
0.3 0.6

e =) %
=t °

T T
2 =0 0.4

< <

g g

Z. = 0.24

E E -

T 0.0- T
Controle Tratado Controle Tratado

Figura 5: Analise dos niveis de TBA-RS no figado (A), rim (B), cérebro (C) e Musculo
(D). Asteriscos representam diferenca significativa em relacéo ao controle (p<0,05).
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Na Figura 6 estdo representados os niveis de —SH total no cérebro, figado, rim,
masculo e eritrcitos. Foi possivel observar um aumento significativo nos niveis de -SH no

figado (Figura 6B). Nos demais tecidos ndo foram observadas diferencas significativas.

A GSH Total Cérebro B GSH Total Figado
. 15' 40 *%
B < —
< 10- 2 30-
an = 20
e T
S s &
£ S 10
0- L] 0' T
Controle Tratado Controle Tratado
C GSH Total Rim D GSH Total Musculo
3 2 |
Z Z
&} =
3 g
Controle Tratado e L LT

E GSH Total Eritrocitos
1500+

nmol GSH/mg tecido

Controle Tratado

Figura 6 Avaliacédo dos niveis de —SH total no cérebro (A), figado (B), rim (C), musculo
(D) e eritrocitos (E). Asteriscos representam diferenca significativa em relacdo ao
controle (p<0,05).
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Na Figura 7 s@o demonstrados os niveis de —SH ndo-proteico no figado (A), rim (B),

cérebro (C), musculo (D) e eritrocitos (E). No Musculo houve uma diminuicdo significativa

nos niveis —SH no grupo tratado, mas nos demais tecidos ndo houve diferenca significativa.
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GSH nio prot. Eritrocitos

Controle
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Figura 7: Analise dos niveis de -SH néo proteicos no figado (A), rim (B), cérebro (C),

musculo (D) e eritrocitos (E). Asteriscos representam diferenca significativa em relacéo

ao controle (p<0,05).
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A Figura 8 é referente a atividade da enzima 6 ALA-D nos tecidos avaliados: figado
(A), rim (B), cérebro (C), musculo (D) e eritrocitos (E). Houve um grande aumento na
atividade da enzima 6 ALA-D no cérebro (Figura 8C), mas nos outros tecidos ndo foram

observadas diferencas significativas.

A ALA Figado B ALA Rim
254 LE
2 20 2
5, | & 61
2 151 2
> 24
D 104 /@
g s 2 2
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3' kKK _‘_
E
= = 34
= a8
2 2] = |
S S 21
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~ [»
g ERE
T 0- T
Controle Tratado Controle Tratado
E ALA Eritrocitos
100+
Z  80- [
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e
E 404
£ 204
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Figura 8: Analise da atividade da enzima 8 ALA-D no figado (A), rim (B), musculo (C),
cerebro (D) e eritrocitos (E). Asteriscos representam diferenca significativa em relagéo

ao controle (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho foi realizado com o intuito de avaliar a possibilidade de utilizar
uma espécie nativa da regido sul do Brasil, o jundid, na elaboracdo de um modelo
experimental de Diabetes mellitus tipo 1, induzido através da administracdo de
estreptozotocina.

Os dados mostram que o peso (Figura . 3) dos animais ndo variou significativamente
ao longo dos 30 dias de experimento. O DM é composto por um grupo de doencas
metabolicas caracterizadas pela hiperglicemia, sendo esta causada através de uma deficiéncia
na secrecdo de insulina ou em sua acgdo. A hiperglicemia entdo se manifesta por sintomas
como polidria, polidipsia, polifagia, visao turva e a perda de peso (GROSS et al, 2002).

Para a determinacdo da dose a ser utilizada na inducédo, pode-se observar que a dose de
200 mg/kg de STZ seria a mais significativa, devido a hiperglicemia apresentada pelos
animais deste grupo apds 14 dias (Figura. 2B).

No entanto, inesperadamente apds a repeticdo do experimento, ndo foi observada
hiperglicemia ap6s 30 dias de acompanhamento (Figura. 4A). Moon (2001), observou que
algumas espécies de peixes possuem uma intolerancia natural a glicose. Este autor relatou que
0 Bagre do canal (Ictalurus punctatus), apds 6 horas do teste de tolerancia a glicose tem a
hiperglicemia corrigida. A ndo observagdo de hiperglicemia significativa em 30 dias, pode
indicar uma possivel reversdo do dano causado pela STZ as células pancreaticas, levando os
niveis de glicemia nos animais tratados a niveis do controle. Alguns estudos in vivo e in vitro
indicam que as células beta podem desencadear mecanismos eficientes de recuperacdo apos
injurias ndo-letais (EIZIRIK et al, 1993; EIZIRIK, 1996). Foi observado por Bonnerweir e
Smith (1994), que o crescimento das ilhotas se da pela replicagdo das células beta pre-
existentes e pela formacdo de novas ilhotas (neogénese) atraves da proliferagdo e
diferenciacdo das células epiteliais do ducto pancreético.

O sistema de defesa antioxidante ndo-enzimatico atua impedindo reagGes de auto-
oxidagdo e tem sido vinculado com a redugdo de radicais livres (SAYEED et al, 2003).
Dentre estes, destaca-se a glutationa reduzida (GSH), o mais abundante tiol ndo-proteico e um
dos principais agentes redutores encontrados nas células que atua como co-fator para a
Glutationa S-transferase (GST) e glutationa peroxidase (GPx) (MONTEIRO et al, 2006;
MODESTO & MARTINEZ, 2010). A GSH, além de ser o principal antioxidante nao-
enzimaético encontrado nas células, atua em diversas outras fun¢des importantes no organismo
como a sintese de proteinas e de DNA. A protecdo das células pela GSH é realizada através

da conjugacdo dos metabdlitos xenobioticos e da peroxidacdo lipidica, resultando em um
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intermediério menos téxico (MARAN et al, 2009; MODESTO & MARTINEZ, 2010). Esta
conjugacao € catalisada pela GST, uma enzima capaz de detoxificar compostos prejudiciais
como, por exemplo, herbicidas. Sendo assim seu aumento € considerado benéfico para
combater o estresse ambiental (BALLESTEROS et al, 2009). Como observado no figado
(Figura. 6B) dos animais tratados e aumento significativo nos niveis de GSH, indica que
houve um quadro de estresse a algum agente xenobiotico e, portanto, a necessidade de tentar
reverter este estresse. Ja a reducdo de GSH néo proteico observada no masculo (Figura. 7D)
pode estar ligada a este tiol ser a primeira linha de defesa contra agentes oxidantes e suas
diversas funcdes ja citadas. Concentracdes baixas de GSH tém sido reportadas em algumas
doengas, e estdo associadas a maior risco de estresse oxidativo e da ocorréncia de infeccGes
oportunistas. Este decréscimo do GSH pode refletir, o aumento na producdo de antioxidantes,
num grau gque excederia a capacidade de detoxificacdo do GSH (BRAY & TAYLOR, 1993;
MEISTER, 1995). Dentre as fun¢bes do GSH, esta a de prote¢do a lipoperoxidacdo, onde foi
possivel observar uma queda nos niveis de GSH no musculo, e uma elevacdo nos niveis de
MDA neste tecido, indicando que, esta queda pode ter sido causada como uma tentativa de
reverter este dano causado pelo estresse oxidativo. O GSH pode ser perdido de modo
irreversivel em situagBes de estresse oxidativo muito intenso, permanecendo na forma
oxidada e ndo sendo novamente reduzido.

Também deve-se citar a sua importancia ao combate a peroxidacao lipidica, que pode
ocorrer de trés formas, no primeiro caso a GSH é utilizada como substrato pela GPx na
eliminacdo de peroxidos. No segundo caso, 0 GSH reduz a forma oxidada da vitamina C, que
assim pode atuar, mantendo a vitamina E na sua forma reduzida e funcional. E por ultimo, o
GSH pode, através da GST, detoxificar aldeidos reativos (como o malondialdeido) que sao
gerados durante a peroxidacéo lipidica. O figado sintetiza a GSH, mas o GSH ingerido pode
ser absorvido intacto no intestino delgado, aumentando assim o0s niveis de GSH plasmatico
(JUNIOR et al., 1998). Indicando entfo que o aumento deste no figado (Figura. 6B) pode ser
em resposta aos niveis elevados de MDA no musculo (Figura. 5D).

A atividade da enzima d-aminolevulinato desidratase (ALA-D) (Figura. 8) tem sido
observada em estudos relacionados a patologias decorrentes do estresse oxidativo, devido a
esta atividade apresentar-se inibida na presenca de um agente estressor (SALGUEIRO et al.,
2016). Esta enzima esta diretamente envolvida na biossintese do grupo prostético heme, sendo
essencial entdo para a producdo de hemoglobina (BAIERLE et al., 2010).

O aumento na atividade desta enzima no cérebro (Figura. 8C) pode estar relacionado

ao processo de detoxificacdo, através da transformacdo do agente xenobiotico STZ ou seus
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metabdlitos, como tentativa de evitar o estresse causado pelo mesmo, através da producdo do
grupamento heme utilizado na transformagéo de xenobidticos via citocromo P 450. Assim, em
estudo realizado por Folmer et al. (2004), foi observado um aumento na atividade da ALA-D
no sangue de camundongos expostos a uma dose de cadmio (5mg/kg/dia), relacionando entéo
0 aumento desta atividade a tentativa de protegdo contra a intoxicagéo induzida pelo cadmio.

Em modelos de DM (CUARTETO et al, 1999; SOUZA et al, 2007), a atividade da
enzima 6-ALA-D apresenta-se geralmente inibida. No entanto, essa inibicdo apresenta uma
correlacdo com os altos niveis na glicemia. Por outro lado, BRITO et al. (2011) ao induzir
DM com aloxano em camundongos, ndo constatou uma inibi¢ao na atividade desta enzima, e
assim como em nosso estudo, também ndo observou estado hiperglicémico nos animais.
Assim, a inibicdo desta enzima em modelos de DM pode estar relacionada a capacidade da
glicose de ligar-se a enzimas, causando assim mudancas em sua conformacéo e consequente
perda da atividade. Ou, em casos de intoxicagdo, de aumentar a atividade para suprir a
demanda do citocromo P 450.
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6. CONCLUSOES

Com base nos dados apresentados nesse estudo, podemos concluir que a dose em um
periodo de 14 dias foi suficiente para induzir o DM, no entanto este estado se reverteu em 30
dias, 0 que pode indicar uma regeneracdo nas células beta remanescentes no pancreas. No
entanto, foi possivel observar que foi causado estresse através do agente xenobidtico
administrado nos animais, atraveés dos indicadores de estresse oxidativo avaliados neste
estudo. Isso indica, que talvez uma dose intermediaria entre a utilizada na padronizacdo do
DM (200 mg/kg) e a maior dose utilizada na curva de dose-resposta (300 mg/kg), poderia ter
induzido o DM de forma irreversivel nos animais, realizacdo de uma nova curva entre estas

duas dosas seria necessaria para comprovar isso.
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