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Resumo:

O diabetes mellitus (DM) gera alteragcbes na morfologia e inervacéo
intrinseca intestinal. Neste trabalho realizou-se a diabetizagdo com
nicotinamida e estreptozotocina, levando ao quadro de DM tipo 2 em ratos.
Animais do grupo diabético e controle receberam dieta padrdo nos 2
primeiros meses e, apos, metade dos animais de cada grupo passaram por
restricdo alimentar (RA) de 50% por mais 2 meses. Além da glicemia foi
avaliado o consumo de racdo, agua e peso corporal. ApOs eutanasia,
amostras do jejuno foram coradas em HE para analise morfométrica, e
histoquimica PAS para quantificacdo de células caliciformes. Amostras do
jejuno também foram destinadas ao método de Giemsa para a evidenciacao
da populacdo geral dos neurbnios do plexo mioentérico. As caracteristicas
morfolégicas do jejuno foram mantidas, porém com aumento significativo da
espessura da parede total, tinica mucosa e altura dos vilos e reducdo da
profundidade das criptas no grupo diabético e diabético+RA, além de
reducdo do numero de células caliciformes e redugéo da populacdo neuronal
mioentérica geral nos grupos diabéticos.

Introducao

O Diabetes mellitus € uma doenca crénica que pode promover alteracdes
morfoldégicas na parede intestinal (ADACHI et al.,, 2003) e variacbes
morfoquantitativas em populacdes neuronais dos plexos mioentérico e
submucoso (CHANDRASEKHARAN; SRINIVASAN, 2007). O presente
estudo propde-se a analisar parametros fisiolégicos e morfométricos da
parede jejunal de ratos na vigéncia do DM tipo 2, bem como a quantificagéo
da populacé&o neuronal mioentérica.

Materiais e métodos
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Foram utilizados 20 ratos machos Wistar, distribuidos e mantidos em caixas
de polipropileno no biotério setorial do Departamento de Ciéncias
Morfolégicas com iluminagéo de claro e escuro de 12 h e temperatura de 22
+ 2 °C. Os animais foram distribuidos em 4 grupos: (C) Controle, (CR)
Controle + RA, (D) Diabético e (DR) Diabético + RA. O delineamento
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal/UEM. Animais dos grupos D e DR foram submetidos ao protocolo de
diabetizacdo apds jejum noturno de 15 h, anestesiados com injecéo
intraperitoneal (ip) de ketamina/xilazina (100/10 mg/Kg), seguida de inje¢c&o
via ip de nicotinamida (100 mg/kg, Sigma, St. Louis, MO, EUA), e 15 min
apos depois injecdo iv inicial de estreptozotocina (STZ) (60 mg/Kg), e apos
quinze minutos injecdo intraperitoneal de nicotinamida (NIC) (80 mg/Kg).
Apés sete dias receberam nova dose de STZ (30 mg/Kg), e apds quinze
minutos, 40 mg/Kg de NIC. Os animais controle receberam apenas solucéo
salina via intravenosa, simulando o processo de diabetizagao.

Animais de todos o0s grupos receberam racdo padrdo para roedores
(NUVILAB-NUVITAL®) ad libitum durante 60 dias. Porém, os grupos CR e
DR passaram a receber apenas 50% da ingestdo média diaria dos animais
do grupo controle. Durante o periodo experimental, o peso corporal,
consumo de agua, as glicemias pos-prandial e de jejum e o consumo de
ragéo foram avaliados.

Ao final do tratamento, os animais foram anestesiados com Tiopental sodico
(40mg/kg do peso corporal), foi realizada laparotomia vertical e o intestino
delgado foi coletado e mensurado. Amostras do jejuno foram fixadas em
paraformaldeido, incluidas em parafina e submetidas a microtomia. Os cortes
foram corados com HE para andlise da morfometria das tdnicas intestinais,
sendo realizada em 100 pontos/animal. Parte das amostras foram submetidas a
histoquimica com PAS, para a quantificacéo das células caliciformes produtoras
de mucinas neutras, a qual foi realizada em microscopio de luz (objetiva de
40X), sendo quantificadas 2500 células epiteliais por animal para obtencéo do
indice de células marcadas, sendo este calculado pelo nimero de células
marcadas*100/ total de células contadas.

Para a evidenciacdo neuronal, utilizou-se o método de Giemsa (modificado por
BARBOSA, 1978). Amostras do jejuno foram lavadas e submersos em solugéo
fixadora de Giemsa por 48 horas. Em seguida, para a obtencao dos preparados
de membrana da tunica muscular, os segmentos foram microdissecados sob
esteromicroscopio. Os preparados foram corados com solucdo corante de
Giemsa, a base de azul de metileno, durante 24 horas.

A analise quantitativa dos neurénios foi realizada em 60 campos/animal nas
regides intermediaria e antimesentérica, em microscopio de luz sob objetiva de
40X. Cada campo microscopio correspondeu a area de 0,221 mm?, perfazendo
um total de 13,26 mm?® A andlise estatistica dos dados foi realizada com o
auxilio do programa estatistico GraphPadPrism (GraphPad Software, versao
5.0, Sdo Diego, CA, USA). Ap6s o teste Kolmogorov-Smirmov (K-S) de
normalidade, dados ndo paramétricos foram analisados com o teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo pés-teste de Dunn's e os dados paramétricos submetidos a
Anadlise de Variancia (one-way ANOVA) e poés-teste de Tukey prefixando-se o
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nivel de significancia em 95% (p<0,05). Os rés'ul4tados foram apresentados
como média * erro padréo.

Resultados e Discussao

Constatou-se que o modelo de diabetizac&o foi eficiente no desenvolvimento
de alteracdes caracteristicas do DM2, tais como hiperglicemia, polifagia e
polidpsia (BLAGOSKLONNY, 2013). A RA promoveu reducao significativa
(p<0,05) da glicemia e massa corporal nos grupos controle (CR) e diabéticos

(DR), além de reducao do consumo de agua no grupo DR (Tabela 1).

Tabela 1: Mensuragdo 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 (pré RA) e de 2-4 meses
(durante RA) de ratos dos grupos controle (C), controle + restricdo (CR), diabético (D) e diabético + restricdo (DR).
Resultados expressos como média* + EP (n=5/grupo).

Variaveis C CR D DR
Glicemia final pés-prandial ~ (mg/dL) 66.80 +6.02 60.20 £3.81 428.8 +26.51° 138.4 16.68%
Glicemia final jejum (mg/dL) 78.0 £5.09 81.6 +4.98 267.8 +54.44° 109.8.8 +3.34%
Massa corporal (g) 489.8+9.31 372.049.71° 351.6 +14.18° 296.8+12.68 %
Consumo ragéo 0-2 m (g) 31.9+1.46 40.50 £1.97
Consumo agua 0-2 m (mL) 69.0 +4.64 156.0 +11.49
Consumo ragéo 2-4 m (g) 27.60 £1.63 16.0 +0.00° 43.40 +2.44% 16.00 +0.00®
Consumo agua 2-4 m (mL) 41.00 +5.57 34.00 £7.48 172.00 +16.55° 48.00 +2.00%
#p<0,05vs C
® p<0,05 vs D

Teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn'’s, p<0,05

N&o houve influéncia do DM2 ou RA sobre o comprimento do intestino
delgado e organizacéo histoldgica padrédo do jejum. A andlise morfométrica
indica aumento significativo na espessura da parede total, tinica mucosa e
altura dos vilos, convergindo aos resultados de ADACHI et al. (2003), e
reducdo significativa da profundidade das criptas (Tabela 2). A RA né&o
alterou a parede do jejuno dos animais CR, porém promoveu reducao geral
no grupo DR em relagdo ao grupo D. Houve reduc¢do significativa no nimero
de células caliciformes nos grupos diabético e com RA, em relacdo ao
controle. Esta reducdo também ja foi observada no colo distal sob RA,
podendo ser uma resposta adaptativa a disponibilidade limitada de

nutrientes.

Tabela 2: Comprimento total do intestino delgado (cm) e espessura da parede total, tunicas mucosa, submucosa,
muscular externa, altura dos vilos, profundidade das criptas (um) e indice de células caliciformes produtoras de mucinas
neutras em reacao histoguimica PAS. Resultados expressos como média* + EP (n=5/grupo).

Variaveis C CR D DR
Intestino delgado (cm) 105.4+2.34 92.10+2.36 97.80+3.948 95.40+4.03
Parede total (Lm) 653.80+6.83 638.60+6.33 753.90+8.04° 600.50:8.73°
Mucosa (um) 533.40+5.47 522.70+6.09 652.90+6.67° 514.70+6.71°
Submucosa (um) 40.58+0.74 39.93+0.73 28.26+0.53 28.81+0.73
Muscular externa (um) 75.72+1.63 75.23+1.39 73.06£1.76 56.21+2.00°
Altura dos vilos (pm) 377.00+4.65 382.50+6.30 553.7+5.89° 424.40+5.90°
Profundidade das criptas (um) 114.00£1.75 91.01+1.26 88.12+1.09° 81.90+1.09°
Indice de células caliciformes (%) 20.66+0.79 13.40+0.54 11.42+0.25° 12.46+0.43
#p<0,05vs C
® p<0,05 vs D

Teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn'’s, p<0,05
Andlise de Variancia (one-way ANOVA) e pés-teste de Tukey, p<0,05 para indice de células caliciformes
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Por meio da técnica de Giemsa (Tab.3) constatou-se reducdo no numero de
neurbnios mioentéricos nos animais diabéticos do grupo D, e
reestabelecimento no grupo DR indicando efeito positivo da restricdo
alimentar sobre a populacdo geral neuronal. Este efeito € justificado pela
reducdo do estresse oxidativo em decorréncia da RA (ROSA et al., 2018).

Tabela 3: Nimero médio e densidade neuronal mioentérica no jejuno de ratos (area: 13,26mm?). Método de Giemsa

(n=5/grupo). Resultados expressos como média* + EP (n=5/grupo).
GIEMSA

Média n° de neurénios Densidade neuronal
(0,1326 cm?) (cm?)
C 1030+46.99 129.487
CR 950.2 +25.00 119.457
D 886.8+37.31% 111.463
DR 1006+21.30 123.529

#p<0,05vs C
Teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn'’s, p<0,05

Conclusodes

O modelo de diabetizacdo por associacdo de estreptozotocina e
nicotinamida foi eficiente em produzir o DM tipo 2 com efeito sobre
parametros morfométricos de elementos da parede e numero de neurbnios
mioentéricos. O modelo de RA imposto promoveu respostas adaptativas na
parede intestinal e preservou a populacdo neuronal mioentérica geral
neuronal.
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