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Of Diabetes Mellitus Type I.
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RESUMO

A Euritrematose é uma doenca helmintica causada por trematédeos pertencentes ao género
Eurytrema que parasitam o pancreas de diversos animais domésticos e seres humanos. Essa
parasitose causa pancreatite fibrosante cronica, infiltracio de gordura no parénquima
pancredtico, além do comprometimento do pancreas exdcrino, com destruicao progressiva das
ilhotas de Langherans, sendo esse quadro semelhante ao encontrado em pacientes com
Diabetes Mellitus Tipo I. Deste modo, o presente trabalho objetivou avaliar o uso de pancreas
bovino como modelo animal para o estudo da fisiopatogenia da diabetes melittus tipo I
Foram realizadas analises para determinacao do lipidio total pancreético, biometria das Ilhotas
de Langherans e expressdo de insulina pelas c€lulas B de pancreas infectados naturalmente
com E. coelomaticum. Verificou-se na andlise macroscopica, que os pancreas de animais
infectados havia obstrucdo de ductos com incontdveis parasitos adultos, enrijecimento do
orgdo pela presenca visivel de fibrose, aumento da deposicao de tecido adiposo, reducdo da
area das ilhotas de Langerhans e reducio da expressdo de insulina. A partir desses resultados
podemos concluir que a Diabetes Mellitus pode ter o parasitismo pancredtico como origem
primdria, porém € necessdario o desenvolvimento de mais pesquisas que demonstrem os

mecanismos enddcrinos e exdcrinos envolvidos na infec¢ao.

Palavras- Chave: Eurytrema coelomaticum. Bos Indicus. Ilhotas de Langerhans. Expressao de
Insulina. Lipideo. Diabetes Mellitus.

ABSTRACT

The Eurytrematosis is a helmintic is a disease caused by trematodes belonging to the genus

Eurytrema that parasitize the pancreas of various domestic animals and humans. This parasite
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Introducao

pancreas

causes chronic fibrosing pancreatitis, fat infiltration into the pancreatic parenchyma, as well
as the compromise of the exocrine pancreas, with progressive destruction of the islets of
Langherans, similar to that found in patients with Type I Diabetes Mellitus. To evaluate the
use of bovine pancreas as an animal model for the study of pathophysiology of diabetes
mellitus type I. Analyzes were performed to determine total pancreatic lipid, Langherans Islet
biometry and insulin expression by pancreas 3 cells naturally infected with E. coelomaticum .
It was verified in the macroscopic analysis that the pancreas of infected animals had
obstruction of ducts with countless adult parasites, stiffening of the organ by the visible
presence of fibrosis, increased deposition of adipose tissue, reduction of the islet area of
Langerhans, and reduction of Expression of insulin. From these results we can conclude that
Diabetes Mellitus can have pancreatic parasitism as a primary source, but it is necessary to
develop more research that demonstrates the endocrine and exocrine mechanisms involved in

the infection.

Key words: Eurytrema coelomaticum. Bos Indicus. Islets of Langerhans. Expression of
Insulin. Lipids. Diabetes Mellitus.

O cardter zoonético desse patégeno faz com

A Euritrematose ¢ uma doenca do que as lesdes pancredticas endocrinas e

exocrinas sejam semelhantes entre animais e

causada  pelos  trematédeos

humanos.

pertencentes ao género Eurytrema, e afetam
tanto animais quanto seres humanos, sendo
considerada uma zoonose cujo ciclo necessita
de dois hospedeiros intermedidrios: primeiro,
caracol do género Bradybaena; segundo,
varias espécies de gafanhotos do género

Conocephalus t

A infec¢ao humana € ocasionada pela espécie
E. pancreaticum que ja foi relatada no
continente asidtico em individuos residentes
em areas rurais, sendo encontrado em
associacdo com quadro clinico e patoldgico de

(2] 1

pancreatite intersticial cronica ™ e neopla51a[ .

3

Nos casos humanos, o parasitismo por
E. pancreaticum, evidenciou em necropsia &
dilatacdo do ducto pancredtico e infiltracao de
gordura no parénquima pancreético[z] , bem
como fibrose leve no ducto pancreético, sendo
que essas alteracoes foram consideradas

resultantes da irritacdo pelos parasitas "),

Alteragdes clinicas e patoldgicas
semelhantes as encontradas em seres humanos
também foram descritas em bovinos
infectados naturalmente com E. coelomaticum

4 .. L. .
[]. Dentre os sinais clinicos podemos citar:



[5,6,7, 8,9, 1 [9, 11, 13]

Caquexia 9 glicostria e

hiperglicemia ' B3],

Na pesquisa desenvolvida por Oliveira

e Bechera "'

, foi observado em pancreas
bovinos parasitados por E. coelomaticum, a
fibrosante

ocorréncia  de  pancreatite

intersticial cronica, com exuberante
fibroplasia que substituia extensas areas do
parénquima pancredtico e acumulo de ovos do
parasita, além de comprometimento do
pancreas enddcrino com a reducdo de
nimeros e dimensdes das ilhotas de

Langerhans.

Nesse contexto, essa endoparasitose pode
ocasionar transtornos variados nas fungdes
secretoras do pancreas, admitindo-se que
processos digestivos e metabodlicos
dependentes da fun¢do pancredtica podem
apresentar alteragcdes como diminui¢do na

digestibilidade e, consequentemente,

assimilacdo dos alimentos .

As alteracdes organicas de origem
parasitdria encontradas em seres humanos e
animais sugerem o desenvolvimento de um
quadro patoldgico de diabetes mellitus tipo I,
no qual ha destruicio imunomediada
progressiva das células [ das ilhotas
pancredticas desencadeando secrecdo
insuficiente de insulina " Essa evidencia ¢
fundamentada no quadro clinico, bioquimico
e patolégico descrito na literatura, porém
tornam-se necessarios estudos que
comprovem que o parasitismo pode ser a

origem primdria da doenca.

Diante da relevancia da Euritrematose
para a saide animal e humana, o presente
trabalho objetivou avaliar o uso de pancreas
bovino como modelo animal para o estudo da
fisiopatogenia da diabetes melittus tipo I, por
meio da determinacdo do lipidio total
pancredtico, biometria das Ilhotas de
Langerhans e expressdo de insulina pelas
células B de pancreas infectados naturalmente

com E. coelomaticum.

Materiais e métodos

Aspectos éticos

A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal da Fronteira Sul (Protocolo

CEUA/UFFS: 23205.005061/2014-20).

Animais experimentais

Avaliou-se pancreas de bovinos da raca
Nelore (Bos indicus), machos, adultos,
advindos de 2 grupos: animais naturalmente
infectados com E. coelomaticum (n = 12) e
animais nao parasitados (n = 3). Os Orgaos
foram coletados em abatedouro localizado no
municipio de Capitdo Lednidas Marques,
Estado do Parand, Brasil. Ap6s o abate do
animal, as pecas anatdmicas foram
depositadas em bandejas de inspecdao para
confirmagao do parasitismo, e posteriormente
os pancreas foram encaminhados em caixas
de isopor com gelo ao Laboratério de Saude

Unica da Universidade Federal da Fronteira

Sul, Realeza-PR, para avaliacio das



alteracdes patoldgicas macroscépicas e coleta
de fragmentos pancredticos para dosagem de
lipidio total e expressdo de insulina pelas

células f.

Identificacdo do trematodeo

Os parasitos coletados durante a manipulagao
dos pancreas infectados foram fixados em
solucdo de Railliet e Henry (930 ml de dgua
destilada, 6 g de cloreto de s6dio, 50 ml de
formol e 20 ml de 4cido acético glacial) o
Posteriormente, oS parasitos foram
clarificados com dcido acético 80% para
confirmacdo microscOpica da espécie do
trematddeo. As imagens foram registradas por
meio de uma ocular digital, marca Dino-Lite,

acoplado ao microscépio optico.

Analise  Patologica e Imunoistoquimica
(IMH)

Todos os pancreas do estudo foram
analisados macroscopicamente.
Posteriormente, fragmentos das regides com
as principais alteracdes macroscopicas foram
selecionados para histopatologia e IMH. Os
tecidos foram processados no Departamento
de Patologia e Medicina Legal da Faculdade
de Medicina de Ribeirdao Preto, Universidade
de Sao Paulo. Os mesmos foram fixados,
desidratados, diafanizados, seccionados com
4 pm de espessura e corados com
hematoxilina/eosina (H/E) e Picrosirius (PC)
para andlise em microscopia de campo claro

das alteracdes celulares e extensdo da lesdo do

epitélio dos ductos e do parénquima. Para

avaliacdo imuno-histoquimica, pancreas de 5
animais/grupo experimental foram
processados, desparafinizados e hidratados
em xilol, dlcool e &4gua. O bloqueio da
peroxidase endégena foi realizado com o
reagente Peroxidase-Blocking Reagent
(DAKO), e das ligacdes inespecificas com
PBS + BSA 0,1% por 20 minutos. A seguir,
foi realizada incubacdo com anticorpos
primdrios anti-insulina (H-68, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.; diluicao 1:100, sc-9168)
por 12 h. O kit Universal LSAB™+ Kit/HRP
(DAKO) foi usado como fonte do anticorpo
secundério e estreptavidina, sendo a reacdo
revelada com diaminobenzidina (DAB). Em
seguida, o tecido foi contra-corado com
hematoxilina. A 4rea total da ilhota de
Langerhans e expressdo de insulina/drea total
da ilhota foram obtidos por meio da anélise de
10 ilhotas de Langerhans/lamina em
microscopia optica de campo claro. Todas as
imagens foram capturadas usando video
camera (Leica® Microsystems, Heebrugg,
Suica) acoplado a um microscépio DMR
(Leica®, Microsystems GmbH, Wetzlar,
Alemanha) e computador. Os programas
Leica QWin (Leica Microsystems Image
Solutions®, Cambridge, UK) e ImageJ 1.48v
(Wayne Rasband, National Institutes of

Health, USA) foram utilizados nas anélises

das imagens.

Determinacdo de lipideo total pancredtico

Para determinacdo de Lipideo Total

pancredtico utilizou-se o método de Bligh &



Dyer (181 Este método mede a porcentagem de
gordura de um tecido através da extragdo com
um solvente organico e medicdo da diferenca

entre os pesos da amostra desengordurada.

Utilizou-se 0,5 g de tecido pancredtico
foram homogeneizados com auxilio de um
Sonificador (Hielscheer UP4005 40 MHz) em
uma mistura de cloroférmio/metanol (2:1 — 1g
de tecido para cada 10 mL). Apds estre
processo o tecido foi transferido para um
frasco graduado e completou-se seu volume
com a mistura cloroférmio/metanol (5 mL). O
sistema foi filtrado e seu volume foi medido.
Para cada 5 mL do filtrado foi adicionado 1
mL de dgua deionizada. O sistema foi agitado
até obter-se wuma unica fase. Entao,
centrifugou-se a amostra por 5 minutos a
1500 rpm para que a fase orgnica
(cloroférmio) contendo os lipideos fossem
separadas. Com o auxilio de uma pipeta
Pasteur a fase orginica foi separada e
transferida para uma placa de Petri
previamente pesada. A placa foi mantida na
estufa a 100 °C por 1 hora para evaporacio
total do solvente. Apds este periodo a placa
foi resfriada em um dessecador e o conjunto
novamente pesado. O calculo de determinacgao
dos lipideos totais considera a fase extraida

como correspondente a 60% do volume total.

Andlise Estatistica

Os dados foram avaliados pelo teste T

de Student usando o programa GraphPad

Prism (v.7.01; GraphPad Software, San
Diego, CA, USA).

Resultados e discussoes

Realizou-se a caracterizacdo
morfolégica e biométrica dos parasitos E.
coelomaticum isolados das lesdes

pancredticas de  bovinos  naturalmente
infectados. Nos dados apresentados na Figura
1, podemos observar que o0s parasitos
apresentam morfologia tipica de trematddeo,
caracterizado por corpo de aspecto folidceo
com uma ventosa oral e outra ventral, um
ovario, utero ramificado e dois testiculos. Os
ovos do parasito apresentam formato eliptico,
coloracdo naturalmente castanha e opérculo

numa das extremidades.

Figura 1 - E. coelomaticum isolado de dutos
pancredticos bovinos. A) Parasita adulto.
100x; B) Ovo de Trematodeo. 400x.

I
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Fonte: Autores.

Na andlise macroscOpica do pancreas
de animais infectados observamos obstruc¢io
de ductos com incontdveis parasitos adultos,
além de enrijecimento do 6rgdo pela presenga
visivel de fibrose e aumento da deposi¢ao de

tecido adiposo (Figura 2).



Figura 2- Alteracdes patoldgicas macroscépicas em
bovinos de corte sadios e infectados com E.
coelomaticum. A) Pancreas do grupo de controlo; B)
Alteragdes brutas visualizadas no panas de bovinos
infectados com E. coelomaticum. Veja a deposicdo
intensa de coldgeno no tecido pancredtico (setas
pretas) acompanhada de obstru¢do ductal pelos
parasitas (setas brancas). C-d) Visdo mais detalhada

da deposi¢do de coldgeno (setas pretas) e obstrugcdo

ductal pelos parasitas.

Fonte: Autores.

As alteracdes patoldgicas encontradas
no presente estudo sdao semelhantes as
encontradas em seres humanos com

. 2.3
euritrematose [ ].

Segundo Nousia-Arvanitakis o1 4

obstru¢do dos ductos pancredticos, leva a
perda elevada e progressiva das células
acinares do pancreas, e consequentemente a
insuficiéncia pancreatica exocrina. Outras
condi¢des pancredticas que podem estar
relacionadas a esse quadro sdo: atrofia acinar
pancredtica; pancreatite cronica; pancreatite
intersticial fibrosante; desnutricio proteica

grave; hipoplasia pancredtica e diabetes

A andlise por imuno-histoquimica do

parénquima  confirmou  que, quando

comparado com animais ndo infectados, o
parasitismo por E. coelomaticum resultou em
diminui¢do da 4rea das ilhotas de Langerhans
€ na marcacdo para insulina presente nas

células B pancreaticas (Figura 3).

Figura 3: Reduc¢do na drea de ilhotas de Langerhans e
sintese de insulina de células P pancreaticas em
pancreas infectados por E. Coelomaticum. A) Ilhotas
de Langerhans (10 ilhotas / animal) do grupo de
controle. DAB. 400x; B) Ilhotas de Langerhans (10
ilhotas / animal) do grupo infectado. DAB. 400x; C)
Area das Ilhotas de Langerhans (10 ilhotas / animal)
(** P = 0,001); D) Sintese de insulina a partir de
células B pancreaticas (10 ilhotas / animal) (* P =

0,037).
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Fonte: Autores:

As ilhotas de Langerhans constituem a porcao

: [20]
mellitus . Lo A ~ ‘
enddcrina do pancreas, e sdo formadas por células

B e a, que produzem,



respectivamente, insulina e glucagon, sendo que
esses exercem papel fundamental na regulacdo
do metabolismo da glicose, lipideos e proteinas
(20l " A destruicdo das células B no péncreas
resulta na deficiéncia absoluta de insulina,
consequentemente hiperglicemia, sendo essas
caracteristicas de um quadro Diabetes Mellitus

Tipo I 21,

Com a destruicao das células B, no estado de
jejum os niveis de insulina diminuem, e os do
glucagon aumentam, mais do que num individuo
sauddvel, levando ao aumento da producdo
hepdtica de glicose, aumento da lipdlise, da

cetogenese e do catabolismo das proteinas (221,

No gréifico 1, € possivel observar que os
pancreas  parasitados  apresentaram  maior
porcentagem de gordura quando comparado com
os pancreas ndo parasitados, evidenciando que
animais infectados apresentam maior deposicao

de tecido adiposo no parénquima pancredtico.

Grafico 1  Lipideos totais (%) em 100g de tecido
pancredtico de bovinos de corte sauddveis e infectados
por E. Coelomaticum (* P = 0,005).
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Fonte: Os autores.

Segundo  Nousia-Arvanitakis,  quando
ocorre & obstru¢do dos ductos pancredticos
pode ocorrer a substituicio do tecido
glandular (células acinares pancredticas)
por tecido fibroso e adiposo, com variados
padrdes de alteracdo, como substituicdo
parcial ou completa do pancreas por tecido

adiposo "%,

Conclusao

As alteracodes patolégicas
observadas em pancreas de bovinos
infectados com E. coelomaticum foram
semelhantes as encontradas em pancreas de
seres humanos infectados com E.
pancreaticum, viabilizando o uso do
modelo animal para estudar a patogenia
que também ocorre em seres humanos. A
diminui¢do do tamanho das Ilhotas de
Langerhans, assim como a reducdo da
expressdo de insulinas pelas células [
pancredticas, juntamente com o aumento
da deposicdo do tecido adiposo pancredtico
podem ser fortes indicadores de que &
Diabetes Mellitus pode ter como causa
primdria o parasitismo pancreético, porem
se faz necessdrio o desenvolvimento de
mais pesquisas que demonstrem 0s
mecanismos enddcrinos e exdcrinos

envolvidos na infec¢do.
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