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RESUMO

Doenca cronica caracterizada por hiperglicemia, o diabetes se tornou um problema de
saude mundial, os habitos da populacao nas ultimas décadas, contribuiram muito para
a atual realidade. Essa doenca vem desafiando pesquisadores a encontrarem novos
métodos de tratamento mais eficientes e que tragam melhor adesdo destes pacientes
cronicos, sem os efeitos colaterais presentes hoje. Muitas pesquisas estdao sendo
realizadas com intuito de chegar a uma férmula que tenha maior biodisponibilidade no
trato digestivo. Este estudo, tem como objetivo avaliar o efeito do tratamento com
nanocapsulas de insulina oral em ratos hiperglicémicos. Métodos: foram utilizados
ratos wistar, machos, idade entre 2 e 3 meses, peso médio de 300g, divididos em 4
grupos de 15 animais cada um, todos receberam dieta convencional ad libitum, e
foram induzidos a hiperglicemia através da administracdo de estreptozotocina. O
presente estudo demonstrou que a insulina oral administrada através de
nanocapsulas contribuiu para a diminuicdo dos niveis seéricos de triglicerideos dos
animais hiperglicémicos (p<0.05), também apresentou efeito hipoglicemiante
significativo em relacéo aos que receberam apenas as nanocapsulas (p<0.05), ainda,
foi observado alteracdes significativas no epitélio intestinal. Apesar dos achados
nesse estudo, mais pesquisas sdo necessarias para a compreensao dos efeitos da
insulina oral no epitélio intestinal.

Palavras-chave: diabetes, epitélio intestinal, estreptozotocina, insulina oral.



ABSTRACT

The chronic disease characterized by hyperglycemia, diabetes, has become a global
health problem, the habits of the population in recent decades have contributed a lot
to the current reality. This disease has been challenging scientists to find new methods
of more efficient treatments and that bring better adherence to these chronic patients,
without the side effects presented today. Many types of research are being conducted
to arrive at a formula that has greater bioavailability in the digestive tract. This study
aims to evaluate the effect of treatment with oral insulin nanocapsules in hyperglycemic
rats. Methods: Male Wistar rats, aged between 2 and 3 months, with the average
weight of 300g, divided into 4 groups of 15 animals each, all received a conventional
diet ad libitum, and hyperglycemia was induced through the administration of
streptozotocin. The present study demonstrated that oral insulin administered through
nanocapsules contributed to the decrease in serum triglyceride levels in hyperglycemic
animals (p<0.05), also found a significant hypoglycemic effect in relation to those who
received only the nanocapsules (p<0.05), in addition, were observed significant
changes in the intestinal epithelium. Despite the findings in this study, more research
is necessary to understand the effects of oral insulin on the intestinal epithelium.

Keywords: diabetes, intestinal epithelium, streptozotocin, oral insulin.
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INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) é, possivelmente, uma das doencas mais antigas
conhecidas pelo homem. Algumas peculiaridades muito parecidas ao DM foram
descritas pelos egipcios 3000 anos atras. (AHMED, 2002).

O Diabetes compreende um grupo de distdrbios metabdlicos, que tem como
caracteristica principal a hiperglicemia. Fundamentalmente, apresenta alteracdes no
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas; apresenta deficiéncia na secrecao
da insulina pelo pancreas e/ou uma deficiéncia na agéo da insulina, e, com o tempo
pode afetar a funcdo e a estrutura vascular de diferentes 6rgaos, principalmente os
olhos, rins, sistema nervoso, coragdo e vasos sanguineos. (DIAS et al., 2004;
RODRIGUES et al., 2012; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014;).

E uma doenca cronica, complexa, que exige atencdo médica continua com
estratégias multifatoriais para reduzir o risco, ndo visando somente o controle
glicémico, e esta associada a alguns fatores de risco como a obesidade, histérico
familiar, sedentarismo ou diabetes gestacional. (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2014).

Dados alarmantes demonstram que, em 2017, existiam aproximadamente, 425
milhdes de adultos, entre 20 a 79 anos, diabéticos no mundo, sendo que a perspectiva
€ que esse numero aumente para 629 milhdes até 2045. A proporgcao de pessoas com
DM 2 na maioria dos paises, estda aumentando e mais da metade dos adultos com
diabetes viviam em paises com baixa e média renda. O maior nimero de casos da
doenca concentrou-se na faixa etaria entre 40 e 59 anos, e 0 quadro se agrava quando
observamos os estragos causados pelas complicacfes da doenca, que chegaram a 4
milhdes de mortes no ano de 2017 e pelo menos US $ 727 bilhées em gastos com
saude nesse mesmo ano. O Brasil ocupa o0 4° lugar entre os 10 Paises com maior
namero de pessoas com diabetes, em 1° lugar esta a China, seguida pela india (2°) e
Estados Unidos (3°), sendo aproximadamente, 12,5 milhdes de pessoas com esse
diagnostico. INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017).

De acordo com dados da Linha Guia de diabetes mellitus do Estado do Parana
(PARANA, 2018, p. 13), o nimero de 6bitos por DM entre 2014 e 2016, foi de 3400

mortes por ano, aproximadamente, ou seja, 9 mortes por dia. O niumero de internacdes
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no SUS entre 2012 e 2016 foi de 42.055, e nos ultimos trés anos a taxa de mortalidade
se manteve.

O DM né&o é apenas um problema de saude publica, € uma tragédia social no
mundo todo. Por ser uma doenca cronica ocasiona muito sofrimento pessoal e,
devasta as familias. (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017). Diversos
aspectos relacionados a sua patogénese permanecem desconhecidos e muitas
hipéteses foram e tem sido estudadas tentando estabelecer uma correlagédo entre o
trato gastrointestinal e o DM.

Compreender melhor como ocorre o processo de absorc¢ao intestinal do acucar
€ muito importante para o controle e tratamento das patologias como a obesidade e o
diabetes, reduzindo, desta maneira, as possiveis complicacdes. (DROZDOWSKI,
2006). Recentemente, foi demonstrado, que o by-pass duodeno jejunal, induziu uma
reducédo de 50% da absorcdo de glicose mediada por SGLT1, em enterodcitos de
duodeno e jejuno. (JUROWICH et al., 2013).

Santoro et al. (2008) destacam a inadequacédo do trato digestivo humano ao
padrdo alimentar atual, que é rico em alimentos com carga indice glicémico altos,
como fator preponderante para o aumento da obesidade e diabetes na populagéo.
Entre o amplo leque de doencas associadas a obesidade, a DM2 é a que apresenta
melhor controle apés a cirurgia bariatrica. (CUMMINGS, 2004). Em estudo realizado,
onde acompanharam 275 pacientes que foram submetidos ao procedimento by-pass
gastrico em Y de Roux, além da perda de peso, evidenciaram, apds acompanhamento
durante 1 ano, que 0s pacientes apresentavam uma melhora na maioria das
comorbidades, ou ainda, que estas foram resolvidas totalmente, e aproximadamente
95% destes pacientes relataram uma melhora significativa na qualidade de vida.
(SCHAUER et al., 2000). De acordo com Cummings et al. (2004), o procedimento by-
pass gastrico em Y de Roux (BGYR) € um método bastante eficaz para reverter o DM.
Os mecanismos que podem explicar a melhora no quadro do DM em pacientes que
passaram por procedimentos restritivos como o by-pass incluem: a) perda de peso; b)
diminuicdo da ingestdo de calorias; c) alteracdes na secrecdo de hormdnio pelo
intestino ocasionado pelo desvio. (SCHAUER et al., 2003).

Outros dados evidenciam o papel do trato digestivo na evolucdo do diabetes,
como a melhora da hiperglicemia nas primeiras semanas ap0s cirurgias bariatricas,

antes que os pacientes percam peso, sugerindo assim, que a remodelagéo do transito
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alimentar intestinal apresenta papel preponderante neste desfecho. Além disso,
terapias que envolvem a modulacdo ou administracdo exdégena de agonistas de um
horménio produzido no intestino delgado, o glucagon-like peptide 1 (GLP-1),
compreendem a Ultima geracdo de medicamentos para o tratamento do disturbio
metabdlico (SJOSTROM et al., 2004; DRUKER, 2011).

Sabe-se, que diabéticos tem menores concentracbes de GLP-1 plasmatico,
principal incretina do nosso organismo. (VILSBOLL et al., 2001). As incretinas sao
importantes para a homeostase glicémica, ja que incrementam a secrecao de insulina
pelo pancreas. (DRUKER, 2011). A baixa concentracdo desse entero-hormonio,
dentre outras causas, pode ser resultado de uma maior capacidade absortiva do
intestino proximal no diabético. Fortalecendo, ainda, a importante correlacdo entre o
trato digestivo e o desenvolvimento de DM2.

Sukhotnik et al. (2011), ao analisar o papel de fatores hormonais, mostraram que
a administracdo oral de insulina promoveu uma reversdo da hiperplasia intestinal
diabética, inibindo a proliferagdo celular e o crescimento intestinal no diabetes
induzido, pois histologicamente, o tratamento com insulina nos ratos mostra um
decréscimo na altura das vilosidades em comparagcdo com os animais diabéticos nao
tratados.

Observou-se um efeito inibitério da insulina na proliferacdo do enterdcito, que
pode ser resultado de uma “down regulation” de receptores de insulina no epitélio.
Apesar de ser destruida no ambiente acido do estdmago, fragmentos de insulina,
biologicamente ativos, ou moléculas de insulina intactas, podem ter modulado a
proliferacédo celular do intestino diabético. (SUKHOTNIK et al., 2011). Os dados entéo
sugerem, um papel dos niveis de insulina circulante, assim como, da expressao de
receptores insulinicos na etiologia da hiperplasia intestinal diabética.

Adachi et al. (2003), realizaram estudos em diversos modelos experimentais
diabéticos, como o Goto-Kakizaki, rato ndo obeso e diabético. Nos experimentos
foram evidenciados um aumento natural das vilosidades intestinais durante o
desenvolvimento dos animais, e consequente, aumento da capacidade absortiva. O
resultado foi verificado tanto em ratos modelos experimentais de DM1
(hipoinsulinémicos) como nos DM2, em relacdo ao grupo controle. Nos animais

diabéticos também houve um aumento da quantidade e atividade das enzimas
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sucrase e isomaltase, em relacdo aos animais controle, justificando, uma maior
capacidade absortiva.

Verdam et al. (2011) publicaram trabalho mostrando que pacientes obesos
diabéticos tem maior massa intestinal que pacientes obesos pareados ndo diabéticos.
Dyer et al. (2003) justiicam a maior capacidade absortiva intestinal pela maior
expressdo de transportadores de monossacarideos SGLT1, GLUT5, GLUT2 na
mucosa intestinal diabética.

As proteinas como a insulina apresentam baixa biodisponibilidade oral, por conta
da sua inerente falta de permeabilidade através do epitélio intestinal, sendo assim,
desenvolver um sistema que visa fornecer insulina por via oral requer um
conhecimento amplo sobre o microambiente da mucosa e fisiologia intestinal. (FONTE
et al., 2013, p. 521).

Geralmente, a insulina é administrada via subcutdnea, o que minimiza a
morbimortalidade, contudo, uma média de 60 % dos pacientes ndo consegue atingir a
longo prazo um nivel satisfatorio de controle glicémico. (SAADDINE et al., 2006). Essa
dificuldade no controle glicEmico pode ser decorréncia da complexidade na
administracdo do tratamento com a insulina, a fase tardia em que a insulina pode ser
prescrita, o receio de crises de hipoglicemia e ganho de peso, e ainda, a utilizacéo de
agulhas. Diferentes vias de administracdo da insulina estdo sendo testadas na
tentativa de superar estes obstaculos no controle do diabetes, e a via oral, continua
sendo a favorita para a administracdo de medicamentos, em razdo de ser menos
invasiva. (HEINEMANN; JACQUES, 2009).

Diante do que estes estudos revelam, pode-se deduzir que a atuacdo do trato
gastrointestinal no desenvolvimento do diabetes, esta cada vez mais instituido, sendo
necessario, maior aprofundamento nas pesquisas sobre os mecanismos intrinsecos

relacionados a patologia da sindrome metabdlica.
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CAPITULO 1 - OBJETIVOS E REVISAO DE LITERATURA

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da administracdo de Nanocapsulas gastroresistentes de

insulina, via oral, em ratos.

1.1.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos da administragdo oral de nanocapsulas de insulina em
animais normoglicémicos e hiperglicémicos;

Avaliar os valores bioquimicos de colesterol e triglicerideos;

Avaliar, histologicamente, o efeito das nanocapsulas de insulina no epitélio
intestinal;

Avaliar o desenvolvimento ponderal dos animais testados;

Avaliar diferenca do peso do duodeno, jejuno e ileo e do intestino delgado total

entre os diferentes grupos;

1.2 REVISAO DA LITERATURA

1.2.1 Diabetes

Kaur et al. (2018), se referem ao diabetes como uma doenca cronica grave, que
pode ocorrer quando o pancreas ndo produz insulina suficiente, ou, quando o corpo
nao utiliza efetivamente a insulina que produz, como consequéncia, pode levar ao
desenvolvimento de doencas incapacitantes, que podem colocar em risco a vida do
paciente, contudo, se o diabetes for monitorado corretamente, essas doencas podem
ser prevenidas ou adiadas.

A fisiopatologia do diabetes é bastante complexa. Por muito tempo, acreditaram
gue a resisténcia a insulina e a queda progressiva da funcdo das células beta
pancreaticas, formavam o principal mecanismo envolvido para sua origem, contudo,

sabe-se que o processo de diabetizacao ultrapassa isso, envolvendo mecanismos de



17

lipdlise, hipersecrecéo de glucagon, aumento da reabsorcéo renal de glicose, aumento
da producdo hepatica de glicose, disfuncdo de neurotransmissores e alteracdes
gastrointestinais (deficiéncia/resisténcia incretinica). Os oito elementos acima citados
constituem o chamado “Ominous octet” (Figura 1). (DEFRONZO, 2009; JUROWICH,
2013).

FIGURA 1: OMINOUS OCTET
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Fonte: DEFRONZO, R. A. From the triumvirate to the “ominous octet”. a new paradigm for the
treatment of type 2 diabetes mellitus. Diabetes, v. 58, p. 773- 795, April, 2009.

A insulina é um hormoénio anabdlico fundamental para a manutencdo da
homeostase da glicose, bem como, do crescimento e diferenciacdo celular. E
secretado pelas células B das ilhotas pancreaticas, logo apds as refeigdes, como
resposta ao aumento da concentracdo dos niveis de glicose e aminoacidos
circulantes. (MARTINS, 2016).

A falta da insulina ou a incapacidade das células de responder a ela, ocasiona
uma elevacdo do nivel de glicose no sangue ou o0 que conhecemos como
hiperglicemia, que € a principal caracteristica do diabetes. Essa hiperglicemia, se ndo
controlada, a longo prazo pode acarretar inUmeros danos a varios 6rgaos do corpo,
provocando o desenvolvimento de doencas incapacitantes e perigosas para a
sobrevivéncia, como doencas cardiovasculares, neuropatia, nefropatia ou doencas
oculares que terminam em retinopatia e cegueira, contudo, se o diabetes for

corretamente tratado, essas complicagcbes graves podem ser adiadas ou impedidas.
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(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017 p. 16).

Em situac6es de normalidade a concentracao plasmatica de glicose fica entre 70
a 120mg/dl, essa euglicemia se mantém por intermeédio de trés processos distintos: a
ingestdo de carboidratos, a producao enddgena de glicose e a utilizacdo periférica
desta glicose. Cinco a seis horas ap6s uma refeicdo, ndo havendo mais ingestédo
alimentar, o estado de jejum pds-absortivo é basicamente um equilibrio entre a
producdo e a utilizacdo de glicose. A glicogendlise hepatica observada no estado
pésabsortivo inicial, € a responsavel pela maior parte da producdo da glicose
endogena. O estado de jejum persistindo a gliconeogénese se torna importante para
manter o equilibrio, trata-se de um processo metabdlico, onde o organismo produz sua
propria glicose a partir de fontes que ndo os carboidratos. Para a manutencdo da
euglicemia, cinco hormonios sdo muito importantes: a insulina, o glucagon, a
epinefrina, o cortisol e 0 horménio do crescimento. A insulina é responsavel por baixar
0s niveis da glicose no sangue atraves da estimulacdo de sua captacao e utilizacéo
pelas células, e, restringindo sua producdo endogena. Os demais sdo hormonios
contrarreguladores, opdem-se ao metabolismo da insulina. (KOCHAR, 2003).

A classificacdo e o diagnostico do diabetes tem sido objeto de muitos estudos,
debates e revisdes durante muitas décadas por serem muito complexos. Atualmente
o DM é classificado de acordo com a sua etiologia. (OLIVEIRA; VENCIO, 2016, p. 19;
INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017).

Diabetes tipo 1, é caracterizada pela destruicado das células 8 produtoras de
insulina e localizadas nas ilhotas pancreaticas e isto ocorre por uma reacéo autoimune
na qual o sistema imunoldgico ataca as células 3 do organismo. Como resultado deste
processo o0 corpo produz pouco ou nenhuma insulina, acarretando uma deficiéncia
absoluta ou parcial do horménio. Os motivos destes processos destrutivos ainda nao
sdo bem esclarecidos, mas sabe-se que envolve uma combinacao de suscetibilidade
genética e estimulos ambientais, como por exemplo, infec¢des virais, toxinas ou
habitos alimentares. (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017, p. 17).

Diabetes tipo 2, caracterizada por um defeito na secrecéo da insulina ou na acao
periférica do horménio, a DM2 tem sido e ainda continuard a ser, motivo de
discussoes. O fato € que a DM2 compreende entre 80% a 90% de todos os casos de
diabetes. A maioria das pessoas com DM2 apresentam obesidade intra-abdominal

(visceral), que esta ligada a resisténcia a insulina, e frequentemente estes individuos
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apresentam também hipertenséo e dislipidemia (triglicerideos altos e baixos niveis de
HDL-colesterol; hiperlipidemia pos-prandial). A DM2 € a forma mais comum de
diabetes e esta associada ao historico familiar, idade avancada, obesidade e falta de
exercicios. (BAYNES, 2015).

Diabetes gestacional (DG), diagnosticado no 2° ou 3° trimestres da gravidez,
potencialmente reversivel. Se manifesta durante a gravidez e tem associacdo com
intolerancia a acao da glicose. Gestantes que desenvolveram a DG, apresentam um
risco maior de desenvolver a DM2 nos anos seguintes. (SOCIEDADE PORTUGUESA
DE DIABETOLOGIA, 2014; DIABETES CARE, 2019).

A Sociedade Brasileira de Diabetes (2019), indicou critérios para o diagndstico
clinico do diabetes mellitus, que sao igualmente sugeridos pela Associacdo Americana
do Diabetes (ADA), considerando pelo menos uma das seguintes condicdes:
hemoglobina glicada (Hb A1c) = 6,5%, glicemia de jejum = 126 mg/dL (jejum caldrico
de no minimo 8h), glicemia = 200 mg/dL duas horas apds a administracdo de uma
sobrecarga de glicose contendo o equivalente a 75 g de glicose anidra em agua e, por
fim, a dosagem de uma glicemia aleatéria = 200 mg/dL em pacientes com sintomas
classicos de hiperglicemia.

A atencdo a saude do paciente realizada de forma correta, resultara em uma
prevencao efetiva do diabetes, e quando fala-se do diabetes, estamos falando em
prevencao no seu inicio (prevencado primaria), prevencao das complicacbes agudas e
cronicas (prevencdo secundaria), ou ainda, em reabilitacdo e restricdo das
incapacidades produzidas pelas complicacbes da doenca (prevencéo terciaria).
(OLIVEIRA; VENCIO, 2017).

1.2.2 Papel do Epitélio Intestinal

O intestino delgado estende-se do piloro até o ceco e sua funcéo € de digestao
e absorcao dos alimentos. Seu epitélio € do tipo cilindrico alto, formado por células
cilindricas que apresentam funcéo absortiva e células caliciformes que produzem o
muco com funcdo de lubrificar a mucosa intestinal. O epitélio apresenta ainda,
estruturas importantes como as vilosidades e a cripta de Lieberkihn. (COELHO,
2005).
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O epitélio intestinal a partir do duodeno até o célon é formado por células
chamadas enterdcitos, que estao ligadas entre si por jun¢des bem estreitas. O epitélio
intestinal é responsavel por vérias fungdes, entre elas o transporte e metabolismo de
nutrientes. (ARAUJO; MARTEL., 2009).

O trato digestivo tem um papel muito importante para o sistema imunolégico do
organismo e estd sempre sendo exposto a antigenos estranhos e outros agentes
ambientais. Os processos imunol6gicos, em sua maioria, ocorrem na mucosa, que €
formada pelo epitélio, a lamina prépria subjacente e a mucosa muscular (Figura 2).
(MOWAT; AGACE, 2014). O sistema de defesa intestinal € composto por algumas
células importantes que tem como caracteristica uma alta taxa de renovacao celular.
(OLIVEIRA; HAMMES, 2016). Os Enterdcitos, representam cerca de 80% de todas as
células epiteliais no intestino, elas apresentam juncdes apertadas bastante eficientes
gue auxiliam na separacdo entre conteudos luminais e o interior do epitélio, podem
atuar como células apresentadoras de antigenos, expressando moléculas MHC (major
histocompatibility complex) classe Il e receptores do tipo Tol. (RAMIRO et al., 2008).
Os enterdcitos também estdo relacionados ao transporte de glicose através das
proteinas SGLT-1 (Co transportador Na+t/glicose 1) e GLUT-2 (Transportador de
glicose 2), 0 SGLT-1 é expresso no intestino delgado. (BURANTE, 1996; WRIGHT, et
al., 2003; OKAMOTO, 2007). As Ceélulas caliciformes, sdo as responsaveis pela
producdo de mucina intraluminal. As mucinas, eletrdlitos e proteoglicanos, compdem
0 muco que reveste a superficie das vilosidades intestinais, mantendo os inimeros
patdgenos separados do epitélio. Este muco pode também aprisionar antigenos e
bactérias que podem ser hidrolisados para ficarem menos alergénicos ou ser
excretados com auxilio dos movimentos peristalticos intestinais. (ACHESON, 2004;
ABBAS et al, 2011). As células enteroenddcrinas, sao responsaveis pela secrecao dos
horménios intestinais. (OLIVEIRA; HAMMES, 2016). A célula de Paneth, séo
responsaveis pela producéo das proteinas antimicrobianas que irdo auxiliar na defesa
contra micro-organismos invasores. Elas criam uma primeira linha de defesa contra a
invasdo microbiana. (NATIVIDAD, 2012).

As células L, séo células enteroenddcrinas, encontradas no ileo e colon, elas
produzem e liberam o peptideo semelhante ao glucagon (glucagon-like peptide, GLP1)
e o peptideo YY (PYY). O GLP-1 é um horménio que estimula a liberacdo da insulina,

apresentando um efeito antidiabético, jAo PYY, é um horménio anorexigeno, que pode
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reduzir a velocidade do transito intestinal. (KAJIl; KARAKI; KUWAHARA, 2014). As
células L apresentam também, muita expressao de receptores de acidos graxos livres
(free fatty acids) do tipo 2 (FFA2), tais receptores sdo ativados por acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) e promovem a supressao da inflamacéo e secrecédo de GLP-1 e
PYY (KAJI; KARAKI; KUWAHARA, 2014; PSICHAS, et al., 2015).

Por ter essa caracteristica de defesa do organismo, o trato gastrointestinal
apresenta varios obstaculos a administracdo oral de insulina, especialmente a
protedlise enzimatica, a degradacao gastrica e uma barreira absortiva. (AL RUBEAAN;
RAFIULLAH; JAYAVANTH, 2016).

FIGURA 2: ESTRUTURA E COMPOSIGAO EPITELIAL NO INTESTINO DELGADO (A ESQUERDA) E COLON
(A DIREITA)
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Fonte: MOWAT, A. M.; AGACE, W. W. Regional specialization within the intestinal imune system.
Nature Reviews Immunology, v. 14, p. 667-685, 2014.

1.2.3 Diabetizacdo com Estreptozotocina

Por anos, indmeros animais tém sido utilizados para estudar a diabetes mellitus,
bem como, para testar agentes antidiabéticos. Os procedimentos incluem quimica,
cirurgias e modificacdes genéticas em varias espécies de animais para tentar induzir
a diabetes. Os diabetogénicos utilizados sdo os mono-hidratos de aloxano,
estreptozotocina com ou sem nicotinamida, nitrilotriacetato férrico, ditizona e soro
antiinsulina. (JOURNAL OF NORTH AMERICA, 2010).
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Em experimentos onde o diabetes tipo 1 € induzido quimicamente, uma grande
quantidade de células B enddégenas sao destruidas e como consequéncia pouca
insulina enddgena é produzida o que leva a hiperglicemia e perda de peso. A inducao
quimica do diabetes proporciona um modelo simples e economicamente mais
acessivel, podendo ser utilizada em roedores e outros animais de maior porte.
(DUFRANE et al., 2006). A inducdo quimica do diabetes é adequada para testar
drogas ou terapias onde o que se espera € baixar a glicose no sangue de forma
ndobeta-celular dependente, como por exemplo, para testar novas formulas de
insulina. (JEDERSTROM et al., 2005; SHESHALA et al., 2009).

A Estreptozotocina, estreptozocina, lzostazin ou zanosar (STZ) é um derivado
de glucopiranose nitrosoureido sintético isolado de fermentacbes do Streptomyces
achromogenes que vem a ser um antibiotico anti-tumor. A Estreptozotocina impede a
sintese de ADN em células de mamiferos e células bacterianas. (JOURNAL OF
NORTH AMERICA, 2010). Quimicamente a STZ (Figura 3) € um glicosideo analogo a
metilnitrosuréia, capaz de inibir a sintese de insulina. E uma molécula semelhante a

glicose, apresenta efeito citotoxico nas células B-pancreaticas. (LENZEN, 2008).

FIGURA 3: ESTRUTURA QUIMICA DA ESTREPTOZOTOCINA

Fonte: LENZEN, S. The mechanisms of alloxan-and streptozotocin-induced diabetes.
Diabetologia, v. 51, p. 216-226, 2008.

A STZ é conduzida para o meio intracelular pelo transportador de glicose,
isoforma 2 (GLUTZ2), e ira induzir reacdes de alquilagcdo que sera responsavel pela
fragmentacdo do acido desoxirribonucleico (ADN) (Figura 4). Produzird ainda a
metilacéo, a reducao dos niveis da nicotina adenina dinucleotideo (NAD+) e posterior
deplecdo dos estoques energéticos de adenosina trifosfato (ATP). Esta sucessao de
eventos esta ligada a necrose celular. (LENZEN, 2008; VAREDA, 2013).
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FIGURA 4: MECANISMO DE AGAO DA STZ
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Fonte: AL-AWAR, A. et al. Experimental diabetes mellitus in different animal models. Journal of
Diabetes Research, v. 2016, 2016.

Segundo Sukhotnik et al. (2011), a inducéao do diabetes pela STZ, ocasiona o

crescimento da mucosa intestinal e aumenta a renovacao celular dos enterocitos.

1.2.4 Insulina Oral

A insulina foi isolada pela primeira vez no ano de 1921, por Banting e Best,
contudo, a sequéncia de aminoacidos s6 foi esclarecida 35 anos mais tarde por
Sanger. Ela foi a primeira proteina que teve sua estrutura explicada e com isso
permitiu a analise de muitos outros polipeptidios e proteinas biologicamente ativos.
(GOULAO, 2007).

Para o controle do DM1 é usualmente utilizada a injecdo subcutanea de insulina
diariamente, porém, esse tratamento é de dificil adesdo do paciente pelo fato da
inconveniéncia relacionada com a administracdo de insulina. Além do stress
psicologico, muitas vezes causado pela agulha e a dor, existem outros efeitos
secundarios relacionados, como, ganho de peso, hipoglicemia, edema e lipodistrofia,
gue estdo relacionados a injecdo subcutanea de insulina. Para tentar resolver esta

dificuldade, pesquisadores estudam um mecanismo de administracao de insulina oral.
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Esta insulina dever& apresentar similaridades com a funcdo da insulina natural do
corpo ou ser comparavel as formas injetaveis (FU; QIU; RADICAN, 2009; KADIYALA,
et al., 2014; PURNELL, et al., 2013).

Recentes pesquisas com ratos diabéticos, demonstraram que a insulina oral tem
competéncia para modificar o comportamento do epitélio intestinal. (LIPINSK, et al.,
2017).

Sukhotnik et al. (2011), concluiu que a administragéo da insulina oral em ratos,
consegue reverter a hiperplasia intestinal diabética, possivelmente resultado de uma

“‘down regulation” de receptores de insulina no epitélio.

1.2.5 Nanocapsulas Poliméricas

A utilizacdo de nanoparticulas € um campo que esta em constante expansao,
apresentando um importante papel em varias areas, como a medicina por exemplo.
Estudos recentes mostram sua aplicagdo inclusive na administracdo de
medicamentos. As Nanoparticulas poliméricas (PNP), sdo particulas sélidas ou
dispersbes de particulas com tamanho entre 10-1000 nm. (MALLAKPOUR et al.,
2016).

Podem ser sintetizadas por diferentes vias, mas, cada uma delas tera como
objetivo o encapsulamento de agentes farmacéuticos e sua administracdo voltada
para fins terapéuticos. (BOLLHORST et al., 2017).

As PNP séo consideradas uma opc¢ao para a administracdo da insulina, pois
aumentam a biodisponibilidade do medicamento. (FONTE, 2013; HIRLEKAR, 2017).



25

CAPITULO 2 - ARTIGO

Diabetes Mellitus (DM) € uma doenca metabdlica crbnica, relacionada com
alguns fatores de risco tais como, obesidade, sedentarismo, historia familiar ou
diabetes gestacional. Quando nao tratada adequadamente pode levar ao
desenvolvimento de complicagbes graves, as quais podem ser fatais, gerando altos
custos para os sistemas de saude. (FONTE, 2013; AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2017).

Dados da Federacao Internacional de Diabetes (IDF), demonstraram que, em
2017, existiam aproximadamente 425 milhdes de adultos, entre 20 a 79 anos,
diabéticos no mundo, sendo que, a perspectiva é que esse nimero aumente para 693
milhdes até 2045. (BAYNES, 2015; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION,
2017).

O tratamento do DM consiste em um sistema heterogéneo, que engloba
medidas de educacédo em saude, alimentacado e atividade fisica, além da terapéutica
medicamentosa. A Ultima inclui o horménio insulina, que podem ser utilizados de forma
isolada ou combinados. (OLIVEIRA; VENCIO, 2017).

Apesar da grande capacidade desse horménio em reduzir a morbidade e a
mortalidade associada ao DM, a adesao ao tratamento com a insulina exégena é
bastante deficiente. Tal fato decorre do desconforto e estigma associado ao uso
subcutaneo desse farmaco. (CHEN, 2018).

A busca por novas alternativas nao invasivas para a administracédo da insulina
tem sido o objetivo de diversos estudos. A administracdo oral de medicamentos
mostra-se viavel para garantir que o0s pacientes tenham uma boa adesdo ao
tratamento. Porém, a administracéo oral de medicamentos proteicos/peptidicos, como
a insulina, oferece uma baixa biodisponibilidade, devido a sua passagem ineficiente
pelo ambiente e epitélio gastrointestinal. (FONTE, 2013; AL RUBEAAN et al. 2016;
LIU, 2016).

Na tentativa de aumentar a adesao ao tratamento e melhorar a expectativa de
vida dessa populacéo, varias alternativas estdo sendo desenvolvidas. O uso da
nanotecnologia € um setor que vém crescendo na area meédica devido aos inimeros
beneficios como aumento da biodisponibilidade, biocompatibilidade, menor dose

necessaria e baixo custo para producdo. (MALLAKPOUR et al., 2016).
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As nanoparticulas poliméricas consistem em sistemas de incorporacédo de
farmacos compostas principalmente por polimeros biodegradaveis. O tamanho
reduzido das nanoparticulas permite que haja uma maior superficie de contato, com
grande quantidade de ativo absorvido. Além disso, essa estrutura mantém a
estabilidade de compostos, o tempo de retencao e a penetracédo intracelular. (DUBEY
et al., 2012).

Dentre os polimeros largamente estudados para fim de liberagéo intestinal, os
polimeros derivados do &cido metacrilico, metilmetacrilato e etilacrilato (denominados
comercialmente como Eudragit, principalmente em sua formulacado S100), sédo os mais
adequados. Esse fato deve-se a dissolucao desse polimero em solu¢des aquosas com
pH maior que 7, o que permite a sua passagem pelo estbmago de forma inalterada.
(CHOURASIA; JAIN, 2003).

Sendo assim, esse trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da
administracao oral da insulina nanoemcapsulada, através de parametros bioquimicos

e ponderais, bem como, analisar a histomorfometria do intestino e das gorduras.

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Obtencéo das Nanocéapsulas Poliméricas Contendo Insulina

O polimero Eudragit ® S100 foi previamente dissolvido em tampao fosfato pH
7,4. Em seguida, a insulina foi lentamente adicionada sob agitacdo magnética, com o
auxilio de uma seringa. Essa formulacdo foi seca utilizando o equipamento Spray
Drying — LABMAQ, modelo MSD 1.0 (Ribeirdo Preto- Brasil). Foram utilizados os
seguintes parametros operacionais: presséo de ar de atomizacado de 1,68 kgf.cm-2,
vazéao de 0,022 L.min-1 e temperatura do ar de saida de 60 + 5°C. Os poés secos foram
cuidadosamente recuperados, pesados e armazenados sob refrigeracdo até o
momento do uso. As nanoparticulas sem a presenca da insulina foram preparadas

como controle negativo. As formulacfes foram obtidas em triplicata.
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2.1.2 Ensaio Animal

O protocolo experimental foi previamente submetido a aprovacao da Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG) — Protocolo numero 044/2018.

Foram utilizados 60 ratos Wistar machos, pesando aproximadamente 250 g,
mantidos em gaiolas de plastico com racdo comercial (Nutival®) e agua ad libitum,
temperatura (22 + 2 °C) e ciclo claro/escuro de 12 horas controlados automaticamente.
Os animais foram divididos igualmente em 4 grupos (quadro 1): grupo controle (CTRL),
hiperglicémicos (HG), hiperglicémicos tratados nanoparticulas polimérica (HG + NP) e
hiperglicémicos tratados com nanoparticulas poliméricas contendo insulina (HG +
NPI).

A solucado acida 0,1% foi utilizada como veiculo para evitar a degradacao
polimérica e todos os grupos receberam diariamente 200 pl de solucéo durante 60
dias. Para os animais tratados com nanoparticulas foi administrado concentragéo
correspondente a 4Ul.

O desenvolvimento ponderal foi acompanhado durante todo experimento.

Quadro 1: Grupos de tratamento

GRUPO TRATAMENTO
Controle Normoglicémico - CTRL 2UI HCL 0,1%
Controle Hiperglicémico - HG 2UI HCL 0,1%
Hiperglicémico + nanoparticulas — HG+NP 4Ul HCL 0,1% + NP
Hiperglicémico + nanoparticulas com insulina — 4U1 HCL 0,1% + NPI
HG + NPI

Fonte: A autora

2.1.3 Inducao da Hiperglicemia

A hiperglicemia foi induzida utilizando duas aplicacbes de 30 mg/kg de
estreptozotocina (Cayman chemical company — USA) por via intraperitoneal, com
intervalo de 24h. A glicemia de jejum desses animais foi realizada ap6s 1 dia para
confirmacgédo. Foram incluidos no trabalho somente animais com valores glicémicos

acima de 250 mg/dl em jejum de 6 horas.
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2.1.4 Teste de Tolerancia a Glicose

O teste de tolerancia a glicose foi realizado em todos o0s grupos
administrandose 2 mL de solucédo a 0,5 g/mL de glicose por gavagem. Nos tempos 0O,
30, 60,90 e

120 minutos, a glicemia foi avaliada utilizando glicosimetro portatil (Accu chek® active).

2.1.5 Andlise Bioquimica

Apo6s 60 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados com
superdosagem de cloridrato de quetamina e xilazina, o sangue foi coletado por puncao
cardiaca, centrifugado em tubo gel separador por 10 min a 2500 rpm. O soro foi
acondicionado em tubos de 2mL e mantidos sob refrigeracédo a - 80°C até o0 momento
da andlise. A determinagdo dos teores séricos de colesterol e triglicerideos foram
realizadas por metodologia enzimatica colorimétrica, em analisador bioquimico
semiautomatico BIO PLUS 200, utilizando kit comercial Ebram produtos laboratoriais
Ltda®.

2.1.6 Andlise Histoldgica

Apés a eutanasia, foram retirados fragmentos de intestino delgado (duodeno,
jejuno e ileo) com 10 cm cada e a totalidade das gorduras retroperitoneal, epididimal
e mesentérica e pesados em balanca de precisdo e em seguida armazenadas em
formol 10% para fixacao.

O material foi processado, seccionado em microtomo com espessura de 3 um
e corado com Hematoxilina e Eosina (HE) para avaliacdo do comprimento e largura
do vilo e profundidade de cripta (fig. 5). Em seguida, as secc¢fes histoldgicas foram
fotografadas com microscépio Olympus DP72 utilizando o programa CellSens

Standard. As analises foram realizadas em triplicata.
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FIGURA 5: FOTOMICROGRAFIA DO EPITELIO DUODENAL ANALISADA EM AUMENTO DE 10X.
(L1- DISTANCIA ENTRE O APICE DA VILOSIDADE E O INICIO DA SUBMUCOSA; L2- PROFUNDIDADE DA CRIPTA
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Fonte: A autora.

2.1.7 Andlise Estatistica

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

de teste Kolmogorov-Smirnov, com intervalo de varidncia em 95% (p < 0,05).

2.2 RESULTADOS

2.2.1 Peso Corporal

Todos os animais que receberam estreptozotocina (STZ) e foram considerados
aptos para o estudo, apresentaram reducao significativa (p<0.05) no desenvolvimento
ponderal em relagdo ao controle (gréafico 1). Conforme observado no grafico 2, apos a
indugdo com STZ os animais tiveram reducdo de peso nas primeiras 4 semanas, e

nas 4 semanas seguintes mantiveram os pesos demonstrando uma adaptacgéao.
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No processo de indugao quimica do diabetes tipo 1, muitas células  endogenas
sdo destruidas, e desse modo, ha pouca producédo enddégena de insulina, levando a
hiperglicemia e perda de peso (KING, 2012), corroborando com os dados encontrados
nesse trabalho.

Conforme estudo realizado induzindo o diabetes tipo 2, através de dieta
hiperlipidica e uma baixa dose de STZ em ratos Wistar, foi observado a reducédo na
massa corporal destes animais, sem ganho expressivo ao longo do experimento. Essa
perda de peso apés a administracdo da STZ ja era esperada, pois, a utilizacdo desta
em ratos, leva ao desenvolvimento de hiperglicemia, polilria e a perda de peso.
(CORREIA-SANTOS, 2012).

Similarmente, Rani et al. (2019), avaliaram os efeitos da utlizacdo de
nanoparticulas com glicirrizina e timoquinona, em ratos Wistar fémeas hiperglicémicas
e observaram diminuicdo de peso ap0s administracdo da STZ e efeitos positivos do
tratamento.

Sendo assim, os efeitos dos tratamentos no peso corporal dos animais,
mostraram que, durante a primeira semana de tratamento, os animais diabéticos nédo
demonstraram variacao significativa no peso corporal, contudo, o peso dos animais do
grupo HG, diminuiu significativamente a partir do 14°dia (p<0.01) e 21° (p<0.001)
respectivamente, em relacao aos grupos controle. Esses resultados demonstram que

a inducéo a hiperglicemia utilizando a STZ leva a diminuicdo do peso corporal.
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GRAFICO 1: EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM NANOPARTICULAS CONTENDO INSULINA NO PESO CORPORAL
FINAL DE ANIMAIS HIPERGLICEMICOS. OS DADOS SAO A MEDIA £ DPM. OS SIMBOLOS SOBRE AS BARRAS INDICAM
DIFERENGAS ENTRE OS GRUPOS. *P<0.05; *P<0.01; ***P<0.001 E ****P<0.0001
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GRAFICO 2: EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM NANOPARTICULAS CONTENDO INSULINA SOBRE A EVOLUGCAO DO
PESO CORPORAL EM ANIMAIS HIPERGLICEMICOS. OS DADOS SAO A MEDIA + DPM. OS SIMBOLOS SOBRE AS
BARRAS INDICAM DIFERENCAS ENTRE OS GRUPOS. A- EVOLUCAO DO PESO QUINZENAL; B- AREA SOB A CURVA
DO GRAFICO A. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 E ****p<0.0001
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2.2.2 Gordura

A reducdo do peso nas gorduras epididimais e mesentérica foi observada em
todos os animais que receberam STZ em relacdo ao controle (grafico 3). Os animais
do grupo HG-NP apresentaram um aumento da gordura retroperitoneal em relacdo ao
grupo HG-NPI (grafico 3 B). Este fato pode ter ocorrido devido a estrutura do envoltoério
polimérico apés ser degradado formar &cidos graxos de cadeia curta (AGCC). O
aumento da gordura retroperitoneal no grupo HG-NP no final do experimento reforca

os dados encontrados no peso e a area sobre a curva.

Segundo Moreira et al. (2012), aproximadamente 90% dos AGCC sao absorvidos
por células presentes no célon (colondcitos), o butirato por ex., € quase totalmente
usado como fonte de energia nas células intestinais, e o restante ira atingir a circulacéo
portal, sendo assim, os AGCC podem fornecer calorias a mais o que contribui para o

ganho de peso na forma de gordura.

GRAFICO 3. EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM NANOPARTICULAS CONTENDO INSULINA NO ESTOQUE DE
GORDURA DE RATOS HIPERGLICEMICOS. OS DADOS SAO A MEDIA + DPM. OS SIMBOLOS SOBRE AS BARRAS
INDICAM DIFERENGAS ENTRE OS GRUPOS. A- ESTOQUE DE GORDURA EPIDIDIMAL; B- ESTOQUE DE GORDURA
RETROPERITONEAL E C- ESTOQUE DE GORDURA MESENTERICA. *P<0.05; *P<0.01; ***P<0.001 E
**+*p<(0.0001
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2.2.3 Glicemia

O gréfico 4 apresenta os dados de glicemia basal dos animais. Pode-se observar
um efeito hipoglicemiante no grupo HG-NPI, estes animais tiveram reducao
significativa em relacao ao grupo HG-NP (p<0.05). Esse efeito pode estar relacionado
a absorcdo intestinal e liberacdo da insulina, ja que o polimero apresenta
caracteristicas gastroresistentes, permitindo a liberacdo da insulina no intestino
delgado.

Os resultados apresentados nesse trabalho corroboram com Malathi et al.(2015),
gue avaliaram a eficiéncia de nanoparticulas de PLGA (Poly lactic-co-glycolic acid), na
administracao oral da insulina em ratos hiperglicémicos induzidos com STZ, onde os
niveis de glicose diminuiram significativamente em animais que receberam as
nanoparticulas com insulina oral, em comparacdo aos que receberam insulina livre.
Em nosso trabalho a reducdo néo foi tdo acentuada, contudo a dose utilizada era 5
vezes menor.

Segundo Fang et al. (2019), obtiveram nanoesferas de fitalato de hidroxipropil
metilcelulose e demonstraram que houve um efeito hipoglicemiante nos animais
tratados com as nanoparticulas. Esse resultado pode estar relacionado com a maior
superficie de contato, devido ao menor tamanho de particula e aumento da absor¢éo
de insulina pelo epitélio intestinal.

Do mesmo modo, Wu et al. (2012), desenvolveram nanoparticulas contendo
insulina, Eudragit RS e poli (acido latico co-glicolico) recobertas com fitalato de
hidroxipropil metilcelulose. Os resultados mostraram que houve uma liberacdo maior
da insulina em pH alcalino e os niveis de glicose no sangue permaneceram baixos por

um tempo prolongado.
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GRAFICO 4: FEITO DO TRATAMENTO ORAL COM NANOPARTICULAS CONTENDO INSULINA NA GLICEMIA BASAL DE
RATOS HIPERGLICEMICOS. OS DADOS SAO A MEDIA + DPM. OS SiIMBOLOS SOBRE AS BARRAS INDICAM
DIFERENGAS ENTRE OS GRUPOS. *P<0.05; *P<0.01; ***P<0.001 E ****P<0.0001
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2.2.4 Tolerancia a Glicose

O teste de tolerancia a glicose mostrou que houve um aumento da glicemia em todos
0s grupos (grafico 5).

O grafico 5 apresenta os resultados do teste de tolerancia a glicose. Pode-se
observar que os grupos tratados com STZ mostraram um aumento pronunciado na
glicemia durante o teste. O gréafico 5 B apresenta a area sob a curva do gréfico 5, pode-
se observar que o grupo que recebeu nanocapsulas contendo insulina, apresentou
uma discreta diminuicdo na area (p<0.05), mostrando que o tratamento com as
nanocapsulas contendo insulina melhora a sensibilidade a insulina, melhorando

conseguentemente a resposta.
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GRAFICO 5: EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM NANOPARTICULAS CONTENDO INSULINA NO TESTE DE
TOLERANCIA A GLICOSE DE ANIMAIS HIPERGLICEMICOS. OS DADOS SAO A MEDIA = DPM. Os SIMBOLOS SOBRE
AS BARRAS INDICAM DIFERENCAS ENTRE OS GRUPOS. A- CONCENTRACAO DE GLICOSE POR TEMPO; B- AREA SOB
A CURVA, *P<0.05; **pP<0.01; ***P<0.001 E ***P<0.0001
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2.2.5 Teste de Tolerancia a Insulina

O grafico 6 apresenta os dados do teste de tolerancia oral a insulina. Pode-se
observar no grafico 6 A, que o grupo controle apresenta uma menor concentracao de
glicose durante todo o teste, ja 0 grupo que recebeu STZ, todos os trés grupos
apresentaram aumento de glicemia durante todo o teste. O grafico 6 B apresenta o
indice de decaimento da glicose, por se tratar de um teste oral, onde os animais
receberam a insulina por gavagem o decaimento da glicose foi semelhante em todos
0S grupos, ndo observamos um decaimento expressivo como ocorre quando a insulina

€ administrada por via parenteral.
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GRAFICO 6: FEITO DO TRATAMENTO ORAL COM NANOPARTICULAS CONTENDO INSULINA NO TESTE ORAL DE
TOLERANCIA A INSULINA EM RATOS HIPERGLICEMICOS. OS DADOS SAO A MEDIA + DPM. OS SIMBOLOS SOBRE AS
BARRAS INDICAM DIFERENCAS ENTRE OS GRUPOS. A- GLICEMIA EM TEMPO; B- INDICE DE DESAPARECIMENTO DA
GLICOSE. *P<0.05; **p<0.01; **P<0.001 E ****p<0.0001
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2.2.6 Colesterol/Triglicerideos

O Grafico 7 A apresenta os dados de colesterol total. O teste de ANOVA néao
mostrou diferencas significativas entre 0s grupos.

Diabetes € um fator de risco isolado para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares além de amplificar o efeito de outros fatores de risco como
hipercolesterolemia. O fendétipo classico da dislipidemia associada a diabetes é a
presenca de altos niveis de triglicerideos e LDL-c e baixos niveis de HDL-c. Entretanto,
o valor do colesterol total ndo apresenta alteracdo importante nos pacientes diabéticos
em relacdo aos nao-diabéticos. (MOORADIAN, 2009; SCHOFIELD, 2016).

O grafico 7 B mostra que a concentracdo sérica de triglicerideos encontra-se
elevada no grupo HG em relacdo aos demais. O grupo HG-NPI apresentou diminui¢ao
na concentracdo sérica de triglicerideos mantendo os niveis semelhante aos do grupo

controle (p<0.05).
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O diabetes mellitus esta associado a varios disturbios metabodlicos, como o
metabolismo lipidico que & muito afetado, conferindo niveis elevados de triglicerideos
e colesterol total, e baixos niveis de HDL-C. (Elberry, 2015).

Essa caracteristica € consequéncia da deficiéncia de insulina, ou da resisténcia
periférica a insulina, que leva ao aumento da atividade de lipases intracelulares,
aumentando, assim, a quantidade de acidos graxos nédo esterificados circulantes. Altos
niveis circulantes desses acidos graxos agem de forma a aumentar a producao
hepética de triglicerideos, associada a aumento da secrecdo de apolipoproteina B
(apoB). (MOORADIAN, 2009; SCHOFIELD, 2016).

Enquanto as alteragdes da insulina estimulam a atividade de lipases
intracelulares, ha uma inibicdo da acdo de lipases responsaveis por remover 0s
triglicerideos da circulacao, contribuindo, entdo, para que haja um aumento lipidico pos
prandial. A insulina, quando administrada por via subcutanea, tem como caracteristica
0 aumento dos niveis de HDL-c e redugédo dos niveis circulantes de triglicerideos.
(MOORADIAN, 2009; SCHOFIELD, 2016).

Os resultados encontrados neste estudo para triglicerideos, corroboram com
Kumari, et al. (2020) que estudaram a utilizacdo de nanoparticulas contendo insulina
em ratos hiperglicémicos induzidos com STZ. A pesquisa demonstrou uma diminui¢cao
do triglicerideo nos animais tratados com nanoparticulas de ouro recoberta com

polissacarideo extraido da maca.
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GRAFICO 7: FEITO DO TRATAMENTO ORAL COM NANOPARTICULAS CONTENDO INSULINA NO PERFIL LIPIDICO DE
ANIMAIS HIPERGLICEMICOS. OS DADOS SAO A MEDIA £+ DPM. Os SIMBOLOS SOBRE AS BARRAS INDICAM
DIFERENCAS ENTRE OS GRUPOS. A- COLESTEROL TOTAL SERICO; B- TRIGLICERIDEOS SERICOS. *P<0.05;
**p<0.01; **P<0.001 E ****p<0.0001
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2.2.7 Peso intestino (Duodeno, Jejuno e ileo)

O grafico 8 apresenta, respectivamente, os resultados obtidos pela comparacao
do peso da porcao do duodeno, jejuno e ileo. Os animais hiperglicémicos recebendo
ou nao tratamento tiveram as por¢des pesados do duodeno e jejuno mais pesados que
no controle.

Ainda nado existe uma unanimidade entre os pesquisadores quanto ao papel da
insulina no epitélio intestinal, nem quanto aos mecanismos que estdo relacionados a
hiperplasia intestinal. Os animais tratados apenas com as nanocapsulas (HG-NP)
tiveram um maior peso do ileo.

Sabe-se que a insulina administrada pela via oral tem um papel de modulacédo na
proliferacédo celular no intestino diabético, revertendo a hiperplasia intestinal diabética,
como resultado de uma inibicdo da proliferacdo e do crescimento celular.
Macroscopicamente, essas alteracdes podem ser observadas pela alteracdo do peso
intestinal dos ratos diabéticos tratados em comparacdo com aqueles nao tratados.
Microscopicamente, é possivel visualizar a reducdo da altura das vilosidades
intestinais dos animais tratados, sugerindo uma reducéo na superficie de absorcéo
intestinal. (Sukhotnik et al., 2011).
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GRAFICO 8: EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM NANOPARTICULAS CONTENDO INSULINA NO PESO DO INTESTINO
DE RATOS MACHOS HIPERGLICEMICOS. OS DADOS SAO A MEDIA = DPM. OS SIMBOLOS SOBRE AS BARRAS
INDICAM DIFERENCAS ENTRE OS GRUPOS. A- PESO DUODENO; B- PESO JEJUNO E C- PESO iLEO. *P<0.05;
**p<0.01; **P<0.001 E ****p<0.0001
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2.2.8 Cripta/Vilos

O grafico 9, apresenta os resultados obtidos apos o tratamento oral com
nanoparticulas contendo insulina, no epitélio duodenal de ratos hiperglicémicos. O
Grafico 9 A demonstra o comprimento total da cripta. No grafico 9 B pode-se observar
gue ocorreu uma diferenca significativa entre o grupo controle e hiperglicémicos
(p<0.05), onde o tratamento com nanocapsulas de insulina reduziu o comprimento da
cripta. O grafico 9 C demonstra os dados de comprimento total.

Os animais dos grupos gque apresentaram hiperglicemia tiveram um aumento
do comprimento do vilo (p<0,05) na porcdo duodenal recebendo ou nédo tratamento.
Os animais hiperglicémicos (HG) apresentaram significativamente um aumento no
comprimento da cripta em relacdo ao controle e aos animais tratados com
nanocapsulas de insulina. Em relacdo ao comprimento total (vilo + cripta) nao foi

observado nenhuma diferenca.
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Diversos estudos mostram que a quantidade de glicose ingerida pode ter
relacdo com o crescimento do epitélio intestinal. Esse crescimento ocorre nos
segmentos mais proximais do intestino, onde a maior parte da glicose é absorvida.

Essa maior capacidade absortiva das porgdes proximais do intestino delgado,
pode estar relacionada com a menor secrecdo de GLP-1, incretina que € conhecida
por estimular a sensacgao de saciedade. (OKAMOTO, 2014; CAZZO 2016).
Consequentemente, a auséncia desse horménio levaria a hiperfagia e estimularia a
proliferacdo celular. Esse dado, pode explicar o porqué de o segmento duodenal
apresentar maior massa e comprimento dos vilos nos animais hiperglicémicos
observados nesse estudo.

Visto que, a hiperfagia é considerada um fator que dispde a hiperplasia
intestinal, e vale salientar que néo constitui fato primario e, tdo pouco, fator exclusivo
na fisiopatologia desse achado. (NODA 2001).

Ainda, o GLP-1 vem sendo bastante estudado quanto a sua participacdo no
desenvolvimento do DM, contudo, o GLP-2, outra incretina que pode estar associada
com o processo da hiperplasia intestinal, devido aos efeitos troficos sobre o epitélio,
apresenta um crescimento da capacidade absortiva do intestino, uma vez que,
aumenta sua concentracao. (CAZZO 2016).

A relacdo do GLP-2 com a hiperplasia intestinal € confirmada pelo fato de que
0 aumento desse hormoénio pode preceder as mudancas no peso e nas vilosidades
intestinais. (ZHAO, 2017).
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GRAFICO 9: EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM NANOPARTICULAS CONTENDO INSULINA NO EPITELIO
INTESTINAL DE RATOS HIPERGLICEMICOS. OS DADOS SAO A MEDIA + DPM. OS SIMBOLOS SOBRE AS BARRAS
INDICAM DIFERENCAS ENTRE OS GRUPOS. A- COMPRIMENTO TOTAL DA VILOSIDADE B- COMPRIMENTO DA CRIPTA
E C- COMPRIMENTO TOTAL. *P<0.05; **P<0.01; **p<0.001 E ****p<0.0001
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Na avaliacdo histolégica do ileo (grafico 10), os animais hiperglicémicos que
receberam tratamento (HG-NP e HG-NPI) apresentaram um maior comprimento de
vilo em relacéo ao controle (p<0,05), (grafico 10 A). O tratamento com nanocapsulas
vazias ou com insulina reduziu o comprimento da cripta (p<0,05) em relacéo ao grupo
HG (grafico 10 B), contudo no comprimento total os animais que receberam tratamento
mantiveram um comprimento maior em relagcéo ao controle e ao grupo HG (grafico 10
C).
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GRAFICO 10: EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM NANOPARTICULAS CONTENDO INSULINA NO EPITELIO ILEAL DE
RATOS HIPERGLICEMICOS. OS DADOS SAO A MEDIA =+ DPM. Os SIMBOLOS SOBRE AS BARRAS INDICAM
DIFERENCAS ENTRE 0S GRUPOS. A- COMPRIMENTO DO VILO B- COMPRIMENTO DA CRIPTA E C- COMPRIMENTO
TOTAL. *P<0.05; **P<0.01; **P<0.001 E ****p<0.0001
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Alguns resultados encontrados nesse trabalho reforcam e ampliam os
resultados ja encontrados por LIPINSKI et al. (2017), onde a administracéo de insulina
regular por via oral promoveu alteracdes bioquimicas e teciduais, contudo neste
trabalho a administracdo em forma de nanocapsulas em dose 5 vezes menores

promoveram efeitos semelhantes.
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CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a utilizacdo das nanocapsulas gastroresistentes
contendo insulina, administrada via oral em ratos hiperglicémicos, mostrou uma leve
estabilizacdo no peso corporal dos animais no decorrer do experimento. Os resultados
também sugerem que a formulacdo das nanoparticulas, podem ter influenciado no
aumento da reserva de gordura retroperitoneal do grupo que recebeu as
nanoparticulas vazias. Foi observado que a administracdo da insulina oral em
nanocapsulas, contribuiu para a diminuicdo dos niveis de glicose nos animais
hiperglicémicos, bem como, reducgéo dos niveis de triglicerideos nestes animais. Os
animais que apresentaram hiperglicemia tiveram um aumento significativo no
comprimento do vilo na por¢do duodenal, ainda, estes animais demonstraram um
aumento no comprimento da cripta em relacdo aos animais controle e os animais
tratados com nanocapsulas de insulina, ndo apresentando diferenga significativa no
comprimento total. Mais estudos sdo necessarios para elucidar o papel da insulina oral

na proliferacdo celular que ocorre no epitélio intestinal.
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APENDICE A — DESENHO EXPERIMENTAL

divididos em.4 grupos com
60 ratos g .
; > ' 15 ahimais cada e
wistar/machos/entte 2 e 3 SRR < . 5 ewa
meses/# 300g ™ " caixa \
Inducao a hiperglicemia - Durante 60 dias os animais
0S animais receberam 2 receberam agua e dieta
o . A - N -
aplicacdes de 30 mg/kkgde [———| convencional ad lihitum,
“STZ intraperitonealy “tiveram a temp. e
intervalo de 24h. luminosidade controlada

Grupo CTRL" - recebiam diariamente
4UILHCI 0,1%;

A gavagem para o Grupo HG™ - recebiam diariamente
tratameénto foi realizada 4Ul SEL0. Lah .
diariamente/pes | CUBSERERE NP SQIeCen
_ m diariamente 4Ul de HCI 0,1‘%%2,
guinzenal. Grupo HG + NPIx+** recébiam
diariamente 4Ul HCI 0,1% + NPI.

-4.ml de sangue - analises
bioquimicas
Ao términ© dos 60 dias foi -Intestino delgado - segmentado
realizada pesagem, eutanasiae ———| em duodeno, jejuno e-ileo para
COlet.‘a das amostra ! as an.‘a||ses Nra|
histologica
-2g de material secal

*CTRL- controle normoglicémico; **HG- controle hiperglicémico; ***HG+NP- hiperglicémico+
nanocapsulas poliméricas; ****HG+NPI- hiperglicEmicos+ nanocapsulas poliméricas com insulina.
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ANEXO A — DOCUMENTO DE APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA PELA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
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microparticulas contendo insulina na prevencao do Diabetes Melitus tipo |I°
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