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RESUMO

A adiposidade excessiva, em particular o acumulo de gordura visceral, esta fortemente
correlacionada com a resisténcia a insulina, um dos principais pilares para o
desenvolvimento do diabetes tipo 2. Além disso, a obesidade esta associadaa
distirbios metabdlicos, como dislipidemia e inflamac&do cronica, que também
desempenham um papel na patogénese do diabetes. O numero de mortes
decorrentes de complicacbes do diabetes € um dado alarmante, chegando a 1,5
milhdes de pessoas por ano. A mudanca dos padrBes alimentares nas Ultimas
décadas vem ocasionando uma pandemia de diabetes, portanto, ha um
estabelecimento do diabetes como uma preocupacao global na area da saude. A
relacdo entre o trato digestivo e o desenvolvimento de diabetes ja foi alvo de estudos
cientificos e sabe-se que a administracdo de insulina oral promoveu uma reversao
da hiperplasia intestinal diabética em ratos, inibindo a proliferacdo celular e o
crescimento intestinal no diabetes induzido. Apesar de serem destruidos no ambiente
acido do estdbmago, fragmentos de insulina biologicamente ativos ou moléculas de
insulina intactas podem ter modulado a proliferacao celular do intestinodiabético. O
epitélio intestinal possui receptores de insulina ja descritos na literatura, no entanto, o
efeito da insulina neste sitio de acdo ainda € desconhecido. Sendo assim, esse
trabalho tem como objetivo: Avaliar os efeitos da administracao oral da insulina em
animais alimentados com dieta hiperlipidica; mensurar o epitélio intestinal e avaliar a
influéncia da administracdo da insulina sobre ele, quantificar parametros séricos de
glicose e GLP1 e, por fim, avaliar a expressao génica de GLP-1 por RT-PCR. Método:
Ratos Wistar machos, peso médio de 263g, idade entre2 e 3 meses, divididos em 4
grupos: controle (CTRL) com dieta controle, gavadocom NaCl; controle gavado com
30 Ul de insulina (CTRL+INS); dieta hiperlipidica gavado com NaCl (HLD) e HLD
gavado com 30 Ul de insulina (HLD+INS). Medidas de peso foram obtidas
semanalmente. Apds 11 semanas, amostras de sangue foramcoletadas para analises
laboratoriais. Apds 12 semanas, foi realizada a eutanasiados animais e amostras de
sangue, duodeno e ileo foram coletadas para analise histopatologica e RT-PCR. A
administracdo da insulina oral influenciou na reducdodo ganho de peso, nas
alteracdes intestinais e outros parametros metabdlicos.

Palavras-chave: Insulina oral. Diabetes. Intestino delgado. Obesidade.



ABSTRACT

Excessive adiposity, in particular the accumulation of visceral fat, is strongly correlated
with insulin resistance, one of the main pillars for the development of type 2 diabetes.
Furthermore, obesity is associated with metabolic disorders such as dyslipidemia and
chronic inflammation, which also play a role in the pathogenesis of diabetes.The higth
deaths from diabetes complications is alarming. In recent decades, chang patterns
dietary have led us into a diabetes pandemic, so there, isan establishment of diabetes
as a global health care. The relationship between the digestive system and the
development of diabetes has already been the subject from scientific studies and it is
known about oral insulin administration has promoted a reversal of diabetic intestinal
hyperplasia in rats, inhibiting cell proliferation and intestinal growth in induced diabetes.
Even being destroyed in the acidic environmentfrom the stomach, insulin fragments
biologically active or intact insulin molecules may have modulated cell proliferation in
the diabetic intestine. The intestinal epithelium has insulin receptors already seen on
the literature, however, the effect from insulin on this specific action area still unknown.
The objetive from this study is: Evaluate the effects from oral insulin administration in
animals feded by hypercaloric diet; measure the intestinal epithelium and evaluate the
influence from insulin administration on it; quantify glucose serum parameters and
GLP1 and evaluate the GLP-1 gene expression by RT-PCR. Method: Male Wistar rats,
average weight of 263g, aged between 2 and 3 months, puted into 4 groups:
control (CTRL) withcontrol diet, gavage with NaCl; gavage control with 30 1U of insulin
(CTRL+INS); hypercaloric diet gavage with NaCl (HLD) and HLD gavage with 30 IU of
insulin (HLD+INS).Weight measurements were carried over weekly. After 11 weeks,
blood samples were collected for laboratory analysis. After 12 weeks, the animals were
euthanized and blood, duodenum and ileum samples were collected for
histopathological analysis and RT-PCR. The administration of oral insulin influenced
the reduction of weight gain, intestinal changes and other metabolic parameters.

Keywords: Oral insulin. Diabetes. Small intestine. Obesity.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é um grave problema de saude publica que afeta milhdes de
pessoas. E uma doenca global, de carater crénico. De acordo com dados da
Organizacdo Mundial da Saude - World Helth Oganization, em 2016, o0 numero de
adultos acima do peso no planeta era de mais de 1,9 bilhdes, deste total, 650 milhdes
eram considerados obesos. As projecfes apontam que até 2025 esse numero
chegara aos 2,3 bilhdes de adultos com sobrepeso ao redor do mundo, um aumento
de 21% em dez anos, ja os individuos com obesidade podem atingis atingir os 700
milhdes (WORLD HELTH OGANIZATION, 2021).

No Brasil, em 2019, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2020), aponta que o numero de individuos obesos chegou a 41 milhdes. O sobrepeso
atingiu 96 milhdes de pessoas no pais, sendo a maioria também do sexo feminino.

Dados da pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para
Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico (Vigitel) e a Associacdo Brasileira para o
Estudo da Obesidade e Sindrome Metabdlica (ABESO), indicam que no Brasil, essa
doenca crénica aumentou 72% nos ultimos treze anos, saindo de 11,8% em 2006 para
20,3% em 2019.( ABESO, 2019) (VIGITEL,2019).

A obesidade geralmente esta associada a outras doencas cronicas como
hipertensdo arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e
hipertrigliceridemia, o que a torna uma doenca multifatorial e complexa, levando o
paciente a uma sindrome metabdlica, que pode resultar em 6bito (GADDE et al.,
2018).

Recentemente, Lynch e Pedersen (2016), apontaram a relagcdo da alteracéo
da microbiota intestinal como um fator adjuvante no desenvolvimento da obesidade,
mas, por englobar fatores diversos tais como genéticos, ambientais e hormonais, a
obesidade ainda nao tem sua fisiopatologia bem elucidada(CONSIDINE et al., 1996;
MOTA, 2021).

O conhecimento dos diferentes tipos de tecidos adiposos tornou-se
fundamental para a compreensdo dos mecanismos biolégicos subjacentes as
doencas metabdlicas, a obesidade, a diabetes, entre outras condicoes de saude, a
eles relacionados. O tecido adiposo € uma classe de tecidos especializados do corpo,

gue desempenha um papel essencial em uma ampla variedade de processos



11

fisioldgicos e patologicos. Este tecido multifuncional € composto por células adiposas,
também conhecido como adipdcitos, e se desdobra em varios subtipos, cada uma
com caracteristicas tnicas e funcdes especificas. (MONTANARI; POSCIC; COLITT],
2017; SAELY; GEIGER; DREXEL, 2011; SAITO et al., 2020).

Dentre os tipos de tecidos adiposos podemos citar o branco, marrom, bege e
rosa. Eles sdo subtipos de tecido adiposo, mas cada um apresenta caracteristicas
distintas e funcdes especificas. A diferenciacdo entre eles reside principalmente em
suas caracteristicas morfologicas, metabdlicas e funcionais. (SAITO et al., 2020;
KUSMINSKI; BICKEL; SCHERER, 2016; FREITAS; CESCHINI;RAMALLO, 2014).

De acordo com Pinto (2014) , o Tecido Adiposo Branco (TAB) é de cor branca
ou amarelada sendo o tipo de tecido adiposo mais comum, localizado principalmente
sob a pele (tecido adiposo subcuténeo) e ao redor dos érgaos internos (tecido adiposo
visceral). O TAB atua como um local de armazenamentode energia e triglicerideos
para uso posterior. E metabolicamente menos ativo, sendo mais envolvido no
armazenamento de energia do que na queima. Esse tipo de tecido adiposo né&o
desempenha um papel significativo na termorregulagéo.

O Tecido Adiposo Marrom (TAM) possui coloracdo acastanhada devido a
presenca de uma grande concentracdo de mitocondrias. Ele € encontrado em
pequenas quantidades em adultos, principalmente na regido do pescoco e nas costas.
Tem como funcao primordial a termogénese, gerando calor para manter a temperatura
corporal. Esse tecido € metabolicamente ativo devido a presenca de mitocéndrias e
elevada expressao de proteinas termogénicas, e desempenha papelfundamental para
a regulacdo da temperatura em recém-nascidos e animais hibernantes (FONSECA-
ALANIZ et al., 2007).

Classificado como uma mescla entro o TAB e o TAM, o Tecido Adiposo Bege
(TABe) é encontrado em pequenos retalhos dentro do TAB, assim como no TAM. O
TABe também é capaz de realizar a termogénese, é metabolicamente ativodevido a
presenca de mitocondrias e pode ser induzido por estimulos como exposi¢ao ao frio
e exercicios fisicos.

Tecido Adiposo Rosa (TAR), é um subtipo recentemente identificado que esta
presente em recém-nascidos e é composto por células com caracteristicas especificas

entre o TAB e o TAM. Desempenha um papel na termorregulacdo neonatal, ajudando
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a manter a temperatura corporal em bebés, é metabdlico ativo, especialmente em
recém-nascidos, onde ajuda a evitar a hipotermia (BONFANTEet al., 2015).

Em individuos sadios, os adipdcitos apresentam sensibilidade a insulina, e
sua deposicdo em excesso promove distlrbios metabdlicos (SONDERGAARD;
JENSEN, 2016).

Os habitos de vida adquiridos pela populacdo, baseados em sedentarismo e
alimentacdo rica em carboidratos e gorduras, associados a fatores genéticos,
contribuem significativamente para o desenvolvimento da DM2 (RODRIGUES, 2012).

A conexdo entre obesidade e diabetes é extremamente reconhecida pela
comunidade cientifica. A obesidade esta fortemente associada a resisténcia a
insulina, a disfuncao das células beta pancreaticas e a inflamacao cronica, todos os
fatores que desempenham um papel fundamental no desenvolvimento do diabetes
tipo 2 (SINAIKO, 2007).

Existem dois tipos de diabetes, a diabetes mellitus tipo 1, onde a doenca é
caracterizada pela destruicdo autoimune das células do pancreas que produzem a
insulina, e a diabetes mellitus tipo Il é caracterizada pela reducao da sensibilidade dos
tecidos a insulina (FREITAS; CESCHINI, 2014).

Esse disturbio crénico de secrecao de insulina pelo pancreas, bem como a
resisténcia a insulina, esta relacionado com a alta disponibilidade glicémica oriundada
degradacéo de carboidratos no trato intestinal (MATVEYENKO et al., 2008), o que
pode agravar o quadro de obesidade.

Existem dois tipos de diabetes, a diabetes mellitus tipo I, onde a doenca é
caracterizada pela destruicdo autoimune das células do pancreas que produzem a
insulina, e a diabetes mellitus tipo Il € caracterizada pela reducéo da sensibilidade dos
tecidos a insulina.

Para melhorar a qualidade de vida dos pacientes obesos e prevenir o
desenvolvimento ou agravamento de outras doencas associadas, € necessario um
tratamento adequado e constante aperfeicoamento (LEIGH, 2020). A abordagem
terapéutica para o0 paciente obeso deve ser multiprofissional, incluindo
acompanhamento nutricional para controle alimentar, apoio psicologico, atividade
fisica regular com auxilio de um Profissional de Educacao Fisica e um tratamento

meédico individualizado para possiveis doencas preexistentes (BIANCHINI et al., 2012;



13

DIAS et al., 2017).

O acompanhamento multidisciplinar do paciente obeso € importante visto que,
no processo de emagrecimento, diversos séo os fatores envolvidos, e dentre eles,
destaca-se a acéo da insulina. O peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1)é uma
substancia produzida pelas células enteroendocrinas do intestino que atua nos
processos envolvidos na digestdo e no metabolismo. Atua aumentando a secrecéo de
insulina induzida pela glicose, inibindo a gliconeogénese, na secrecéo de glucagon e
no retardo do esvaziamento gastrico, atuando, assim nos mecanismos de apetite e
saciedade do hipotdlamo. Diante da importante influéncia sobre o apetite e
principalmente a glicemia, o GLP-1 tem sido amplamente estudado sobre sua relacao
com a obesidade e o DM2, o que levou ao desenvolvimento de farmacos anélogos
gue tem como objetivo principal modular o organismo trazendo avangos no tratamento
dessas doencas (NAUCK, 2016; DRUCKER, 2018).

A acdao da insulina em ratos tem sido extensivamente estudada, com o objetivo
de compreender os mecanismos subjacentes ao metabolismo da glicose e sua
regulacdo. A administracdo de 20 U de insulina via oral em ratos com dieta
hiperlipidica foi estudada por Lipinski et al. (2017) com o objetivo de analisar
alteracdes metabdlicas, notou-se a reducdo do ganho de peso, 0s autores sugerem
gue o farmaco induziu uma modulacao do epitélio intestinal, levando a uma diminuicéo
do acumulo de peso, porém os mecanismos que levaram a tal reducdo ainda néo é
bem elucidado.

Lima (2021) avaliou os efeitos da administracdo de nanoparticulas poliméricas
contendo insulina em animais alimentados com dieta hiperlipidica. Os resultados
indicaram que a insulina oral promoveu uma diminuicdo no ganho de peso dos
animais e alteracdes na expressdo de genes envolvidos na absor¢cdo de nutrientes
no intestino, indicando um efeito da insulina no epitélio intestinal.

A insulina pode modular a funcdo da barreira intestinal, a secrecdo de
hormonios intestinais, como o GLP-1 e a expressao de transportadores de nutrientes
no intestino, por isso, a influéncia do intestino na regulacédo do metabolismo corporal,
destacando-se pela sua comunicacao direta com o sistema nervoso central, regulando
mecanismos de fome e saciedade (gut brain axis) e pela secre¢do dos hormonios
regulatorios (CRYAN et al., 2019).
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Assim como o GLP-1, o PYY é outro hormonio peptidico intestinal secretado
porcdo distal do intestino delgado e intestino grosso, no periodo poés-prandial,
proporcionalmente a quantidade de calorias ingeridas. O PYY diminui a motilidade
intestinal e aumenta a saciedade, o0 que provoca uma diminui¢do do apetite e ingestao
de alimentos em animais roedores e também no ser humanocom peso normal
(BATTERHAM et al., 2003). Os obesos apresentam niveis dePYY enddgenos de
jejum e pos-prandiais baixos quando comparados aos ndo obesos. Sabe-se, ainda,
que o0s nucleos paraventricular e arqueado hipotalamicos contém neurbnios capazes
de estimular ou inibir a ingestao de alimentos e que o PYY tem um papel comunicador
com estes nucleos (PFLUGER et al., 2007).

Os niveis de PYY apresentam uma baixa apds o jejum e aumentam apés
as refeicdes. Ao longo do dia, os niveis de PYY s&o mais baixos pela manha e
aumentam constantemente apos o café da manha, almoco e jantar (REID et al., 2017).

Sendo assim, é grande o interesse pelo desenvolvimento de drogas que

atuem positivamente no funcionamento do epitélio intestinal.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos da administracdo da insulina oral sobre os parametros
metabolicos de ratos submetidos a alimentacgéo regular e hiperlipidica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Avaliar o ganho de peso dos animais de acordo com 0 grupo;

¢ Mensurar vilosidade e criptas do o epitélio intestinal e avaliar a influéncia
daadministracdo da insulina nessas estruturas;

¢ Quantificar parametros séricos, glicose e GLP1;

¢ Avaliar a expressao genica de GLP-1 e PYY.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ESTUDOS EXPERIMENTAIS E COLETA DE AMOSTRAS

A pesquisa foi realizada apés a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de
Animais em Pesquisas da UEPG no ano de 2018, pelos processos CEUA — 044/2018
e Protocolo UEPG — 15924/2018.

3.1.1 Modelo Animal

Durante um intervalo de 12 semanas, 48 ratos machos da raca Wistar, com

peso médio de 263 gramas foram separados em 4 grupos:

QUADRO 1 — Classificacdo dos grupos de acordo com a dieta fornecida e respectivas medicacdes.

Numero de

Grupos Ratos

Descricao Alimentacdo/Medicacéao

Alimentagdo Controle Nuvilab®
Controle o
Grupo A 12 (CTRL) com gavagem oral diaria de 0,3 ml
de solugao fisioldgica 0,9%.

. Alimentagdo Controle Nuvilab®
Controle + Insulina . .
Grupo B 12 (CTRL+INS) associada a gavagem oral diaria
de 30 Ul de Insulina oral.

High Lipidic Diet Alimentacgdo Hiperlipidica com

Grupo C 12 (HLD) gavagem oral didria de 0,3 ml de
solugdo fisiolégica 0,9%.
. e . Alimentagdo Hiperlipidica com
High Lipidic Diet + Insul
Grupo D 12 'gh Lpicic Diet + Insulina gavagem oral didria de 30 Ul de

(HLD+INS)

Insulina oral.

Fonte: O autor

Os animais receberam doses diarias de insulina ou soluc¢éo fisioldgica 0,9%,

sempre ao mesmo horario, 16 horas.

3.1.2 Dieta Controle x Hiperlipidica

Para dieta Controle (CTRL) foi administrada uma racdo comum para biotério
Nuvilab®, e para dieta Hiperlipidica (High Lipidic Diet = HLD) foi produzida uma
mistura da mesma ragdo comum para biotério Nuvilab®, adicionados leite condensado
e gordura de suino. De acordo com a composicéo das alimentacdes (%Kcal), as dietas

apresentam composicao conforme a Tabelal:
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TABELA 1 — Comparacao nutricional em porcentagem de carboidrato, proteina e gordura entre dieta
controle e dieta hiperlipidica.

Dieta Controle Dieta Hiperlipidica
Carboidrato 68% Carboidrato 39,4%
Proteina 22,7% Proteina 16%

Gordura 9,3% Gordura 44,6%

Fonte: O autor

Os animais foram alocados em 12 gaiolas para biotério, e tiveram seus

pesos aferidos semanalmente.

3.1.3 Glicemia

As amostras para afericdo da glicemia em jejum, foram coletadas apés 11
semanas de tratamento, por meio da veia caudal. Os valores da glicemia sérica foram

obtidos por meio de aparelho digital Accu-Chek Active®.

3.1.4 Amostra Sanguinea

Na 12° semana, os animais foram submetidos a 12 horas de jejum antes de
serem anestesiados por via inalatéria com isoflurano. Apds a perda da consciéncia,
os animais foram colocados em decubito dorsal, realizada uma incisdo mediana e
abertura dos planos até a cavidade pleural e exposicédo do coracado, sendo realizada
puncdo cardiaca e aspiracdo de aproximadamente 10 ml de sangue. As amostras
foram centrifugadas, aliquotadas para a utilizacao do soro. Posteriormente, 0s animais

foram eutanasiados por meio de superdosagem do mesmo anestésico.

3.1.5 Coleta de Amostra Para Histologia

Por meio de laparotomia, amostras de duodeno e ileo medindo
aproximadamente 0.5 cm foram coletadas, identificadas e conservadas em formol
10%.

3.1.6 Processamento Histologico

No laboratério de Técnica Operatéria e Cirurgia experimental da Universidade

Estadual de Ponta Grossa foi realizado o processamento histolégico das amostras. As
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amostras de intestino foram acomodadas em cassetes histoloégicos com tampa
removivel, devidamente identificados, e, posteriormente, passaram pelo processo de
desidratacdo em etanol 70% (2 banhos), 80% (2 banhos), 90% (4 banhos) e 100%
(2 banhos), todos os banhos tiveram a duracaode 30 min.

Apoés os banhos com etanol, as amostras foram emblocadas em parafina a
60°C e seccionadas transversalmente por meio micrétomo (LUPETEC) a uma
espessura de 5 um. Os cortes foram colocados em banho maria e acomodados sobre
laminas para microscopia.

Para impregnacdo dos corantes foi realizada a desparafinizacdo com 2
banhos de xilol 10 minutos cada, hidratacdo com graduacédo alcodlica decrescente
(100%, 90% 80%, 70%, 1 minuto cada) seguida de lavagem com agua destilada.
As laminas foram entdo imersas em hematoxilina por 3 minutos, lavadas com agua
corrente por 10 minutos e imersas em eosina por 7 minutos. Ao final do processo
as laminas sofreram processo de desidratacdo e clarificacdo para selagem das

laminas.

3.1.7 Analise Histolégica

As imagens dos tecidos foram obtidas e analisadas com microscépio Olympus
LG-PS2 (ampliacdo de 10x) mantendo um padréao para todas as amostrase utilizando
o software T capture versdo 5.1.1 (Tucsen, Fuzhou, China). Para avaliar o
comprimento das vilosidades e a profundidade da cripta foi utilizado o software

ImageJ.

3.1.8 GLP-1 Sérico

As amostras de soro sanguineo foram submetidas ao teste de ELISA
(Biomatik® USA LLC, Delaware, USA), pelo método sanduiche, para a analise das
absorbancias de GLP-1. Posteriormente, foram calculadas as concentracdes
através dos resultados de absorbancia obtidos em duplicata e introduzidos na
equacdo da curva y = 0,0333x%%>48 onde foi chegada a esta formula pelos céalculos

das concentragdes e absorbancias padroes, com R? = 0,98 de confiancga.
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3.1.9 RT-PCR

Para as reacbes de gRT-PCR, amostras de aproximadamente 5 mm? de ileo
e duodeno foram retiradas e armazenadas em tubos de 1,5 ml contendo RNAlater®
(Qiagen). Os tecidos foram estocados a -80°C até seu processamento.

A extracdo do RNA total foi realizada, utilizando-se reagente TRIzol by
Invitrogen de acordo com a indicagao do fabricante. O RNA total foi quantificado em
NanoVue (GE Healthcare). As amostras de RNA foram armazenadas em ultra-freezer
-80°C até sua utilizacdo. Para a sintese do cDNA (DNA complementar),
aproximadamente 1 pg de RNA total foi submetido a transcri¢cdo reversa, utilizando-
se o kit comercial “GoTaq Probe 2-Step RT-gPCR System”(PROMEGA), seguindo as
recomendacdes do fabricante.

A analise da expressao génica foi realizada por ensaios de gRT- PCR em
equipamento AriaMx Real Time PCR. Nas reacdes de amplificacdo, foram utilizados
reagentes conforme Quadro 2:

QUADRO 2 — Relacgéo de reagentes e respectivos volumes utilizados para a realizagéo de reacdes de

gRT-PCR.
Reagentes Volume
Agua milli-Q 1puL
Go Tag Probe qPCR Master Mix 5puL
Primer Foward (PF) 1puL
Primer Reverse (PR) 1uL
CDNA 2 uL
Volume total 10 uL

Fonte: O autor

Um controle negativo, o qual continha agua em vez de cDNA molde, foi
incluido nas corridas para cada um dos genes. O equipamento foi configurado

conforme Quadro 3:

QUADRO 3 - Configuracao de ciclos, temperatura e tempo no equipamento termociclador para a

obtencéo de expresséo génica.
Ciclos Temperatura Tempo

1 x 95°C 2 minutos
95°C 15 segundos

40X 60°C 30 segundos
95°C 1 minuto
55°C 30 segundos

1x 95°C 30 segundos

Fonte: O autor
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3.2 ANALISES ESTATISTICAS

Foram calculados como média * desvio padrdao (DP) os resultados
encontrados. Depois, os mesmos dados foram submetidos aos testes ANOVA
(unilateral) e T student, com o valor de p<0,05 como valor estatistico significante. Os
testes e os gréaficos foram realizados através do programa GraphPad Prism verséo
9.1.2 para Mac (GraphPad Software, Inc. San Diego, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

Do total dos 48 ratos agrupados para pesquisa, 5 animais foram perdidos
precocemente por causas nao identificadas, totalizando 43 ratos utilizados até o final
do experimento, destes, 9 pertencentes ao grupo CTRL; 10 ao grupo CTRL+INS; 12
ao grupo HLD e 12 ao grupo HLD+INS.

4.1 GANHO DE PESO

Apés 12 semanas, houve diferenca de ganho de peso entre 0s grupos em
relacdo ao peso inicial. O grupo HLD obteve o maior ganho ponderal em comparacao
aos outros com diferenca significativa (p<0,05). O grupo HLD+INS obteve ganho

semelhante comparado aos grupos de dieta Controle (grafico 1).

Gréfico 1 — Comparacéo da porcentagem do ganho de peso entre grupos CTRL,
CTRL+INS, HLD, HLD+INS, mostrando o maior ganho de peso dos
animais pertencentes ao grupo
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
Nota: Andlise de Variancia (One Way Anova). Desvio padrao, * p<0,05.
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4.2 NIVEIS SERICOS DE GLICEMIA

A dieta hiperlipidica promoveu aumento significativo da glicemia de jejum no
grupo HLD em relacao ao grupo Controle. Esta diferenca nao foi percebida em relacéo

ao grupo HLD+INS, que apresentou niveis menores de glicemia conforme
apresentado no Gréafico 2:

Gréfico 2 — Comparacdo dos niveis de glicemia entre grupos CTRL, HLD e
HLD+INS, mostrando que os animais que receberam apenas a dieta

hiperlipidica tiveram um aumento da glicemia em jejum quando
comparados aos demais grupos.

140 =
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o
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100 =
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CTRL CTRL+INS HLD

HLD +INS
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Nota: Andlise de Varidncia (One Way Anova). Desvio padrao, * p<0,05.
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4.3 COMPRIMENTO DA VILOSIDADE DUODENAL

O comprimento do vilo duodenal ndo apresentou diferencga significativa no
grupo de dieta CTRL + INS comparado a dieta CTRL. Também n&o houve diferenca
significativa entre o grupo HLD + INS comparado ao grupo HLD, conforme verificado

no Gréfico 3.

Gréfico 3 — Variacdo do comprimento da vilosidade duodenal entre os grupos
CTRL, CTRL+INS, HLD e HLD, demostrando que a administragéo
de insulina oral ndo promoveu alteragéo nessas estruturas.

1500000

1000000 +

500000

0= T T
CTRL CTRL+INS HLD HLD+INS
Fonte: O autor

Nota: Analise de Variancia (One Way Anova). Desvio padréo, * p<0,05.

Comprimento de vilosidade duodenal (um)
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4.4 COMPRIMENTO DA CRIPTA DUODENAL

O Gréfico 4 mostra a comparagao entre os tamanhos das criptas duodenais
entre os grupos estudados. Analisando o grupo CTRL, em compara¢ao com 0S grupos

CTRL+INS, HLD e HLD+INS, nédo foram observadas diferencas significativas entre
eles.

Gréfico 4 — Comparagdo do Tamanho das criptas duodenais entre os Grupos
Grupos CTRL, CTRL+INS, HLD e HLD+INS demonstrando que
administragdo de insulina oral, ndo promoveu alteracdes

significativas nessas estruturas.
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400000 =

200000 =

0-

Comprimento de cripta duodenal (um)

L]
CTRL CTRL+INS HLD HLD +INS
Fonte: dados da pesquisa, 2023
Nota: Analise de Variancia (One Way Anova). Desvio padréo, * p<0,05.
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4.5 COMPRIMENTO DA VILOSIDADE ILEAL

O Gréfico 5 compara a diferenca do comprimento do vilo ileal entre os grupos.
Foi observado que o grupo tratado com dieta hiperlipidica e que receberaminsulina
oral regular (HLD+INS) obteve uma diminuicdo do comprimento da vilosidade ileal
quando comparado ao grupo CTRL e ao grupo CTRL+INS com P< 0,0146 e P<
0,0004, respectivamente. Também foi encontrado diferenca significativa entre os
grupos CTRL+INS e HLD com P< 0,0069.

Gréfico 5 — Variagdo do Comprimento do Vilo lleal entre os Grupos CTRL,
CTRL+INS, HLD e HLD+INS demonstrando que aadministracdo de
insulina oral ndo promoveu alteragdes nessas estruturas.

1200000
| * ok I
1000000 - ' '
I * % ]
| |
800000 - | = |

600000 =

400000 =

Comprimento vilo ileo (um)

200000 -

0-

CTRL CTRL+INS HLD HLD +INS

Fonte: O autor
Nota: Andlise de Variancia (One Way Anova). Desvio padréo, * p<0,05.
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4.6 COMPRIMENTO DA CRIPTA ILEAL

Ao analisar o comprimento da cripta ileal foi observado que o grupo
CTRL+INS apresentou maior tamanho quando comparado aos grupos CTRL e
HLD, com valor de p< 0,0001 e p< 0,0092, respectivamente. Os animais que
receberam a dieta hiperlipidica e insulina oral apresentaram um comprimento maior
de cripta em relacdo aos animais que receberam apenas dieta controle, p< 0,0466
(grafico 6).

Gréfico 6 — Comparacdo do comprimento das criptas ileais nos grupos CTRL,
CTRL+INS, HLD e HLD+INS demonstrando que a administracdo de
insulina oral promoveu alteragdo no comprimento das criptas ileais nos
grupos CTRL+INS e
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CTRL  CIRL+INS  HLD  HLD+INS

HLD+INS.

Fonte: O autor
Nota: Andlise de Variancia (One Way Anova). Desvio padrao, * p<0,05.
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4.7 NIVEIS DE GLP-1 EM JEJUM

Os niveis de concentracdo de GLP-1 de jejum encontrados no plasma

sanguineo ndo apresentaram diferenca estatistica entre todos os grupos, conforme
Gréfico 7.

Gréfico 7 — Comparacdo das concentragées de GLP-1 sérico entre osgrupos
CTRL, CTRL+INS, HLD e HLD+INS ndo demonstrou diferencas
significativas entre 0s grupos.
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Fonte: O autor
Nota: Andlise de Variancia (One Way Anova). Desvio padréo, * p<0,05.
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4.8 EXPRESSAO DE GLP-1 RT-PCR

Os valores obtidos das amostras submetidas ao teste de PCR apontam
reducdo da expressdao de GLP-1 nos grupos CTRL+INS, HLD e HLD+INS,

apresentando diferenca estatistica entre o grupo controle e os demais.

Gréfico 8 - Comparacédo da expressao génica de GLP-1 entre os grupos CTRL,
CTRL+INS, HLD e HLD+INS demonstrando maior expresséo de
GLP-1 no grupo controle quando comparado aos demais.
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Fonte: O autor
Nota: Andlise de Variancia (One Way Anova). Desvio padréo, * p<0,05.
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4.9 EXPRESSAO DE PYY RT-PCR

Os valores obtidos das amostras submetidas ao teste de PCR apontam
gue houve apenas diferenca significativa na reducao de expresséo de pyy (p <0,05)
em animais submetidos a dieta hiperlipidica, em relacdo ao grupo Controle, conforme

apresentado no Grafico 9.

Gréafico 9 — Comparacédo da expressdo génica de PYY entre os grupos CTRL,
CTRL+INS, HLD e HLD+INS, demonstrando que apenas 0 grupo
HLD apresentou diferenca significativa na reducéo de expressao de
pyy, em relacdo ao grupo controle.
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Fonte: O autor
Nota: Analise de Variancia (One Way Anova). Desvio padréo, * p<0,05
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5 DISCUSSAO

A relacdo entre a microbiota intestinal e a obesidade tem sido investigada,
com a dishiose associada ao aumento de Firmicutes e a reducédo de Bacteroidetes
relacionada ao surgimento e progressdo da obesidade (BACKHED et al., 2004;
CHAMBERS et al., 2015; DEN BESTEN et al., 2013; FEI; ZHAO, 2013; GAO et al.,
2016, 2009; MORAES et al., 2014; SOLIMAN et al., 2011).

Estudos recentes mostraram que o tratamento com metformina e liraglutida,
farmacos utilizados no tratamento de pacientes diabéticos, resultou em uma
remodelacdo da microbiota intestinal, promovendo um equilibrio favoravel no
hospedeiro. Nesse contexto, este estudo sugere a possibilidade de a insulina
promover uma reducdo no ganho de peso por meio da modulacdo da microbiota
intestinal (LIU et al., 2020; MAGNE et al, 2020; MILNER; BECK, 2012;
ZIMMERMANN et al., 2021; SUN et al., 2019).

Um resultado relevante apontado por Xie et al. (2020), roedores submetidos
a dieta hiperlipidica apresentaram uma alteracdo morfolégica do epitélio do intestino
delgado, a qual pode levar a um aumento da absorcdo de gorduras. Por outro lado, o
uso de medicamentos como Orlistat no tratamento da obesidade regula sua absorcao
por meio da inibicdo das lipases liberadas pelo trato gastrointestinal (HECK;
YANOVSKI; CALIS, 2000), levando a normalizacdo ascélulas epiteliais.

Diante dos estudos expostos, questiona-se se a insulina pode inibir as acdes
enzimaticas secretadas, levando a uma reestruturacéo da barreira epitelial?

Segundo Yazici; Sezer (2017), levando em consideracdo a baixa
vascularizacdo do tecido adiposo, presente em grande abundéncia em pessoas e
animais obesos, € desencadeado o surgimento de um estado lipotoxico, levando a
hiperglicemia e hiperinsulinemia.

Durante o experimento, os animais do grupo HLD+INS apresentaram menor
ganho ponderal em relacéo ao grupo que recebeu apenas HLD, o que corrobora com
a pesquisa promovida por Lipinski et al. (2017), demonstrado um impacto positivo da
insulina oral na diminuicdo do ganho de peso nos roedores. A agéo da insulina sobre
a diminuicdo do ganho de peso nos animais alimentados com HLD ainda nao foram
completamente elucidados.

Estudos anteriores indicam que a insulina pode ter um efeito local no epitélio
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intestinal, levantando a possibilidade de que o farmaco possa alterar a diferenciacao
celular nesse tecido ou modular a composicédo da microbiota intestinal. (Gomes et al.
2014)

Contudo, observou-se que, nos niveis de glicemia do presente estudo, a
insulina administrada por via oral conseguiu conter a hiperglicemia provocada pela
dieta. Embora nédo tenha apresentado diferenca estatistica em relacédo ao grupo HLD,
os resultados obtidos por Lipinski et. al. (2017) apontam semelhanca na redugéo dos
niveis glicémicos, da mesma forma que um estado comparativo proposto por Halberg
et al. (2019) entre a administracdo de insulina oral e subcutanea, em que ambas as
vias promoveram melhoras.

Tal resposta metabdlica se d& devida a reducdo de tecido adiposo, esse,
reconhecidamente resistente a insulina, assim como o aumento gradativo da
sensibilidade a insulina associado a normalizacdo dos parametros metabolicos. No
entanto, existe uma outra via que pode ter relacdo com a diminui¢do da glicemia de
jejum nos roedores voltada na modulacao celular no intestino delgado.

Segundo a pesquisa realizada por Buts et al. (1988), ao perceber um
desenvolvimento celular nas criptas e vilosidades intestinais em roedores recém
nascidos administrados com insulina oral, e na conclusdo obtida por Verdam et al.
(2011) de que ha uma associacdo entre o DM2 a uma hiperplasia intestinal e
diminuicdo de enterdcitos no intestino delgado, supde-se que a insulina proporcione
a mesma acdo nas células intestinais em roedores adultos, por meioda diminuicdo
do tecido intestinal associado a regeneracao de células, o que pode ser tornar um
fator protetor ao desenvolvimento da DM2.

Por meio da sugestéo de Lipinski et al. (2017) em um possivel papel do GLP-
1 na modulacéao do ganho de peso e da hiperglicemia, os resultados encontrados nao
apresentaram diferencas estatisticas entre todos 0s grupos.

O GLP1 apresenta maiores niveis de concentracdo nos estados pos-prandiais
(NAKAJIMA; HIRA; HARA, 2015; PANNACCIULLI et al., 2007),

contrapondo a metodologia utilizada no presente estudo, ja que a amostra
sanguinea utilizada foi obtida com os animais em jejum.

Os resultados obtidos no estudo, mostram que niveis séricos de GLP-1 em

jejum néo apresentam influéncia sobre os roedores que receberam insulina oral.
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Apesar disso, sabe-se que a utilizacdo de medicamentos analogos do GLP-1 tem
impacto positivo na regulacdo da glicemia e na perda ponderal, pois no estudo
proposto por Cazzo et al. (2018) por meio da andlise comparativa de GLP-1 pos-
prandial em pacientes obesos, diabéticos e regulares, obteve-se variagdes distintas
comparadas ao nosso, mesmo ndo havendo diferenca estatistica. A semaglutida, por
exemplo, apresenta reducao de até 16% do peso corporal em obesos em um periodo
de um ano (O’NEIL et al., 2018) e valores inferiores a 7,0% da hemoglobina glicada
em diabéticos administrados com 2,4 mg.

Diante dessas analises, podemos sugerir que sejam realizados novos
experimentos visando mensurar as concentracdes poés-prandiais de GLP-1 nos
roedores administrados com insulina e submetidos a dieta hiperlipidica.

Considerando os resultados obtidos, a insulina oral oferece boa resposta no
tratamento da obesidade e na profilaxia de doencas crénicas como tratamento
farmacoldgico, no entanto, a sua aplicacdo continua inviavel devido a atividade
digestiva estomacal (LYNCH; PEDERSEN, 2016).

Os resultados do presente estudo foram publicados na Revista Ft, conforme
Anexo A disponivel na pagina 39.

A fim de utilizar a insulina por via oral em animais obesos como opc¢ao
terapéutica, serdo necessarios estudos voltados no mecanismo de acdo da insulina
no epitélio intestinal por meios histolégicos, e na microbiota intestinal por culturas
da regido. Além disso, sera necessario o desenvolvimento de particulas capazes de
proteger as moléculas de insulina contra agressdes quimicas secretadas pelo trato

gastrointestinal.
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6 CONCLUSAO

O estudo da insulina administrada em ratos por via oral apresentou:

Diminuicdo do ganho de peso em roedores alimentados com dieta
hiperlipidica.

Reducédo dos niveis de glicemia, mostrando boa resposta a insulina via
oral.

N&o promoveu alteracbes no epitélio da por¢cdo duodenal, porém foi
observado a diminuicdo da vilosidade ileal em animais com dieta
hiperlipidica e insulina oral, e aumento do tamanho das criptas da por¢céo
ileal nesse grupoem comparagao ao grupo controle.

N&o induziu a diferenca nos niveis séricos de GLP-1 em jejum, porém,
induziuuma expressao genica maior de GLP-1 dos demais grupos em
relacéo ao grupo Controle.

Diferenga significativa na reducdo de expressdo de PYY em animais
submetidos a dieta hiperlipidica, em relacdo ao grupo Controle.

Mais estudos capazes de analisar o efeito da administracdo de insulina

oralno epitélio intestinal sdo necessarios.
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RESUMO

A adiposidade excessiva, em particular o acumulo de gordura visceral,
esta fortemente correlacionada com a resisténcia a insulina, um dos
principais pilares para o desenvolvimento do diabetes tipo 2. Além disso, a
obesidade esta associada a disturbios metabdlicos, como dislipidemia e
inflamacao crénica, que também desempenham um papel na
patogénese do diabetes. O numero de mortes decorrentes de
complicacdes do diabetes € um dado alarmante, chegando a 1,5 milhdes
de pessoas por ano. A mudanca dos padrdes alimentares nas ultimas
décadas vem ocasionando uma pandemia de diabetes, portanto, ha um

estabelecimento do diabetes como uma preocupacao global na area da


https://revistaft.com.br/category/ciencias-da-saude/
https://revistaft.com.br/category/edicao126/
https://revistaft.com.br/
https://revistaft.com.br/
https://revistaft.com.br/

saude. A relacao entre o trato digestivo e o desenvolvimento de diabetes
ja foi alvo de estudos cientificos e sabe-se que a administracao de insulina
oral promoveu uma reversao da hiperplasia intestinal diabética em ratos,
inibindo a proliferacao celular e o crescimento intestinal no diabetes
induzido. Apesar de serem destruidos no ambiente acido do estémago,
fragmentos de insulina biologicamente ativos ou moléculas de insulina
intactas podem ter modulado a proliferacao celular do intestino diabético.
O epitélio intestinal possui receptores de insulina ja descritos na literatura,
no entanto, o efeito da insulina neste sitio de acao ainda € desconhecido.
Sendo assim, esse trabalho tem como objetivo: Avaliar os efeitos da
administragcdo oral da insulina em animais alimentados com dieta
hiperlipidica; mensurar o epitélio intestinal e avaliar a influéncia da
administracao da insulina sobre ele, quantificar parametros séricos de
glicose e GLP1 g, por fim, avaliar a expressao génica de GLP-1 por RTPCR.
Método: Ratos Wistar machos, peso médio de 263g, idade entre2e 3
meses, divididos em 4 grupos: controle (CTRL) com dieta controle, gavado
com NacCl; controle gavado com 30 Ul de insulina (CTRL+INS); dieta
hiperlipidica gavado com NaCl (HLD) e HLD gavado com 30 Ul de insulina
(HLD+INS). Medidas de peso foram obtidas semanalmente. Apds 11
semanas, amostras de sangue foram coletadas para analises laboratoriais.
Apods 12 semanas, foi realizada a eutanasia dos animais e amostras de
sangue, duodeno e ileo foram coletadas para analise histopatologica e RT-

PCR.

PALAVRAS-CHAVE: Insulina oral. Diabetes. Intestino delgado. Obesidade.

ABSTRACT

Excessive adiposity, in particular the accumulation of visceral fat, is
strongly correlated with insulin resistance, one of the main pillars for the
development of type 2 diabetes. Furthermore, obesity is associated with

metabolic disorders such as dyslipidemia and chronic inflammation,



which also play a role in the pathogenesis of diabetes.The higth deaths
from diabetes complications is alarming. In recent decades, chang
patterns dietary have led us into a diabetes pandemic, so there is an
establishment of diabetes as a global health care. The relationship
between the digestive system and the development of diabetes has
already been the subject from scientific studies and it is known about oral
insulin administration has promoted a reversal of diabetic intestinal
hyperplasia in rats, inhibiting cell proliferation and intestinal growth in
induced diabetes. Even being destroyed in the acidic environment from
the stomach, insulin fragments biologically active or intact insulin
molecules may have modulated cell proliferation in the diabetic intestine.
The intestinal epithelium has insulin receptors already seen in the
literature, however, the effect from insulin on this specific action area still
unknown. The objective from this study is: Evaluate the effects from oral
insulin administration in animals feded by hypercaloric diet; measure the
intestinal epithelium and evaluate the influence from insulin
administration on it; quantify glucose serum parameters and GLP1 and
evaluate the GLP-1 gene expression by RT-PCR. Method: Male Wistar rats,
average weight of 263g, aged between 2 and 3 months, puted into 4
groups: control (CTRL) with control diet, gavage with NaCl; gavage control
with 30 U of insulin (CTRL+INS); hypercaloric diet gavage with NaCl (HLD)
and HLD gavage with 30 IU of insulin (HLD+INS).Weight measurements
were carried over weekly. After 11 weeks, blood samples were collected for
laboratory analysis. After 12 weeks, the animals were euthanized and
blood, duodenum and ileum samples were collected for histopathological
analysis and RT-PCR.

KEYWORDS: Oral insulin. Diabetes. Small intestine. Obesity.

1INTRODUCAO



A obesidade € um grave problema de saude publica que afeta milhdes de
pessoas em todo o mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). Este
disturbio crénico, caracterizado pelo acumulo excessivo de tecido adiposo,
€ associado a uma série de complicacdes graves, como hipertensao
arterial sistémica, diabetes mellitus tipo 2 e hipertrigliceridemia,
culminando na sindrome metabdlica, que aumenta significativamente o
risco de morbidade e mortalidade (CADDE et al., 2018). A complexidade
da obesidade € evidenciada pela interacao de fatores genéticos,
ambientais e hormonais, dificultando a completa compreensao de sua
fisiopatologia (CONSIDINE et al., 1996; MOTA, 2021).

A situacao no Brasil reflete a gravidade desse problema, uma vez que os
dados da Associacao Brasileira para o Estudo da Obesidade e Sindrome
Metabdlica (ABESO) e da pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecao para Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (Vigitel) indicam
gue a prevaléncia da obesidade aumentou em 72% nos ultimos treze
anos, atingindo 20,3% da populagao em 2019 (ABESO, 2019; VIGITEL, 2019).
O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2020) relata que 41
milhdes de brasileiros eram obesos em 2019, enquanto 96 milhdes

estavam com sobrepeso, a maioria sendo mulheres.

Para entender melhor a obesidade e suas implicacdes, € fundamental
explorar os diferentes tipos de tecidos adiposos, como o tecido adiposo
branco (TAB), o tecido adiposo marrom (TAM), o tecido adiposo bege

(TABe) e o tecido adiposo rosa (TAR) (SAITO et al,,

2020; KUSMINSKI; BICKEL; SCHERER, 2016; FREITAS; CESCHINI; RAMALLO,
2014). Esses tecidos, com suas caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas e
funcionais distintas, desempenham papeéis cruciais em varios processos
fisiologicos e patoldgicos relacionados a obesidade e a condicdes de
salde, como o diabetes (MONTANARI; POSCIC; COLITTI, 2017; SAELY:;
GEIGER; DREXEL, 2011; SAITO et al., 2020).



A compreensao da conexao entre obesidade e diabetes € amplamente
reconhecida pela comunidade cientifica, com a obesidade fortemente
associada a resisténcia a insulina, disfuncao das células beta pancreaticas
e inflamacgao crénica, todos contribuindo para o desenvolvimento do
diabetes tipo 2 (SINAIKO, 2007). Esse disturbio crénico na secrecao de
insulina pelo pancreas, juntamente com a resisténcia a insulina, é
agravado pela alta disponibilidade glicémica resultante da degradacao de

carboidratos no trato intestinal (MATVEYENKO et al., 2008).

Para melhorar a qualidade de vida dos pacientes obesos e prevenir o
desenvolvimento ou agravamento de doengas associadas, como o
diabetes, é essencial adotar uma abordagem terapéutica multidisciplinar
(BIANCHINI et al., 2012; DIAS et al., 2017). Isso inclui acompanhamento
nutricional para controlar a alimentacao, apoio psicoldgico, atividade fisica
regular sob a orientacao de um Profissional de Educacao Fisica e
tratamento medico personalizado para abordar possiveis condicdes

preexistentes (LEIGH, 2020).

Nesse contexto, a compreensao do papel do intestino, em particular a
influéncia de hormonios intestinais como o peptideo semelhante ao
glucagon 1 (GLP-1) e o peptideo YY (PYY) na regulacao do apetite e do
metabolismo, tem ganhado destaque (NAUCK, 2016; DRUCKER, 2018;
BATTERHAM et al,, 2003; PFLUGER et al., 2007). A pesquisa sobre a
modulacao da funcao intestinal, incluindo a administracao oral de insulina
e o desenvolvimento de novas abordagens farmacoldgicas, tém o
potencial de melhorar significativamente a gestao da obesidade e suas

comorbidades.

Desta forma, este artigo aborda a relagcao complexa entre obesidade e
diabetes, explorando os diferentes tipos de tecidos adiposos, e discutindo
o papel do intestino na regulacao do metabolismo e do apetite. Além

disso, serao revisadas as estratégias terapéuticas atuais e em



desenvolvimento para melhorar o manejo dessas condicdes de saude

crescentemente preva lentes.

2 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa realizada, que abordou a relacao entre dieta, insulina e
parametros metabdlicos em ratos da raca Wistar, seguiu estritamente as
diretrizes éticas estabelecidas, com a aprovacdo do Comité de Etica no
Uso de Animais em Pesquisas da UEPG, através dos processos CEUA —

044/2018 e Protocolo UEPG —-15924/2018.

Os experimentos envolveram um total de 48 ratos machos da raca Wistar,
com um peso meédio de 263 gramas. Os animais foram divididos em
guatro grupos distintos, cada um com 12 ratos, e receberam diferentes
dietas e medicacdes durante um periodo de 12 semanas. Abaixo esta a

descricao dos grupos e seus respectivos tratamentos:

QUADRO 1- Classificacao dos grupos de acordo com a dieta fornecida e

respectivas medicacoes.

Numero
Grupos de Descricao Alimentacdo/Medicacéo
Ratos
Alimentacao Controle Nuvilab®
Grupo Controle o
12 com gavagem oral diaria de 0,3
A (CTRL)
ml de solucao fisioldgica 0,9%.
Controle + Alimentacao Controle Nuvilab®
Grupo : . L
5 12 Insulina associada a gavagem oral diaria
(CTRL+INS) de 30 Ul de Insulina oral.




' o Alimentacao Hiperlipidica com
Grupo High Lipidic o
12 _ gavagem oral diaria de 0,3 ml de
C Diet (HLD)
solucao fisioldgica 0,9%.
High Lipidic Alimentacao Hiperlipidica com
Grupo . . .
5 12 Diet + Insulina | gavagem oral diaria de 30 Ul de
(HLD+INS) Insulina oral.

Fonte: O autor

Os animais receberam as doses de insulina ou solugao fisioldgica 0,9%

diariamente, sempre no mesmo horario, 16 horas.

A dieta de controle (CTRL) consistia em uma racao comum para biotério

Nuvilab®, enquanto a dieta hiperlipidica (High Lipidic Diet = HLD) foi

preparada adicionando leite condensado e gordura de suino a mesma

racao, resultando em composicdes nutricionais distintas, como indicado

na Tabela 1.

TABELA 1- Comparacao nutricional em porcentagem de carboidrato,

proteina e gordura entre dieta controle e dieta hiperlipidica.

Dieta C ontrole Dieta Hiperlipidica
Carboidrato 68% Carboidrato 39,4%
Proteina 22, 7% Proteina 16%
Gordura 9,3% Gordura 44 6%

Fonte: O autor




Apods a alocacao dos animais em 12 gaiolas para biotério, seus pesos foram

registrados semanalmente durante o periodo experimental.

As amostras de glicemia em jejum foram coletadas apds 11 semanas de
tratamento, por meio da veia caudal, e os valores da glicemia sérica foram

medidos utilizando um aparelho digital Accu-Chek Active®.

Na 122 semana, os animais foram submetidos a 12 horas de jejum antes de
serem anestesiados com isoflurano por via inalatéria. Em seguida, ocorreu
a puncao cardiaca para coletar aproximadamente 10 ml de sangue, que
foi centrifugado e processado para obtencao do soro. Posteriormente, os
animais foram eutanasiados com uma superdosagem do mesmo

anestésico.

Amostras de duodeno e ileo, com cerca de 0,5 cm de tamanho, foram
coletadas por meio de laparotomia e conservadas em formol 10% para
analises histologicas. O processamento histoldgico foi realizado no
laboratério de Técnica Operatoria e Cirurgia experimental da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, envolvendo a desidratacao das amostras em
etanol, a inclusao em parafina, o corte dos tecidos em micrétomo e a

realizacao de coloracao com hematoxilina e eosina.

As analises histologicas foram realizadas utilizando um microscopio
Olympus LGPS2 (ampliacao de 10x) e o software T capture versao 5.1.1
(Tucsen, Fuzhou, China) para avaliar o comprimento das vilosidades e a

profundidade da cripta.

As concentragdes de GLP-1 no soro sanguineo foram analisadas utilizando
o teste de ELISA (Biomatik® USA LLC, Delaware, USA), e a expressao

génica foi avaliada por meio de ensaios de gRT-PCR.



Os resultados foram expressos como média * desvio padrao (DP) e
submetidos a analises estatisticas, incluindo testes ANOVA (unilateral) e T
student, com um valor de p<0,05 considerado estatisticamente
significativo. As analises foram realizadas utilizando o programa GraphPad

Prism versao 9.1.2 para Mac (GraphPad Software, Inc. San Diego, CA, EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao longo do estudo com 48 ratos, cinco animais foram perdidos
prematuramente sem causa identificada, resultando em 43 ratos que
concluiram o experimento, distribuidos entre quatro grupos: 9 no grupo

CTRL, 10 no grupo CTRL+INS, 12 no grupo HLD e 12 no grupo HLD+INS.

No que diz respeito ao ganho de peso, apds 12 semanas, notou-se uma
diferenca significativa entre os grupos em relacao ao peso inicial. O grupo
HLD registrou o maior ganho de peso, sendo estatisticamente
significativo (p < 0,05), enquanto o grupo HLD+INS mostrou um ganho de

peso semelhante aos grupos de controle.

Quanto aos niveis de glicose no sangue, a dieta hiperlipidica resultou em
um aumento significativo no grupo HLD em compara¢ao com o grupo de
controle. Essa diferenca nao foi observada no grupo HLD+INS, que

apresentou niveis mais baixos de glicose.

No que diz respeito a morfologia intestinal, nao foram identificadas
diferencas significativas no comprimento das vilosidades duodenais, nem

no tamanho das criptas duodenais entre 0os grupos.

No entanto, observou-se uma reducao no comprimento das vilosidades
ileais no grupo HLD+INS em comparacao com os grupos CTRL e
CTRL+*INS, bem como uma diferenca significativa entre os grupos

CTRL+INS e HLD.



Além disso, o grupo CTRL+INS apresentou criptas ileais significativamente
maiores em comparac¢cao com os grupos CTRL e HLD. Os animais
submetidos a dieta hiperlipidica e a insulina oral (grupo HLD+INS)
também mostraram um comprimento maior de cripta em relagcao ao

grupo de controle.

No que diz respeito aos niveis de GLP-1 no sangue em jejum, nao foram

observadas diferencas significativas entre os grupos.

Em relacao a expressao génica de GLP-1, houve uma reducao significativa
nos grupos CTRL+INS, HLD e HLD+INS em comparacao com o grupo de

controle.

A expressao de PYY por meio de PCR mostrou uma diferenca significativa

apenas no grupo HLD em relacao ao grupo de controle.

Resumindo, os resultados indicam diferencas significativas no ganho de
peso, niveis de glicose e morfologia intestinal entre os grupos
experimentais, sugerindo um efeito da insulina oral na modulacao desses
parametros. Além disso, a expressao génica de GLP-1 e PYY foi afetada
pela intervencao dietética e de insulina em alguns grupos, indicando um

possivel impacto na regulacao metabdlica.

Exposto isto, sabe-se que a relacao entre a microbiota intestinal e a
obesidade tem sido investigada, com estudos indicando que a disbiose,
caracterizada pelo aumento de Firmicutes e reducao de Bacteroidetes,
estd associada ao desenvolvimento da obesidade (BACKHED et al., 2004;
CHAMBERS et al., 2015; DEN BESTEN et al., 2013; FEI; ZHAOQO, 2013; GAO et
al., 2016, 2009; MORAES et al., 2014; SOLIMAN et al., 2011).

O tratamento com metformina e liraglutida, medicamentos utilizados em

pacientes diabéticos, remodelou a microbiota intestinal, sugerindo que a



insulina também pode influenciar o ganho de peso (LIU et al., 2020;
MAGNE et al., 2020; MILNER; BECK, 2012; ZIMMERMANN et al., 2021; SUN
et al., 2019).

Xie et al. (2020) mostraram que uma dieta hiperlipidica afeta o intestino
delgado de roedores, aumentando a absor¢cao de gordura. O uso de
medicamentos como Orlistat inibe essa absorcao (HECK; YANOVSKI;
CALIS, 2000).

Pergunta-se se a insulina pode inibir as enzimas intestinais,
reestruturando a barreira epitelial. A baixa vascularizacao do tecido
adiposo em pessoas obesas desencadeia hiperglicemia e

hiperinsulinemia (YAZICI; SEZER, 2017).

No experimento, o grupo que recebeu insulina oral apresentou menor
ganho de peso, corroborando resultados anteriores (LIPINSKI et al., 2021).
A insulina pode atuar localmente no intestino, alterando a diferenciagao

celular ou a microbiota intestinal.

A insulina oral controlou a hiperglicemia, embora nao houvesse diferenca
estatistica em relacdao ao grupo que nao recebeu insulina (LIPINSKI et al.,
2017; HALBERG et al., 2019).

A insulina pode promover a regeneracao celular no intestino delgado,
protegendo contra o desenvolvimento do DM2 (BUTS et al., 1988; VERDAM
et al., 201).

Os niveis de GLP-1em jejum nao foram influenciados pela insulina oral,
mas analogos do GLP-1tém impacto positivo na regulacao da glicemia e

perda de peso (CAZZO et al., 2018; O'NEIL et al., 2018).



Novos experimentos devem medir as concentracdes pds-prandiais de

GLP-1 nos roedores administrados com insulina e dieta hiperlipidica.

A insulina oral mostra promessa no tratamento da obesidade e prevencao
de doencas crénicas, mas obstaculos precisam ser superados, como a
digestao estomacal (LYNCH; PEDERSEN, 2016). Estudos futuros devem
investigar o mecanismo de acao da insulina no epitélio intestinal e na
microbiota, além do desenvolvimento de particulas protetoras contra o

trato gastrointestinal.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo sobre a administracao oral de insulina em ratos revelou varias
descobertas significativas. Primeiro, observou-se uma reducao notavel no
ganho de peso dos roedores quando submetidos a uma dieta
hiperlipidica e tratados com insulina oral. Além disso, a administracao oral
de insulina resultou em uma reducao dos niveis de glicose no sangue,

demonstrando sua eficacia como método de tratamento.

Quanto a morfologia intestinal, ndo foram observadas alteracdes
significativas no epitélio da por¢cao duodenal. Entretanto, foi notada uma
diminuicao na altura das vilosidades ileais nos animais que receberam a
dieta hiperlipidica e insulina oral. Além disso, houve um aumento no
tamanho das criptas da porcao ileal nesse grupo em comparagao com o

grupo controle.

A administracao de insulina oral ndao teve um impacto significativo nos
niveis de GLP1 no sangue em jejum, mas resultou em uma maior
expressao genética de GLP-1 em comparacao com os outros grupos em

relacao ao grupo controle.



Além disso, foi observada uma diferenca notavel na reducao da expressao
de pyy em animais submetidos a dieta hiperlipidica em comparacao com

O grupo controle.

Em resumo, essas descobertas destacam a importancia de conduzir
estudos adicionais para uma analise mais aprofundada do efeito da
administracao de insulina oral no epitélio intestinal e suas implicacdes no

tratamento da obesidade e distUrbios metabdlicos.
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