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APRESENTACAO

Esta dissertacdo € composta por um artigo cientifico, o qual investiga e apresenta os
efeitos da restricdo alimentar sobre parametros fisiolégicos, bioquimicos e
morfolégicos do intestino grosso em ratos Wistar com diabetes mellitus
experimentalmente induzido. Adotando assim a restricdo alimentar como forma de
tratamento e avaliando se 0 mesmo pode ou nao reverter parametros alterados
quando instalado o quadro de diabetes. Em consonancia com as regras do
Programa de Pos-graduacédo em Ciéncias Bioldgicas, o artigo foi redigido de acordo

com a revista Neurogastroenterology and Motility.ISNN (1365-2982).

Campos, JM; Rosa, CVD; Gomes, LB; Godoi, VAF; Natali, MRM. Efeitos da restricdo
alimentar em ratos diabéticos: parametros fisiologicos, bioquimicos e morfolégicos

do intestino grosso. Neurogastroenterology and Motility.



RESUMO

O diabetes mellitus € uma doenga cronica decorrente da dificuldade do organismo
em metabolizar a glicose, que pode ser resultante da resisténcia a insulina ou
deficiéncia na producdo de insulina pelas células beta pancreaticas. Os danos
causados pelo diabetes sao sistémicos e podem ser observados por alteragdes nos
parametros fisioldgicos, bioquimicos e em varios 6rgéos, incluindo o intestino grosso
e sua morfofisiologia. Considerando que a incidéncia do diabetes esta intensamente
relacionada com o estilo de vida e habitos alimentares, a restricdo alimentar pode
ser utilizada como uma estratégia para manejar e reduzir os danos causados por
esta patologia. Desta forma, este trabalho teve o intuito avaliar os efeitos da
restricdo alimentar sobre os parametros fisioldgicos, bioquimicos e morfofisiolégicos
(parede e inervacdo) do intestino grosso de ratos diabéticos. Para isso, foram
utilizados 20 ratos Wistar machos, com 90 dias divididos, inicialmente, em 2 grupos
(n=10/grupo): C (controle) e D (diabético), e apds o periodo de uma semana de
aclimatacdo no biotério, os ratos do grupo D passaram pelo processo de
diabetizacdo com injecao intravenosa de estreptozotocina (35mg/Kg). No periodo de
0-2 meses (pré-restricdo) o grupo C recebeu racdo padrdao Nuvilab® e &gua ad
libitum e o grupo D recebeu dieta estilo cafeteria (33% racao padrdo Nuvilab, 33%
leite condensado Nestlé ® e 7% acucar) e agua ad libitum. Para o periodo de 3-4
meses (durante restricdo alimentar) os grupos C e D foram redistribuidos em C
(controle), CR (controle com restricdo), D (diabético) e DR (diabético com restricdo)
(n=5/grupo). Todos passaram a receber apenas racdo padrdo, porém 0S grupos em
restricdo receberam apenas 15g/dia e 0s grupos sem restricdo receberam racéo ad
libitum. Os parametros fisiolégicos e bioquimicos avaliados pré e poOs restricdo
foram: glicemia em jejum, teste de tolerancia a glicose, teste de tolerancia a insulina,
massa corporal, consumo de ragdo e agua, proteinas totais, frutosamina,
triglicerideos, colesterol total, aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase,
fosfatase alcalina e analise do transito intestinal. Ao final do tratamento também
foram avaliados parametros intestinais: morfometria das tunicas e parede total do
intestino grosso (colos proximal e distal), indice de células caliciformes e
quantificacdo e morfometria de neurénios mientéricos (HUC/D* e nNOS™). Os grupos
D e DR apresentaram o0s sinais classicos do diabetes, porém o grupo DR



demonstrou melhoras significativas nos parametros fisiolégicos e bioquimicos
avaliados: reducdo no consumo de ragcdo e agua, melhora no perfil lipidico e
enzimas hepaticas, reducédo da glicemia em jejum e curvas glicémicas (ITT e GTT)
com valores também reduzidos quando comparado ao grupo D. Com relacdo as
tunicas intestinais observou-se aumento significativo na espessura das tunicas
mucosa e muscular na espessura do grupo D em relagdo ao grupo C. Para
morfometria e quantificacdo da populacdo neuronal mientérica geral e nitrérgica a
restricdo alimentar ndo se mostrou significativa, sendo assim os danos causados
pelos diabetes sobre a parede intestinal e redu¢cdo morfoquantitativa na populagao
neuronal mientérica prevaleceu, e estes parametros nédo foram revertidos naqueles

grupos submetidos a restricao alimentar.

Palavras-chave: Diabetes mellitus, Intestino grosso, Neurbnios mientéricos,
Parametros bioquimicos, Restricdo alimentar.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a chronic disease due to the body's difficulty in metabolizing
glucose, which may be a result of insulin resistance or deficiency in insulin production
by pancreatic beta cells. Damages caused by diabetes are systemic and can be
observed by changes in physiological, biochemical, and many other parameters,
including the large intestine and its morphology.Considering that the incidence of
diabetes is strongly related to lifestyle and eating habits, dietary restriction can be
used as a strategy to manage and reduce the damage caused by diabetes
mellitus.Thus, this study aimed to evaluate the effects of dietary restriction on the
physiological, biochemical and morphophysiological parameters (intestinal wall and
innervation) of the large intestine of diabetic rats. 20 male Wistar rats were divided
into two groups (n = 10 / group): C (control) and D (diabetic) , And for diabetization
the D group rats received intravenous injection of streptozotocin (35mg / kg).In the O-
2 month period (pre-restriction) group C received standard feed Nuvilab® and water
ad libitum and group D received cafeteria-style diet (33% Nuvilab standard feed, 33%
Nestlé ® condensed milk and 7% sugar) And water ad libitum.For the 3-4 month
period (during food restriction), the C and D groups branched into C (control), CR
(control with restriction), D (diabetic) and DR (diabetic with restriction) (n = 5 /
group).All fed only standard feed, but the restriction groups received only 15g / day
and the unrestricted groups received ad libitum feed. The physiological and
biochemical parameters evaluated were: fasting glycemia, glucose tolerance test,
insulin tolerance test, body mass, feed and water consumption, total proteins,
frutosamine, triglycerides, total cholesterol, aspartate aminotransferase, Alanine
aminotransferase and alkaline phosphatase, intestinal transit velocity.At the end of
the treatment, intestinal parameters were also evaluated: tunica morphometry and
total wall of the large intestine (proximal and distal colon), goblet cells index and
quantification and morphometry of myenteric neurons (HuC/D* and nNOS+). Groups
D and DR showed the classic signs of diabetes, but the DR group showed significant
improvements in the physiological and biochemical parameters evaluated: reduction
in feed and water intake, improvement in lipid profile and liver enzymes, reduction of
fasting glycemia and glycemic curves (ITT and GTT) with values also reduced when
compared to group D. For morphometry of the intestinal tunics we observed more

significant changes in group D in relation to the other groups. For morphometry and



quantification of the general and nitrergic neuronal population the food restriction did
not present significance, thus the damage caused by the diabetes on the intestinal
wall and reduction in the neuronal population prevailed, and these parameters were

not reversed in those groups submitted to food restriction.

Keywords: Diabetes mellitus, Large intestine, Myenteric neurons, Biochemical
parameters, Food restriction.
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1. RESUMO

Neste estudo foram analisados os efeitos da restricdo alimentar (RA) sobre parametros
fisiolégicos, bioquimicos e morfofisiologia do intestino grosso de ratos diabéticos. Para
isso, foram utilizados 20 ratos (CEA/UEM N°. 7590050415/2015) (90 dias) divididos,
inicialmente, em 2 grupos (n=10/grupo): C (controle) e D (diabético), e para a diabetizacao
os ratos do grupo D receberam injecao intravenosa de estreptozotocina (35mg/Kg). De 0-
2 meses o grupo C recebeu racdo padrdo Nuvilab® e dgua ad libitum e o grupo D recebeu
racao estilo cafeteria (33% racédo padrdo Nuvilab®, 33% leite condensado Nestlée® e 7%
acucar) e agua ad libitum. Para o periodo de 3-4 meses 0s grupos C e D ramificaram-se
em C (controle), CR (controle com restricdo), D (diabético) e DR (diabético com restricao)
(n=5/grupo) e todos 0s grupos passaram a receber apenas racdo padrdo, porém 0s
grupos com restricdo receberam 15g/dia e os grupos sem restricdo receberam racao ad
libitum. Os parametros fisioldgicos e bioquimicos avaliados pré/pés RA foram: glicemia
em jejum, teste de tolerancia a glicose, teste de tolerdncia a insulina, massa corporal,
consumo de racdo/dgua, proteinas totais, frutosamina, triglicerideos, colesterol total,
aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e fosfatase alcalina, transito
intestinal. Apo6s 4 meses foram avaliados: morfometria das tunicas intestinais e parede
total do colo proximal e distal, indice de células caliciformes e quantificagdo e morfometria
de neurdnios mientéricos (HUC/D* e nNOS"). O grupo DR demonstrou melhoras nos
parametros fisiol6gicos e bioquimicos avaliados: redu¢do no consumo de ragcédo e agua,
melhora no perfil lipidico e enzimas hepaticas, reducdo da glicemia em jejum e curvas
glicémicas comparado ao grupo D. Para morfometria e quantificacdo da populacao
neuronal mientérica geral e nitrérgica a restricado alimentar ndo se mostrou significativa,
sendo assim os danos causados pelos diabetes sobre a parede intestinal e reducéao
morfoquantitativa na populagdo neuronal mientérica prevaleceu, e estes parametros nao

foram revertidos naqueles grupos submetidos a restricao alimentar.

PALAVRAS-CHAVE:Diabetes mellitus, Intestino grosso, Neurbnios mientéricos,

Parametros bioquimicos, Restricdo alimentar.
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ABSTRACT

In this study the effects of food restriction (FR) on physiological, biochemical and
morphophysiology parameters of the large intestine of diabetic rats were analyzed. For
this, 20 rats (CEA / UEM No. 7590050415/2015) (90 days) were initially divided into 2
groups (n =10 / group): C (control) and D (diabetic), and for diabetization The D group rats
received intravenous injection of streptozotocin (35mg / kg). From 0-2 months, group C
received standard feed Nuvilab® and water ad libitum and group D received cafeteria-style
diet (33% Nuvilab® standard feed, 33% Nestlé® condensed milk and 7% sugar) and water
ad libitum. For the period of 3-4 months the groups C and D branched into C (control), CR
(control with restriction), D (diabetic) and DR (diabetic with restriction) (n = 5 / group). All
fed standard feed only, but the restriction groups received 15 g/day and the unrestricted
groups received ad libitum feed. The physiological and biochemical parameters evaluated
before/after FR were: fasting glycemia, glucose tolerance test, insulin tolerance test, body
mass, feed / water consumption, total proteins, fructosamine, triglycerides, total
cholesterol, aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase and alkaline
phosphatase, intestinal transit. After 4 months, large intestine morphometry, goblet cells
and neuronal quantification and morphometry (HuUC / D + and nNOS +) were evaluated.
The DR group showed improvements in the physiological and biochemical parameters
evaluated: reduction in feed and water intake, improvement in lipid profile and liver
enzymes, reduction of fasting glycemia and glycemic curves compared to group D. For
morphometry and quantification of the general and nitrergic neuronal population the food
restriction did not present significance, thus the damage caused by the diabetes on the
intestinal wall and reduction in the neuronal population prevailed, and these parameters

were not reversed in those groups submitted to food restriction.

KEY WORDS: Diabetes mellitus, Large intestine, Myenteric neurons, Biochemical

parameters, Food restriction.
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2. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma doencga cronica caracterizada por desordens
metabdlicas e suas incidéncia e prevaléncia tém aumentado consideravelmente nos
altimos anos. Entre os principais fatores responsaveis por este aumento estdo o
crescimento populacional, maior populacdo idosa, urbanizacdo, obesidade, sedentarismo
e uma alimentacao cada vez mais rica em produtos industrializados (1).

Esta doenca é uma epidemia global na sociedade moderna, que afeta mais de 387
milhdes de pessoas (8,3% da populacdo mundial), e € responsavel por 11% de todos os
gastos de saude de pessoas jovens e adultas. A perspectiva € de que estes numeros
cheguem a 592 milhées em 2035. S6 no Brasil ha mais 12 milhdes de pessoas com o DM
(2).

Entre os principais tipos estdo: o diabetes tipo 1 (insulino dependente) cujo principais
sintomas séo hiperglicemia e cetose sanguinea, sendo causado pela auséncia ou muito
baixa producdo de insulina, e o diabetes tipo 2 que é caracterizado por hiperglicemia e
hiperinsulinemia, sendo causado pela resisténcia das células e seus receptores a acao da
insulina, gerado pela associacdo de varios fatores e dentre eles o estilo de vida,
alimentacdo rica alimentos processados e industrializados, ma gestdo do estresse e
sedentarismo (3).

Além de todo o quadro hormonal que apresenta-se em desbalanco, o DM
desencadeia uma série de alteracbes agudas e cronicas em outros parametros
importantes dentre os quais pode-se destacar: parametros fisiolégicos (hiperfagia,
polidipsia, politria, diarréia e/ou constipacdo), parametros bioquimicos (alteracdes no
perfil lipidico, desbalanco idnico com maior excrecdo de sédio, hiperglicemia, alteracdes
em enzimas hepaticas, glicosilacdo de proteinas plasmaticas, hiperinsulinemia) (4).

Orgaos como rins, pancreas, figado e intestino sdo muito afetados por este quadro
de DM e, especialmente no intestino, ja foi constatado que o DM pode alterar a
morfofisiologia deste 6rgao e reduzir o nimero de neurdnios do plexo mientérico. Estes
neurdnios sao responsaveis por liberar mais de 60% dos neurotransmissores que atuam
em conjunto com o sistema nervoso central modulando varias outras fungbes do
organismo e influenciando na qualidade de vida (5).

Santoro (6) sugere a hipotese de que o tubo digestivo néo esta preparado para as

alteracdes que ocorreram nos habitos de vida do homem nos dltimos séculos: atividade
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social intensa, sedentarismo e acesso a alimentos de facil absorcéo e altamente caloricos.
H& décadas, diferentes estudos relatam alteragbes morfofisiologicas intestinais
detectadas na presenca ou no desenvolvimento do DM (7-9). No DM, em geral, os
trabalhos supra citados relatam espessamento da mucosa, submucosa e muscular do
intestino grosso, esta alteracdo relaciona-se com a hiperfagia encontrada nos ratos
diabéticos e alto indice de proliferacdo celular induzido pela glicose em excesso na
alimentacéo, que promove efeito trofico na porcéo proximal do intestino grosso.

A restricdo alimentar (RA) e/ou caldrica ja tem sido apresentada por alguns
estudos, como uma possivel estratégia nutricional para manejar, reduzir e até mesmo
reverter varios parametros que podem ser alterados no DM. Jazet (10) demonstrou que
uma imposicdo de RA por 30 dias melhorou a dislipidemia, hipertensdo e glicemia de
pacientes diabéticos. Estes efeitos foram mantidos por 18 meses ap6s a intervencao
dietética, junto com melhora da resposta a insulina e do perfil cardiovascular. Além disso,
a frequéncia de refeicdes também afeta os beneficios da RA, portanto menor quantidade
de refeicdes foi associada a maiores beneficios da RA em individuos com DM, como
melhora da resisténcia a insulina, niveis glicémicos e depdsitos lipidicos do figado (11).

Em outro modelo de DM a RA de 50% melhorou a resisténcia a insulina e
tolerancia a glicose dos ratos, além de preservar a fungdo e massa das células
pancreaticas por meio da reducdo do estresse oxidativo, inflamacao e apoptose destas
células (12).

A RA ja mostrou beneficios em individuos com DM (13-15), porém estes trabalhos
nao consideram se 0s danos causados pelo DM aos neurbnios mientéricos sado revertidos
apos um periodo de restricdo alimentar. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos da restricdo alimentar sobre parametros fisioldgicos, bioquimicos e morfofisiologia

do intestino grosso de ratos diabéticos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Aspectos éticos

O delineamento experimental foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da
Universidade Estadual de Maringa sob parecer numero 7590050415/2015.

3.2.  Animais e tratamento

Foram utilizados 20 ratos Wistar machos (Rattus novergicus) com 90 dias de idade
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Maring4d, mantidos
individualmente em caixas de polipropileno, com iluminacéo de claro e escuro de 12 horas
e temperatura de 22 * 2°C no biotério setorial do Departamento de Ciéncias Morfoldgicas.

Apdés uma semana de aclimatacdo no biotério, iniciou-se o tratamento que teve
duracdo total de 120 dias. Inicialmente, os animais foram distribuidos em 2 grupos
(n=10/grupo): C (controle) e D (diabético), e para a diabetizacdo os ratos do grupo D
receberam injecdo intravenosa de estreptozotocina (35mg/Kg). De 0-2 meses o grupo C
recebeu racdo padrdo Nuvilab® e agua ad libitum e o grupo D recebeu racédo estilo
cafeteria (33% racdo padrdo Nuvilab®, 33% leite condensado Nestlé® e 7% acucar) e
agua ad libitum. Para o periodo de 3-4 meses os grupo C e D ramificaram-se em C
(controle), CR (controle com restricdo), D (diabético) e DR (diabético com restricdo)
(n=5/grupo) (Tabela 1).

Apbs a subdivisdo do grupo C (n=10), pelo periodo de 3-4 meses este grupo (n=5)
continuou recebendo racdo padréo ad libitum e o grupo CR (n=5) passou a receber
apenas 15g, constituindo o quadro de restricdo alimentar de 50%.

O grupo D (n=10) foi submetido ao protocolo de diabetizagdo que compreendeu a
administracdo de estreptozotocina,seguida de 2 meses de dieta estilo cafeteria ad libitum.
Desta forma, apos jejum noturno de 15 horas, os ratos foram anestesiados com injecao
intraperitoneal de ketamina/xilazina (100/10 mg.Kg™), seguida de injec&o intravenosa de
estreptozotocina Sigma-Aldrich® (35 mg.Kg™ de massa corporal) dissolvida em tamp&o
citrato pH 4,5 (10mM). O mesmo protocolo foi aplicado aos ratos do grupo C, porém estes
receberam apenas injecao intravenosa de solucédo salina 0,9%.

Apbs uma semana da aplicagdo do protocolo de diabetizacéo os ratos do grupo D
tiveram suas glicemias aferidas e foram considerados diabéticos os animais com

glicemias pés-prandiais > 250mg.mL™ e receberam a partir disso uma dieta estilo
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cafeteria pelo periodo de 0-2 meses, constituida por 33% de racdo padrdo Nuvilab, 33%
de leite condensado da marca Nestlé®, 7% de agucar cristal e dgua. Apds a subdivisdo
do grupo D (n=10), pelo periodo de 3-4 meses de tratamento, os animais do grupo D
(n=5) deixaram de receber racdo estilo cafeteria e passaram a receber racédo padréo ad
libitum, ao passo que o grupo DR (n=5) deixou de receber a racdo estilo cafeteria e
passou a receber apenas 15g da racdo Nuvilab, constituindo entdo o quadro de restricao
alimentar de 50% (Tabela 1).
Para calcular a quantidade de racdo que seria dada aos animais dos grupos CR e
DR durante o periodo de restricdo alimentar, foi tomado como base o consumo diério
médio de racdo pelos animais do grupo C durante os 2 primeiros meses de tratamento, e
a partir desta média de consumo reduziu-se em 50% o total de racao disponibilizado para
cada rato para que chegasse ao valor de 15¢g por dia para 0s grupos em restricao.
Durante todo o tratamento foi monitorado diariamente o consumo de ragéao,
semanalmente o consumo de agua, massa corporal dos animais e quinzenalmente foi

aferida a glicemia em jejum.
3.3. AvaliacOes realizadas ap0s os periodos pré e pés restricdo alimentar

ApOs os 2 primeiros meses de tratamento e ao final dos 4 meses foram realizados
testes de tolerancia a glicose, teste de tolerancia a insulina, andlise da velocidade de
transito intestinal e andlises dos seguintes parametros bioquimicos: frutosamina,
proteinas totais, colesterol total, triglicerideos, ALT (alanina aminotransferase), AST
(aspartato aminotransferase) e fosfatase alcalina.

3.3.1. Teste de tolerancia a glicose (GTT)

O teste de tolerancia a glicose foi realizado em dois momentos: ao final dos
primeiros dois meses de tratamento e ao final dos quatro meses de tratamento. Para
avaliacdo da curva glicémica administrou-se aos ratos, via gavagem, uma solucédo de
glicose (1,59.Kg™), sendo a glicemia foi aferida com glicosimetro (OptimusXceed ®) nos
tempos 0, 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos.

3.3.2. Teste de tolerancia ainsulina (ITT)
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O teste de tolerancia a insulina foi realizado ao final dos dois primeiros meses e ao
final dos quatro meses de tratamento. Para avaliar a curva de tolerancia a insulina foi
aplicada a cada um dos ratos uma injecdo intraperitoneal de insulina (1U.Kg™) que
tiveram suas glicemias aferidas por glicosimetro (OptimusXceed ®) nos tempos 0, 5, 10,
15, 20, 25, 30 e 60 minutos.

3.3.3. Analise de transito gastrointestinal

A analise de transito gastrointestinal foi realizada em dois momentos do tratamento:
ao final dos dois primeiros meses e ao final dos quatro meses. O teste foi realizado por
meio da administracdo, via gavagem, de 300 puL de solug¢do contendo 3% de corante
Carmin hidro 52% e 0,5% de etilcelulose (Corantec®, Sdo Paulo, Brasil) diluidos em agua
destilada. Ap6s receberam a solucao, os ratos foram mantidos em gaiolas individuais com
livre acesso a racdo e agua, por um periodo total e pré estabelecido de 15 horas. Sendo,
entdo, o resultado expresso em horas, no exato momento que apareceu o primeiro pellet

fecal marcado com o corante.
3.4. Analises bioquimicas

Para as analises bioquimicas coletou-se 1mL de sangue/rato, por puncao cardiaca,
ao final do periodo de 2 meses e mais 5 mL de sangue de cada rato ao final dos 4 meses,
apos eutanasia realizada com dose letal de 120 mg.Kg™ de peso corporal de Tiopental
Sodico ® (Cristélia - Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, SP, Brasil). As amostras
foram coletadas sem adicdo de anticoagulantes e centrifugadas por 10 minutos a 3000
rom para obtencdo do soro. Em seguida as amostras foram submetidas as andlises
bioquimicas para as seguintes substancias: frutosamina, proteinas totais, colesterol total,
triglicerideos, ALT (Alanina aminotransferase), AST (Aspartato aminotransferase) e
fosfatase alcalina. Os testes foram realizados com os kits comerciais (Gold Analisa®) e a
leitura de resultados em espectrofotbmetro (BioPlus2000®, Sao Paulo, Brasil) no

comprimento de onda conforme instru¢des do fabricante dos respectivos testes.

3.5. Eutanasia e coleta do intestino grosso
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A coleta do intestino grosso foi realizada ao final dos 4 meses de tratamento,
imediatamente ap0s eutanasia. ApOs ser coletado, foi mensurado o comprimento total
com auxilio de uma fita métrica e separado o colo proximal do colo distal. Uma porcgéo de
cada colo foi destinada a fixagdo para as técnicas histolégicas de Hematoxilina-Eosina
(HE), histoquimica com Acido Periédico de Schiff (PAS) e outra porgéo foi fixado para a
realizacdo de preparados totais da tinica muscular.

3.6. Processamento histologico e analise morfométrica da parede intestinal

Para analise histolégica por meio da coloracdo de Hematoxilina-Eosina seguindo o
protocolo padrdo para execucdo desta técnica, basicamente em seis principais etapas:
fixacdo em solucdo de paraformaldeido 4%, desidratacdo, inclusdo em parafina,
microtomia (cortes semi-seriados de 5 um de espessura), coloragdo e montagem das
laminas.

A anélise morfométrica da parede intestinal foi realizada com microscopio 6ptico
Nikon Eclipse 80i ®, acoplado a um sistema computadorizado de andlise de imagens.
Com a objetiva de 10x mensurou-se a espessura da parede total e tlnicas mucosa,
submucosa e muscular. Foram capturadas 50 imagens de colo distal e 50 imagens de
colo proximal (apenas regides sem pregas) e a partir destas imagens, foram realizadas

100 medidas para parede total e para cada uma das tlnicas intestinais/animal.

3.7. Células caliciformes

Para a quantificacdo de células caliciformes amostras dos colos proximal e distal
foram submetidas ao protocolo da técnica histoquimica de PAS (Acido Periédico de
Schiff), em seguida as laminas com cortes semi-seriados de 5 pm de espessura, foram
analisadas em microscopio Optico, acoplado a um sistema computadorizado de analise de
imagens e com a objetiva de 40x foram capturadas 50 imagens/animal. A andlise
guantitativa das células caliciformes foi realizada por meio do calculo do indice das
células com coloracdo positiva em 2500 células epiteliais (enterécitos) contadas por
animal, através da formula: indice de células caliciformes = (nimero de células

caliciformes/2500 enterdcitos) x 100.
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3.8. Imunohistoquimica de dupla marcacdo de neurbnios mientéricos
(HUC/D* e nNOS")

Apos ser lavado em Tampao Fosfato de Sédio (PBS 0,1 M, pH 7,4) e fixado por 3
horas em solucao de paraformaldeido 4 % (pH 7,4), as amostras do colo proximal e distal
foram abertas ao longo da borda mesocodlica e lavadas novamente em PBS, para a
remocado do excesso de fixador. O intestino foi cortado em segmentos transversais
menores de aproximadamente 1 cm de comprimento e dissecados com o auxilio de
pincas sob estereomicroscopio para obtencdo de preparados totais da tlnica muscular,
através da remocao da tlnica mucosa e tela submucosa. Os preparados totais foram
entdo armazenados sob refrigeracdo em PBS e azida sodica a 0,08%, para a realizacao

das técnicas imunohistoquimicas.

3.8.1. Estudo dos neurdnios mientéricos imunorreativos as proteinas HuC/D,
NNOS.

Os preparados totais da tanica muscular do colo proximal e distal de cada rato foram
submetidos as técnicas imunohistoquimicas para a marcag¢do da populagdo geral de
neurdnios mientéricos (HUC/D-IR) e da subpopulacédo de neurdnios nitrérgicos (nNOS-IR),
presentes na tinica muscular.

Os segmentos foram lavados por duas vezes durante 10 minutos em PBS (0,1M,
pH 7,4) e Triton-X100 a 0,5% (PBS-T), e incubados por 1 hora em solucdo de bloqueio
contendo albumina de soro bovino (BSA) a 2% e soro de burro a 10% em PBS-T. Em
seguida, de acordo com a marcacdo pretendida, foi realizado dupla marcacdo com o0s
anticorpos primario anti-HuC/D e anti-nNOS (tabela 2) durante 48 horas a temperatura
ambiente sob agitacdo, em meio de incubagdo composto por PBS-T, BSA a 2% e soro de
burro a 2%.

Apbs incubacdo com o anticorpo primario, as membranas foram lavadas trés vezes
em PBS-T por 10 minutos. Foram entdo incubadas com anticorpo conforme tabela 2,
durante 2 horas ao abrigo da luz, em meio de incubacéo contendo PBS-T, BSA a 2% e
soro de burro a 2%. As membranas foram entdo lavadas 3 vezes em PBS-T por 10
minutos e montadas em laminas histol6gicas contendo antifade® (Life Technologies do
Brasil Com. Ind. Prod. Biotec. Ltda, SP, Brasil), sendo armazenadas sob refrigeracéo e ao

abrigo da luz.
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3.8.2. Andlise quantitativa dos neurdnios HuC/D" e nNOS" do plexo mientérico.

As analises quantitativas foram realizadas por amostragem no preparado total de
amostras do colo proximal e distal, por meio de imagens capturadas por camera de alta
resolucdo acoplada ao microscépio de fluorescéncia FSX100® (Olympus) e transferidas
para o computador através do programa Axio Vision Rel (v. 4.6). As imagens foram
posteriormente analisadas através do programa Image-Pro Plus, (v. 4.5.029; Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA). Para a quantificacdo na técnica de dupla marcacéo
HuC/D e nNOS foram contados todos os corpos celulares de neurbnios mientéricos
presentes em 50 imagens de ganglios capturadas em objetiva de 20x e os resultados

foram expressos como numero de neurénios por ganglio.

3.8.3. Andlise morfométrica dos neurdnios HuC/D* e nNOS" do plexo

mientérico.

Para a morfometria dos corpos celulares dos neurdnios do plexo mientérico, as
imagens capturadas em objetiva de 20x para HUC/D e nNOS e mensuradas com o auxilio
do software de andlise de imagens Image-Pro Plus. Para os neurdnios HUuC/D e nNOS,
mensurou-se a area de 100 corpos celulares por animal e os resultados expressos em

um>.

3.9. Anédlise Estatistica

Os dados obtidos foram inicialmente submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov
para verificacdo de normalidade. Constatada a normalidade os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) seguida de pos teste de Tukey. Os resultados foram
apresentados como média + erro padrao da média e nivel de significancia de 5% (p <
0,05). A estatistica dos dados foi realizada com o auxilio do programa GraphPadPrism
(GraphPad Software, versao 5.1, Sdo Diego, CA, USA).



33

4. RESULTADOS

4.1. Parametros Fisiolégicos

4.1.1. Parametros fisioldgicos e constatacdo do quadro diabético

Os animais diabéticos apresentaram durante o periodo experimental os sinais
caracteristicos da doenca como perda de massa corporal, polifagia e polidipsia.

A massa corporal foi verificada durante os 4 meses de tratamento e 0S grupos
diabético (D) e diabético com restricdo (DR) apresentaram uma reducdo significativa da
massa corporal (p < 0,05) em relacdo ao grupo controle (C) e controle com restricdo (CR)
(Tabela 3).

Para avaliar o consumo de ra¢éo os dados foram analisados no periodo pré restricdo
(0-2 meses) e durante restricdo (2-4 meses). No periodo pré restricdo 0s grupos
diabéticos consumiram uma quantidade de racdo maior (p < 0,05) em relacdo a
guantidade consumida diariamente pelos grupos controle. Entretanto, para o periodo no
qual os ratos estavam sob restricAo alimentar, os grupos CR e DR receberam
guantidades constantes, portanto ndo houve alteracdo de consumo. O grupo D continuou
consumindo uma quantidade significativamente superior aquela consumida pelo grupo C,
confirmando assim a polifagia caracteristica no diabetes (Tabela 3).

O consumo de agua foi igualmente registrado nos periodos pré e durante restricao
alimentar. No periodo pré restricao alimentar (0-2 meses) observa-se que o0 consumo de
agua foi significativamente maior (p < 0,05) nos grupos diabéticos em relacdo aos
controles, constatando a polidpisia caracteristica do diabetes. No periodo durante
restricdo os grupos controle (C) e controle com restricdo (CR) apresentaram semelhante
consumo de agua, ao passo que o grupo diabético com restricdo (DR) diminuiu de forma
significativa (p < 0,05) o consumo de agua em relacdo ao grupo diabético (D),
demonstrando a influéncia da restricdo alimentar sobre o consumo de agua de ratos
diabéticos (Tabela 3).

Também foi constatada de forma qualitativa, polidria e constante diarréia nos grupos

diabéticos, mesmo apos serem submetidos a restricdo alimentar.

4.1.2. Evolucao da glicemia em jejum
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Durante os primeiros 2 meses de tratamento (pré restricdo alimentar) os ratos
diabéticos apresentaram aumento (p < 0,05) da glicemia em jejum, cerca de 10 dias apos
o procedimento de diabetizacdo, em relacdo ao grupo controle (C), o qual manteve-se
normoglicémico (Figura 1). Com a evolucéo do tratamento e a partir do inicio da restricdo
alimentar para ambos os grupos, pode-se observar que o grupo diabético (D) continuou
hiperglicémico, o grupo diabético com restricdo (DR) apresentou uma queda significativa
(p < 0,05) na glicemia e ndo recuperou a normoglicemia quando comparado aos grupos
controle (C) e controle com restricdo (CR), porém apresentou uma melhora na glicemia
em jejum durante o periodo de restricdo alimentar, quando comparado ao grupo D (Figura
1).

Ja os grupos controle (C) (pré restricao alimentar) e os grupos controle (C) e controle
com restricdo (CR) (durante restricdo alimentar) ndo apresentaram grandes oscilacdes na
glicemia, mantendo-se normoglicémicos durante todo o tratamento mesmo quando

submetidos a restricdo alimentar (Figura 1).

4.1.3. Teste de tolerancia a glicose

A figura 2 apresenta os testes de tolerancia a glicose em dois pontos do tratamento:
figura 2A representa as curvas glicémicas dos grupos controle (C) e diabético (D) ao final
do periodo de 2 meses (pré restricdo alimentar) e figura 2B representa as curvas
glicémicas aos 4 meses (po6s restricdo alimentar) dos grupos controle (C), controle com
restricdo (CR), diabético (D) e diabéticos com restricdo (DR).

A figura 2A demonstra como a curva glicémica do teste de tolerancia a glicose do
grupo diabético apresenta-se valores significativamente maiores (p < 0,05) em relacdo
aqueles obtidos no grupo controle, para todos os tempos nos quais a glicemia foi aferida.

Para o teste de tolerancia a glicose realizado ao final dos 4 meses (figura 2B) os
grupos controle (C) e controle com restricdo (CR) apresentaram curvas glicémicas com
valores de glicemia semelhantes ao longo da curva, demonstrando que a restricao
alimentar aplicada ao grupo controle n&o teve efeito significativo na glicemia destes ratos.
Entretanto, o grupo diabético com restricdo (DR) apresentou uma curva glicémica com
valores de glicemia significativamente menores (p < 0,05) em relacdo aqueles obtidos na

curva glicémica dos ratos diabéticos (D).

4.1.4. Teste de tolerancia ainsulina
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O teste de tolerancia a insulina demonstrou as curvas glicémicas dos diferentes
grupos apos os ratos receberem uma dose de insulina. Este teste foi realizado em dois
periodos diferentes: ao final de 2 meses (pré restricdo alimentar) para 0os grupos controle
(C) e diabético (D) (Figura 3A) e ao final dos 4 meses (pés restricdo alimentar) para os
grupos controle (C), controle com restricdo (CR), diabéticos (D) e diabéticos com restricao
(Figura 3B).

A figura 3A demonstra como curva glicémica do grupo diabético (D) apresentou
valores de glicemia significativamente maiores (p < 0,05) em relacdo aos valores obtidos
na curva glicémica do grupo controle, demonstrando uma alteracdo classica decorrente
do quadro diabético.

Na figura 3B, que representa o teste realizado apos o periodo de restricdo alimentar,
nota-se que o grupo controle com restricdo (CR) apresentou uma curva de valores
glicémicos muito semelhantes aqueles encontrados na curva do grupo controle,
demonstrando que para estes ratos a restricdo alimentar ndo mudou o padréo da curva,
por ndo influenciar a glicemia. Entretanto, para os animais diabéticos com restricdo (DR)
os valores obtidos na curva glicémica foram relevantemente menores (p < 0,05) em

relagdo aos valores de glicemia representados na curva glicémica do grupo diabético (D).

4.2. Parametros sanguineos

4.2.1. Parametros sanguineos avaliados pré restricdo alimentar

Os parametros bioquimicos analisados, proteinas totais, frutosamina, triglicerideos,
colesterol total, AST, ALT e fosfatase alcalina estdo representados na tabela 4.

A andlise de proteinas totais ndo apresentou alteracdo significativa entre os grupos
controle (C) e diabético (D) enquanto que, a frutosamina foi significativamente (p < 0,05)
maior para o grupo diabético (D)

Quanto ao perfil lipidio representado pelas dosagens de triglicerideos e colesterol
total obteve-se resultados significativamente elevados (p < 0,05) no grupo diabético (D)
em relacdo ao grupo controle (C).

Os parametros de potenciais indicadores de dano hepatico: as enzimas AST, ALT e
fosfatase alcalina apresentaram-se significativamente elevadas(p < 0,05) no grupo

diabético (D) em relacé@o ao grupo controle (C) (Tabela 4).
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4.2.2. Par@metros sanguineos avaliados pos restricao alimentar

A tabela 5 representa os resultados obtidos para as dosagens de: proteinas totais,
frutosamina, triglicerideos, colesterol total, AST, ALT e fosfatase alcalina.

Para proteinas totais ndo houve diferenca estatistica para nenhum dos grupos
experimentais. Entretanto, para a andlise de frutosamina observou-se uma reducéo
significativa (p < 0,05) apenas do grupo controle com restricdo (CR) em relacdo aos
demais grupos. Os grupos diabético (D) e diabético com restricdo (DR) mantiveram-se
semelhantes.

Quanto ao perfil lipidico os grupos que estiveram sob restricdo alimentar (CR e DR)
apresentaram uma reducao significativa (p < 0,05) de triglicerideos e de colesterol total
em relacdo aos grupos que ndo passaram por restricdo alimentar (C e D).

Para AST e ALT observa-se uma reducéo significativa (p < 0,05) do grupo diabético
com restricdo (DR) em relacdo ao grupo diabético (D). Para fosfatase alcalina houve uma
reducao significativa no grupo diabético com restricdo (DR) em relacdo ao diabético (D),
porém o grupo controle com restricao (CR) apresentou um aumento significativo (p < 0,05)

em relacdo ao grupo controle (C) (Tabela 5).

4.3. Anélises intestinais

4.3.1. Velocidade do transito intestinal

A velocidade do transito intestinal realizada ao final do periodo pré restricdo
alimentar (aos 2 meses) nao demonstrou diferenca estatistica entre os grupos controle (C)
e diabético (D) (Figura 4). Apesar disso, o0 grupo diabético (D) apresentou uma tendéncia
a maior velocidade de transito intestinal.

Entretanto, para o periodo pos restricdo alimentar (ao final dos 4 meses), 0s grupos
que foram submetidos a restricdo alimentar (CR e DR) constatou-se maior velocidade
transito intestinal (p < 0,05) em relagdo aos grupos ndo submetidos a restricdo (C e D)
(Figura 4).

4.3.2. Caracterizagcdo macro e microscopica do intestino grosso
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Ao final dos 4 meses de tratamento, constatou-se que nos ratos do grupo controle
(C) e controle com restricdo (CR) os intestinos possuiam uma coloracédo vivida e brilhante
e textura elastica, porém com resisténcia. Entretanto, nos grupos diabético (D) e diabético
com restricdo (DR) o intestino grosso apresentou-se opaco e apesar de elastico, menos
resistente. O comprimento total do intestino grosso foi significativamente (p < 0,05) maior
para o grupo diabético (D) em relacdo aos demais grupos (Tabela 6).

Quanto a morfologia do intestino grosso, os colos proximal e distal, independente do
grupo experimental, apresentaram organizacéo histologica padrédo, compostas de células

e elementos extracelulares bem preservados.

4.3.3. Morfometria das tunicas mucosa, submucosa, muscular e parede total

dos colos proximal e distal.

4.3.3.1. Colo proximal

Como apresentado na tabela 6, a espessura da tanica mucosa do grupo D
demonstrou aumento significativo (p < 0,05) em relacdo aos demais grupos experimentais
(C, CR e DR). Com relagdo a tinica submucosa apenas o grupo diabético (D) apresentou
uma reducao significativa da espessura (p < 0,05) em relagdo aos demais grupos (C, CR
e DR).

Na tinica muscular observa-se que o grupo controle com restricdo (CR) apresentou
um aumento significativo na espessura (p < 0,05) em relagcdo ao grupo controle (C) e o
grupo diabético com restricdo (DR) apresentou uma reduc¢ao significativa na espessura (p
< 0,05) em relacdo ao grupo diabético (D). Para parede total, apenas o grupo diabético
com restricdo (DR) demonstrou uma reducao significativa (p < 0,05) em relacdo aos
demais grupos (C, CR e D) (Tabela 6).

4.3.3.2. Colo distal

Para a tunica mucosa observa-se um aumento significativo na espessura (p < 0,05)
no grupo controle com restricdo (CR) em relacdo ao grupo controle (C) e uma reducéo
significativa na espessura (p < 0,05) do grupo diabético com restricdo (DR) em relacdo ao

grupo diabético (D). A reducdo na espessura da tunica submucosa destaca-se no grupo
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diabético com restricdo (DR) em relacdo aos demais grupos experimentais (C, CR e D)
(Tabela 6).

Na tabela 6 nota-se que a tunica muscular apresentou aumento para o grupo DR (p
< 0,05) em relacdo aos demais grupos experimentais (C, CR e D). E a parede total
apresentou um aumento significativo (p < 0,05) para os grupos controle com restricao
(CR), diabético (D) e diabético com restricdo (DR) em rela¢do ao grupo controle (C).

4.3.4. indice de células caliciformes

Para os colos proximal e distal ndo houveram alteracdes significativas no indice de

células caliciformes dos grupos experimentais (C, CR, D e DR) (Tabela 6).

4.3.5. Andlise quantitativa (neurdénios/ganglio) e morfométrica dos neurénios
mientéricos da populagéo geral (HuC/D%)e nitrérgica (nNOS") nos colos

proximal e distal

4.3.5.1. Colo proximal

A quantificacdo da populacdo neuronal geral HUC/D" esta representada na tabela 7,
a qual demonstra uma reducao significativa (p < 0,05) no nimero de neurénios/ganglio
desta populacédo (HuC/D*) nos grupos diabético (D) e diabético com restricio (DR) em
relacdo aos grupos controle (C) e controle com restricdo (CR). Para os neurdnios
nitrérgicos (NNOS™) nota-se uma reducdo significativa (p < 0,05) no numero de
neurdénios/ganglio nos grupos controle com restricao (CR), diabéticos (D) e diabéticos com
restricdo (DR) em relacédo ao grupo controle (C).

Em relacdo a morfometria dos neurénios HUC/D" n&do houve diferenca estatistica
significativa (p > 0,05) entre 0os grupos experimentais. Entretanto, para a populacao
nitrérgica, a morfometria deste perfil celular apresentou um aumento significativo (p <
0,05) nos grupos controle com restricdo (CR) e diabético com restricdo (DR) em relacao

ao grupo controle (C) (Tabela 7).

4.35.2. Colo distal
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A quantificacdo da populacdo neuronal geral HUC/D™ esta representada na tabela 7,
a qual demonstra uma reducédo significativa (p < 0,05) no nimero de neurdnios/ganglio
desta populacdo (HuC/D") nos grupos controle com restricio (CR) e diabético (D) em
relacdo ao grupo controle (C). Para os neurbnios nitrérgicos (NNOS™) nota-se uma
reducdo significativa (p < 0,05) no nimero de neurdnios/ganglio nos grupos controle com
restricdo (CR), diabéticos (D) e diabéticos com restricdo (DR) em relagcdo ao grupo
controle (C).

Para a morfometria de neurdnios HUC/D* o grupo controle com restricio (CR)
apresenta um aumento significativo (p < 0,05) em relagdo ao grupo diabético com
restricio (DR). Entretanto, para a morfometria de neurénios nNOS® do colo distal,
observa-se uma reducéo significativa (p < 0,05) para o grupo controle com restricdo (CR)

em relacdo aos demais grupos (C, D e DR) (Tabela 7).
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5. DISCUSSAO

5.1. Parametros fisioldgicos

A estreptozotocina, agente indutor do diabetes responsavel por lesar células beta
pancreaticas, atuou de forma eficiente nos grupos diabéticos (D e DR) auxiliando na
elevacdo da glicemia associada a dieta estilo cafeteria, rica em carboidratos, que foi
oferecida aos ratos destes dois grupos. A dose utilizada foi de 35mg.Kg™®, valores
semelhantes (16), inferiores (17) e superiores (18) para roedores sdo frequentes na
literatura.

Desta forma, o que caracteriza o quadro diabético induzido por estreptozotocina e a
dieta estilo cafeteria nos grupos diabéticos € o aumento da glicemia em jejum nestes
animais. No periodo pré restricdo alimentar (0-2 meses) os grupos controle (C) e diabético
(D) apresentaram glicemias significativamente diferentes por volta da segunda semana de
tratamento, logo nota-se a instalacdo do diabetes nos ratos do grupo D, que mantiveram-
se hiperglicémicos por todo o periodo pré restricdo alimentar (RA) (Figura 1).

Porém, a partir do terceiro més de tratamento, quando os ratos diabéticos foram
submetidos a RA, houve queda significativa nos valores da glicemia em jejum destes
ratos. Isto pode ser observado na figura 1, na qual o grafico demonstra a comparacao
entre o grupo diabético (D) e diabético com restricdo (DR) por volta da quinta semana de
tratamento.

A reducéo na glicemia do grupo DR demonstra que a menor quantidade de alimento
oferecida a estes ratos melhorou este parametro em relacdo ao grupo D e que, apesar de
nao retornar a valores normoglicémicos como os dos grupos controle (C) e controle com
restricdo (CR), a RA foi eficiente.

Quando ha um quadro diabético, o organismo nao tolera bem os carboidratos, isto
deve-se ao fato de que os hormoénios responsaveis pelo metabolismo deste
macronutriente ndo estdo agindo de forma eficiente sobre seus receptores celulares (19).
Logo, quando aplicou-se a RA ao grupo DR, a menor ingestdo de carboidratos, mesmo
diante de resisténcia a insulina, promoveu metabolizacdo mais eficiente da glicose. Isto
também foi observado no trabalho de Li et al. (20), que comprovaram melhora no quadro
de resisténcia a insulina em ratas com diabetes gestacional submetidas a restricao

alimentar.
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Concomitante ao inicio da RA houve a troca da racdo dos grupos D e DR, que
deixaram de receber a ragcdo estilo cafeteria e passaram a receber ragdo padrao
(Nuvilab). A troca de racdo fornecida aos ratos pode ser considerada uma melhora na
composicdo alimentar, pois deixaram de receber uma racdo rica em carboidratos e
passaram a receber uma racdo que possuia a quantidade de cada um dos
macronutrientes mais balanceada. A mudanca da composi¢do alimentar aliada a RA foi
importante para melhorar o padréo glicémico dos animais diabéticos do grupo DR.

Para os grupos C e CR as glicemias em jejum mantiveram-se em niveis normais,
sem grandes oscilacdes e também ndo apresentaram quadros de hipoglicemia ao longo
do tratamento, demonstrando que para os ratos do grupo CR a restricdo alimentar nao
alterou os niveis glicémicos, que foram semelhantes aqueles do grupo C.

O teste de tolerancia a glicose (GTT) foi realizado apés os periodos pré e pos RA.
No periodo pré RA o grupo D apresenta curva com valores glicémicos bem mais elevados
do que os valores da curva do grupo C, demonstrando a dificuldade encontrada pelo
metabolismo dos ratos diabéticos em utilizar a glicose como fonte energética, em um
espaco de tempo de uma hora (duracdo total do teste), e desta forma, a glicose
permanece na corrente sanguinea mantendo estes ratos hiperglicémicos durante todo o
periodo no qual o teste foi realizado.

Apéds serem submetidos a RA a curva do grupo DR apresenta valores menores de
glicemia quando comparado ao grupo D, e da mesma forma que a glicemia em jejum,
este parametro foi alterado pela RA e pela mudanca da racao oferecida aos animais.

O mesmo padréo foi observado no teste de tolerancia a insulina (ITT), demonstrando
como a resisténcia a insulina influencia na eficacia do metabolismo da glicose. No
diabetes os receptores celulares de insulina estdo pouco sensiveis, o sinal de que a
insulina esta presente ndo chega de forma eficaz, interferindo no transporte de glicose
para o interior da célula (21). E isto ocorre mesmo quando a insulina € proveniente de
fontes exégenas (administracéo intraperitoneal) como ocorre no ITT. Isso demonstra que
o rato pode ter producdo de insulina pelo pancreas, porém este horménio ndo consegue
realizar sua funcao de forma plena (figura 3A e B).

Com isso a glicose disponivel ndo é metabolizada e permanece por mais tempo na
corrente sanguinea e 0 pancreas € sinalizado a produzir ainda mais insulina para
compensar este desequilibrio.

Apods a RA o grupo DR tende a apresentar valores de glicemia menores na curva do

ITT em relagcdo aos valores de glicemia da curva do grupo D, apesar de nao atingir
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valores normoglicémicos como os dos grupos C e CR. Porém, devido a RA aplicada por
um longo periodo e aliada a troca da racdo a curva glicémica do grupo DR foi
significativamente melhor.

Tanto para o GTT, quanto para o ITT, os grupos C e CR mantiveram suas curvas
com valores normoglicémicos, demonstrando que a RA n&o influenciou estes ratos
saudaveis. Uma possivel justificativa para esta resposta € que por terem seus horménios
pancreaticos funcionando adequadamente e as células se manterem sensiveis aos sinais
da insulina e da glicose, quando receberam a insulina ou glicose exdégenas, estes grupos
(C e CR) responderam rapidamente ao estimulo para retornar & homeostase.

Além das alteracdes na glicemia que confirmaram o quadro diabético por meio da
dificuldade em metabolizar a glicose e da resisténcia a insulina, os ratos dos grupos D e
DR apresentaram os demais sinais classicos da doenca. No periodo pré RA o grupo
diabético apresentou consumo alimentar muito maior do que o0 grupo controle,
caracterizando a hiperfagia. Este alto consumo alimentar observado no DM esta
associado a resisténcia a insulina. Os receptores celulares de insulina ndo sao
sinalizados, com isso glicose que permanece na corrente sanguinea e nao se liga aos
seus transportadores (GLUTS) para entrar na célula e ser degradada, a célula por sua vez
interpreta que hé falta de nutrientes e de energia e logo sinaliza o sistema nervoso central
de que mais alimento precisa ser ingerido para suprir esta falsa falta de nutrientes (22).
Este processo desencadeia um comportamento de compulsdo alimentar nos ratos
diabéticos, que quando recebem racédo ad libitum passam o dia se alimentando.

Quando avaliado o consumo de agua no periodo pré RA, os ratos diabéticos
apresentaram um consumo significativamente maior quando comparados aos controles,
caracterizando assim a polidipsia presente no DM. No entanto, este alto consumo hidrico
ocorre em consonancia com a alta taxa de excrec¢do de liquidos que também foram
observadas nos ratos com DM (politria e diarréia).

A alta excrecgéo de liquidos ocorre devido a hiperglicemia constante e na tentativa de
restabelecer o equilibrio osmético das células a dgua desloca-se do meio intracelular para
0 meio extracelular e juntamente com a agua deslocam-se também para o meio
extracelular eletrélitos como sédio, célcio e potassio.

Entretanto, ao avaliar este mesmo parametro, ou seja, 0 consumo de agua nos ratos
dos grupos CR e DR (durante RA) constatou-se reducgao significativa do consumo de
agua pelo grupo DR em relacdo ao periodo pré RA. Este resultado mostra que para este

parametro a RA alimentar atuou de forma eficiente, pois ao reduzir a oferta de alimentos



43

aos ratos do grupo DR, houve uma melhora nas taxas glicémicas, consequentemente
menor ingestdo e excrecdo de agua para restabelecer o equilibrio osmético e eletrolitico
intra e extracelular.

Durante todo o tratamento avaliou-se a massa corporal (tabela 3) dos grupos
experimentais, este parametro mostrou que os animais do grupo C apresentaram a maior
massa corporal, pois permaneceram saudaveis e nao foram submetidos a RA,
preservando sua composicao corporal. Entretanto o grupo CR apresentou uma reducéo
significativa na massa corporal ao longo do tratamento, isto pode ser associado a RA,
menor ingestéo caldrica e consequente perda de peso.

Quanto aos grupos diabéticos, a massa corporal dos animais dos grupos D e DR
foram menores ao longo do tratamento em relacdo aos grupos C e CR. Constatou-se
entdo outro possivel efeito do diabetes sobre o metabolismo: o recrutamento de energia
derivada de outras fontes que nao carboidratos e, portanto, advindas de tecido adiposo e
proteinas (23).

Como ja discutido nos paragrafos anteriores, no quadro de DM ha dificuldade de
sensibilizacdo das células pela insulina e consequente falha na ligacdo da glicose a seus
transportadores (GLUTS). Sem a entrada e metabolizacdo da glicose no meio intracelular,
ndo ha producdo de energia suficiente advinda desta molécula, e entdo o metabolismo
cria estratégias para suprir esta falta: ativando vias de degradacdo de gorduras
(peroxidacdo lipidica) e, em ultima instancia, proteinas (23).

Devido a todas estas alteracdes pode-se justificar a reducdo de massa corporal
observada nos animais dos grupos D e DR, sendo que esta reducdo de massa corporea
foi ainda mais expressiva no grupo DR, justamente pelo fato destes ratos terem recebido
menor quantidade de alimento e provavelmente precisarem recorrer muito mais a outras

reservas energéticas.

5.2. Parametros sanguineos

Os parametros sanguineos foram avaliados ap6s os periodos pré e pés RA e ao
analisar a taxa de proteinas totais (tabelas 4 e 5) nos ratos em ambos os periodos, néo foi
constatado diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Isso demonstra que,
apesar do estado catabdlico que DM provoca no organismo, ndo houve degradacao

protéica acentuada para destinar aminoacidos a neoglicogénese (24).
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Entretanto, quando foi avaliada a frutosamisa, um importante marcador de
glicosilacdo de proteinas plasmaticas (globulinas), verificou-se que apés o periodo pré RA
(tabela 4) o grupo D ja apresentava frutosamina significativamente mais elevada em
relacdo ao grupo C, confirmando também o quadro diabético destes ratos. Apds o periodo
de RA (tabela 5), os grupos D e DR apresentam valores menores e muito semelhantes,
aqui percebe-se que a RA pouco pode ter influenciado na reducao da frutosamina, porém
a mudanca da composicdo da racdo parece ter sido um fator determinante na reducao
dos valores de frutosamina para ambos os grupos (D e DR).

Quando analisado o perfil lipidico apds o periodo pré RA o grupo D apresentou taxas
significativamente mais elevadas de triglicerideos e colesterol total. Esta alteracao de
perfil lipidico é classica no DM (25). Isto deve-se principalmente ao excesso de
carboidrato presente na dieta e pela dificuldade em metabolizar este macronutriente.

A insulina, além de ser o hormdnio responséavel por sinalizar a entrada de glicose
nas células, é também um horménio essencialmente anabdlico, responséavel por sinalizar
0 organismo para estocar gordura quando a glicose estd em excesso. No DM a
hiperglicemia € constante e o figado torna-se responsavel por converter o excesso de
glicose em triglicerideos (armazenamento de gordura) e colesterol total, o que justifica o
aumento deste parametro nos ratos diabéticos (26).

Em relacédo ao perfil lipidico nos grupos CR e DR apés o periodo de RA (tabela 5),
constatou-se uma reducédo significativa, que vai de encontro ao descrito por Volek et al.
(27), estudo o qual apresenta a mudanca da composicdo corporal de homens e mulheres
com sobrepeso quando submetidos a uma dieta restrita em carboidratos. Quando ha
menor oferta de alimentos ndo ha excesso de carboidratos disponivel para que o figado
possa converté-lo em gordura, além da maior utilizacdo da glicose como fonte de energia
e por isso 0s grupos CR e DR apresentaram melhora em seus perfis lipidicos quando
submetidos a RA.

Ainda considerando o figado como uma importante via metabdlica para converséo
de macronutrientes e que pode ser alterado por patologias como o DM, avaliou-se as
enzimas hepaticas AST, ALT e fosfatase alcalina. Apds o periodo pré restricdo o grupo D
apresentou todas as enzimas elevadas em relacdo ao grupo C. Como ja demonstrado por
Cassidy et al. (28), pacientes diabéticos tém suas enzimas hepaticas elevadas nao pelo
consumo excessivo de gorduras e sim por uma esteatose hepatica causada pelo excesso
de carboidratos na dieta, que € estocado no figado e convertido em gordura no interior

dos hepatdcitos (tabelas 4 e 5).
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Apés a restricdo alimentar observa-se uma tendéncia a diminuicdo de AST, ALT e
fosfatase alcalina para todos os grupos, porém destacam-se 0s grupos submetidos a RA
(CR e DR). Estes grupos tiveram uma queda acentuada nos valores séricos destas
enzimas, portanto pode-se inferir que a RA e a troca da dieta promoveram melhoras

nestes parametros, principalmente para o grupo DR.

5.3. Analises intestinais

5.3.1. Velocidade de transito intestinal

A hiperglicemia € uma condicdo que esta invariavelmente ligada ao DM. O conceito
da doenca demonstra de forma pontual esta associacdo (29). Entre as complicacGes
relacionadas ao DM, a neuropatia diabética e o acometimento do trato gastrointestinal
podem ser destacados.

A disfuncdo do trato digestério no DM é secundaria ao controle inadequado da
glicemia e a consequente neuropatia diabética exerce grande influéncia nas funcbes
motora e sensorial do TGI, desde o estdbmago até a porcéo terminal do reto (30).

A hip6tese de que o controle inadequado da glicemia € a principal causa de
sintomas gastrointestinais tem sido levantada em alguns estudos (31-33). Variacdes
agudas na glicose sérica, mesmo nos limites das taxas normais, podem ter grande
influéncia na funcdo motora e sensitiva do trato digestorio, com destaque para a
motilidade e o esvaziamento gastrico (34,35).

Quando avaliada a velocidade do transito intestinal apés o periodo pré restricao
alimentar nota-se pouca diferenca entre os grupos C e D, porém o grupo D tende a uma
velocidade de transito intestinal maior em relacdo ao grupo C. Isto pode ser justificado
pelas fezes diarréicas nos animais diabéticos e pela maior quantidade de alimento
ingerido por eles diariamente. Estes dois fatores associados as altera¢cdes de motilidade
intestinal causadas pelo DM foram determinantes para que o tempo de evacuacdo do
grupo D fosse menor em relagéo ao grupo C.

Entretanto quando analisado este mesmo parametro para o periodo ap0s RA,
constata-se que 0s grupos que passaram por RA (CR e DR) apresentaram uma
velocidade de transito intestinal significativamente maior em relacdo aos grupos C e D.
Este resultado provavelmente representa que a menor quantidade de alimento ingerida

por estes ratos facilitou o esvaziamento gastrico.
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5.3.2. Morfologia intestinal e células caliciformes

Neste trabalho constatou-se que o comprimento total do intestino grosso foi maior
nos ratos do grupo diabético (D) em relacdo aos demais grupos, este resultado esta de
acordo com os trabalhos de Jervis et al., Miller et al. e Schedl et al. (37-39). Nestes
estudos também foi encontrado aumento do comprimento total do intestino delgado e
grosso de ratos diabéticos. E uma das possiveis causas relacionadas a este crescimento
intestinal € o aumento da ingestao de alimento (hiperfagia) decorrente do quadro diabético
nos animais do grupo D, o que também foi constatado nos ratos diabéticos do estudo de
Levin (1966) (40). No grupo DR verificou-se manutencdo do comprimento do intestino
grosso a valores semelhantes aos grupos C e CR, que demonstra a influéncia da RA nos
animais diabéticos, que tiveram esta alteracao revertida devido a menor ingestdo de
alimentos.

A presenca de alimento e sua quantidade ingerida influenciam o crescimento
epitelial, tanto por acdo direta como pelo estimulo a secrecdo de hormdnios como a
insulina (41). A natureza e a quantidade desses nutrientes interferem no processo de
crescimento intestinal e no estudo de Weser et al. (42) foi demonstrado em ratos, que a
glicose promoveu crescimento das por¢gdes mais proximais do intestino grosso, mostrando
um papel tréfico dos carboidratos, ja que sua maior absorcéo ocorre neste segmento.

Em nosso estudo foi constatado que a morfologia dos colos proximal e distal foi
preservada entre os grupos. No entanto a morfometria das tinicas e parede dos colos
proximal e distal demonstraram alteracbes semelhantes para estes parametros. Quando
avaliada a tanica mucosa em ambos 0s segmentos (proximal e distal) nota-se o aumento
significativo da espessura desta tunica principalmente no grupo diabético (D). Esta
mudanca possivelmente esti relacionada ao estresse oxidativo decorrente da
hiperglicemia que acontece no DM, que ao afetar os neurdnios do plexo mientérico, pode
estar relacionada com a hiperplasia presente na mucosa dos ratos diabéticos quando
comparados aos demais grupos experimentais.

No grupo DR a restricdo mostrou-se capaz de interferir na espessura da tunica
mucosa nos dois segmentos, reduzindo esses valores de forma significativa. Estes
resultados podem estar relacionados a queda e melhor controle da glicemia que ocorreu

neste grupo (DR), diminuindo o estresse oxidativo e a hiperplasia da tanica mucosa (43).
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A tdnica submucosa demonstrou alteracdo contraria aquela encontrada na tanica
mucosa dos ratos diabéticos (D). O grupo D apresentou uma reducdo desta tanica em
ambos 0s segmentos, que pode estar relacionada com a glicacdo de proteinas desta
tunica, principalmente o colageno (44), afetando as propriedades mecéanicas e motoras do
intestino (45).

A tunica muscular dos ratos diabéticos (D), independente do segmento apresentou-
se aumentada em relacdo aos demais grupos. Esta tunica exerce grande influéncia sobre
a motilidade e velocidade de transito intestinal (46), sendo o intestino grosso responsavel
pela formacéo e carreamento do bolo fecal até sua excrecdo. Desta forma, quando foi
avaliada a velocidade de transito intestinal constatou-se que os animais dos grupos CR, D
e DR apresentaram maior velocidade de transito intestinal em relacéo ao grupo C.

A alteracdo da espessura muscular da parede intestinal pode estar relacionada a
maior velocidade de transito intestinal encontrada nestes grupos e ndo somente
relacionada com a menor quantidade de alimento ingerida (CR e DR).

As alteracbes morfométricas observadas na parede total dos colos proximal e distal
refletem as alteracdes constatadas nas demais tdnicas intestinais. Ressalta-se que a
maior espessura da parede total foi encontrada no grupo D e este aumento decorre da
maior espessura das tlinicas mucosa e muscular (47).

Quando analisado o grupo DR, constata-se que a restricdo alimentar interferiu nas
alteracdes morfométricas observadas, mantendo principalmente a tunica mucosa e
parede total menos espessas nos colos proximal e distal.

O indice de células caliciformes quantificado nas criptas do colo proximal e distal foi
mantido entre 0os grupos experimentais. Estes resultados véo de encontro aos resultados
encontrados no estudo de Roldi et al. (48), no qual ratos diabéticos néo tiveram reducao
da quantidade de células caliciformes no colo proximal. Essa manutencdo do namero de
células caliciformes pode estar associada ao espessamento da mucosa e ao fator tréfico
que os carboidratos exercem sobre esta tunica, estimulando a proliferagéo celular. O
estudo de Miller et al. (8) confirmam o fator tr6fico exercido pela glicose sobre as células
da mucosa de ratos diabéticos, promovendo a proliferacdo destas células, inclusive de
células caliciformes, mantendo assim propor¢cdo destas células entre 0s grupos
experimentais, ja que foi um parametro analisado por indice/taxa.

Outro fator que pode influenciar a manutencdo do indice de células caliciformes no
grupo diabético é o maior consumo de alimento por estes animais. Quanto maior a

guantidade de alimento presente no lumen intestinal, mais as células caliciformes sao
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estimuladas a produzir muco e, por estarem em constante atividade estdo em constante

renovacgao (49).

5.3.3. Inervacdo: Quantificacdo e morfometria da populagcéo geral e nitrérgica

A fisiopatologia do DM favorece alteracdes das funcdes gastrointestinais, e o papel
do sistema nervoso entérico e seus neurotransmissores tém grande relevancia. Em
decorréncia do comprometimento do tubo digestdrio, com danos no sistema nervoso
entérico (SNE), pacientes portadores de DM podem apresentar quadros especificos de
disturbios de motilidade, alguns de grande relevancia clinica, como gastroparesia
diabética, constipacdo e diarréia (50,51). Desta forma, a enteropatia diabética reflete
comprometimento autonémico generalizado (52-54).

As implicacdes resultantes da reducao de populagdes neuronais avaliadas no plexo
mientérico estdo relacionadas com mudancas no padrdo de absorcdo de nutrientes,
motilidade e transito intestinal, liberacdo de neurotransmissores que afetam diretamente o
sistema nervoso central e alteracées na microbiota (55).

Os resultados obtidos revelam alteracbes quantitativas e morfométricas (perfil
celular) na populacdo neuronal mientérica geral e subpopulacdo nitrérgica nos colos
proximal e distal. Nestes segmentos houve reducéo significativa no nimero de neurbnios
HuC/D e nNOS para os grupos D e DR em relacdo aos grupos C e, comprovando o
comprometimento da inervacdo mientérica nestes animais, a perda neuronal em ratos
diabéticos também foi verificada no trabalho de Rosa (56). Os resultados indicam que
apesar de a RA ter atuado de forma eficiente revertendo alguns parametros bioquimicos
alterados no DM, ela ndo foi capaz de reverter a perda de neurbnios mientéricos
decorrente desta patologia.

No colo proximal, a morfometria dos neurénios da populacdo geral (HuC/D) néo
apresentou diferenca significativa entre os grupos, porém para a populagdo nitrérgica
constata-se hipertrofia nos grupos CR e DR em relacdo aos demais grupos,
demonstrando que a restricdo alimentar pode ter influenciado no processo de hipertrofia
destes neurdnios, diante da perda neuronal que ocorre no diabetes.

Quando avaliada a morfometria para os neurbnios do colo distal, observa-se que
para a populacdo geral houve hipertrofia dos neurbnios apenas para o grupo CR em

relacdo ao DR, demonstrando que neste caso, para 0s animais diabéticos, a restricdo
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alimentar ndo atuou de forma favoravel a hipertrofia destes neurénios. Para a populagéo
nitrérgica apenas o grupo CR apresentou uma redugdo na morfometria dos neurdnios em
relacdo aos demais grupos.

Nos trabalhos de Gangula e lIzbeki (57,58) a quantificacdo de neurdnios da
populacdo geral e nitrérgica apresentam resultados que confirmam a perda neuronal no
diabetes, porém diferente de nosso trabalho, confirmam a hipertrofia que ocorre nos
neurdnios que permaneceram ativos, como resposta compensatoria a perda neuronal.

A RA ndo demonstrou efeito sobre estas duas populacfes avaliadas, tampouco
reverteu a reducdo neuronal provocada pelo DM, porém ndo agravou esta perda,
mantendo-a estabilizada até o final do tratamento.Quando observa-se a morfometria dos
neurénios de ambos 0s segmentos avaliados, ndo é constatado um padréo de influéncia
da restricdo alimentar, sendo assim muito variavel entre os grupos e entre as populacées

neuronais analisadas.
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6. CONCLUSAO

A restricdo alimentar promoveu efeitos benéficos sobre os parametros fisiolégicos e
sanguineos avaliados nos ratos diabéticos. Dentre eles pode-se destacar a melhora do
perfil lipidico, reducdo das enzimas hepaticas, reducéo na glicemia em jejum, melhora no
quadro de resisténcia a insulina.

O diabetes afetou a morfometria das tunicas intestinais e parede total, assim como
promoveu perda neuronal das populacdes geral e nitrérgica em ambos segmentos do
intestino grosso. Porém, neste caso a restricdo alimentar ndo foi capaz de reverter estas

alteracBes nos animais diabéticos.
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Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais durante 4 meses de tratamento.
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0-2 Meses 2-4 Meses

( Rac&o padrdo Nuvilab +

Grupo C agua ad libitum

Racao padrdo Nuvilab + { Racao padrdo Nuvilab
Grupo C

agua ad libitum em regime de restricdo (15g) +

Grupo CR i o
agua ad libitum

Racao padrdo Nuvilab +

Grupo D agua ad libitum

~ : . Racdao padrdo Nuvilab
Grupo D Racao estilo cafeteria +

Agua ad libitum Grupo DR
\

agua ad libitum

em regime de restricdo (159) +

Tabela 2. Anticorpos primarios e secundarios utilizados na imunomarcacéo para HUC/D* e nNOS"™ .

Primario Hospedeiro Diluicéo Empresa Secundario Diluicéo Empresa
, A21271 Molecular Anti-mouse ) Molecular Probes,
HuC/D Camundongo 1:500 Probes, Invitrogen  Alexa Fltuor 546 1:500 Invitrogen

nNOS Coelho 1:500 SC-49055 Anti-coelho 1:500 Molecular Probes,
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Santa Cruz Alexa Fluor 488 Invitrogen

Glicemia em jejum 0-4 meses

5001
« -4 Controle
400 - Diabético
—&— Controle
- 3004 —— Controle + Restricdo
D - Diabético
€ 200 o -
—— Diabético + Restricao
100+
O I I I I I I I I I 1
O N 2+ % %X © o A 9 9 O
| ] -
Pré-restricdo Restricdo alimentar

Semanas de tratamento

Figura 1. Evolugdo semanal da glicemia em jejum (mg/dL) de ratos dos grupos controle (C) e diabético (D) pelo periodo de 0- 2 meses
(pré-restricdo) e dos grupos controle (C), controle com restricdo (CR), diabético (D) e diabético com restricdo (CR) pelo periodo de 2-4
meses de tratamento. (*) Indica diferenca estatistica (p < 0,05) em relacdo ao grupo controle (C) dos periodos pré e pos restricao

alimentar. Analise de Variancia One-way ANOVA, seguido pelo pés-teste de Tukey (n=5/grupo).



A Teste de tolerancia a glicose pré-restricdo B Teste de tolerancia & glicose pos-restrig&o
550- 500+
500+ N -©- Controle
450_ _A_ H A1 —_ 400_
~ 4004 Diabético -
o 4
= 350 5
£ 300 £ 300 .
= 250+ <
£ 1297 £ 200
.g 100+ ks
O 804 O 100- Q%%:@:g:g;\ﬁ
60+
40 T T T T T T T 0 T T T T T T T
S 9 N ) O H» QO H» NH P O
KT &//"(’o P &//g‘o <P KRR P
Tempo (minutos) Tempo (minutos)

T

61

Controle
Controle+Restricdo
Diabético

Diabético+Restricédo

Figura 2. Testes de tolerancia a glicose (mg/dL) de ratos dos grupos controle (C) e diabético (D) ao final 2 meses (A) (pré-restricdo
alimentar) e dos grupos controle (C), controle com restricdo (CR), diabético (D) e diabético com restricdo (CR) aos 4 meses de

tratamento (B) (pds-restricdo alimentar). (*) Curvas que apresentaram diferencga estatistica (p < 0,05) em relacéo ao grupo controle (C).

Analise de Variancia One-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey (n=5/grupo).
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Figura 3. Testes de tolerancia a insulina (mg/dL) de ratos dos grupos controle (C) e diabético (D) ao final de 2 meses (A) (pré-restricao
alimentar) e dos grupos controle (C), controle com restricdo (CR), diabético (D) e diabético com restricdo (CR) ao final de 4 meses de
tratamento (B) (pds-restricdo alimentar). (*) Curvas que apresentaram diferenca estatistica (p < 0,05) em relagéo ao grupo controle (C).
Analise de Variancia One-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey (n=5/grupo).
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Tabela 3. Massa corporal (g) durante os 4 meses de tratamento, consumo de racao (g) e consumo de 4gua (mL) durante os periodos

de 0-2 meses (pré restricdo alimentar) e de 2-4 meses (durante restricdo alimentar) de ratos dos grupos controle (C), controle com

restricdo (CR), diabético (D) e diabético com restricdo (DR). Resultados expressos como média* + erro padrdo (n=5/grupo).

C CR D DR
C
Massa corporal 489,849,312 372,0+9,70 ° 334,8+10,68" 200,4+8,11
Consumo/racao
¢ 31,840,362 33,6+0,33° 49 5+1,29° 47,8+1,05°
0-2 meses
Consumo/racao b
K 29,3+0,37° 15,0+0° 47,5+1,12° 15,00
2-4 meses
Consumo/agua b
° 58,4+4,99°% 63,8+7,24° 237,3+27,44° 276,9+32,19
0-2 meses
Consumo/agua ab
X 51,0+2,30° 50,143,542 106,4+15,11" 83,030,54
2-4 meses

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga estatistica (p<0,05). Andlise de Variancia One-way ANOVA, seguidos de pos teste de Tukey .
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Tabela 4. Parametros bioquimicos: proteinas totais, frutosamina, triglicerideos, colesterol, aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase e fosfatase alcalina do sangue de ratos apos 2 meses de tratamento (pré restricdo alimentar) para os grupos controle

(C) e diabéticos (D). Resultadosexpressoscomo média* + erro padrao (n=5/grupo).

C D
Proteinas totais (g.dL™) 6,95+0.16° 6,88+0,15%
Frutosamina (mg.dL™) 0,57+0,04% 1,27+0,04°

Triglicerideos (mg.dL™)

109,7+19,69°

245 8+71,77°

Colesterol total (mg.dL™) 77.6+5.04° 117,8+9,16"
AST (U.L™) 22 8+0,752 177,6+23,28"
ALT (U.L™Y 41,4042 042 309,4+17,30°

Fosfatase alcalina (U.L™)

139,8+27,18°

540,8+60,97°

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05). Analise de Variancia One-way ANOVA, seguidos de p0s teste

de Tukey.
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Tabela 5. Parametros bioquimicos: proteinas totais, frutosamina, triglicerideos, colesterol, aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase e fosfatase alcalina do sangue de ratos apds 4 meses de tratamento (pés restricdo alimentar) para os grupos controle

(C),controle com restricdo (CR), diabéticos (D) e diabéticos com restricdo (DR). Resultados expressos como média* = erro padrao

(n=5/grupo).

C CR D DR

Proteinas totais (g.dL™) 5,32+0,19°% 4,96+0,21°% 5,5+0,3% 5,58+0,59%
Frutosamina (mg.dL™) 0,28+0,0142 0,21+0,006" 0,31+0,0172 0,31+0,018?
Triglicerideos (mg.dL™) 122,7+19,91° 41,00+2,93" 112,7+20,72° 26,0+3,29"
Colesterol total (mg.dL™) 63,1+4,34° 57,1+4,14% 73,20+4,79? 44,10+4,1"
AST (U.L™Y 49,9+1,74° 38,20+3,98° 117,4+27,77° 43,0+2,62°

ALT (U.LY 31,40+2,04° 30,4+17,30° 42,40+3,01° 31,40+3,19°
Fosfatase alcalina (U.L™) 83,0+14,72 130,8+15,04% 916,3+161,9° 484,9+88,1°

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05). Analise de Variancia One-way ANOVA, seguidos de pOs teste

de Tukey.
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Velocidade de transito intestinal
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Figura 4. Velocidade de transito intestinal (tempo) de ratos dos grupos controle (C) e diabético (D) ap6s 2 meses de tratamento (pré
restricdo alimentar) e dos grupos controle (C), controle com restricdo (CR), diabético (D) e diabético com restricdo (CR) apds 4 meses de
tratamento (pés restricdo alimentar). Analise de Variancia One-way ANOVA, seguidos de pos teste de Tukey. Resultados expressos
como média* = erro padrao (n=5/grupo). *p < 0,05 quando comparado ao grupo C no periodo pos restricdo alimentar e **p < 0,05

guando comparado ao grupo D no periodo pds restricdo alimentar.
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Tabela 6. Comprimento total do intestino grosso (cm), indice de células caliciformes (%) e morfometria (um) das tdnicas mucosa,
submucosa, muscular e parede total dos colos proximal e distal de ratos apds 4 meses de tratamento para os grupos controle (C),

controle com restricdo (CR), diabético (D) e diabético com restricdo (DR).Resultados expressos como meédia* + erro padrao (n=5/grupo).

C CR D DR
Intestino grosso 17,4+0,5% 17,1+0,92 22,4+0,9° 17,2+0,4%
Mucosa 50,65+0,262 57,93+0,32° 61,07+0,46° 53,04+0,33¢
Submucosa 25,5+0,21% 25,31+0,24% 23,97+0,18° 25,66+0,232
o Tg Muscular 103,840,772 119,6+0,62° 114,3+0,95° 103,8+0,892
8 3 Parede total 214,60+1,35° 213,2+0,81° 215,4+1,47° 208,0+1,293"
a .
Células a
. 18,0+3.02° 25 42+2 592 19,39+2,512 22,56+3,05
calicitormes
Mucosa 102+0,852 119+0,59° 121+0,64° 113+0,55°
Submucosa 22.0+0,22% 22.26+0,26% 21,66+0,372 18,89+0,25°
o ® Muscular 40,580,412 42 21+0,33° 51,85+0,36° 63,42+0,41°
ol Parede total 194,2+0,81% 202,1+0,48" 230,4+1,52° 222,1+0,76°
Células
15,89+3,88° 23,74+1,67° 16,38+1,31° 19,71+1,82°

caliciformes

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05). Analise de Variancia One-way ANOVA, seguidos de pos teste

de Tukey.
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Tabela 7. Quantificacdo (neurdnios/ganglio) e morfometria do perfil celular dos neurdnios mientéricos imunomarcados HUC/D* e nNOS

(um?) nos colos proximal e distal de ratos apés 4 meses de tratamento para os grupos controle (C), controle com restricdo (CR),

diabético (D) e diabético com restricdo (DR). Resultados expressos como média* + erro padrao (n=5/grupo).

C CR D DR
Q”ﬂ‘lj'cﬂl%aigao 21.29+0.63° 19.31+0.572 16.46+0.62" 16.79+0.54°
T Quantificacéo b b b
E £ NNOS* 9.57+0.342 8.21+0.28 7.60+0.28 7.58+0.28
X
© g Morfometria HuC/D* 350.8+6.78% 352.8+5.90% 336.0+6.64% 356.8+5.402
Morfometria nNOS” 330.7+5.572 378.1+6.06" 347.6+6.10%° 363.0+6.51°
Q”TI’J'C“/‘E%‘?E‘O 19.43+0.65° 15.1740.52" 16.8020.57™ 18.64+0.65
Quantificacao b b b
E B nNOS+g 9.76+0.442 7.98+0.33 8.42+0.26 8.48+0.30
wn
O3 Morfometria HuC/D* 336.1+6.23% 354.1+6.31%° 345.8+7.31°% 330.6+5.40%
Morfometria nNOS* 362.2+6.272 335.4+6.08° 367.0+6.98% 360.6+5.782

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05). Andlise de Variancia One-way ANOVA, seguidos de pos teste

de Tukey.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado "INVESTIGAGAO DOS EFEITOS DA RESTRIGAO ALIMENTAR SOBRE A NEUROPATIA
DIABETICA EM MODELO ANIMAL DE DIABETES MELLITUS TIPO 2", protocolado sob o CEUA n° 7590050415, sob a
responsabilidade de Maria Raquel Margal Natali e equipe; Carlos Vinicius Dalto Da Rosa; Jéssica Men De Campos - que envolve a
produgao, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, com o Decreto
6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringd (CEUA/UEM) em reunido de
14/08/2015.

We certify that the proposal "INVESTIGATION OF THE FOOD RESTRICTION EFFECTS ON DIABETIC NEUROPATHY IN
ANIMAL MODEL OF TYPE 2 DIABETES MELLITUS", utilizing 60 Isogenic rats (60 males), protocol number CEUA
7590050415, under the responsibility of Maria Raquel Margal Natali and team; Carlos Vinicius Dalto Da Rosa; Jéssica Men
De Campos - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes (or teaching) - it's in accordance with Law 11.794, of
October 8 2008, Decree 6899, of July 15, 2009, with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the State University of Maringa
(CEUA/UEM) in the meeting of 08/14/2015.

Vigéncia da Proposta: de 05/2015 a 12/2017 Laboratério: Ciéncias Morfolégicas (dcm)

Procedéncia: BIOTERIO CENTRAL DA UEM
Espécie: Rato isogénico Género: Machos idade: 90 dias N: 60
Linhagem:  Wistar Peso: 250g

Resumo: O diabetes mellitus tipo 2 eleva o nivel glicémico gerando aumento do estresse oxidativo em vérios tecidos. O trato
gastrointestinal também é comprometido pelo diabetes, gerando disfungdes, como disfagia e constipagdo. Ha véarios modelos animais
de indugdo do diabetes, porém, ndo ha completa similaridade com a doenga humana, carecendo de melhor caracterizagdo e
comparagdo entre modelos. A restricdo alimentar gera véarios beneficios ao organismo, como no processo de envelhecimento e no
combate a doengas pela redugdo da formagéo de radicais livres e, consequentemente, do estresse oxidativo. A restrigao alimentar ja
mostrou beneficios sobre os individuos diabéticos, mas a literatura ndo considera se este modelo é capaz de recuperar as fungdes
gastrointestinais. O objetivo deste estudo € avaliar as diferengas de modelos de diabetes sobre o jejuno e o ileo, e suas respostas a
restricdo alimentar. Para isto serdo utilizados 60 ratos Wistar, dos quais 20 serdo animais controle, distribuidos em animais nao
tratados e animais sob restrigdo alimentar. Os animais restantes serdo submetidos a dois protocolos de diabetizagdo, com indugéo
quimica por meio de injegdo de nicotinamida e estreptozotocina, ou dieta de cafeteria por dois meses seguida de inje¢do de
estreptozotocina. Para cada protocolo 10 animais receberdo ragdo padrao ad libitum e 10 sofrerdo restrigdo alimentar baseada no
grupo controle restringido. A restrigdo alimentar utilizada seré4 de 50% do consumo diario de ragdo. Apés 60 dias de restricdo os
animais serdo eutanasiados, e terdo seu sangue coletado para realizagdo de dosagens bioquimicas de proteinas totais, uréia,
frutosamina, niveis de aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase, malondialdeido e atividade de GLP-1. O intestino
delgado sera coletado e tera o jejuno e ileo separados e fixados para técnicas imunohistoquimica de avaliagdo da populagéo geral e
subpopulagdes colinérgica, nitrérgica e vipérgica neuronal, e glia do plexo mioentérico. Outra porgdo destes segmentos serdo
destinadas a técnicas de imunoidentificagdo para avaliar células enteroenddcrinas serotoninérgicas e GLP-1 imunoreativas, além da
apoptose por meio do TUNEL em cortes histologicos. Também seréa realizada determinagdo de alguns parametros do estresse
oxidativo tecidual por meio das técnicas da superéxido dismutase e do acido tiobarbitirico. Os dados serdo submetidos a andlise
estatistica utilizando o teste K-S, seguidos pelos testes de anélise de variancia (one-way ANOVA) e pos-teste de Tukey, ou teste de
Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn’s, conforme a normalidade dos dados.

Maringé, 18 de agosto de 2015

7580050415
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these will be visible throughout the review process. Place the page number and first author's last name in
the upper right-hand corner of each page.

Review articles should be divided onto the following sections and appear in the following order: (1) title
page (with short running page heading, title, authors names and affiliations), (2) abstract and keywords,
(3) body of the article, (4) acknowledgments, funding, and disclosures; (5) references, (6) tables, (7)
figure legends, and (8) figures.

Original articles should be divided into the following sections and appear in the following order: (1) title
page (with short running page heading, title, authors names and affiliations) (2) abstract and keywords,
(3) introduction, (4) materials and methods, (5) results, (6) discussion, (7) acknowledgments, funding, and
disclosures, (8) references, (9) appendices, (10) supporting information, (11) tables, (12) figure legends,
and (13) figures.

Title Page

On the title page, provide the complete title and a running title (not to exceed 45 characters and spaces).
List each contributor's name and institutional affiliation. Provide the name, postal and e-mail address, fax
and telephone number of the contributor responsible for the manuscript and proofs. This is the person to
whom all correspondence will be sent. The corresponding author is responsible for keeping the editorial
office updated with any change in details until the paper is published.

Abstract and Keywords

The abstract must not exceed 250 words. It should summarize the aim of the study and describe the work
undertaken, results and conclusions. For Original Articles and Technical Notes, the abstract should be
structured under four subheadings: Background, Methods, Key Results and Conclusions &
Inferences. For Review Atrticles, the abstract should be structured under Background and Purpose. For
Mini-review editorials, “Hot Topics” and Case Reports, the abstract should be unstructured, i.e. without
the subheadings. In addition, you should list up to six keywords in alphabetical order. For ideas on
optimising your abstract, see here.

Key Points

The Key Points of research papers should provide readers with a concise, but precise, synopsis of the
paper, and make the research accessible to readers from overlapping disciplines.

Key Points should be written clearly, in lay English that can be understand by a non-expert in the area,
and the use of scientific language should be kept to a minimum. Only those abbreviations in common
usage will be allowed.

The Key Points summary should be written in short sentences, should not exceed 80 words total, and
should be presented as 3 bulleted points as follows:

The first point should describe, in one or two short sentences, the state of current knowledge and the key
question(s) being addressed in the research paper

The second point should describe the results of the current paper. It is neither appropriate nor necessary to
provide numerical results or statistical details

The third point should state the importance of these results in the context of the broader field of
neurogastroenterology and motility, in health and disease.
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Introduction

This section should not exceed more than 500 words and should not have a separate heading. The
Introduction should briefly discuss the objectives of the study and provide the background information to
explain why the study was undertaken, and what hypotheses were tested.

Materials and methods

Animal preparation and experimentation should cite the approving governing body. Equipment and
apparatus should cite the make and model number and the company name and address (town, state/city,
country) at first mention.

Give all measurements in metric units and use negative indexing (mg mL ™, not mg/mL). Use generic
names of drugs. Symbols, units and abbreviations should be expressed as Systéme International (SI) units.
In exceptional circumstances, others may be used, provided they are consistent. If necessary, please
contact the editorial office for further advice.

Experimental Methods Reporting Checklist for Authors

Results
Tables and text should not duplicate each other.
Discussion

This section should not exceed more than 1500 words and should be concise. The Discussion should
include a brief statement of the principal findings, a discussion of the validity of the observations, a
discussion of the findings in light of other published work dealing with the same or closely related
subjects, and a statement of the possible significance of the work. Authors are encouraged to conclude
with a brief paragraph that highlights the main findings of the study.

Acknowledgments, Funding, and Disclosures

It is the duty of authors to acknowledge funding sources, technical assistance, provision of materials or
reagents and other matters that relevant to the paper. Authors must acknowledge individuals who do not
qualify as authors but who contributed to the research. If the work was sponsored by an organization,
charity or industry, it is essential this be declared and, in the case of industry-sponsored research, the
authors need to indicate that they had complete access to the data that supports the publication. If the
paper was written by a professional medical writer, this must be disclosed and follow the Ethical Policies
of Neurogastroenterology & Motility.

The Journal insists that authors disclose their contributions to the work described in the submitted
manuscript. Some examples include:

AB performed the research

CD designed the research study

EF contributed essential reagents or tools
GH analyzed the data

1J wrote the paper.
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An author may list more than one contribution, and more than one author may have contributed to the
same element of the work.

Example:

AB performed the research; AB & CD analyzed the data and wrote the paper; EF contributed the
knockout mice for the study and GH designed the research study and wrote the paper.

All sources of funding must be disclosed clearly and in full via a Funding Statement. This statement will
be published in the Funding section of the paper (please see further information on NIH funding below).
List governmental, industrial, charitable, philanthropic and/or personal sources of funding used for the
studies described in the manuscript. Attribution of these funding sources is preferred. Please indicate "No
funding declared" if no funding is associated with the paper.

Examples:

This work was supported by a grant from the National Institutes of Health, USA (DKxxxx to AB).

This work was supported by the Crohn’s and Colitis Foundation of Canada (grant to AB and CD).

This work was supported by a grant from Big Pharma Inc. (to AB) and equipment was donated by Small
Pharma Inc. EF received a graduate studentship award from the University of Xxxxx.

The Journal insists on full disclosure of competing financial and other interests from all authors. This is
mandatory and a condition of publication. At the end of the acknowledgments section, there must to be a
statement of these interests or the following statement: “No competing interests declared”. Authors are
also required to submit a Conflicts of Interests (COI) form upon acceptance (see Supporting Documents).
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All references should be numbered consecutively in order of appearance and should be as complete as
possible. In text citations should cite references in consecutive order using Arabic superscript numerals.
Sample references follow:
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Please note that journal title abbreviations should conform to the practices of Chemical Abstracts.

For more information about AMA reference style - AMA Manual of Style.

Abbreviations

Include in the manuscript a list of new or special abbreviations along with the spelled out form or
definition. For commonly accepted abbreviations, word usage, symbols, etc., authors are referred to the
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CBE Style Manual published by the American Institute of Biological Sciences or Units, Symbols and
Abbreviations published by the Royal Society of Medicine. The abbreviations should be derived from the
American spelling convention [e.g. ' TLESR' (American: esophagus), not TLOSR' (British: oesophagus)].

Tables

Tables should be numbered consecutively within the text. Tables and text should not duplicate each other.
If possible, hold tables to one standard manuscript page; if the table continues past one page, repeat all
column headings and the stub (left-hand column). Explain all abbreviations in a footnote. Provide a
number and title for each table. Regardless of authorship or publisher, permission must be received in
writing for its use if a table has been previously published. Include an acknowledgment of the original
source in a footnote. Tables should not be submitted as photographs or graphics files.

Figures

Labelling should be in 8pt Helvetica or Arial. Figure sections should be designated with upper case
letters. Magnification (scale) bars should be given on electron and light micrographs. Details of the
magnification bar should be noted in the figure legends. Guidance on the preparation and submission of
figures, links to useful websites and access to both the Wiley house and journal-specific style guides can
be found at http://authorservices.wiley.com/bauthor/author.asp.

Guidelines for cover submissions
If you would like to send suggestions for artwork related to your manuscript to be considered to appear on
the cover of the journal, please follow these general guidelines.

Manipulation of images

The Journal follows the guidelines and procedures established by the Council of Science Editors for
digital imaging data. Please note the following in particular:

Images cannot be modified to change the overall appearance or appearance of any specific feature.
Adjustments of brightness and contrast or colour balance are acceptable but must be applied to the entire
image.

Features cannot be obscured and any rearrangements must be explicitly indicated by the insertion of
dividing lines.

Images will be examined for any indication of improper modifications. The final acceptance of all
manuscripts is contingent on any concerns raised in our review of the figures being resolved.

Figure and table legends

Cite all tables and figures in the text, numbering them sequentially as they are cited. Each figure must
have a corresponding legend. The legend must be numbered with an Arabic number that corresponds to
the illustration as it appears in the text. Each should begin with a short title for the figure. Legends to
tables (where necessary) and figures should contain sufficient information to be understood without
reference to the text. Explain all symbols, arrows, numbers, or letters used in the figure and provide
information on scale and/or magnification. For photomicrographs, include information on the method of
staining or preparation.
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Quantitative or qualitative data too extensive for inclusion in the regular edition of the Journal may be
presented as supporting information. It must be included as part of the original submission and will be
reviewed as an integral part of the paper. The availability of supporting information should be indicated in
the main manuscript, to appear after the references at the end of the paper, providing titles of figures,
tables, etc. formatted as if the material was to appear in the print edition. We welcome audio and video
material, if relevant to your paper. Full details on how to submit supporting information, including videos,
can be found at http://authorservices.wiley.com/bauthor/suppmat.asp.
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Library, as well as deposited in the funding agency's preferred archive. See the full list of terms and
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