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Resumo:

O Diabetes Mellitus (DM) gera alteracdes na morfologia intestinal.
Neste trabalho foi realizada diabetizagcdo por estreptozotocina associada a
dieta estilo cafeteria caracterizando o modelo de DM 2 e avaliar possivel
repercussao sobre o jejuno de ratos. Animais do grupo diabético receberam
dieta estilo cafeteria nos 2 primeiros meses, seguida de racdo padrao e do
grupo controle receberam solucéo salina e racdo padrdo. Além da glicemia
foi avaliado o consumo de racdo e agua. ApOs eutanasia, amostras do
jejuno foram coradas em HE para analise morfométrica, e histoquimica PAS
e Alcian Blue para quantificacdo de células caliciformes produtoras de
mucinas neutras e acidas. As caracteristicas morfologicas do jejuno foram
mantidas, porém com reducado significativa em algumas tunicas no grupo
diabético, além da reducdo de células caliciformes produtoras de mucinas
neutras. O modelo de diabetizacao foi eficiente no desenvolvimento do DM
2 com repercussdes sobre parametros morfométricos do jejuno de ratos.

Introducao

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca cronica que, pode ser dividida
em dois principais tipos: tipo 1 (insulino dependente) e tipo 2 (insulino
independente). Diferentes estudos relatam alteragcbes morfolégicas na
parede intestinal na presenca do DM (ADACHI et al., 2003), sendo que
muitas destas alteracdes sao correlacionadas a hiperfagia que € causada
pela doenca. O presente estudo propde-se a fazer uma andlise quanto aos
parametros fisiologicos do rato e histolégicos e morfométricos da parede
jejunal que séo alterados na vigéncia do DM tipo 2, incluindo a quantificacéo
de células produtoras de mucinas neutras e acidas.

Materiais e métodos

Foram utilizados 10 ratos machos Wistar, distribuidos em dois grupos
(n=5): grupo controle (C) e grupo diabético (D). O delineamento experimental
foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal/lUEM (Parecer
7590050415/2015). Animais do grupo diabético tiveram suas glicemias
mensuradas e submetidos ao protocolo de diabetizacdo apds jejum noturno
(15 horas), sendo anestesiados com injecdo intraperitoneal (ip) de
ketamina/xilazina (100/10 mg/Kg), seguida de injecdo via intravenosa de
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estreptozotocina (35 mg/kg de massa corporal;, Sigma), dissolvida em
tampéo citrato, pH 4,5. Estes animais também receberam dieta estilo
cafeteria acrescida de 4gua com acucar (32%) durante 2 meses e, apos,
racdo padrdao até completar 4 meses. Os animais do grupo controle
passaram pelo mesmo processo, porém receberam apenas solucdo salina
via intravenosa e racdo padrao para roedores ad libitum (NUVILAB-
NUVITAL®).

ApO6s quatro meses, 0s animais foram  anestesiados
intrapertionealmente e eutanasiados com Tiopental sodico (Thionembutal®)
(120mg/kg). Realizou-se a laparotomia vertical, o intestino delgado foi
coletado e mensurado, isolou-se amostras do jejuno que foram lavadas em
tampdao fosfato salinado e fixadas em paraformaldeido 4%. Posteriormente
as amostras foram processadas histologicamente e coradas em
Hematoxilina e Eosina (HE), e reacdo histoquimica PAS (Acido Periédico de
Schiff) e Azul de Alcian (AB). Analisou-se a parede total e morfometria das
tinicas mucosa, submucosa, muscular externa, altura dos vilos e
profundidade das criptas jejunais nos cortes em HE em 100 pontos/animal,
bem como a quantificacdo das células caliciformes produtoras de mucinas
neutras (PAS) e &cidas (AB), obtendo o indice de células caliciformes
(ROSA et al.,, 2015). Os dados obtidos foram analisados com auxilio do
programa estatistico GraphPadPrisma. Inicialmente foram submetidos ao
teste Kolmogorov-Smirnov (K-S) para a verificacdo da normalidade. Para os
dados paramétricos foi utilizado o teste T pareado. Os resultados foram
expressos como média* + erro padréo e nivel de significancia de (p<0,05).

Resultados e Discusséo

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do DM tipo 2 sobre a
morfofisiologia intestinal do jejuno de ratos Wistar com diabetizagdo por
estreptozotocina e dieta estilo cafeteria. Constatamos que este modelo foi
eficiente no desenvolvimento de alteracbes caracteristicas do DM2, tais
como hiperglicemia, polifagia e polidpsia (Tabela 1).

N&o houve influéncia do DM2 no comprimento do intestino delgado,
bem como na morfologia do jejuno que manteve a organizacdo histolégica
padrdo. A analise morfométrica indica que houve reducgéo significativa na
altura das vilosidades, profundidade das criptas e na espessura da tanica
submucosa e parede total (Tabela 2).

Tabela 1 - Mensuragéo da glicemia (mg/dL), massa corporal (g) durante os 4 meses de tratamento, consumo de
racdo (g) e consumo de agua (mL) durante os periodos de 0-2 meses (dieta estilo cafeteria) e de 2-4 meses (racédo
padréo) de ratos dos grupos controle (C) e diabético (D). Resultados expressos como média* + erro padréo
(n=5/grupo).

Variaveis Cc D
Glicemia Final (mg/dL) 78,005,09*a 341,6+39,53*b
Massa corporal (g) 489,8+9,31*a 334,8+10,68*a
Consumo r acéo 0-2m(g) 31,840,36*a 49,5+1,29*b
Consumo ragéo 2 -4m (g) 29,3+0,37*a 47,5+1,12*b
Consumo agua 0 -2m(mL) 58,4+4,99*a 237,3+27,44*b
Consumo agua 2 -4m (mL) 51,0+2,30*a 196,4+15,11*b
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Tabela 2 - Comprimento total do intestino delgado (cm), espessura (um) da parede total e tdnicas mucosa,
submucosa, muscular externa e altura dos vilos e profundidade das criptas de jejuno de ratos dos grupos controle
(C) e diabético (D) aos 120 dias. Resultados expressos como média* + erro padrdo (n=5/grupo).

Variaveis C
Intestino Delgado (cm) 122,8 + 2,634*a 144,4 + 3,234*a
Parede total ( ym) 652,1 £ 5,251*a 567,5 +5,270*b
Mucosa (pm) 531,4 +4,903*a 471,9 +4,262*a
Submucosa ( pm) 40,76 £0,711*a 36,34 +0,796*b
Muscular externa ( pm) 75,23 + 1,459*a 67,36 +1,580*a
Altura vilos ( ym) 377,7+4,315*a 350,9 + 3,794*b
Profun didade criptas ( pm) 114,5 + 1,643*a 101,6 £ 0,919*b

A reducao obtida para alguns parametros morfométricos intestinais
divergem dos obtidos por MCANUFF et al., 2003, que obtiveram aumento na
espessura das tunicas mucosa, submucosa e muscular externa, com
destaque ao aumento da altura e volume das criptas e vilosidades em ratos
diabéticos do tipo 1, tais eventos decorrem do aumento da area de absorcéo
de nutrientes devido a hiperfagia tipica do diabetes também induzida por
estreptozotocina no entanto sem associacdo a dieta estilo cafeteria.
Resultados frequentes na literatura (STENKAMP-STRAHM et al., 2013)
indicam reducdo no numero de neurbnios entéricos decorrentes do DM,
assim o envolvimento da inervacdo entérica no controle da proliferacao
celular da parede intestinal influenciando sua espessura deve ser
considerada.

Houve reducdo significativa do indice de células caliciformes
produtoras de mucinas neutras na mucosa jejunal de ratos diabéticos com
relacdo aos controles (Figura 1). Esses dados estdo de acordo com
MANTLE et al., 1989, que constataram reducéo significativa na expressao
de mucinas presentes nas ceélulas caliciformes em ratos diabéticos tipo 1
apos 5 semanas de inducdo com estreptozotocina.

Figura 1 - indice de células caliciformes produtoras de mucinas neutras e 4cidas presentes no jejuno de ratos dos
grupos controle (C) e diabético (D), em reagéo histoquimica PAS (mucinas neutras) e reacdo histoquimica AB
(mucinas acidas). C-PAS x D-PAS # (p<0,05). Resultados apresentados como média + EP (n=5/grupo)

PAS AB

R

Conclusbes
A diabetizacdo por estreptozotocina e dieta estilo cafeteria resultou
em um modelo eficiente no desenvolvimento do DM tipo 2 com repercussdes
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sobre parametros morfométricos do jejuno de ratos mantidos diabéticos por
120 dias.
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