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RESUMO

ZORTEA, N4gila Bernarda. O uso do peixe-zebra em modelos de obesidade
e diabetes: alteragbes comportamentais e bioquimicas. 67 f. Dissertacédo
(Mestrado em Envelhecimento Humano) — Universidade de Passo Fundo, Passo
Fundo, 2020.

A obesidade € uma doenca de etiologia crénica nao transmissivel, a qual vem
sendo considerada uma epidemia mundial que eleva o risco para outras doengas
cronicas, incluindo doencas cardiovasculares e diabetes mellitus [I (DMII). A DMII
€ de etiologia metabdlica, caracterizada pela diminuicao da secrecéo pancreatica
de insulina e/ ou resisténcia dos tecidos a insulina, resultando em hiperglicemia
e glicotoxicidade. A obesidade e a DMII ocasionam alteragdes morbidas como
doengas cardiovasculares, hipertensao, faléncia de varios 6érgaos, amputacoes
e cegueira. Ambas patologias sdo complexas e envolvem fatores genéticos e
ambientais, que provocam consequéncias em diversos tecidos como no adiposo,
musculoesquelético e em érgaos como figado e pancreas. O modelo de peixe-
zebra € um modelo promissor em pesquisas metabdlicas, por apresentarem
vantagens como rapido desenvolvimento, transparéncia o6tica do embrido
fertilizado, genética tratavel, facilidade de manutencdo, além de manter sua
conservagao funcional do metabolismo lipidico, homeostase da glicose, estrutura
do pancreas e apresentar 6érgaos digestivos assim como tecido adiposo, sistema
nervoso central e autbnomo, apresentando alto grau de semelhanga genética,
anatémica e fisioldgica com seres humanos. O objetivo da presente dissertacao,
€ a verificagcao das alteracbes morfométricas, bioquimicas e comportamentais
nesse modelo animal, através de um estudo experimental de inducéo de
obesidade de diabetes com tratamentos de superalimentagdo e glicose. Esse
estudo teve aprovacdo do comité de Etica em Pesquisas e seguiu todas normas
do conselho nacional de controle de experimentacdo animal (CONCEA). O
estudo induziu os peixes a 4 tratamentos: Controle, Glicose, Superalimentacao
e Superalimentacao mais Glicose. Resultados: Nossos resultados apresentaram
a alteracdo nos padrbes morfometricos, comportamentais e bioquimicos com
peixes tratados com superalimentacdo. Ja os peixes tratados com glicose
apresentaram alteracbes comportamentais e morfometricas. Conclusdo: A
superalimentacdo e exposi¢céo a glicose afetam o comportamento e alteram o
perfil lipidico de peixes-zebra. Concluimos que esse modelo animal e esses
tratamentos sdo importantes para fomentacdo de pesquisas das doencas de
obesidade e diabetes.

Palavras-chaves: 1. Obesidade; 2. Diabetes Mellitus; 3. Peixe-zebra; 4. Modelo
de Pesquisa.



ABSTRACT

ZORTEA, Négila Bernarda. The use of the Zebrafish in models of obesity and
diabetes: Behavioral changes and biochemicals. 67 f. Dissertation (Masters in
Human Aging) — University of Passo Fundo, Passo Fundo, 2020.

Obesity is a chronic non-communicable disease, which has been considered a
worldwide epidemic that increases the risk for other chronic diseases, including
cardiovascular disease and diabetes mellitus 1l (DMII). DMII is of metabolic
etiology, characterized by decreased pancreatic insulin secretion and / or tissue
resistance to insulin, deficient in hyperglycemia and glycotoxicity. Obesity and
DMII cause morbid changes such as cardiovascular disease, hypertension,
multiple organ failure, amputations and blindness. Both pathologies are complex
and involve genetic and environmental factors, which cause consequences in
various tissues such as fat, musculoskeletal and organs such as the liver and
pancreas. The zebrafish model is a promising model in metabolic research, to
present advantages such as rapid development, optical transparency of the
fertilized embryo, treatable genetics, ease of maintenance, in addition to
maintaining its functional conservation of lipid metabolism, glucose homeostasis,
structure of the pancreas and present digestive organs as well as adipose tissue,
central and autonomic nervous system, install a high degree of genetic,
anatomical and physiological similarity with human beings. The objective of this
dissertation is to verify the morphometric, biochemical and behavioral changes in
this animal model, through an experimental study of diabetes obesity induction
with overfeeding and glucose treatments. This study was approved by the
Research Ethics Committee and followed all the rules of the National Council for
the Control of Animal Experimentation (CONCEA). The study induced fish to 4
treatments: Control, Glucose, Overfeed and Overfeed plus Glucose. Results: Our
alternative results to changes in morphometric, behavioral and biochemical
patterns with fish treated with overfeeding. Fish treated with glucose treated,
behavioral and morphometric changes. Conclusion: Overfeeding and glucose
exposure affect the behavior and alter the lipid profile of zebrafish. We conclude
that this animal model and these treatments are important for promoting research
on diseases of obesity and diabetes.

Keywords: 1. Obesity; 2. Diabetes Mellitus; 3. Zebrafish; 4. Research model.
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1 INTRODUGCAO

A obesidade é proveniente de um acumulo de gordura corporal, declarada
como um grave problema de saude e doenca caracterizado como crénica.
Estimativas apontam que 2025 2,3 bilhées de adultos estardo acima do peso e
700 milhées de individuos com IMC <30 apontando o desenvolvimento de
obesidade (ABESO 2020). A DMII é uma doenga metabdlica caracterizada pela
diminuigcdo da secregao pancreatica de insulina e uma diminui¢gdo da acéo da
insulina ou resisténcia a insulina nos o¢rgaos periféricos, resultando em
hiperglicemia e glicotoxicidade, além de ocasionar alteragbes morbidas tais
como dislipidemia, doengas cardiovasculares, hipertensdo, obesidade, entre
outras. Em 2015, 8,8% da populagédo mundial, aproximadamente 5 milhdes de
pessoas entre 20 a 79 anos de idade esta acometido com a patologia. Esse
aumento da prevaléncia da doenca esta associado a diversos fatores, tais como:
estilo de vida sedentario, rapida urbanizacdo, transigcdo nutricional, maior
frequéncia de excesso de peso e crescimento do envelhecimento populacional
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017).

O peixe-zebra tem sido usado como modelo de estudo experimental para
uma variedade de estudos de investigagdo como, farmacologia, genética e
neurociéncia. O peixe-zebra apresenta muitos beneficios como condi¢des
simples de reproducao, rapido desenvolvimento, baixo custo, modelo adequado
para rastreio comportamental, para compreensao de inumeros fenbmenos como
ansiedade e estresse (DAMETTO et al., 2018).

O modelo de peixe-zebra também € promissor em pesquisas metabdlicas,
por sua conservacgao metabdlica (SALMI; TAN; COX, 2019). O pancreas em sua
forma celular basica demostra-se similar aos mamiferos, possuindo
compartimentos endocrino e exdcrino, assim como 0s outros sistemas sao muito
semelhantes aos mamiferos, como o cérebro, figado, tecido adiposo e
musculoesquelético (ZANG; MADDISON; CHEN, 2018). Ainda, o peixe-zebra
apresenta semelhancas com os mamiferos como: Multiplos depdsitos de tecido
adiposo além de alta conservacao do mesmo. Seus lipidios sdo armazenados

no tecido adiposo subcutaneo e visceral, podendo assim ter entendimento de



gordura corporal. Outra semelhanga presente é quando o peixe-zebra é exposto
a excesso de nutrientes, gera consequéncias como aumento de niveis de
triglicérides no plasma e esteatose hepatica (ZANG; MADDISON; CHEN, 2018).

Diante do exposto, esse estudo tem como objetivo realizar uma pesquisa
de carater experimental, com intuito avaliar o impacto da superalimentacéo e da
exposicao crénica a glicose crénica na agua, em peixes-zebra, para verificagdo

de alteragdes comportamentais, bioquimicas e morfométricas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Transicao demogréfica Brasileira

Estudos de Transicdo do perfil epidemiolégico sdo relevantes para
direcionar recursos publicos, planejamentos e ac¢des para qualidade de vida e
acdes para area da saude, elaboragao de politicas publicas entre outras, além
de colaborar para estudos de mudancgas de padrdes de saude, a expectativa de
vida, doengas, econdmicas, sociologicas, social, tecnoldgica entre outras
mudangas (SOUZA et al., 2018).

O aumento da expectativa de vida no Brasil esta ligado ao declinio da
mortalidade infantil, reducdo de taxa de fecundidade, melhorias ao acesso na
saude e fatores socioeconémicos e comportamentais, aumento de expectativa
de vida e redugao de mortalidade por doencgas infectocontagiosas. Outro fator
que influenciou o aumento da expectativa de vida é a diminuigao de mortalidade
por doengas cardiovasculares, embora este numero ainda é desigual
dependendo da regido do Brasil, a redu¢cdo de mortalidade por doenga de
Chagas, e o declinio de mortalidade materna ambos em 1980, contribuiram para
o0 aumento da expectativa de vida. Entretanto, no Brasil, a prevaléncia de
doencas crbénicas aumentou como hipertensdo, obesidade, diabetes o
sedentarismo e tabagismo (SOUSA; MARQUETTE, 2018).

Em estudos demograficos, detectou-se que criangas sdo o grupo de maior
fragilidade e as mesmas se sobreviverem aos primeiros anos de vida, tem
maiores chances de atingir a longevidade. Portanto, as doengas com maior taxa
de mortalidade sdo as do sistema respiratorio, circulatério e neoplasias (SOUZA
et al., 2018).

A projegao apontada pelo IBGE em 2018 é que em 2043 um quarto da
populagao tera mais de 60 anos, enquanto a populagao jovens até 14 anos sera

apenas de 13,6%, além disso ainda € apontado que o indice de envelhecimento



em 2018 é de 43,19% e em 2060 a projecao indica que esse indice aumentara
a uma taxa de 173,47% (IBGE/CENSO 2020)

Outra projecao ainda aponta que em 2050, o numero de cidadaos
brasileiros residindo em areas urbanas ira ultrapassar de 200 milhdes, sendo

composta essa mesma populagdo em 29% por idosos (NAVARRO et al., 2015).

2.2 Obesidade em ldosos

A obesidade é uma epidemia mundial que atinge todas faixas etarias, mas
se tratando especificadamente da populagéo idosa os estudos epidemioldgicos
tem apontado prevaléncia crescente e aumento de mortalidade nessa
populagdo. A obesidade é responsavel pela mortalidade de 2,8 milhdes de
individuos anualmente e esta associada a diversos agravos de saude tais como:
DM2, doencgas cardiovasculares (DCV), alguns tipos de cancer, hipertenséo
arterial, entre outros, acarretando maiores custos ao sistema unico de saude
(SUS). A presenca da patologia com as mudangas biologicas do envelhecimento
contribui para incapacidade funcional, diminuigdo de densidade mineral 6ssea,
aumento de gordura visceral e eleva o risco da mortalidade. Em 2013, uma em
cada quatro mulher e um em cada cinco homens entre 65 e 44 anos eram obesos
(ARAUJO et al., 2018).

O crescente numero de obesos, estd associado ao maior risco de
mortalidade, por ser fator de risco para outras doengas crénicas nao
transmissiveis, pois algumas doengas est&o diretamente ligadas com o indice de
Massa Corporal (IMC). O aumento de gordura visceral por exemplo, secreta
adiponectina entre outras substancias vasoativas, as quais regulam o
metabolismo da glicose, contribuindo assim para o DM2. O aumento da gordura
visceral também compromete funcdo pulmonar e padrao ventilatério,
independente de tabagismo, ocasionando assim presenca de doencas
respiratérias. Outro fator € que a medida de circunferéncia de cintura (CC) é
considerada um forte preditor de DCV. A obesidade e suas doencas
concomitantes acomete 50% dos idosos (SILVEIRA; VIEIRA; SOUZA, 2018).



A obesidade também é associada a osteoartrite, e causa limitagao
funcional, aumenta a intensidade de dor, devido ao estreitamento intra-articular
e maior peso na articulacdo acometida, aumentando a rigidez articular e a atrofia
muscular. O peso em excesso aumenta a pressao e a forga na articulagéo,
ativando assim mecanismos de degradagdo de articulagdo, formacgédo de
osteofitos, esclerose do osso subcontral, agravando assim o estado da
osteoartrite. A associacdo de ambas patologias, trazem consigo limitagdes,
declinio funcional, diminuicdo da qualidade de vida e maior risco de
morbimortalidade (GOMES-NETO et al., 2016).

No estudo de Silva, et al (2019) foi realizado uma pesquisa com 271
idosos brasileiros para verificar a prevaléncia dos componentes da sindrome
metabdlica, nesse mesmo estudo apontou que 50,6% estavam acima do peso,
30,6% estavam com colesterol total alterado e 11,4% desses idosos possuiam a
totalidade dos componentes de sindrome metabdlica, enquanto apenas 5,2%
dos participantes ndo possuiam nenhum dos componentes da sindrome

metabdlica.

2.3 Diabetes Mellitus Il em Idosos

O maior fator de risco de mortalidade associada ao envelhecimento séo
as doengas crénicas nao transmissiveis. Entre elas, considerada uma das quatro
prioridades para intervengdo mundial € a DMII, que quando n&o controlada
implica em inumeras complicagdes tais como acidente vascular cerebral, ataque
cardiaco, danos neuroldgicos, perda de visdo, amputacdo de membros e
insuficiéncia renal. As maiores preocupagdes em relagdo a patologia s&o as
estimativas as quais apontam que em 1980 eram 108 milhdes de pessoas
acometidas em todo mundo, passando para 422 milhdes pessoas em 2014
atingindo assim 8,5% da populagdo mundial. Em um estudo realizado pela
Pesquisa Nacional de Saude em 2013 apontou que 6,2% da populagéo brasileira
a partir dos 18 anos ja estavam diagnosticados com a patologia, o que

equivalente a 9,1 milhdes de pessoas, ainda ressaltando que os individuos



diagnosticados ja possuiam algum tipo de complicagdo da doenca (MENEZES;
OLIVEIRA, 2019).

A prevaléncia mundial da DMII entre idosos de 60 e 79 anos é de 18,6%,
sendo assim mais de 134,6 milhdes de pessoas acometidas. No Brasil dados da
Pesquisa Nacional de Saude em 2013 constatou prevaléncia de 20% em idosos
acima de 65 anos, sendo assim mais de 3,5 milhdes de individuos (BORBA et
al., 2019).

A patologia diabetes no idoso, esta associado a maior taxa de
incapacidade funcional e morte prematura, disfungédo cognitiva, quedas e dores
persistentes, incontinéncia urinaria e sindromes geriatricas caracterizas pela
polifarmacia. Para prevenir complicagdes da doenga é necessaria uma rotina de
autocuidado, envolvendo mudancas de habitos como alimentacao equilibrada,
atividade fisica, uso de medicagao correta e abandono de alcool e tabagismo.
No entanto essas mudancas sido desafiadoras, tanto para o idoso com a
patologia, quanto para os servicos de saude, resultando assim em uma nao
adesao em mais de 80%, ocorrendo assim impactos negativos na sua qualidade
de vida. A adesdao a essa mudanca corresponde a uma intervencao
multidimensional como da prescricdo medica a conduta do paciente, relagdo do
profissional da saude e paciente, acesso aos medicamentos, apoio social, poder
aquisitivo, negagao ou medo da doenca pelo paciente, assim como suas crengas
relativas a doenca, depressado, ansiedade, analfabetismo e idade avancada
(BORBA et al., 2018).

2.4 Relacéo de alteragcbes metabdlicas e transtornos psiquiatricos

A obesidade além de apresentar uma etiologia crbnica esta relacionada a
sofrimentos psiquicos. A associagao Brasileira para o Estudo da Obesidade e da
Sindrome Metabdlica (ABESO), aponta que a obesidade aumenta em 55% o
indice de depressao e faz a relagao que 58% dos pacientes depressivos podem

desenvolver obesidade (ABESO, 2020). Fendtipos depressivos e obesidade



apresentam mecanimos fisiopatoldgicos compartilhados (MILANESCHI et al.,
2017).

Citocinas pro-inflamatodrias elevadas sao encontradas na obesidade e
podem levar o hipotalamo a um estado hiperativo. Essa hiperatividade esta
relacionada com disturbios depressivos, aumento de apetite e menor saciedade,
pois o hipotalamo também tem agao de controle de leptina/ regulagéo no apetite
(ABESO 2020).

Sintomas depressivos também estao relacionados a pacientes diabéticos,
que pode estar associada a aceitagado da doencga e adaptagdo as mudangas de
habitos de vida. Além disso a depressao também pode acontecer pelas
alteragbes neuroquimicas e hormonais causados pelos disturbios nos niveis
glicémicos (CRUZ; BONFIM; 2020).

2.5  Estudos experimentais em animais

A utilizacido de animais em pesquisas cientificas € descrita desde o século
V antes de cristo. Contudo, sua crescente utilizagdo ocorreu partir século XIX.
Podemos atribuir varios avancgos cientificos, principalmente na area da saude,

gracas a utilizacdo de modelos animais. (OLIVEIRA et al., 2012).

Os estudos que envolvem animais, devem avaliar os beneficios para a
saude humana e os preceitos éticos relacionados ao bem-estar e condicédo de
vida do animal. Acredita-se que esses modelos experimentais de pesquisa na
area da saude, ainda ndo tem outro método de substituicdo por métodos
alternativos, porém deve-se seguir regras, aspectos éticos, os quais evitam
extremismos de pesquisadores.No Brasil, a Lei n° 11.794 em 8 de outubro de
2008, conhecida como Lei Arouca, regulamenta e estabelece os critérios para
utilizagdo de animais em pesquisas, em todo territério nacional. Essa lei
estabelece que todo projeto de pesquisa envolvendo animais deve ser submetido
a Comissdes de Etica no uso de Animais (CEUA) ligada a instituicdo de pesquisa.
(DELFINO et al., 2012).



2.6  Estudos Experimentais em Peixe-Zebra

O modelo de peixe-zebra é um excelente modelo pois possui pontos fortes
como: rapido desenvolvimento, genética tratavel, transparéncia 6tica do embriao
fertilizado e facilidade de manutencao. Além de apresentar sistema nervoso
central e autdbnomo, o6rgaos digestivos, e tecido adiposo (SCHLEGEL; GUT,
2015).

As patologias obesidade e DMII, sdo doengas complexas que envolvem
fatores ambientes e genéticos, consequentemente o uso de modelos
experimentais em animais €& excelente para melhor compreender, identificar e
desenvolver novos tratamentos. O Zebrafish, ou peixe-zebra € um modelo
atrativo, devido a conservacao funcional do metabolismo lipidico, estrutura do
pancreas, a homeostase da glicose e sua biologia adiposa. Além de ser um
vertebrado de alto grau de semelhancgas, anatdbmicas, fisioldgicas e genéticas
com seres humanos (ZANG; MADDISON; CHEN, 2018).

O pancreas e as células -pancreaticas sdo semelhantes em peixe-zebras
e mamiferos, ambos possuem funcdo de manutencdo e desenvolvimento de
glicose, sendo preservadas em quase todos peixes-zebra e funcionalmente
conservada durante o desenvolvimento (ZANG; SHIMADA; NISHIMURA, 2017).

No estudo de Zang; Shimada; Nishimura, 2017, foi obtido resultados de
alta glicemia determinada em jejum através da indugao por dieta. Nessa dieta de
hiperglicemia o grupo exposi¢céo recebia uma quantia de alimentagao 6 vezes
maior que o grupo controle. Uma semana apdés o inicio do tratamento o peso
corporal e a glicemia em jejum aumentaram significativamente em relagéo ao

controle.

Nos estudos de Gleeson et al., 2007, Alvarez et al., 2010 e Capiotti et al.,
2014 foi realizada a imersao do peixe-zebra em solugéo de glicose cronica a
2%, a exposicao variou de 14 dias conforme estudo de Capiotti et al., 2014 e 30
dias nos estudos dos demais autores, os quais obterao resultados de fendtipos

diabéticos, através da constatacao de nivel elevado de glicose no sangue.



Portanto, diante dessas patologias, que vem afetando nossa populacéo
mundial e interferindo diariamente a qualidade de vida dos pacientes
acometidos, esse estudo propdem-se a desenvolver um fenétipo de peixe-zebra
obeso e diabético com objetivo de avaliar as mudancas bioquimicas,
morfométricas e comportamentais, vindo por meio desse colaborar para futuras

pesquisas para o enfrentamento dessas patologias.



3 PRODUGAO CIENTIFICA I: O USO DO PEIXE-ZEBRA EM MODELOS
DE OBESIDADE E DIABETES: ALTERAGOES COMPORTAMENTAIS E
BIOQUIMICAS

Capitulo omitido por questdes de originalidade de produgao cientifica.



4 CONSIDERAGOES FINAIS

O encerramento desse estudo me proporcionou uma elucidacdo da
etiologia das doencas de obesidade e diabetes mellitus Il, além de presenciar as
consequéncias que ambas patologias acarretam na fase idosa. Além disso o
estudo me proporcionou a experimentacdo do estudo utilizando peixe-zebra

como modelo animal.

Considerando os resultados obtidos sobre a utilizacdo do peixe-zebra para
pesquisas de obesidade e diabetes, podemos apontar que o peixe-zebra é um
modelo promissor para essas pesquisas, pois com esse modelo animal é
possivel identificar questdo de alteracido morfométrica, bioquimicas e a interagao

de alteracao de comportamento por conta das alteracbes de ambas patologias.

Apesar de ndo termos obtido o resultado desejado no fendétipo de diabetes
mellitus, obtivemos alteragées com potencial hipocolesterolemiante e sugerimos

que exposigao de glicose prolongada teriamos atingido o objetivo.

Além de todo conhecimento cientifico que esse estudo me proporcionou,
a chegada ao fim no mestrado hoje, me proporcionou entender que além de um
sonho realizado, € também mais uma etapa conclusa e além disso, esse sonho
me proporcionou um passo mais proximo para o doutorado e me apresentou o
mundo da redacéo cientifica e da pesquisa, mundo do qual nao pretendo viver

mais sem.

Como Esteticista e Cosmetdloga por muitas vezes enfrentei tantas
barreiras, até mesmo preconceito de uma area nova estar chegando a esse
mundo, um mundo cientifico, que nds esteticistas estamos recentemente
ingressando nele, um mundo de pesquisa que até entdo nunca tinha realizado.
Porém todos os desafios foram superados gragcas a colegas maravilhosos e
professores que nos encantavam cada vez mais nesse mundo. Percebo que
além da pesquisa o Envelhecimento Humano veio muito ao encontro da minha
profissdo, o cuidado e atencao ao idoso, o atendimento especializado e por fim

aquele olhar cientifico de tudo se questionar.
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Por fim encerro também com agradecimento superimportante ao
Envelhecimento Humano da Universidade de Passo Fundo que me proporcionou

mais esse sonho, o sonho de exercer a minha profissao de Docente.
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Anexo A. Cerificado de aprovacdo Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA
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