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RESUMO

Introducao: Diabetes e obesidade sdo doencas correlacionadas que provocam outras
comorbidades. Conhecer os mecanismos de acdo e interacdo destas doencas permite
desenvolver tecnologias menos dolorosas e mais efetivas quando comparadas ao uso
de injecao de insulina subcutanea. O epitélio intestinal possui especial papel em ambas
as doencas e sofre hipertrofia em condicdes de hiperglicemia. O uso de 10 (insulina oral)
melhora parédmetros séricos e altera morfologicamente o epitélio intestinal e o tecido
adiposo, revertendo alteracdes geradas nas condi¢cdes de hiperglicemia pela ingesta de
DH (dieta hiperlipidica). Métodos: Pesquisa pré-clinica interdisciplinar, na qual 48 ratos
Wistar machos foram mantidos por 60 dias separados em quatro grupos de 12 animais,
sendo: Grupo 1 controle (dieta padrao de laboratoério + gavagem de agua); Grupo 2 (dieta
padréo de laboratério + 10); Grupo 3 (DH + agua); Grupo 4 (DH+IO). Foram analisados
0 peso corporal do rato, o peso de intestinos (duodeno, jejuno ileo e ceco) e gorduras
(omental, retroperitoneal, epididimal e mesentérica), a histologia e histomorfometria de
intestinos e gorduras, espessura de camada mucosa e epitelial intestinal e glicemia de
jejum. Resultados: A insulina oral reduz o ganho de tecido adiposo, de peso corporal e
de peso intestinal em ratos submetidos a dieta hiperlipidica. O intestino delgado é
sensivel a insulina oral e muda seu epitélio de acordo com a dieta e em presenca de
insulina. A suplementacdo oral de insulina provou ter efeito sobre 10 parametros
analisados em administracdo concomitante com DH (peso corporal, indice de
adiposidade, reducéo da hipertrofia e aumento da hiperplasia nos adipdcitos, redugéo
da glicemia de jejum, reducéo do peso intestinal, aumento da largura de vilosidade do
duodeno, reducado da largura de vilosidade do ileo, reducdo da area de vilosidades do
ileo e reducao da espessura do epitélio do ileo), e demonstrou efeito sobre 2 parametros
analisados em administracdo concomitante com dieta padrdo (aumento da largura de
vilosidade de ileo e aumento da area de vilosidade do ileo). A DH também apresentou
efeito sobre a amostra, o peso corporal, intestinal e das gorduras dos ratos que
receberam DH foi significativamente maior do que o grupo que recebeu racéo padrao de
laboratério. Notou-se hipertrofia nos adipécitos dos ratos que receberam DH.
Conclusdes: A 10 exerce efeito sobre o epitélio intestinal e tecido adiposo que
demonstra regredir as alteracdes advindas da DH. Sugere-se que a IO poderia promover
regressao maior ou até mesmo total das alteracdes causadas pela DH. Sugere-se que
a 10 exerca efeito citoprotetor ao TGI e tecido adiposo em presenca de DH.

Palavras-chave: Trato Gastrointestinal, Histologia, Diabetes mellitus, Obesidade.



ABSTRACT

Introduction: Diabetes and obesity are correlated diseases that cause other
comorbidities. Knowing the mechanisms of action and interaction of these diseases
allows developing less painful and more effective technologies when compared to the
use of subcutaneous injection of insulin. The intestinal epithelium has a special role as
diseases and undergoes hypertrophy in conditions of hyperglycemia. The use of Ol (oral
insulin) improves physical parameters and morphologically changes the intestinal
epithelium and adipose tissue, reversing changes generated in the conditions of
hyperglycemia by the intake of HFD (high-fat diet). Methods: Pre-clinical interdisciplinary
research, in which 48 male Wistar rats were kept for 60 days separated into four groups
of 12 animals, being: Group 1 control (standard laboratory diet + water gavage); Group 2
(standard laboratory diet + OI); Group 3 (HFD + water); Group 4 (HFD + Ol). Rat body
weight, intestine weight (duodenum, jejunum and cecum) and fat (omental,
retroperitoneal, epididimal and mesenteric), histology and histomorphometry of intestines
and fat, mucosal and epithelial thickness and fasting intestinal glucose were analyzed.
Results: Oral insulin reduces the gain of adipose tissue, body weight and intestinal
weight in rats submitted to a high fat diet. The small intestine is sensitive to oral insulin
and changes its epithelium according to diet and in the presence of insulin. Oral insulin
supplementation proved to have an effect on 10 parameters analyzed in concomitant
administration with HFD (body weight, adiposity index, reduced hypertrophy and
increased adipocyte hyperplasia, reduced fasting glycemia, reduced intestinal weight,
increased villus, reduction of ileum villus width, reduction of ileum villus area and
reduction of the epithelium thickness from ileum); and demonstrated an effect on 2
parameters analyzed in concomitant administration with a standard diet (increase of the
villus width of the ileum and an increase in the villus area of the ileum). HFD also had an
effect on the sample, the body, intestinal and fat weight of the rats that received HFD was
significantly higher than the group that received standard laboratory diets. Hypertrophy
had noted in the adipocytes of rats that received HFD. Conclusions: Ol has an effect on
the intestinal epithelium and adipose tissue, which has shown to regress the changes
resulting from HFD. Suggest that Ol could promote a greater or even total regression of
the changes caused by HFD. Suggest that Ol has a cytoprotective effect on GIT and
adipose tissue in the presence of HFD.

Keyword: Gastrointestinal Tract. Histology. Diabetes mellitus. Obesity.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 DIABETES MELLITUS

Niveis constantemente aumentados de glicose na corrente sanguinea trazem
efeitos deletérios, que ocorrem a longo prazo e de carater comumente irreversivel. A
doenca ocorre por meio da ineficiéncia das células beta do pancreas em produzir ou
secretar o0 hormonio insulina ou pela resisténcia das células a insulina, eventos que
podem ocorrer de forma simultdnea ou em conjunto. Categorizado por possuir
distin¢cbes na etiologia e de causas multifatoriais, o diabetes pode ser tipo 1, de carater
predominantemente hereditario de origem autoimune ou idiopatica; tipo 2, proveniente
de fatores ambientais e comportamentais. O recentemente proposto tipo 3, ocorre pela
juncdo de resisténcia a insulina, obesidade, diabetes tipo 2 e distarbios cognitivos
(CERRONE, et. al., 2018); o diabetes advindo de outras patologias e gestacional, que
ocorre durante o periodo da gestacdo (BOSCARIOL, et. al., 2018). Estas diferentes
formas de aparecimento da doenca também possuem diferentes manifestacfes
fisiopatologicas, o tipo 1 tem seus sinais percebidos na infancia e adolescéncia e tem
por tratamento a insulinoterapia. Neste tipo nota-se maior predisposicao genética
quando comparada aos outros tipos de Diabetes, porém também influenciam no
aparecimento fatores ambientais, e discute-se a influéncia de infec¢des virais, contato
com toxinas e habitos alimentares, que, assim como o tipo de parto do neonato,
parecem influenciar seu aparecimento. De origem autoimune ocorre o0
desenvolvimento de anticorpos que atacam o0s epitopos das células beta
pancreaticas, supde-se que o principal mecanismo pelo qual as células betas
pancreaticas sao afetadas seja pelas apoptose, a resposta inflamatoria € induzida por
linfécitos T dentro do microambiente dos ilhéus de Langerhans, e também pelo contato
direto de linfécitos T ativados com as células beta. A polifagia, polidria, polidipsia e
perda de peso séo os quatro componentes classicos do quadro de diabetes mellitus
tipo 1 (ZHAO; YANG; GREGERSEN, 2003).

O diabetes tipo 2 se manifesta fisio-patologicamente através da resisténcia a
acao da insulina na musculatura e no figado e secrecao de insulina comprometida
pelas apoptose de células beta pancreaticas, lipotoxicidade e carbotoxicidade sobre
as células remanescentes e resisténcia ao GLP-1. Defronzo (2009), elenca o “octeto

sinistro” para evidenciar os mecanismos de desenvolvimento de intolerancia a glicose,
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envolvendo lipdlise, hiperglucagonemia, recaptacéo de glicose diminuida, disfuncéo
de neurotransmissores, aumento da producdo hepatica de glicose, disfuncdo de
neurotransmissores, aumento da reabsorcdo renal de glicose e alteracdes

gastrointestinais (deficiéncia/resisténcia incretinica).

Figura 01 — Fatores da hiperglicemia segundo Defronzo (2009) reunidos em

um “Octeto Sinistro”
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Fonte: Defronzo (2009).

Na DM 2 também se observa niveis aumentados da secrecdo e da
sensibilidade do figado ao glucagom, aumentando a producdo hepética de glicose,
contribuindo para o aumento da glicemia. Hipercolesterolemia também pode ser
observada, provocando lipotoxicidade sobre a capacidade secretora das células beta.
Também possui causa genética, porém o fator de maior influéncia é o ambiental, como
insuficiéncia das horas de sono, alcoolismo e tabagismo, estresse emocional, e
principalmente pela presenca e quantia de tecido adiposo proveniente de dieta
enriguecida de lipidios e carboidratos e inatividade fisica, sendo a obesidade
importante fator de risco para diabetes tipo 2, tipo 3 e gestacional. Nos portadores de
DM 2 dentre os sintomas observados estdo a polifagia, polidipsia, politria. A polifagia
se deve a resisténcia destes individuos a inibicdo do apetite, que promove aumento
de peso corporal, acrescendo a presenca de tecido adiposo e consequentemente dos
morbidos processos deletérios correlacionados ao aumento da glicose circulante
(CERRONE, et. al., 2018).

Inovacoes terapéuticas sado imprescindiveis para o avanco do trabalho em
saude realizado com o individuo diabético e acarretam em melhoria na saude e
economia, visto que em torno de 70% destes encontram-se em faixa etaria de ativa

contribuicdo e producdo econdmica, tendo forca de trabalho reduzido em prol da
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manifestacdo da doenca, dos cuidados que esta exige e, ou, das comorbidades
advindas da progressao do diabetes ou do 6bito que, segundo dados levantados pela
Federacéao Internacional de Diabetes, chegou a 4 milhdes de individuos em 2017 por
complicacBes advindas desta comorbidade.

Dentre suas inUmeras complicagfes conhecidas pode-se elencar a cegueira,
amputacdes de membros, infarto, acidente vascular encefélico e insuficiéncia renal
cronicas como as mais comuns da DM2 (MARIA; SCHMIDT, 2014). Sintomas
gastricos sao observados em 76% dos individuos e séo relacionados a absorcéo e
secrecao anormal de nutrientes e motilidade gastrointestinal deficiente (RODRIGUES,;
MOTTA, 2012).

O tratamento da DM é dinamico e adequado ao individuo de forma singular,
dependente do indice glicémico e etiologia da doenca. A atividade fisica reduz indice
glicémico, além de melhorar diversos parametros de saude. Estudos revelam a
eficacia de musculacdo para promover reducao da glicemia e atividades aerdbicas em
individuos com obesidade associada. Além da reducdo do peso corporal indicado
guando h& sobrepeso e indicacdo de atividade fisica regular, podem ser prescritos
hipoglicemiantes orais. Em diabéticos cuja producédo de insulina € nula ou ineficiente
h& a indicacdo de uso de insulina subcutanea. Geralmente a insulinoterapia esta
prescrita a portadores do diabetes tipo 1 (OLIVEIRA; VENCIO, 2016).

Embora ingerida por via oral a insulina sofra degradacao proteolitica e este
seja um claro fator limitante para seu uso, a compreensao dos mecanismos envolvidos
na permeabilidade intestinal expande o desenvolvimento de estudos em alternativas
de tratamento com uso de insulina oral, pois a permeabilidade intestinal € baixa para
esta molécula (principalmente no duodeno) e a permeabilidade € imprescindivel para
a efetiva absorcéo e efetivacdo do farmaco (SILVA, et. al., 2003).

Sabe-se que o uso de insulina oral em ratos melhora parametros lipidicos,
glicémicos e colesterol total, e aumenta o peso da mucosa, circunferéncia e altura de
vilosidades no intestino delgado, apoptose diminuida e aumento da proliferacdo de
células intestinais (TOUITOU; RUBINSTEIN, 1986), sendo um reconhecido fator de
crescimento intestinal (KUIKEN, et. al., 2017 apud SHAMIR, et. al., 2005) e com efeito
positivo nas caracteristicas histologicas intestinais (SUKHOTNIK, et. al., 2011).
Inovacdes nesta tematica estdo sendo desenvolvidas continuamente, cujas se
debrucam em alternativas de administracdo e no entendimento das consequéncias
organicas de seu uso (FONTE, et. al., 2015).
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Quando a aplicagdo enddgena de insulina € necessaria a administracao €
realizada por injecdo subcutanea. Sendo uma terapia altamente eficaz € prescrita em
larga escala, porém causa desconforto (HIRLEKAR, 2017) e dificulta a adesédo ao
tratamento adequado, levando grande parcela de diabéticos ao descontrole glicémico
gerando complicacdes e agudizacdo da doenca, que fazem com que o diabético
procure o servico de saude aumentando ainda mais 0s custos destinados ao
tratamento e controle desta comorbidade. O uso de insulina oral demonstra
praticidade e facilidade, com distribuicdo sistémica similar a insulina endogena.
Entretanto a degradacao desta molécula no sistema digestério pelo baixo pH gastrico
reduz sua efetividade (AL RUBEAAN; RAFIULLAH; JAYAVANTH, 2016). Novas
terapias alternativas no uso de insulina sdo necessarias para ampliar o bem estar do
diabético (SIQUEIRA, et. al., 2018).

1.2 OBESIDADE

A obesidade esta fortemente associada ao diabetes, sendo estimados que 8
em cada 10 individuos diabéticos sejam, também, obesos. E uma das comorbidades
majoritariamente associadas a resisténcia periférica a insulina, especialmente o tecido
adiposo visceral, como omento e mesentério, sendo ndo somente um reservatorio de
massa lipidica, mas também um o6rgdo enddcrino, responsavel pela secrec¢do de
varios hormoénios, tais como as adipocinas, leptinas e varias citocinas inflamatérias.
Sendo uma patologia crénico-degenerativa cuja principal caracteristica € o acumulo
excessivo de tecido adiposo, originada de causas multifatoriais, € categorizada como
doenca complexa que, portanto, exige tratamento complexo, por isso importante
salientar a efetividade de tratamento interdisciplinar em saude para tal comorbidade
(CERRONE, et. al., 2018; KUMAR, 2013). Se relaciona intimamente com maus
habitos alimentares e sedentarismo. Em pacientes diabéticos e obesos a
recomendacdo terapéutica de primeira instancia € a perda de peso, que reduz os
niveis glicémicos consideravelmente através da melhora dos fatores envolvidos na
génese do diabetes (CUMMINGS; RUBINO, 2018).
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1.3 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

A morfometria € o estudo matematico de formas pertencentes a uma mesma
populacdo estatistica. Nas ciéncias biomeédicas a quantificacdo tem por meta
estabelecer as medidas para se ter objetividade em diagndésticos, e até mesmo em
prognosticos. Nesta area a morfometria € a atividade de medir estruturas anatdbmicas
para se obter dados. Para se realizar a histomorfometria (morfometria de tecidos) &
utilizada a unidade micréometro ou micron, cujo simbolo € um, que equivale a milésima
parte do milimetro. Quando se utiliza microscopia 6ptica de luz e o método de inclusdo
em parafina, a espessura do corte é de extrema importancia. Esta técnica é
amplamente utilizada para analise de tecido 6sseo (SILVA, 2003). O diametro e o
perimetro de adipécitos podem ser medidos em micrédmetros (um) e a area em
micrébmetros quadrados (um2) a partir de imagens obtidas de TA corado pelo método
da hematoxilina-eosina. O Image-J® é um software de processamento e andlise de
imagens digitais, semiautomatizado, de dominio publico, em linguagem em JAVA,
desenvolvido por Wayne Rasband no National Institutes of Health. O célculo das &reas
é feito pela contagem de pixels (picture element) das regides selecionadas. Para fazer
as medicdes é preciso calibrar a foto, informando ao programa qual € o tamanho em
pum de cada pixel. Este software € muito Util e pratico para medidas de microestruturas
na imagem, como 0 numero de microestruturas no campo e a areas dos
microelementos estruturais. No caso do TA para avaliar hiperplasia e hipertrofia.

Tendo em vista 0s gastos monetarios, de servi¢co, sobrecarga de trabalho de
profissionais da saude publica e privada com o diabetes, obesidade e as inUmeras
complicacBes destes advindas, acrescidos da caracteristica multifatorial que aumenta
a complexidade da prevencdo e terapéutica, faz-se necessario buscar o entendimento
dos mecanismos relacionados bem como o papel do epitélio intestinal e do tecido
adiposo na fisiopatologia da doenca. Este estudo colabora com a ampliacdo dos
campos de estudos em saude e reforca a importancia da compreensdo dos

mecanismos relacionados ao bindmio satude doenca em endocrinologia.



17

2 ARTIGO CIENTIFICO - EFEITO DA DIETA HIPERLIPIDICA E USO DE INSULINA
ORAL NO EPITELIO INTESTINAL E TECIDO ADIPOSO

Isabella Maravieski Lipinskit. Bruno Wesley Soltovski2.

Bruna Carletto?. Adriana Yuriko KogaZ?. Dionizia Xavier Scomparin3.
Ricardo Rodrigues®. Marcos Ricardo Rodrigues Da Silva®

Leandro Cavalcante Lipinski®. Paulo Vitor Farago®.

2.1 INTRODUCAO

Na pesquisa cientifica o uso de insulina oral tem sido alvo de diversos estudos
desde sua descoberta em 1920, aumentando nas ultimas décadas, no entanto seu
uso subcutaneo € o mais efetivo atualmente, porém resulta em hiperinsulinemia
periférica causando hipertenséo e aterosclerose (HVID, et. al., 2019; SUDHAKAR, et.
al., 2020). Embora este peptideo seja reconhecidamente degradado no ambiente
estomacal pelo baixo pH gastrico, barreira enzimatica, e tenha baixa permeabilidade
intestinal enfrentando diversas barreiras para sua agao (XING, et. al., 2017), ele
melhora par@metros séricos e altera morfologicamente o epitélio intestinal, revertendo
o quadro de hipertrofia intestinal que ocorre em dieta hiperlipidica e em condicbes de
hiperinsulinemia e hiperglicemia tais como na diabetes (AL RUBEAAN; JAYAVANTH,;
RAFIULLAH, 2016; LIPINSKI et al., 2017). Atua também no tecido adiposo reduzindo
sua massa (LIPINSKI, et al., 2017). A insulina esta presente no leite humano e de
outros mamiferos (SUKHOTNIK, et. al., 2008). Estudos antigos e recentes
demonstram tentativas de aumento da biodisponibilidade da droga aliando seu uso a
diversos veiculos e moléculas, testando também seu uso intrajejunal (TOUITOU;
RUBINSTEIN, 1986; FONTE, et. al.,, 2015) e demonstrando a acdo da droga na
prevencado do desenvolvimento de Diabetes tipo 1 (GEDAWY, et. al., 2017).

A permeabilidade intestinal é baixa para insulina (principalmente no duodeno)
e este fendmeno fisioldgico é imprescindivel para a efetiva absorcao e efetivacédo do

farmaco (SILVA, et. al.,, 2003). Para compreender melhor o uso da insulina oral,

! Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias da Saude da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG) Av. Gal Carlos Cavalcanti, 4748, Uvaranas, 84030-900, Ponta Grossa, PR, Brasil.

2 Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas (UEPG)

8 Departamento de Biologia Geral (UEPG)

4 Curso de Medicina (UEPG)

5 Departamento de Medicina (UEPG)

6 Departamento de Farmacia (UEPG).
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estabeleceu -se como modelo animal o uso do rato Wistar. O uso do peptideo nesse
modelo animal melhora parametros lipidicos, glicémicos e colesterol total, e aumenta
0 peso da mucosa, circunferéncia e altura de vilosidades no intestino delgado,
apoptose diminuida e aumento da proliferacdo de células intestinais ((TOUITOU,;
RUBINSTEIN, 1986), sendo um reconhecido fator trofico de crescimento e
citoprotecéo intestinal (KUIKEN, et. al., 2017; SUKHOTNIK, et. al., 2008).

A diabetes e obesidade estédo fortemente associadas, estimando-se que 80%
dos diabéticos apresentem excesso de peso, pois o tecido adiposo funciona também
como um tecido enddcrino, responséavel pela secrecao de varios hormonios, tais como
as adipocinas, leptinas e varias citocinas inflamatérias (ANTONIOLI, et. al., 2020). E
possivel que, aléem do aumento da inflamacdo cronica ligada a obesidade e ao
desenvolvimento do diabetes, a microbiota do TGl esteja relacionada ao efeito dos
farmacos e que diferentes dietas promovam diferentes microbionas que afetam
diretamente o metabolismo humano e animal. Assim faz-se imperativa na pesquisa
cientifica a compreensdo da maior amplitude possivel dos mecanismos de resposta
organica a estas doencas e da ag¢do desta molécula, assim como 0s mecanismos
gastrointestinais participantes da interacéo insulina-tecido, visando o desenvolvimento
de alternativas de tratamento menos invasivas, menos dolorosas e de maior eficacia,
custo e adesédo (HIRLEKAR, 2017). A via oral tem preferéncia dentre todas as vias
alternativas de uso, além da similaridade de distribuicdo com a endégena (GEDAWY,
et. al., 2017). Esse estudo foi desenvolvido objetivando avaliar o comportamento
histoldgico do intestino delgado, e de adipécitos de ratos Wistar, em duas diferentes
dietas na presenca de 10 (insulina oral).

2.2 MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, aprovado em 2017, sob o Processo CEUA
040/2017; Protocolo 12191/2017.

2.2.1 Modelo animal e tratamento

A ragéao utilizada na dieta dos animais foi confeccionada a partir de 600g da

convencional de laboratorio Nuvilab®, acrescida de 200g de farelo de soja, 180g de
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leite condensado e 200g de gordura bovina; adicionando-se 200ml de agua para
facilitar a peletizagéo. A secagem ocorreu sob refrigeragao por 24 horas.

Foram utilizados 48 ratos Wistar machos, com peso médio 200g, com 10
semanas de idade. Os animais eram mantidos por ciclo claro/escuro de 12 horas,
alocados em gaiolas de fundo sdlido, agua ad libidum e temperatura mantida a 22°C

* 2°C. Foram separados em quatro grupos de estudo com as seguintes
dietas e tratamento: Grupo 1 controle (n=12) submetido a dieta padréo para animais
de biotério e gavagem com 0,2 ml de agua; Grupo 2 (n=12) submetido a dieta padrao
para animais de biotério e gavagem com 20 U.I (Unidades Internacionais) de Insulina
do tipo Regular; Grupo 3 (n=12) submetido a dieta hiperlipidica para animais de
biotério e gavagem com 0,2 ml de agua; Grupo 4 (n=12) submetido a dieta hiperlipidica
e gavagem com 20 U.I. de Insulina Regular. Os animais foram pesados semanalmente
e o tratamento decorreu por 60 dias ininterruptos. A administracao da insulina foi feita
por gavagem. As gavagens foram realizadas entre as 18:00h e as 20:00h. Os animais

do grupo controle receberam gavagem de agua em igual volume ao do grupo tratado.

GRUPQC 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4

Controle insuina Dieta rica em gordura Dieta rica em
gordura e insufing

Controle

60 dias de experimento sob gavagem de insulina oral @ manutencdo das dietas

Pesagem Confecgdo das
semanal dos laminas
animais histologicas
Coleta de sangue
. 55 Coleta dos Acondicionamento
poLp % ¢ intestinos e das do material em
cardiaca g
gorduras formol 10%

Figura 02 - Representagdo esquematica do protocolo experimental.
Fonte: A autora (2021)

2.2.2 Colheita das gorduras e intestinos

No 60° dia do experimento os animais ficaram em jejum por 8-12 horas,
marcados a fim de identificacdo e submetidos a eutanasia, coleta de sangue e 0rgaos.
Para a anestesia usou-se Isoflurano até a total perda da consciéncia e

resposta a estimulos do animal, apds foi realizado deslocamento cervical. Em decubito
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dorsal foi realizada uma incisdo mediana, e abertura dos planos, até a completa
exposicdo dos oOrgdos, para coleta das gorduras omentais, mesentéricas,
retroperitoneais, e intestino, que foi removido e dividido em trés segmentos: duodeno
(10cm do piloro ao ligamento de Treitz), jejuno proximal (10cm do ligamento de Treitz)
e ileo distal (10cm da juncao ileo-cecal). Em sequéncia foi realizada pesagem do total
de tecidos coletados em balanca de precisdo e imediato acondicionamento em
recipientes individuais com identificacdo contendo solucdo salina de formol a 10%,

onde foram mantidos por periodo superior a quatro meses.

2.2.3 Processamento e confeccao das laminas de gordura

Os tecidos coletados foram cortados em pecas de 1cmx 1cm e alocados em
cassetes plasticos e, em seguida, desidratados e diafanizados para posterior incluséo
em blocos de parafina, os mesmos foram submetidos a cortes com 5 pum de
espessura, transferidos para laminas de vidro e corados com Hematoxilina de Harris

e Eosina de Lison (HE) e posteriormente avaliados por microscopia de luz.

2.2.4 Andlise histomorfométrica das gorduras

A analise morfométrica foi realizada através da fotomicrografia dos tecidos em
lamina com posterior utilizacdo do programa ImageJ (ImageJ 1.50i, Bethesda, MD,
Estados Unidos) sobre estas, a fim de visualizar e identificar as estruturas para sua
quantificacdo. Os dados foram alocados em planilha (Windows Excel, Microsoft,
Redmond, WA, Estados Unidos) para posterior andlise estatistica. Foram observados
trés pontos por lamina. Na analise do tecido adiposo foram selecionados os adipdcitos
integros, selecionados atraves da visualizac@o de suas bordas intactas, analisados os
diametros dos mesmos e a quantidade de adipdécitos intactos em cada campo de

visualizagdo. Exemplo na figura 03.
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Fonte: A autora (2021)

Figura 03 - Microfotografias de tecido adiposo do mesentério demonstrando & esquerda a
mensuracao da area do adipdcito e a direita contagem do namero de células (Aumento de 40x).
Efeito do tratamento com insulina oral sobre o tamanho dos adip6citos em ratos alimentados com
dieta hiperlipidica- histomorfometria.

2.2.5 Processamento e confec¢ao das laminas do intestino

Na analise do tecido intestinal foram analisadas as por¢cées do duodeno,
jejuno, ileo e ceco. Os fragmentos foram processados rotineiramente para histologia
da mesma forma descrita para os fragmentos de gordura, porém com cortes com 3

Mm de espessura, e igualmente corados pelo método de hematoxilina-eosina.
2.2.6 Andlise histomorfométrica intestinal e bioquimica

Vilosidades: medidas de altura e largura., cada medicdo ocorreu em uma
vilosidade por campo de 10x e preferencialmente em vilosidades que néo
apresentassem artefatos. Para a altura era tragcada uma reta entre o ponto mais alto
da vilosidade e a base da vilosidade. Para a largura foi tragada uma reta proxima a
porcdo média da vilosidade. Mucosa: medida da espessura total da mucosa. As
medicdes da espessura total da mucosa foram realizadas em todas as amostras. Para
a medicédo foi tracada uma reta entre o apice da vilosidade e a base da mucosa. O
aumento utilizado foi o de 10x e foi realizada uma medicdo por campo. As medicdes
da espessura dos epitélios foram realizadas em 3 campos diferentes com a objetiva
de 40x, sendo feita uma medicdo em cada campo em todas as amostras. Essas
medicOes foram feitas preferencialmente nas extremidades das vilosidades ou da
mucosa (no caso do intestino grosso) e as laterais das vilosidades foram evitadas.

Para esse tipo de andlise foi tragcado uma reta entre o apice do epitélio da vilosidade
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ou da mucosa (no caso do intestino grosso) até a membrana basal do epitélio ou até
juncd@o com o tecido conjuntivo. Em todas as analises foram analisados trés campos
por lamina evitando e as extremidades e as cegas. (BANKS, 1992). O programa
utilizado para a captura das fotos e para as medi¢fes foi o LAS EZ, fornecido pela

empresa Leica Microsystems® usado por conveniéncia

2.2.7 Analise estatistica:

A avaliagdo estatistica foi realizada utilizando o software Graphpad Prisma
Verséao 7.0 pela andlise de variancia (ANOVA) para multiplas comparacdes, seguido

de teste Tukey, com intervalo de varidncia em 95% (p < 0,05).9

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Peso Corporal

Ha interacdo entre as variaveis dieta e tratamento com insulina oral [F (1, 31)
= 16,59 P=0,0003]. DH aumenta o peso corporal do animal, porém o uso de 10 reduz
0 peso corporal quando em dieta obesogénica.

O aumento de peso corporal e adiposidade dos ratos alimentados com DH
certamente se deve a sua composicao hipercalérica e hiperlipidica (GIL-CARDOSO,
et. al., 2017). Outros estudos obtiveram sobrepeso animal na utilizacdo de DH em
ratos quando em comparagcdo a ratos que recebiam dieta padrédo de laboratorio
(LEOPOLDO, et. al., 2016). Ambos os grupos que receberam DH tiveram peso maior
gue o grupo controle, mas os animais G4 apresentaram-se mais magros que G3.
Recebendo maior quantidade de gordura na ingesta G3 e G4 parecem ter sofrido
modificacdo da estrutura absortiva intestinal, concordando com os resultados do
estudo de La Serre, et. al., (2010), em que a DH aumenta a permeabilidade intestinal

por dano na barreira epitelial.
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Grafico 01 - Peso corporal de ratos Wistar (N =48). Efeito do tratamento com insulina oral
sobre o peso de ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Apés tratamento dietas hiperlipidicas ou
convencionais sem (G1, G3) ou com (G2, G4) adicéo de insulina oral durante 60 dias. Os dados séo
a média £ DPM. Os simbolos sobre as barras indicam diferengas entre os grupos. ANOVA seguido de
post-hoc Tukey **p<0,011 e ****p<0,0001.

2.3.2 Peso das Gorduras

O gréfico 02 apresenta os dados de estoques de gordura corporal. Nota-se
que DH aumenta o peso do estoque de gordura omental, mesentérica e retroperitoneal
e tem esse aumento dificultado pela administragdo concomitante de insulina oral,
tornando menor o peso das gorduras em DH+IO em comparac¢édo a DH; nos animais
gue recebiam DH e insulina oral foi observada notavel diminuicdo no ganho de peso
e gordura visceral, sugerindo acdo metabdlica indireta da insulina, mesmo que

sofrendo degradacéo pré-sistémica na ingesta (AIR, et al. 2002).
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Grafico 02 - Peso das gorduras de ratos Wistar ap6s tratamento de 60 dias. Efeito do
tratamento com insulina oral sobre o peso das gorduras em ratos alimentados com dieta hiperlipidica.
As medi¢cBes foram realizadas em balanca analitica ap6s 60 dias de experimento. Os dados sdo a
meédia £ DPM. Os simbolos sobre as barras indicam diferencas entre os grupos A-Estoque de gordura
Omental; B-Estoque de gordura Retroperitoneal; C-Estoque de gordura Mesentérica. ANOVA seguido
de post-hoc Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001.

2.3.3 indice de Adiposidade

O grafico 03 apresenta o indice de Adiposidade calculado pela razdo da
gordura corporal total sobre peso corporal final x100 (GCT/PCF x 100). H& interacéo
entre as variaveis dieta e tratamento com insulina [F (1, 32) = 12,26 P=0,0014]. O fator
dieta foi responsavel por afetar os resultados em 52,68% [F (1, 32) = 48,36 P<0,0001].
A dieta provocou aumento significativo nos animais DH quando comparados ao grupo
que recebeu apenas ragdo comercial (p<0.05). Todavia, foi observado também para
0 grupo que recebeu a insulina oral diminuicdo do indice de adiposidade (p<0.05).
Quando a dieta aumenta os niveis glicémicos e lipidicos os niveis de insulina
aumentando o peso corporal e o indice de adiposidade, através do efeito hipertréfico
deste hormdnio (GEDAWY, et. al., 2017).
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Gréfico 03 - indice de adiposidade de ratos Wistar apés tratamento de 60 dias. Efeito do
tratamento com insulina oral sobre o indice de adiposidade em ratos alimentados com dieta
hiperlipidica. Os dados sdo a média + DPM. Os simbolos sobre as barras indicam diferencas
significativas entre os grupos. ANOVA seguido de post-hoc Tukey. *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001;
**rxn<0,0001.

2.3.4 Hiperplasia e Hipertrofia de Adipdcitos

Na analise histomorfométrica das gorduras dos animais do estudo podemos
observar no gréafico 04, que a dieta hiperlipidica ocasionou hipertrofia nos adipdcitos,
aumentando significativamente a densidade total dos adipécitos, na area seccional
média e em seu volume. Ha aumento visivel do grupo 3, na imagem utilizou-se do
mesmo aumento para fotomicrografar as células de gordura do tecido adiposo

mesentérico dos 4 diferentes grupos e as cegas.
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Fonte: A autora (2021)

Figura 04 - Histologia da gordura Mesentérica dos grupos 1-2-3-4 (coloracdo hematoxilina-
eosina; aumento de 40x). Efeito do tratamento com insulina oral sobre o tamanho dos adipocitos em
ratos alimentados com dieta hiperlipidica
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2.3.5 Tecido Adiposo Mesentérico

O grafico 05 apresenta os dados do tecido adiposo mesentérico. Em A
observa-se o diametro da célula adiposa. O tratamento com insulina oral foi eficaz em
provocar reducdo do diametro do adipdcito no grupo DH+ insulina oral quando
comparado ao grupo DH que n&o recebeu o tratamento com insulina, resultado de alta
relevancia estatistica (p<0,0001). N&o foram observadas alteracées no grupo controle.
Em B mostra o numero de adipécitos por campo observado e para este parametro
nao se obteve diferenca significativa. Os animais que foram alimentados com DH
apresentam numero menor de adipdcitos por campo quando comparado ao grupo
controle (p=0,0003). Para este parametro ndo foi observada influéncia da insulina
comparativamente entre grupos 3 e 1 que recebiam racdo convencional, apenas e
entre o grupo de recebeu DH, que tinha menor nimero de adipdcitos, e o grupo que
recebeu racdo convencional e insulina oral em que o numero de células adiposas

qguase duplicou (p<0,0001).
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Fonte: A autora (2021)

Grafico 04 - Efeito do tratamento com insulina oral sobre a morfologia do tecido adiposo
mesentérico de ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Efeito do tratamento com insulina oral sobre
a morfologia do tecido adiposo mesentérico de ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Os dados séo
a média + DPM. Os simbolos sobre as barras indicam diferencas entre os grupos. A- Diametro das
células adiposas do tecido adiposo mesentérico; B- Nimero de células adiposas no tecido mesentérico.
ANOVA seguido de post-hoc Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

2.3.6 Tecido Adiposo Retroperitoneal

O Grafico 05 apresenta os dados de gordura Retroperitoneal. Em A o didametro
das células adiposas. E possivel notar que ha hipertrofia do adipdcito nos animais que
recebiam DH, e que esta hipertrofia foi reduzida pelo uso de insulina oral [F (1, 84) =
19,27 P<0,0001]. A Figura 08 B mostra o numero de células adiposas observada por
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campo. [F (1, 28) = 5,552 P=0,0257] Observa-se que a dieta hiperlipidica provoca
diminuicdo do nimero de células observadas, enquanto o uso de insulina oral ndo
demonstrou significancia com relacdo ao grupo que recebia dieta DH e gavagem de
agua. Essa diminuicdo pode ser devido ao aumento do tamanho celular ocupando

maior espago no campo de visualizagéo.
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Grafico 05 - Efeito do tratamento com insulina oral sobre a morfologia do tecido adiposo
retroperitoneal de ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Efeito do tratamento com insulina oral na
hiperplasia e hipertrofia de adipécitos do tecido adiposo retroperitoneal de ratos alimentados com dieta
hiperlipidica. Os dados s&do a média + DPM. Os simbolos sobre as barras indicam diferencas entre os
grupos. A- Diametro das células adiposas do tecido adiposo retroperitoneal; B- Numero de células
adiposas do tecido adiposo retroperitoneal. ANOVA seguido de post-hoc Tukey. *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001; ****p<0,001.

2.3.7 Tecido Adiposo Omental

O grafico 06 apresenta os dados de morfologia do tecido adiposo omental. Vé-
se que nédo houve interacdo entre as variaveis dieta e tratamento com insulina oral [F
(1, 72) = 3,8 P=0,0551]. Mas houve influéncia do fator dieta [F (1, 72) = 8,675
P=0,0043]. Os animais do grupo DH apresentaram aumento do diametro do adipdcito.
N&o observamos mudancas com o tratamento oral com insulina neste parametro. A
figura 10B apresenta os dados sobre nimeros de adipdcitos por campo. Neste caso
também néo houve interacdo entre as variaveis [F (1, 22) = 0,0004945 P=0,9825], e
mais uma vez observamos o efeito da dieta sobre este parametro [F (1,= 42,45
P<0,0001]. Nota-se que a dieta hiperlipidica provoca diminuicdo do numero de
adipécitos por campo quando comparado ao grupo controle, essa diminuicdo se
mostrou presente quando os animais receberam tratamento com insulina oral, assim

o tratamento com insulina oral ndo provou mudancas na contagem de células.
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Gréfico 06 - Diametro dos adipécitos do omento. Efeito do tratamento com insulina oral na
hiperplasia e hipertrofia de adipdcitos do tecido adiposo omental de ratos alimentados com dieta
hiperlipidica. Os dados sdo a média + DPM. Os simbolos sobre as barras indicam diferencas entre os
grupos. A- Diametro das células adiposas do tecido adiposo omental; B- Nimero de células adiposas
do tecido adiposo omental. ANOVA seguido de post-hoc Tukey *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*++n<0,001.

Foi observada nos trés tecidos analisados hipertrofia de adipdcitos nos animais
que recebiam dieta hiperlipidica e didametro de adipécitos significantemente menor nos
animais que recebiam DH com adicdo de insulina oral comparado ao grupo sem
insulina, ou seja, ao passo em que a DH aumenta o tamanho dos adipdcitos a insulina
oral inibe a hipertrofia. Achado de grande valia quando consideramos que o tamanho
do adipécito possui maior significancia do que o niumero de adipdcitos presentes no
tecido, pois individuos obesos com poucos adipécitos de grande didametro possuem
menor tolerancia a glicose e maior hiperinsulinemia do que aqueles com o0 mesmo
grau de obesidade e adipécitos de menor diametro, porém em maior nimero; este
mesmo estudo relata que adipdcitos hipertrofiados séo observados em pré-diabéticos
e diabéticos tipo 2, correlacionando o aumento celular do tecido gorduroso ao
aumento da glicemia. Essas células aumentadas também podem gerar aumento da
resposta inflamatéria através de macréfagos atraidos pela morte precoce de células
adiposas grandes (LUNDGREN, et. al., 2007). Acompanhando a reducdo do peso
corporal que ocorreu no grupo 4, que recebeu DH e |0, também houve reducéo na

hipertrofia celular em gordura retroperitoneal e mesentérica.

2.3.8 Glicemia de Jejum

O Grupo 3 (DH) apresentou aumento da glicemia de jejum em compara¢ao com
0S outros grupos. Por outro lado, o Grupo 4 (DH + insulina) teve menor glicemia de
jejum média quando comparado com o Grupo 3 (p<0,01) e sem diferenca estatistica

guando comparado aos Grupos 1 e 2. Demonstrando que DH aumenta a glicemia
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capilar e a IO diminui. Esse efeito hipoglicemiante da insulina oral, mesmo
proteolisada no TGI, concorda com outros estudos que revelaram efeito
hipoglicemiante da 10 (WOITISKI, et. al., 2010; HVID, et. al., 2019). Existem
receptores especificos de insulina na membrana luminal e basolateral de enterdcitos,
sugere-se que seja também por esta rota que a acao hipoglicemiante da insulina
qguando administrada por via oral se dé (SUKHOTNIK, et. al., 2008). Em ambos os
grupos de animais que receberam 10 (G2 e G4) esta foi administrada do 1° ao 60° dia
do estudo.

Portanto a 10 pode ter contribuido para o sobrepeso dos animais no inicio do
tratamento, antes de a DH ter provocado possivel dano na barreira epitelial e no micro
bioma intestinal, que pode levar a afrouxamento das cadeias agregantes das células
intestinais; fenbmeno que pode ter favorecido a entrada da grande molécula do
hormdnio no metabolismo adentrando o Iimen intestinal, acdo explicada por Silva
(2003), provocando a reducdo da glicemia, do peso corporal e da hipertrofia do
adipdcito. Portanto o tempo de 60 dias pode ter sido um fator limitante para esclarecer
esta hipétese, concordando com Wu, et. al., (2011), que demonstra em seu estudo
mudancas mais severas na microbiota em dietas de longo prazo. Também é possivel
que a acao da insulina tenha sofrido mudancas farmacolégicas de acordo com o micro
bioma do animal, diferenciado pelas dietas tal como ocorre com o hipoglicemiante
metformina no estudo de De La Cuesta-Zuluaga, et. al., (2016), provocando assim
efeitos diferentes nas diferentes dietas, concordando com a afirmacéo de Silva (2003),
de que diferentes dietas mudam composicdo e funcdo da microbiota intestinal,

alterando assim os fendbmenos metabodlicos decorrentes desta.
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Grafico 07 - Efeito da insulina oral e da dieta sob a glicemia de jejum. Efeito do tratamento
com insulina oral na glicemia de ratos alimentados com dieta hiperlipidica. As medidas representam as
glicemias analisadas ap6s jejum de 12 horas (n = 10). Entre o grupo 1-2, 1-4 e 2-4 n&do houve diferenca
estatistica. As barras representam a média dos grupos + erro padrdo da média. ANOVA seguido de
post-hoc Tukey *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;****p<0,0001.
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2.3.9 Peso Intestinal

O gréafico 08 apresenta o peso total do intestino demonstrando interacéo entre
as varaveis dieta e tratamento com insulina oral [F(1,30) = 15.53 p=0.0004]. Também
pode-se observar efeito do fator dieta sobre a variancia dos dados [F(1,30) = 18,68
p=0.0002]. O peso intestinal dos animais tratados com racao hiperlipidica mostrou-se
maior em relacdo ao grupo de animais tratados com dieta padrdo de laboratorio e a
IO concomitante a DH reduz esse aumento. Osborne, et. al., (2000), traz resultados
semelhantes em que peso de duodeno de ratos hiperglicémicos aumentou quase 50%
a mais comparado a ratos normoglicémicos, e peso intestinal de animais tratados com
insulina menor do que animais tratados com placebo, estudo no qual também notou-
se menor peso de jejuno e ceco de ratos tratados com insulinoterapia quando
comparados a animais néo tratados, assim como neste estudo no grupo 4 cujo menor
peso intestinal demonstra a capacidade da insulina em impedir 0 aumento do peso
intestinal que ocorre pela dieta hiperlipidica. A insulina promove também reversao da
hiperplasia intestinal diabética, ocasionando diminuicdo da altura de vilosidades e

estacionamento da proliferacao celular (SUKHOTNIK, et. al., 2008).
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Grafico 08 - Efeito do tratamento com insulina oral sobre o peso intestinal de ratos alimentados
com dieta hiperlipidica. Efeito do tratamento com insulina oral sobre o peso intestinal de ratos
alimentados com dieta hiperlipidica. As medi¢des foram realizadas em balanca analitica ap6s 60 dias
de experimento. Os dados s&o a média + DPM. Os simbolos sobre as barras indicam diferencas entre
0s grupos. ANOVA seguido de post-hoc Tukey *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,01; ****p<0,0001.

2.3.10 Altura dos Vilosidades

O grafico 09 apresenta dados de altura das vilosidades das diferentes partes

do intestino como em A nas vilosidades do duodeno; em B nas vilosidades do jejuno
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e C nas vilosidades do ileo. Para o duodeno ndo foram observadas mudangas na
altura das vilosidades. Para o jejuno ndo houve interacao entre as variaveis, apenas
efeito do fator dieta. O grupo 3 apresentou aumento na altura da vilosidade jejunal
guando comparado ao grupo controle. Para os animais que receberam IO a altura da
vilosidade do jejuno foi igual & dos animais que receberam dieta padrdo de laboratorio.
Para o ileo também n&o se obteve diferenga na altura da vilosidade. DH promoveu
aumento da altura da vilosidade apenas em jejuno. A insulina oral ndo demonstrou
alterar a altura das vilosidades dos tecidos analisados, porém, outros estudos
demonstram aumento da altura da vilosidade em suplementa¢cdo com |0 (SHAMIR,
et. al., 2005). Podemos notar aumento da altura conforme o grafico 13, porém este

nao foi estatisticamente significativo.
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Grafico 09 - Efeito do tratamento com insulina oral na altura das vilosidades intestinais de ratos
alimentados com dieta hiperlipidica. Efeito do tratamento com 10 na altura das vilosidades intestinais
de ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Os dados sdo a média + DPM. Os simbolos sobre as
barras indicam diferengas entre os grupos. A- Altura da vilosidade do Duodeno; B- Altura da vilosidade
do Jejuno e C- Altura da vilosidade do ileo. ANOVA seguido de post-hoc Tukey *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001; ****p<0,001.

2.3.11 Largura dos Vilosidades

O grafico 09 apresenta os dados de largura da vilosidade. Pode se observar na
figura A, a média da largura das vilosidades do duodeno, em B a média da largura da
vilosidade do jejuno e em C a média da largura da vilosidade do ileo. Para o duodeno
nao houve interagéo entre as varaveis dieta e tratamento com insulina oral [F (1, 27)
= 0,2768 P=0,6031]. Podemos observar que houve interferéncia da variavel dieta e o
grupo 3 apresentou aumento significativo da largura das vilosidades quando
comparado ao grupo controle [F (1,27) = 26,18 P<0,0001]. Para o jejuno observou-se

também que n&o houve interacdo entre as variaveis [F (1, 23) = 0,2178 P=0,6451]
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mas observamos efeito da variavel dieta [F (1, 23) = 20,82 P=0,0001] influenciando
na variancia dos dados. Dessa forma o grupo 3 apresentou aumento significativo na
largura da vilosidade quando comparado ao seu grupo controle. Para o ileo o ANOVA
de duas vias mostrou interacdo entre as variaveis dieta e tratamento com insulina oral
[F (1, 28) = 16,21 P=0,0004]. Também pode ser observada influéncia da variavel dieta
na variancia dos dados [F (1, 28) = 4,538 P=0,0421]. Assim, no ileo a IO reduz largura
da vilosidade quando concomitante a DH e aumenta largura de vilosidade em dieta
padrao de laboratério. Apesar de na dieta padréo de laboratério ndo ter havido efeito
sobre o0 peso de intestino, a insulina aumenta area e largura de vilosidades no ileo.
Esse fendmeno pode estar relacionado com o efeito anabdlico da insulina e ainda se
sugere acao local intestinal que ainda néo se sabe de que forma pode ocorrer (HVID,
et. al., 2019).
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Gréfico 10 - Efeito do tratamento com insulina oral na largura das vilosidades de ratos
alimentados com dieta hiperlipidica. Efeito do tratamento com insulina oral na largura das vilosidades
de ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Os dados sdo a média + DPM. Os simbolos sobre as
barras indicam diferencas entre os grupos. A- Largura da vilosidade do Duodeno; B- Largura da
vilosidade do Jejuno e C- Largura da vilosidade do ileo. ANOVA seguido de post-hoc Tukey *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ***p<0,001.
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A figura 05 demonstra no duodeno exemplares fotomicrografados das
diferencas de altura e largura dentre os diferentes grupos, que, apesar de no geral
ndo apresentarem diferenca estatistica entre si, demonstram correlacdo com alguns
dos resultados significativos e estudos anteriores (HVID, et. al., 2019; SHAMIR, et. al.,
2005).
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Figura 05 - Histologia intestinal do duodeno dos grupos 1-2-3-4 (coloragdo hematoxilina-
eosina; aumento de 40x). Comparacéao de largura e altura de vilosidades de duodeno apés tratamento
com insulina oral em ratos alimentados com dieta hiperlipidica.

2.3.12 Area das Vilosidades

O grafico 11 apresenta os dados de area total das vilosidades. Para o duodeno
notou-se interagdo entre as variaveis dieta e tratamento oral com insulina [F (1, 23) =
0,4131 P=0,5268]. Foi observado interferéncia da dieta na variancia dos dados [F (1,
23) = 19,99 P=0,0002]. Para o jejuno ndo foi observado interacao entre as variaveis
[F (1, 21) = 3,778 P=0,0654], mas novamente observou-se influéncia da variavel dieta
[F (1, 21) = 12,7 P=0,0018]. Para o ileo existe interacdo entre as variaveis dieta e
tratamento com insulina oral [F (1, 26) = 23,65 P<0,0001]. Também existe influéncia
da variavel dieta onde o grupo DH apresentou aumento significativo na area total das
vilosidades [F (1, 26) = 6,41 P=0,0177]. No estudo de Sukhotnik, et. al., (2008), foi
observado efeito reversor da diminuicdo intestinal, causada por maltotrexato, através
do uso de 10 provocando aumento da area da vilosidade (altura de vilosidade e
profundidade de cripta); neste estudo a IO provoca reversdo do aumento da area das
vilosidades do ileo causada pela DH. A DH aumentou também a area das vilosidades
de duodeno e jejuno e diminuiu a area das vilosidades somente no ileo quando em
dieta padréo de laboratério. Sugere-se que a insulina oral aja como um protetor do
epitélio intestinal revertendo os danos causados recuperando a estrutura local a fim
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de aproximar o tecido da anatomia original. A &rea das vilosidades aumentadas
aumenta a absorc¢éo intestinal de nutrientes corroborando com o aumento do indice
de adiposidade observado. A diminuicdo da area das vilosidades e logo da area de
absorcdo em DH subtrai a absorcdo de nutrientes, gerando reducdo no tamanho do
adipdcito e menor indice de obesidade. A diminui¢cdo da area das vilosidades também
pode contribuir para diminuis as chances de desenvolvimento de Diabetes mellitus
tipol, através da diminuicdo da introducdo aprimorada de antigenos no sistema
imunoldgico intestinal (SHAMIR, et. al., 2005).

A largura e a area do ileo foram maiores em ratos que recebiam dieta padrao
de laboratorio e 10, assim como no estudo de Oh, Lee e Cho (2015), que demonstra
aumento da altura de vilosidade em ileo em transposicao ileal, que pode sugerir

alguma similaridade do efeito da 10 com os fendmenos metabdlicos ocorridos na TI.
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Grafico 11 - Efeito do tratamento com insulina oral na &rea das vilosidades de ratos
alimentados com dieta hiperlipidica. Efeito do tratamento com insulina oral na area das vilosidades de
ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Os dados sédo a média + DPM. Os simbolos sobre as barras
indicam diferencas entre os grupos. ANOVA seguido de post-hoc Tukey *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****pn<0,001.

2.3.13 Numero de Vilosidades

O grafico 12 apresenta o numero de vilosidades nas diferentes partes do
intestino. Em A- nimero de vilosidades do duodeno, em B- numero de vilosidades do
Jejuno e em C- numero de vilosidades do ileo. N&o houve interacéo entre a variavel
dieta e tratamento com insulina oral em nenhum dos trés tecidos analisados [F (1, 27)
= 0,8032 P=0,3780], [F (1, 29) 3,052 P=0,0912] e [F (1, 28) = 1,835 P=0,1864]
respectivamente. Para duodeno e ileo observamos interferéncia do fator dieta, sendo
maior o numero de vilosidades no grupo 2 em comparagao com o grupo 4 [F (1, 27) =
17,07 P=0,0003] e [F (1, 28) =4,232 P=0,0491].
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A |10 parece aumentar a proliferagéo celular em duodeno e mais acentuadamente em
jejuno quando em dieta padrdo de laboratorio e também nota-se aumento em
duodeno, jejuno e ileo em DH, Sukhotnik, et. al., (2008) demonstraram resultados
semelhantes, no entanto essa tendéncia ndo alcancou relevancia estatistica. Foi
estatisticamente relevante a diminui¢cdo do numero de vilosidades em G4 comparado
a G2 em duodeno. Outro fator que pode ter afetado a contagem do numero de
vilosidades € que por ter aumentado significativamente, em largura e area, menor
namero de vilosidades € encontrado em cada campo de visualizagdo pois estes tém
maior tamanho espacial, sendo visualizados na lamina em menor quantia que os que

possuem menor largura, e logo, que ocupam menor espaco no campo de visualizagao.

‘ 0 con 3 CON
B HFD E -|- m HFD
154 5
g [ L 2 T
3 32
E 104 E'% 0
E‘—!
é 54 5 5
=2
it G2] 0 5 . .
o v
3
d‘#. & .,‘d" ‘;’3-
e o con
" . HFD
8 184
: - i
° £
;s
G G2
=} T T
& @_f

Fonte: A autora (2021)

Gréafico 12 - Efeito do tratamento com insulina oral no namero de vilosidades de ratos
alimentados com dieta hiperlipidica. Efeito do tratamento com insulina oral no nimero de vilosidades
de ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Os dados sdo a média + DPM. Os simbolos sobre as
barras indicam diferencas entre os grupos. ANOVA seguido de post-hoc Tukey *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,001.

2.3.14 Espessura da Mucosa Intestinal

O gréfico 13 apresenta os dados de espessura da mucosa intestinal. Em A-
mucosa do duodeno, em B- mucosa do jejuno; em C- espessura da mucosa do ileo e

em D- espessura da mucosa do ceco. Para todos os segmentos avaliados ndo houve
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diferenca significativa. [F (1, 25) = 2,384 P=0,1351], [F (1, 29) = 3,037 P=0,0920], [F
(1, 26) =0,2307 P=0,6350] e [F (1, 27) = 0,02002 P=0,8885] respectivamente. Apenas
para jejuno observamos influéncia da variavel dieta [F (1, 29) = 8,077 P=0,0081]. No
jejuno nota-se um aumento da espessura da mucosa quando o animal recebe DH, tal
como o0 peso intestinal total aumenta. Esse resultado sugere que a hiperplasia da
mucosa, em vez do aumento do intestino, é responsavel pelo aumento do peso da
mucosa, conforme cita Sukhotnik, et. al., (2008). Em duodeno, jejuno e ileo € possivel
observar aumento do tamanho da mucosa em G2, no entanto essa tendéncia néo
alcancou relevancia estatistica. Uma dieta rica em gordura é capaz de aumentar o
tamanho da mucosa intestinal semelhante ao aumento ocasionado pelo Diabetes, e
sua diminuicao pode estar relacionada ao uso de 10, corroborando com o achado de
Sukhotnik, et. al., (2011), Lim, Tey e Chan, (2014), citam o encapsulamento de insulina
envolta por lipideos para facilitar sua permeacdo na mucosa intestinal; pode-se
indagar alguma interagdo possivel entre a presenca de dieta hiperlipidica e aumento
de permeabilidade da mucosa a molécula de insulina no intestino, porém os
mecanismos pelos quais se da este processo ainda ndo sdo completamente
conhecidos. Foi visto em outros estudos espessuras de muco sobre o epitélio
intestinal de 120 a 200 um no duodeno e jejuno, até cerca de 500 um no ileo e quase
1000 pum no célon. O muco diminui potencialmente a absorcdo da insulina nestes
locais. E suposto que a DH diminui 0 muco sobre os enterdcitos facilitando a ligacdo
da 10 com seus receptores nas membranas luminais e basolaterais, ou auxiliando a
passagem da insulina de alguma maneira. Silva (2003), cita algumas mudancas
conhecidas que ocorrem na histologia intestinal advinda da agéo da microbiota, como
alteracdo na producdo de muco e na espessura da mucosa, assim a diferenca de
espessuras encontradas neste estudo pode também estar relacionada com a

microbiota dos ratos, influenciada pela dieta de acordo com sua composicgéo.
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Gréfico 13 - Efeito do tratamento com insulina oral na espessura da mucosa intestinal de
ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Efeito do tratamento com insulina oral na espessura da
mucosa intestinal de ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Os dados sdo a média + DPM. Os
simbolos sobre as barras indicam diferencas entre os grupos. ANOVA seguido de post-hoc
Tukey.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,001.

2.3.15 Espessura do Epitélio Intestinal

O gréfico 14 apresenta os dados de espessura do epitélio intestinal. Nota-se no
ileo aumento da espessura do epitélio nos animais que recebiam DH e gavagem de
agua em comparagado com o grupo que recebia racdo convencional [F (1, 27) = 9,348
P=0,0050], enquanto que o grupo que recebia DH e gavagem de insulina obteve
diminuicdo da espessura do epitélio intestinal [F (1, 27) = 20,21 P=0,0001]. Das
por¢cdes intestinais o ileo sofreu mais reversdes causadas pela 10 em DH, sendo na
largura e area de vilosidade e espessura de epitélio intestinal, onde a DH provoca
aumento de espessura e a IO diminui, tendo o ileo alteracdes celulares mais
significativas que os outros tecidos, concordando com achados de Sukhotnik, et. al.,
(2008), em que o ileo era o mais afetado por alteracées no apoptose. Shamir, et. al.,
(2005), traz que o ileo possui o dobro de receptores para insulina comparado ao
jejuno, este pode ser um dado relacionado ao aumento da espessura do epitélio

intestinal em DH e sua diminuicdo em presenca de 10, visto que a IO possui agéo
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maior em tecido com maior capacidade de ligacdo a esta molécula; tem-se também

maior aumento de expressao de enzimas digestivas.
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Grafico 14 - Efeito do tratamento com insulina oral na espessura do epitélio intestinal de ratos
alimentados com dieta hiperlipidica. Efeito do tratamento com insulina oral na espessura do epitélio
intestinal de ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Os dados sdo a média + DPM. Os simbolos
sobre as barras indicam diferengcas entre os grupos. Anova seguido de post-hoc Tukey *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,001.

2.4 CONCLUSAO

A 10 possui acdo nos tecidos intestinal e adiposo dos animais e demonstra
relevancia estatistica quando administrada concomitantemente a DH. Sugere-se que
a 10 poderia promover regressao maior ou até mesmo total das alteracdes causadas
pela DH se em periodo de tempo maior e/ou com um maior de amostra, o tempo de
estudo pode ter sido curto quando comparado ao tempo de desenvolvimento das
doencas que desenvolvem condi¢cdes semelhantes no organismo humano; sugere-se
que a IO exerca efeito citoprotetor ao TGI e tecido adiposo em presenca de DH. Mais
estudos e de maior duracdo sdo necessarios para avaliar o efeito da insulina oral

nestes tecidos.
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