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RESUMO

O Diabetes Mellitus é uma desordem metabolica causada pela destruicdo imunomediada das células beta
pancreaticas com um consequente déficit na producado de insulina. Segundo as estimativas mundiais de
acometimento dessa doenga a mesma tende a aumentar nos proximos anos afetando milhdes de pessoas
em todo o mundo. A hiperglicemia gerada por essa doenca pode levar ao desenvolvimento de diversos
danos e complicacdes em tecidos e 6rgaos. No trato intestinal algumas alteracdes ja foram descritas
como peristaltismo anormal, mudancas de microbiota e inflamag&o. Sendo assim, o presente estudo visa
analisar as alteragdes morfoquantitativas que ocorrem na porgao duodenal do intestino delgado de ratos
com diabetes induzidos por estreptozotocina. Para isto se utilizou 16 animais machos da linhagem
Wistar, onde a amostra foi dividida em dois grupos: 1- grupo controle: animais normoglicémicos, 2-
grupo diabético: animais hiperglicémicos. Os animais permaneceram alojados em caixas de
polipropileno e receberam racdo e agua ad libitum. No decorrer do periodo experimental se
quantificou dados pré-clinicos e finalizado o periodo de 30 dias, foi realizado a eutanasia para remogao
das amostras duodenais. Posteriormente as amostras passaram pelo processamento histoldgico de rotina,
coradas em HE, fotografadas e analisadas por métodos morfoquantitativos. Durante o experimento
observou-se a hiperglicemia, bem como polidipsia e polifagia, sinais tipicos da doenca. Além disso
quanto aos dados de quantificagdo e morfologia do duodeno, ocorreu um aumento no volume total do
duodeno proveniente do espessamento da camada de mucosa.
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INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) se trata de um distdrbio metabdlico caracterizado pela

hiperglicemia, proveniente da deficiéncia na secre¢do ou da acdo da insulina (SAMI et al.,
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2017). Esta desordem pode ocorrer de diversas formas como o Diabetes Mellitus Tipo | (DM1),

Diabetes Mellitus Tipo 1l (DM2) e Diabetes Mellitus Gestacional (SBD -2019).

A longo prazo tal patologia leva ao desenvolvimento de diversas complicacdes

associadas. Danos como retinopatia, neuropatia, problemas cardiacos ja formam evidenciados
em estudos anteriores (MACHADO et al., 2017). No sistema gastrointestinal podem ocorrer
alteracOes desde a cavidade oral até a regido anorretal levando ao surgimento de sintomas como
- gastroparesia, diarreia, peristaltismo anormal, dores abdominais e vomito (WOLOSIN et al.,
2000; SHAKIL et al., 2008; KRISHNAN et al., 2013).

Além desses sintomas, alguns estudos ja vém mostrando as alteracdes que ocorrem a
nivel morfoldgico tecidual que compdem esse sistema. Tais anormalidades tem sido
observadas tanto em roedores quanto em humanos (PELLEGRINI et al., 2017). Mudancas de
microbiota, presenca de infiltrados inflamatorios e alteracdes de volume do jejuno e ileo ja
foram observadas em estudos anteriores (DA ROSA et al., 2015; WEN; DUFFY, 2017).

A partir disso, levando em consideracdo a gravidade desta doenga, o presente estudo
visa elucidar por parametros de quantificacdo estereoldgica as possiveis alteracdes

morfologicas e volumétricas causadas pelo diabetes na por¢do duodenal do intestino delgado.

MATERIAIS E METODOS

Para realizacao deste estudo foi utilizado como modelo animal o Rattus norvegicus da
linhagem Wistar. Os animais foram provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, ap6s aprovacao prévia pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais CEUA-UFRN, sob o protocolo 018/2017. O experimento foi realizado
no biotério experimental do Departamento de Morfologia/UFRN com a utilizacdo de um total
de 16 ratos machos com 90 dias de idade e pesando cerca de 250-300 g.

Os animais permaneceram alojados em caixas de polipropileno providas de bebedouro
e comedouro durante o periodo de ambientagdo de uma semana. Foram alocados 4 animais por
caixa, mantidas em condigdes controladas de temperatura (24+2°C), iluminacéo (ciclo de 12
horas claro/ 12 horas escuro) e receberam racdo e &gua ad libitum. Os animais foram
distribuidos em 2 grupos, sendo um grupo controle composto por animais saudaveis e outro

grupo composto por animais diabéticos induzidos por estreptozotocina.
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Os animais passaram por um processo de inducdo de DM1 por via intraperitoneal, com

a utilizagédo da estreptozotocina (STZ, 50mg/kg) dissolvida a 10 mmol/L solucdo citrato de
sodio (pH 4,5). O resultado da acdo dessa substancia € que os animais se tornam acometidos
pela deficiéncia de insulina, hiperglicemia, polidipsia e politria, todos esses sinais
caracteristicos do DM1 humano. Ap6s 5 dias da inducgdo do diabetes, a glicemia de todos os
animais experimentais foi mensurada por meio de um glicosimetro portétil e os animais que
exibiram glicemia >250 mg/dl foram considerados diabéticos. Posteriormente a confirmagao os
animais foram mantidos nas mesmas condicGes e permaneceram por um periodo de 30 dias,
sendo avaliados parametros pré-clinicos de glicemia, consumo de agua e ragao.

Terminado o periodo experimental foi realizada a eutanasia com uma dose letal de
isoflurano para retirada das amostras duodenais. As amostras foram lavadas com soro
fisioldgico, fixadas em paraformaldeido a 4% e posteriormente seguiram o processamento de
rotina e coloracdo em Hematoxilina-Eosina -HE.

Com as laminas histoldgicas confeccionadas foram feitas captura de imagens em
microscopio 6tico e com camera acoplada. Foram utilizadas objetivas em aumentos de 2x para
analisar Volume de Referéncia-Vref (parede, lumen e volume total) e em aumento de 4x para
mensurar em percentagem a Densidade de volume-Vv que fornece a proporcéo ocupada por
cada subcamada (mucosa, submucosa e muscular) em relagcdo ao total da parede. Em seguida
foi feita a aplicacdo de sistemas testes quadraticos para contagem de pontos que tocassem
regides de interesse e aplicacdo dessa contagem em formulas especificas para cada parametro
avaliado.

Para analise de Vref segundo o principio de Cavalieri foi utilizada a seguinte formula:

Vref=2p x (a/p) x t x f-1 x f-1

Onde Xp é o somatdrio de pontos que tocam a regido de interesse (Parede ou Lumen),
a/p é a area por ponto do sistema teste quadratico que foi aplicado nas imagens de microscopio
optico, t ¢ a espessura da secgdo em p2, f-1 € o inverso da fracdo que foi utilizada para
amostragem do orgdo na clivagem e na microtomia respectivamente (GUNDERSEN et al.,
2013).

Apds isso, a partir da soma do Vref de parede e Vref de limen se obteve o volume total
Vtot como demostrado na formula a seguir:

Vtot= Vref parede + Vref de limen
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Seguindo o principio de Delesse foi estimado a Densidade de Volume (Vv) por

subcamadas. Foi feito para mucosa, submucosa e musculares tendo em vista que a serosa néo

era perceptivel em algumas das sec¢es histologicas. Para isto se utilizou a formula a seguir:

_ Ypsubcamada
- Y'p parede

onde Xp é o somatdrio de pontos que tocam a regido de interesse e a subcamada neste
caso pode ser mucosa ou muscular (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003). Essa fracdo foi feita

para estimar a proporc¢do que cada camada ocupa em relacdo ao total que € a parede composta

Vv

por mucosa, submucosa, musculares e serosa.
A andlise dos dados foi realizada com auxilio do Software Minitab 2018, onde se aplicou
inicialmente um teste de normalidade para verificar a distribuicdo dos dados e sem seguida foi

realizado o teste T para verificar a diferenca estatistica entre os grupos.

DESEVOLVIMENTO

O Diabetes Mellitus ainda é um problema de satde publica tendo em vista a forma como
a qual afeta a vida dos pacientes bem como a necessidade de altos investimentos destinados
todos os anos para tratamento da mesma. Estimativas mundiais mostram que o nimero de
pessoas com essa doenca tende a aumentar nos préximos anos onde até 2045 o numero de
pessoas acometidas pelo diabetes pode chegar a 629 milhdes com um aumento de 48% de casos
(FEDERACAO INTERNACIONAL DE DIABETES - 2019).

E uma doenca sistémica que afeta a satde do individuo em diversos aspectos, desde o
nivel de organizacdo celular até o nivel sistémico. O quadro patoldégico do DM acarreta em
diversos prejuizos a qualidade de vida do individuo incluindo o bem estar fisico, emocional e
social (NANSEL et al., 2008). Além disso alteracBes hormonais, imaturidade e resisténcia na
aceitacdo da doenca sdo fatores comuns aos adolescentes com DM1 o que dificulta o controle
da glicose sanguinea, maximizando os danos que o DML traz para os pacientes (COSTA,
VIEIRA, 2015).

As alteracbes metabdlicas decorrentes do DM podem levar a uma variedade de
complicagbes em orgdos e tecidos (MACHADO et al., 2017; SBD - SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES-[s.d.]). No trato gastrointestinal, alguns estudos mostram
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anormalidades na absorcdo de nutrientes, mudancas de microbiota e inflamacdo (KNIP;
SILJANDER, 2016; LEE et al., 2017; VELLA; CAMILLERI, 2017; WEN; DUFFY, 2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados pré-clinicos avaliados demostraram os sinais tipicos da sindrome metabdlica
como o aumento da glicose sanguinea, consumo de agua e racdo. Esses resultados indicam
polidipsia e polifagia assim como demostrado na literatura em estudos com o uso de
estreptozocina (DAVIDSON et al., 2011; DE OLIVEIRA et al., 2019).

Tabela 1. Dados preé-clinicos. Grupo controle (C), grupo diabético (D).

C D

Glicemia (d/mg) 120,63 700,4%*
Agua i (ml) 37, 88 136%
Agua f (ml) 31.8 220,5%
Racao i(g) 25.8 30.5
Racao f(g) 19,3 42,8%

Fonte: arquivo pessoal. * diferenga estatistica significativa versus o grupo controle.

Quanto aos dados de quantificacdo de volume do duodeno foram observadas de modo
geral um aumento no volume duodenal. Observando separadamente os dados para parede,
limen e volume total observou-se que houve um espessamento significativo da parede e do
volume total no grupo diabético em relacéo ao grupo controle, enquanto que o volume de limen
ndo houve diferenca signifivativa entre os grupos (Gréfico 1). Ao comparar os dados percebe-
se que o aumento total foi em decorrencia do aumento de volume de parede. Tal alteragéo
corrobora com o encontrado com Rosa et al. (2015) em que avaliou o volume de jejuno e ratos

diabéticos induzidos por estreptozotocina.
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Gréfico 1- Volume de referéncia do duodeno. Grupo controle (C), grupo diabético (D). *** P= 0,001, **** p=
0,000.

Quando avaliado separadamente as subcamadas da parede duodenal visualmente nas
secgOes transversais coradas em Hematoxilina e Eosina -HE em aumento de 4x é perceptivel
gue ha um aumento da mucosa selecionada pelo colchete. Ja nas sec¢fes em aumento de 40x
se destaca pela estrela a submucosa e pelo traco a muscular onde ambas reduzem de tamanho
no grupo diabético versus o grupo controle (Figura 1A). Esses dados se confirmam na analise
quantitativa estereologica de densidade de volume onde se observa que a um aumento da
proporcao ocupada pela mucosa em relacdo ao valor total da parede enguanto a submucosa e

muscular reduzem sua proporcao (Figura 1B).
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Figura 1- Densidade de volume do duodeno. Secces transversais coradas em HE em aumentos de 4X e 40X
(A), gréfico de setores mostrando a proporcao em (%) ocupada pelas subcamadas da parede intestinal (B).

Algumas hipoteses vém sendo formuladas para essa alteracdo morfologica de volume,
uma delas é que por haver uma dificuldade na captacdo de glicose pelos tecidos mediante a
ausencia de insulina o intestino atue de forma compensatdria aumento sua area de superficie
para obter uma maior quantidade de nutrientes (MAYHEW; CARSON, 1989). Quanto a
diminuicdo da submucosa vista nesse estudo nos animais diabéticos corrobora com os dados
encontrados por Rosa et al. 2015 em que atribui esse dano a glicacdo proteica que ocorre de
modo acelerado mediante o estado hiperglicémico. Esse processo de glicacdo esta ligado a
hiperglicemia, onde no tecido conjuntivo pode ocorrer principalmente com as proteinas de
colageno (SADOWSKA-BARTOSZ; BARTOSZ, 2015). Tendo em vista que a submucosa é
constituida de tecido conjuntivo principalmente, pode se atribuir o mecanismo de glicacéo
avancada como preditor da diminuicdo dessa camada.

Outro fator que pode contribuir para esse aumento de volume da mucosa intestinal é a
polifagia gerada pelo DM1 que leva ao desenvolvimento hiperplasico da mucosa intestinal.
Somado a isso tem-se que a inervacdo intestinal que participa na cinética de regulacdo da
proliferagéo celular e apoptose, mantem a homeostase entre esses processos. No entanto com a
neuropatia diabética ha prejuizos nessa regulagdo o que contribui ainda mais para 0 aumento
do volume da mucosa (ZANONI; FERNANDES PEREIRA, 2008).

CONSIDERAGCOES FINAIS
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A partir dos dados obtidos observaou-se que a espreptozotocina atuou de forma efetiva

na producdo do modelo experimental de DM1 levando ao surgimento dos sinais clinicos do
diabetes humano como hiperglicemia, polidpsia e polifagia.

A hiperglicemia gerada pela destruicdo das celulas beta pancreaticas foi capaz de induzir
a alteracGes morfologicas no duodeno.

O aumento de volume total do duodeno foi propiciado pelo aumento de mucosa.

O aumento da mucosa intestinal pode estar relacionado a polifagia gerada pelo DM1

que requer uma maior absorcdo tendo em vista a maior demanda de nutrientes consumidos.
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