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RESUMO

O diabetes tipo I, causado pela destruicdo das células beta do pancreas, promove
alteracdes metabdlicas que podem ser acompanhadas de prejuizos em 6rgdos e tecidos
especificos. O intestino delgado é um o6rgdo que apresenta uma série de alteragdes,
principalmente de cardter morfolégico e funcional. A atividade fisica regular por sua vez,
pode contribuir para o controle desta situacdo, sendo um fator importante, ja que grande parte
da populagdo mundial sofre com esta doenca. Este trabalho teve como objetivo analisar os
aspectos morfolégicos e histoquimicos do intestino delgado e a ultra-estrutura de células
caliciformes de ratos diabéticos, a fim de se observar possiveis alteragdes causadas pela
doenga. Além disso, este trabalho buscou avaliar de que maneira o exercicio fisico pode
interferir nestas modificagdes e contribuir para o controle do estado diabético. Neste estudo,
ratos Wistar foram distribuidos em 4 grupos: controle sedentario (CS), controle treinado (CT),
diabético sedentdrio (DS) e diabético treinado (DT). O diabetes foi induzido por aloxana
monoidratada Sigma (35 mg/kg de peso corporal). Os grupos treinados realizaram um
protocolo de exercicios fisicos, que consistiu em natacdo com cargas acopladas ao corpo.
Durante o periodo experimental, foram realizadas avaliacdes de peso corpéreo e ingestdo
hidrica e alimentar. Ap6s o periodo experimental, o sangue dos animais foi coletado para
andlise de glicemia. Os intestinos delgados dos animais foram retirados, pesados e o
comprimento foi medido. Amostras de duodeno, jejuno e ileo foram processadas e analisadas
para a microscopia de luz e para a microscopia eletronica de transmissdo. O diabetes causou
um aumento geral do intestino delgado, também devido a alteracdo de caracteristicas
histomorfométricas, tais como aumento de vilosidades e da espessura da camada mucosa.
Além disso, a doenca promoveu alteragdes morfoldgicas demonstradas pela diminui¢do das
quantidades de fibras coldgenas, fibras reticulares e proteinas gerais, e aumentando as
quantidades de polissacarideos neutros e dcidos nucléicos em geral. Com relagc@o as células
caliciformes, o diabetes provocou o aumento do nimero destas células e de sua atividade
secretdria. Em individuos diabéticos, o exercicio fisico ndo alterou os aspectos morfolégicos
observados no intestino delgado e referente aos aspectos histoquimicos, influenciou alguns
pardmetros de maneiras diferentes ao observado em individuos saudaveis. Quanto as células
caliciformes, o exercicio manteve em niveis semelhantes aos observados em individuos
sauddveis as caracteristicas ultra-estruturais no duodeno e no ileo, e neste tltimo, o niimero de
células nas vilosidades, indicando ser benéfico para a atividade secretdria destas células.

Desta forma, concluiu-se que o diabetes promoveu uma série de alteracdes nos aspectos



estudados, porém boa parte destas caracteristicas nao foi recuperada ou, pelo menos, mantida
sauddvel, pela prética de exercicios fisicos.
Palavras-chave: Diabetes tipo 1. Ratos Wistar. Exercicio fisico. Intestino delgado. Células

caliciformes.



ABSTRACT

Type I diabetes, caused by pancreatic beta cells destruction, promotes metabolic changes that
may be accompanied by losses in specific organs and tissues. The small intestine is an organ
that shows several changes, mainly of morphological and functional aspects. Regular physical
activity can contribute to control this situation being an important factor, since most of the
world population suffers from this disease. This study aimed to analyze the morphological
and histochemical aspects of the small intestine and goblet cells ultrastructure in diabetic rats,
in order to observe possible changes caused by the disease. In addition, this study aimed to
evaluate how exercise can interfere on these changes and contribute to control the diabetic
state. In this study, Wistar rats were divided into 4 groups: sedentary control (SC), trained
control (TC), sedentary diabetic (SD) and trained diabetic (TD). Diabetes was induced by
alloxan monohydrate Sigma (35 mg/kg body weight). Trained groups performed an exercise
protocol, which consisted of swimming with loads attached to the body. During the
experimental period, assessments were made on body weight, water and food intake. After the
trial period, the animals' blood was collected for glucose analysis. The small intestines of the
animals were removed, weighed and the length was measured. Samples of duodenum,
jejunum and ileum were processed and analyzed for light microscopy and for transmission
electron microscopy. Diabetes caused a general increase in the small intestine, also due to
changes on histomorphometric features, such as increased villi and increased thickness of the
mucosa. In addition, the disease promoted histochemical changes as demonstrated by reduced
amounts of collagen fibers, reticular fibers and general proteins, and increased amounts of
neutral polysaccharides and general nucleic acids. About goblet cells, diabetes increased the
number of these cells and their secretory activity. In diabetic individuals, exercise did not alter
the morphology observed in the small intestine and on histochemical aspects influenced some
parameters on different ways to those observed in healthy animals. In goblet cells, exercise
kept the ultrastructural characteristics of the duodenum and ileum and the number of cells in
ileal villi at similar levels to those observed in healthy individuals. These results indicate that
exercise was beneficial for the secretory activity of these cells. Therefore, it could be
conclude that diabetes promoted several changes in the studied aspects, however most of
these features were not recovered or, at least kept healthy by physical exercise.

Keywords: Type I diabetes. Wistar Rats. Physical exercise. Small intestine. Goblet cells.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus consiste em uma doenca cronica caracterizada por um conjunto de
alteracdes metabdlicas. Estas alteracdes sdo desencadeadas por defeitos na producdo de
insulina (diabetes tipo I), pela ineficiéncia em sua acao periférica (diabetes tipo II), ou ambos
os efeitos (REPORT OF THE EXPERT COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND
CLASSIFICATION OF DIABETES MELLITUS, 2003). Este horménio € produzido pelas
células Beta das ilhotas de Langerhans, presentes na porcdo enddcrina do pancreas, e €
secretado diretamente na corrente sanguinea.

O diabetes mellitus do tipo I € caracterizado pela destruicdo destas células, por meio
de processos auto-imunes. A deficiéncia na producio de insulina na circulagdo sanguinea faz
com que a captacdo de glicose pelos tecidos periféricos fique comprometida, excedendo-se
assim, a concentracdo de glicose no sangue (hiperglicemia). O quadro permanente de
hiperglicemia consiste na caracteristica principal desta patologia e os sintomas deste quadro
incluem desidratacdo, perda de glicose pela urina (glicosuria), sede exacerbada (polidipsia),
fome exacerbada (polifagia), mic¢des freqiientes (polidria) e aumento da presenca de corpos
cetdnicos no sangue e na urina (cetose) (LEON, 1987). Estas complica¢gdes sdo os principais
responsdveis por disfungdo e insuficiéncia de varios 6rgios, retinopatia, neuropatia periférica
e vasculopatia (ZHAO; YANG; GREGERSEN, 2003). Além disso, individuos que
apresentam este tipo de diabetes sofrem perda de peso e enfraquecimento devido a
incapacidade de utilizar glicose, sofrendo uma aceleracdo no processo de degradacdo de
gordura e de proteinas.

De todos os casos de diabetes no mundo, cerca de 10% correspondem ao diabetes do
tipo I, ocorrendo principalmente em pessoas com descendéncia européia (GILLESPIE, 2006).
Atualmente, o aumento na incidéncia global da doenca € de 3% ao ano (EURODIAB ACE,
2000) e prevé-se que esta incidéncia seja ainda maior nos anos subseqiientes (ONKAMO et
al., 1999). Este rdpido crescimento sugere que a agdo do meio ambiente na suscetibilidade de
genes contribui para a evolucdo epidemiologia deste tipo de diabetes.

Ao longo do desenvolvimento desta doenga, transtornos gastrointestinais sdo comuns
em pacientes diabéticos, chegando a 75% o nimero de pacientes que se queixam de sintomas
deste tipo em clinicas que tratam de diabetes (FOLWACZNY et al, 1999; VERNE,
SHINSKY, 1998). As queixas mais comuns incluem disfagia, saciedade precoce, refluxo,
dores abdominais, ndusea, vOmito e diarréia. Estes sintomas sdo atribuidos a motilidade

gastrointestinal perturbada, secrecio e absor¢do anormal de nutrientes (Koch, 1999), além do



peristaltismo reduzido (CLARKE et al., 1979). A duracdo da doenga e o fraco controle
glicémico parecem estar associados com a gravidade destes distirbios (FOLWACZNY et al.,
1999; VERNE, SHINSKY, 1998).

Dentre os 6rgdos que compdem o trato gastrointestinal, o intestino delgado € bastante
importante, sendo responsavel pelas fungdes de transporte do quimo, absor¢do dos nutrientes
ingeridos na alimentacdo e secrecio de substincias. Este 6rgao corresponde a maior por¢ao do
trato gastrointestinal e consiste em trés segmentos, chamados de duodeno, jejuno e ileo
formando uma passagem do estdmago até o intestino grosso (SHA et al., 2006). A parede do
intestino delgado é formada por quatro camadas principais. Do centro da circunferéncia
intestinal para fora, estas camadas estdo organizadas na seguinte ordem: mucosa (que
compreende as vilosidades e glandulas intestinais), submucosa, muscular (uma camada
interna e outra externa) e serosa. Esta tltima camada costuma ndo se preservar em estudos
morfoldgicos com este 6rgao.

Muitos dos distirbios gastrointestinais identificados em pacientes diabéticos ocorrem
neste 6rgdo, sendo entdo, um alvo freqiiente de estudos com estes individuos. O intestino
delgado de pacientes com diabetes tipo I passa por alteragdes morfoldgicas na camada mucosa
(LORENZ-MEYER et al., 1977; ZOUBI et al., 1995), comprometendo a movimentagdo do
alimento através do limen do intestino, a secrecdo de suco entérico e da absor¢do dos
produtos da digestdo, que dependem da integridade do epitélio de revestimento deste 6rgao.

Existem muitos trabalhos que buscam elucidar as complicacdes que ocorrem no
intestino delgado de pacientes com diabetes tipo I, porém grande parte dos estudos concentra-
se em experimentos de inducdo deste tipo de diabetes em animais, através de drogas
especificas, dentre as quais se destacam a aloxana e a estreptozotocina. Estas drogas
destroem, seletivamente, as células Beta pancredticas, gerando um quadro de hipoinsulinemia
permanente (LERCO et al., 2003; WEI et al., 2003). A aloxana é um agente diabetogénico
que tem sido regularmente utilizado para induzir o diabetes experimental em ratos, uma vez
que provoca alteracdes semelhantes as observadas em trabalhos com o diabetes humano.

Em estudos com ratos induzidos ao diabetes tipo I, sabe-se que o intestino delgado
apresenta complicacdes expressivas como o remodelamento morfolégico e biomecanico
(ZHAO; YANG; GREGERSEN, 2003) e o rapido transito de alimentos. Este ultimo é
promovido por alteracdes nos conteidos de peptideos neuroenddcrinos que contribuem para o
aumento da secrecdo intestinal (EL-SALHY, 2001), provocando diarréia, que é um dos

sintomas observados em pacientes diabéticos (LOCKE, 1995).
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A alteracdo no peso intestinal € uma caracteristica que pode ser observada em muitos
estudos com ratos, durante as primeiras semanas de inducdo do diabetes tipo I. Ratos
diabéticos ndo tratados com insulina perdem massa corpdrea de maneira aguda apds a indugdo
do diabetes. Apesar da diminuicdo do peso corpdreo, o diabetes produz o aumento
significante no peso do intestino delgado, expresso em termos absolutos ou como uma
porcentagem do peso corpdreo. Na maior parte dos casos ocorre 0 aumento na por¢io
proximal do érgdo, fato que € atribuido a hiperfagia do diabetes, sintoma caracteristico da
doenca. Isto ocorre em maior escala na camada mucosa da parede intestinal (BERGSTROM,
NORRBY, 1988; MILLER et al., 1977; NAKAYAMA, NAKAGAWA, 1974; NORRBY,
BERGSTROM, DRUVEFORS, 1983; SCHEDL, WILSON, 1971).

Jervis e Levin (1966) examinaram o intestino delgado de ratos com diabetes aloxanico
cronico. Eles postularam que o intestino destes ratos cresce marcadamente em didmetro e
comprimento, em comparagdo com ratos que receberam a inje¢do de aloxana e ndo ficaram
diabéticos, e especulam que este aumento pode ter ocorrido devido a quantidade de ingestio
de nutrientes.

A inducdo do diabetes experimental em ratos resulta, em mudancas considerdveis, ndo
s6 no crescimento, mas também na fungdo do intestino delgado. A sintese de DNA ¢
estimulada, levando ao aumento da massa da camada mucosa e na superficie de vilosidades e
glandulas intestinais (NAKABOU et al., 1974; SCHEDL, WILSON, 1971). Além de ser
observado o aumento no conteido macromolecular no duodeno e no jejuno (OSBORNE et
al., 2000), ocorre o actimulo de proteinas da matriz extracelular na camada de musculatura
lisa do intestino como um todo. Este acimulo pode ser um dos efeitos mediados pela
hiperglicemia (SANCHEZ et al., 2000).

Mudancas funcionais podem ser observadas também em células especificas do epitélio
intestinal. Neste tecido encontram-se as células caliciformes, que sdo células exdcrinas
altamente polarizadas, que podem ser reconhecidas por seu acimulo apical de granulos de
secrecdo. Estas células sintetizam e secretam glicoproteinas de alto peso molecular chamadas
de mucinas. Apds a secrecdo, as mucinas hidratam a superficie epitelial, gerando uma camada
de muco que contém outros componentes como agua, eletrélitos e imunoglobulinas. Este
conjunto de substincias produz uma barreira fisica e quimica que protege o epitélio de
agentes presentes no ldmen intestinal como bactérias, toxinas ambientais e compostos
ingeridos na dieta que possam ameacgar a integridade da camada mucosa (SPECIAN;

OLIVER, 1991).
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Em trabalhos com ratos diabéticos induzidos, existem algumas informagcdes sobre os
efeitos que a doenca pode causar na morfologia e funcdo das células caliciformes. Segundo
Mantle et al. (1989), hd o decréscimo absoluto no contetido de mucinas teciduais no intestino
delgado e o numero total de células caliciformes em vilosidades e glandulas intestinais
aumenta em individuos com a doenca.

De uma forma geral, muitos trabalhos sobre o diabetes tipo I buscam avaliar que tipos
de contribuigdes podem ser obtidas através de tratamentos para o controle da doenga,
tentando-se evitar as manifestacdes dos distirbios desencadeados. Dentre estes tratamentos, a
atividade fisica vem sendo regularmente estudada quanto aos seus beneficios no tratamento da
doenca (LUCIANO, MELLO, 1998; GOMES et al., 2003). De uma forma geral, exercicios
aerébios envolvendo contracdo submdxima repetitiva da maioria dos grupos musculares,
como a natagdo, sdo recomendados no tratamento de pacientes diabéticos do tipo I
(SCHNEIDER; RUDERMAN, 1986). Além disso, um treinamento moderado de natacdo em
ratos normais induz a um decréscimo significante das concentracdes plasmadticas basais de
insulina e um aumento na tolerancia a glicose intravenosa (BERGER et al., 1979).

Sabe-se que o exercicio fisico regular melhora o controle metabdlico em individuos
diabéticos e € um componente importante no tratamento do diabetes mellitus tipo I (ADA,
2004). Nos seres humanos e em animais experimentais, o treinamento fisico aumenta a
captagdo de glicose induzida pela insulina (ARONSON et al., 1997; HARDIN et al., 1995) e
reduz a secrecio de insulina estimulada pela glicose (HALLENIUS et al., 1995), contribuindo
assim para a homeostase glicémica. Observa-se também que ocorre o aumento no uso de
glicogénio muscular durante o exercicio fisico, aumento no nimero e tamanho das
mitocondrias musculares e o aumento da sensibilidade dos tecidos periféricos a insulina
(KRAUS et al., 2002; LUCIANO et al., 2002). Além disso, sabe-se que o treinamento fisico
aumenta a captacdo periférica de aminodcidos (LUCIANO, MELLO, 1998; NIELSEN et al.,
2001).
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2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi analisar os aspectos morfolégicos do intestino delgado e a
ultra-estrutura de células caliciformes de ratos diabéticos, a fim de se observar possiveis
alteracdes causadas pela doenca, e com isto avaliar de que maneira o exercicio fisico pode

interferir nestas modificacdes e contribuir para o controle do estado diabético.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados 38 ratos machos adultos da linhagem Wistar (270-500 g), com
aproximadamente 70 dias de idade no inicio do experimento, provenientes do Biotério Central
da Unesp - Botucatu. Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Educagdo
Fisica — IB — Unesp - Rio Claro e alojados em gaiolas de polietileno (37 x 31 x 16), 5 ratos
por gaiola, em uma sala a temperatura ambiente (25°C), com luz artificial das 6 horas da
manha as 6 horas da tarde. A alimentacgao foi feita com ragcdo balanceada padrao Purina e dgua

ad libitum.

3.2. Indugdo do diabetes e delineamento experimental

Ap6s jejum de 12 horas, os ratos foram anestesiados moderadamente em vapor de éter
etilico e em seguida receberam uma injecdo de aloxana monoidratada Sigma (35 mg/kg de
peso corporal) dissolvida em tampdo citrato 0,01M, pH 4,5, na veia peniana dorsal. Apds a
indugdo, os animais foram recolocados nas gaiolas e receberam solucdo glicosada (30%)
durante 24 horas para evitar hipoglicemia pds-aloxana (LUCIANO; LIMA, 1997), além de
racdo. Cinco dias apds a administragcdo da droga, foi realizada a comprovacdo do estado
diabético dos individuos através da determinacdo dos niveis glicémicos pelo método
enzimatico colorimétrico da glicose-oxidase (HENRY, 1974). Foram considerados diabéticos
apenas os ratos que apresentaram glicemia igual ou superior a 200 mg/100 mL de sangue. Os
animais com glicemia inferior a este valor foram descartados. Durante toda a duracdo do
experimento, os animais diabéticos ndo foram tratados com insulina.

Apés a obtencdo dos individuos diabéticos, os animais foram divididos em quatro
grupos de tratamento: controle sedentdrio (CS) (n = 8), com ratos sadios que ndo realizaram o
protocolo de exercicios fisicos; controle treinado (CT) (n = 8), com ratos sadios que
realizaram o protocolo de exercicios fisicos; diabético sedentario (DS) (n = 8), com ratos
diabéticos que ndo realizaram o protocolo de exercicios fisicos e diabético treinado (DT) (n =

8), com ratos diabéticos que realizaram o protocolo de exercicios fisicos.
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3.3. Protocolo de treinamento

Os ratos dos grupos CT e DT foram submetidos a testes de esfor¢os para a
identificacdo da Maxima Fase Estdvel de Lactato (MFEL). A MFEL equivale a mais alta
concentracdo de lactato sanguineo, onde sua entrada na circulagdo é compensada pela
remocdo, durante exercicios com cargas constantes. Os animais foram submetidos a vérios
testes de natacdo suportando sobrecargas constantes e crescentes em relacdo ao peso corporal,
até que nao fosse possivel a estabilizacdo das concentracdes de lactato sanguineo durante a
sessdo de exercicios. Cada teste consistiu de 30 minutos de natacdo continua suportando uma
carga, com coleta de sangue por corte na extremidade da cauda a cada 5 minutos para a
determinacdo das concentragdes de lactato. Houve um intervalo de 48 horas entre os testes. O
critério de estabilizagdo empregado foi a diferenga igual ou inferior a 1,0 mM de lactato
sanguineo entre 10 e 20 minutos de exercicio. Através deste procedimento, a carga corpdrea
afixada foi de 5,2% para os ratos do grupo CT e 4,8% para os ratos do grupo DT.

Durante as trés semanas anteriores a realizacdo do protocolo de treinamento fisico, os
animais passaram por um periodo de adaptacdo ao meio liquido, com aumentos graduais nos
tempos de exercicio e nas cargas corporeas, até os valores estabelecidos pela MFEL em cada
grupo.

O protocolo de exercicios consistiu em natagdo por 60 minutos didrios, 5 dias por
semana, durante 8 semanas consecutivas, com carga corpdrea equivalente a MFEL. As
sessdes de natacdo foram realizadas no periodo vespertino, em tanques de amianto de 100 cm
de comprimento, 70 cm de largura e 60 cm de altura. Os tanques foram cheios com 4gua a
uma profundidade de 40 cm, de forma que os animais ndo pudessem apoiar a cauda no fundo.
A temperatura da dgua foi controlada por meio de um aquecedor elétrico, sendo mantida em
31°C £ 1°C, durante a realizacdo do exercicio.

Ao final do protocolo de treinamento experimental, os ratos de cada grupo foram
mantidos em repouso por 48 horas em relagdo a tultima sessdo de exercicios. Os animais
foram mortos por decapitacdo em guilhotina e os materiais a serem processados foram
imediatamente coletados.

Todos os procedimentos experimentais efetuados neste trabalho foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa - Uniararas, sendo conduzidos de acordo com as normas

sugeridas para a experimentacdo animal.
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3.4. Avaliagdo dos animais

Durante o periodo experimental, os ratos foram avaliados semanalmente com relagio
ao peso corporal, ingestdo hidrica e alimentar. Apds a morte dos animais, o sangue de cada
individuo foi coletado e centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos. A partir do soro, foi
determinada a taxa de glicose sangiiinea (glicemia final) pelo método enzimédtico

colorimétrico da glicose-oxidase (HENRY, 1974).

3.5. Processamento tecidual

Apds o sacrificio, o intestino delgado de cada individuo foi retirado, do esfincter
pilérico até a vdlvula ileocecal. Em seguida, o comprimento e o peso intestinal foram
medidos. Apds a realizagcdo destas medidas, cada intestino delgado foi separado em trés
segmentos: duodeno (proximal), jejuno (medial) e ileo (distal).

Para a realizacdo das andlises histolégicas, histoquimicas, morfométricas e ultra-
estruturais foram escolhidos trés individuos de cada grupo levando em consideracdo os
valores de glicemia obtidos 96 horas antes da morte, de forma que representassem o padrdo
do grupo. Desta forma, os trés individuos com niveis de glicemia mais préximos da média de
seu grupo, tiveram amostras de duodeno, jejuno e ileo processadas para a microscopia de luz e
para a microscopia eletronica de transmissao.

Para a microscopia de luz, amostras de cada um dos trés segmentos foram fixadas em
Bouin, embebidas em tampao fosfato de sddio, desidratadas em graduacdes crescentes de
etanol (70%, 80%, 90% e 95%) e emblocadas em historesina (Leica). Os materiais foram
seccionados no micrétomo Leica RM2145 em cortes transversais com espessura de 6
micrometros. Os cortes foram colocados sobre laminas de vidro e, ap6s a secagem (estufa a
37°C), foram corados através das seguintes técnicas histologicas e histoquimicas:

- Hematoxilina e Eosina (histologia de rotina): Os cortes foram hidratados (1 minuto),
corados com hematoxilina (10 minutos), lavados e corados com eosina (5 minutos). Em
seguida, os cortes foram lavados em dgua corrente e secados a temperatura ambiente
(adaptado de JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983)

- Azul de Bromofenol (proteinas): Os cortes foram corados com o azul de bromofenol
(60 minutos), lavados em 4cido acético 0,5% (1 a 5 minutos), lavados em 4gua corrente (5 a
15 minutos) e secados a temperatura ambiente (adaptado de JUNQUEIRA; JUNQUEIRA,
1983);
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- Azul de Toluidina (acidos nucléicos e estruturas acidas): Os cortes foram hidratados,
corados na solu¢do de azul de toluidina pH = 3,5 pré-aquecida (60 minutos na estufa a 60°C) e
lavados em 4gua destilada. Em seguida, foram imersos em solu¢do aquosa de metabissulfito
de sédio ou potassio e secados a temperatura ambiente (adaptado de JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983);

- PAS (Acido Periddico de Schiff) (polissacarideos neutros): Os cortes foram corados
na solugdo de acido peridédico de Schiff 0,4% por 10 minutos, lavados em agua destilada,
colocados no reagente de Schiff (60 minutos no escuro). Em seguida, foram lavados em dgua
sulfurosa (3 minutos), dgua corrente por 20 minutos e secados a temperatura ambiente
(adaptado de MCMANUS, 1946);

- PAS-Alcian Blue (polissacarideos neutros e acidos): Os cortes foram hidratados em
dgua destilada, corados com o azul de Alcian pH = 2,5 (30 minutos), novamente lavados em
dgua destilada e, em seguida, corados com o acido periddico de Schiff 1% (5 minutos). Ap6s
outra lavagem em 4gua destilada, os cortes foram colocados no reativo de Schiff (30 minutos
no escuro), lavados em 4gua sulfurosa (1 minuto), 4gua corrente (10 minutos) e secados a
temperatura ambiente (adaptado de MCMANUS, 1946);

- Picrosirius-Hematoxilina (fibras coldgenas totais): Os cortes foram corados na
solucdo de picrosirius (60 minutos na estufa a 60°C), lavados em dgua e corados com
hematoxilina (10 minutos). Em seguida, foram lavados novamente em &4gua corrente e
secados a temperatura ambiente (adaptado de JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983);

- Prata Amoniacal (fibras reticulares): os cortes foram colocados em dgua destilada,
oxidados em permanganato de potdssio a 2% por 3 minutos e em seguida lavados em dgua
corrente por 2 minutos. Apds isso, foram diferenciados com solu¢do de metabissulfito a 2%
por 3 minutos, lavados em 4gua corrente por 2 minutos, e banhados na solugdo de sulfato
férrico amoniacal por 3 minutos. Os cortes foram entdo lavados em dgua corrente por 2
minutos e colocados em 4gua destilada (2x de 30 segundos). Seqgiiencialmente, foram
impregnados na solu¢do de prata amoniacal diluida a 1:8, durante 30 minutos. Os cortes
foram entdo lavados 3 vezes em agua destilada por 20 segundos, cada vez, e colocados na
solucdo de formaldeido por 9 minutos. Em seguida, foram lavados por 3 minutos em agua
corrente e banhados em dgua destilada. Na seqii€ncia, foi executada a viragem em cloreto de
ouro a 0,2% por 30 minutos e os cortes foram entdo mergulhados em &4gua destilada,
reduzidos na solucdo de metabissulfito de potdssio por 3 minutos, fixados em solucdo de
tiossulfato de sédio a 2% por 3 minutos, lavados em 4gua corrente por 2 minutos e secados a

temperatura ambiente (adaptado de JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983);



17

Apds a realizacdo das técnicas histoquimicas, todas as laminas foram montadas
permanentemente em bdalsamo sintético. Os materiais foram observados e fotografados ao
fotomicroscépio Leica DM2000, acoplado a camera Leica DFC280 conectada a um
computador, utilizando o software Leica IM50.

Para a microscopia eletronica de transmissdo, amostras de duodeno, jejuno e ileo
foram fixadas em glutaraldeido 2,5% e tampdo cacodilato de sédio 0,1M (pH 7,2) durante 2
horas na geladeira. A seguir, foram efetuadas duas lavagens em tampdo cacodilato de sédio
com duracdo de 15 minutos cada uma e, em seguida, foi realizada a pds-fixacdo em tetréxido
de 6smio a 1%, durante 2 horas no escuro. Os materiais foram entio lavados duas vezes por
15 minutos no mesmo tampao. Para a contrastacdo, os materiais foram colocados em acetato
de uranila 1% dissolvido em dalcool 10% por 4 horas, sendo, em seguida, desidratados em
alcodis (70 a 100%) e, posteriormente, embebidos em resina Epon mais acetona (1:1) por 24
horas, sob agitacdo. Os materiais foram entdo incluidos em resina Epon pura e levados a
estufa por 72 horas a 60°C para polimerizacao.

Apds a obtencdo dos blocos de resina, os materiais foram seccionados no ultra-
micrétomo Porter Blum, colocados em grades de cobre e, em seguida, contrastados em
acetato de uranila (45 minutos) e citrato de chumbo (15 minutos) (REYNOLDS, 1963). Em
seguida, foram analisados e fotografados ao microscopio eletronico de transmissdo Phillips
CM100 do Laboratério de Microscopia Eletronica - Departamento de Biologia - Unesp - Rio
Claro.

3.6. Andlise dos resultados histoquimicos

A andlise dos resultados histoquimicos foi realizada com base nos padrdes de
coloragdo observados em cada técnica histoquimica. Foram considerados os graus de
intensidade das reagcdes histoquimicas observados nas 3 por¢des do intestino delgado de cada
individuo, em cada grupo de tratamento, atribuindo graus de reacdo (simbolo “+”) em cada
uma das andlises. Para reacdes pouco intensas, atribuiu-se o grau + e, para as mais intensas,
++++. Para reagdes com intensidades intermedidrias foram atribuidos os graus ++ e +++.

Em cada grupo, as técnicas foram inicialmente analisadas de forma a comparar os trés
individuos. Esta andlise inicial buscou observar em cada técnica o padrdo de reacdo
histoquimica de cada grupo, onde dois individuos que apresentassem intensidades de reacdes
histoquimicas semelhantes fossem considerados representativos da maioria. Em todas estas

comparagdes, sempre houve uma maioria que definisse a intensidade representativa de cada
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grupo. Uma vez estabelecido o padrao, um dos dois individuos de cada grupo foi escolhido
para representd-lo na andlise comparativa final, realizada através da comparacdo das
fotomicrografias de cada grupo, em cada técnica histoquimica.

As técnicas Azul de Bromofenol, Azul de Toluidina e PAS foram analisadas de forma
geral para a observacdo de proteinas, &acidos nucléicos e polissacarideos neutros,
respectivamente, distribuidos pelos tecidos intestinais. As técnicas PAS-Alcian Blue,
Picrosirius-Hematoxilina e Prata Amoniacal foram analisadas de forma especifica,
respectivamente, para a observacdo de polissacarideos 4cidos presentes nas células
caliciformes, fibras coldgenas totais e fibras reticulares, sendo os dois tipos de fibras presentes

na camada submucosa do intestino delgado.

3.7. Andlise dos resultados ultra-estruturais

Assim como realizado nas andlises histoquimicas, as células caliciformes foram
estudadas em cada grupo, de forma a comparar os trés individuos. Esta andlise inicial buscou
o padrao ultra-estrutural de cada célula caliciforme em cada grupo, onde dois individuos que
apresentassem padrdoes semelhantes fossem considerados representativos. Uma vez
estabelecido o padrdo, um dos dois individuos de cada grupo foi escolhido para representi-lo

na andlise comparativa final, realizada por meio da comparacio das ultramicrografias de cada

grupo.

3.8. Morfometria e Quantificacoes

Todas as medidas histomorfométricas foram realizadas para cada segmento intestinal,
em cada grupo de tratamento, para cada um dos trés individuos considerados, tomando-se
como base um corte transversal submetido a técnica histolégica Hematoxilina e Eosina.
Foram medidos os comprimentos de 10 vilosidades intestinais e 10 glandulas intestinais,
escolhidas aleatoriamente. Os nuimeros totais de vilosidades e glandulas foram avaliados
através de quantificagdes. Para a melhora da qualidade dos resultados, foram consideradas
apenas as vilosidades que apresentaram continuidade com o estroma da camada mucosa e as
glandulas que estavam no mesmo plano de seccao transversal. Além destes pardmetros, foram
calculadas as espessuras médias das camadas mucosa, submucosa, muscular interna e

muscular externa, medindo-se a distancia entre os limites de cada uma, em 10 regides

distintas do corte transversal, escolhidas de forma aleatoria.
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Com auxilio da técnica PAS, foi avaliado o niimero de células caliciformes em cada
vilosidade e glandula intestinal consideradas na quantificacdo total destas estruturas. A partir
da obtencdo destes dados, foi calculado o nimero médio de células caliciformes por
vilosidade e glandula intestinal.

As medidas realizadas através da microscopia eletronica de transmissao também foram
feitas em cada segmento, para os trés individuos em cada grupo de tratamento. Porém, foi
tomado como referéncia um corte ultrafino com cerca de um quarto da circunferéncia
intestinal. Para cada individuo, foram escolhidas, ao acaso 3 células caliciformes que se
apresentassem inteiras, do dpice até a base celular. Apds a obtencdo das imagens, foram
medidas a drea ocupada pela secrecdo (4drea granular) e a drea celular total, para a
determinacdo da superficie citoplasmadtica ocupada pelos granulos de secrecao.

Os dados morfométricos referentes a microscopia de luz foram obtidos com o auxilio
do software analisador de imagens Leica Qwin. Para a obten¢do dos dados ultra-estruturais,

foi utilizado o software Imagel.

3.9. Andlise estatistica

Para a detec¢do de possiveis diferencas em cada parimetro avaliado, entre os
diferentes grupos de tratamento, foi utilizada a andlise de varidncia ANOVA-one way
(SigmaPlot 11.0). Nos casos em que houve significincia estatistica, os dados foram
analisados pela aplicacdo do teste post-hoc de Bonferroni, com nivel de significincia
estabelecido em 5% (P < 0,05). Quando houve falhas nos testes de normalidade dos dados ou
na igualdade de variancias, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, com a aplicagdo do teste

post-hoc de Dunn para os casos de significincia estatistica.
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4. RESULTADOS

4.1. Dados bdsicos

Os dados referentes a evolucdo do peso dos animais estdo apresentados na Tabela 1 e
Figura 1. Ao longo das semanas de tratamento em questdo, foi possivel observar o ganho de
peso dos animais controles em contraste a perda de peso dos animais diabéticos. A partir da
terceira semana de treinamento, a diferenca de peso entre os grupos diabéticos e os grupos
controles passou a ser significativa (P < 0,05), aumentando com o passar das semanas. Ao
longo de todo o periodo de andlise, os grupos controles niao apresentaram diferencas
significativas entre si, assim como os grupos diabéticos.

Com relacdo a glicemia final, os resultados estdo apresentados na Tabela 2 e Figura 2.
De uma forma geral, os grupos diabéticos apresentaram valores finais de glicemia
significativamente maiores, quando comparados aos grupos controles (P < 0,05). Entre os
grupos controles, assim como entre os grupos diabéticos, ndo foram observadas diferencas
significativas.

A Tabela 3 e a Figura 3 mostram os dados de ingestdo hidrica e alimentar ao longo das
semanas de tratamento em questdo. Quanto aos dados de ingestdo hidrica, foi possivel
perceber o alto consumo de agua pelos ratos dos grupos diabéticos, em comparacdo aos
individuos dos grupos controles. Este aumento permaneceu significante durante todo o
periodo, entre o grupo DT e os grupos controles. Entre o grupo DS e os grupos controles, este
aumento apresentou-se significativo, principalmente em comparacdo ao grupo CT (P < 0,05).
Com relagdo a ingestdo alimentar, observou-se que os animais diabéticos demonstraram
aumento significativo da ingestdo de ragdo, quando comparados aos grupos controles,
principalmente a partir da terceira semana de tratamento (P < 0,05). Entre os grupos controles,
assim como entre os grupos diabéticos, ndo foram observadas diferencas significativas.

Os resultados referentes ao peso intestinal e comprimento intestinal estdo apresentados
na Tabela 4 e Figura 4. Os animais diabéticos apresentaram valores de peso e comprimento
intestinais significativamente maiores que os individuos dos grupos controles (P < 0,05). Os
grupos CT e CS ndo apresentaram diferencas significativas entre si, para ambas as varidveis,

assim como os grupos DT e DS.
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4.2. Histoquimica

Os resultados dos graus de intensidade das reagdes histoquimicas atribuidos as
diferentes técnicas, nos trés segmentos intestinais, estdo apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Por meio da andlise realizada com a técnica Azul de Bromofenol, observou-se que
todos os grupos de tratamento apresentaram o mesmo padrdo de reacdo histoquimica no
duodeno. Foi possivel observar uma leve diminuicdo da intensidade de reagcdo na camada
submucosa dos grupos diabéticos em comparagdo aos controles (Figura 5). No jejuno, os
grupos DS e CS mostraram reagdes gerais iguais, porém mais intensas que 0S grupos
treinados, os quais apresentaram intensidades de reacdo geral semelhantes entre si. Assim,
como no duodeno foi identificada uma leve diminuicdo da intensidade de rea¢do na camada
submucosa dos grupos diabéticos (Figura 6). No ileo, os grupos DS e CT apresentaram reagcao
menos intensa que o grupo CS, evidenciada principalmente nas glandulas intestinais. O grupo
DT exibiu reagdes mais intensas que o grupo DS, de forma semelhante ao grupo CS. (Figura
7).

Na técnica Azul de Toluidina foi observado em todos os grupos de tratamento o
mesmo padrdo de reacio histoquimica no duodeno, nio sendo evidenciadas diferencas (Figura
8). No jejuno, o grupo CT exibiu uma intensidade de reacdo menos intensa os demais grupos,
0s quais mostraram reagdes iguais. Esta diminui¢do foi evidenciada na camada muscular, nas
glandulas intestinais e nas vilosidades intestinais (Figura 9). No ileo, o grupo CS apresentou
intensidade de reacdo mais fraca que o restante dos grupos, os quais exibiram reacdes
semelhantes. As reagdes menos intensas foram observadas nas glandulas intestinais e nas
vilosidades intestinais (Figura 10).

Pela realizacdo da técnica PAS, foi possivel constatar que todos os grupos exibiram o
mesmo padrdo de reacdo histoquimica no duodeno e no jejuno, nido sendo observadas
diferencas relevantes (Figuras 11 e 12). No ileo, os grupos controles mostraram reagdes
semelhantes, porém menos intensas que nos grupos diabéticos, principalmente, nas
vilosidades intestinais. Os grupos DS e DT apresentaram intensidades de reacdo iguais
(Figura 13).

Com relacdo a técnica PAS-Alcian Blue, em todos os grupos de tratamento foram
observados os mesmos padrdes de reacdo histoquimica no duodeno, jejuno e ileo, ndo sendo
detectadas quaisquer diferencas (Figuras 14, 15 e 16).

Por meio da técnica Picrosirius-Hematoxilina, observou-se que, no duodeno e no fleo,

o grupo CS apresentou intensidade de reagdo maior que os outros grupos, os quais exibiram
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reacdes com intensidades semelhantes (Figuras 17 e 19). No jejuno, os grupos controles
exibiram reacdes iguais, porém mais intensas que nos grupos diabéticos. Os grupos DS e DT
apresentaram intensidades de reacdo semelhantes (Figura 18).

A técnica Prata Amoniacal evidenciou uma reacdo menos intensa no grupo DS, em
comparagdo ao grupo CS, na regido do duodeno. Ainda neste segmento, o grupo CT
apresentou intensidade de reacdo minima, bastante inferior aos outros grupos. No grupo DT
observou-se rea¢do mais intensa que no grupo DS, sendo semelhante ao grupo CS. (Figura
20). No jejuno, todos os grupos de tratamento exibiram intensidades de reacdo semelhantes
(Figura 21). No ileo, o grupo CS apresentou reacdo mais intensa que nos outros grupos, os

quais apresentaram intensidades de reacao semelhantes (Figura 22).

4.3. Histomorfometria e quantificagcoes

Os resultados histomorfométricos estdo apresentados na Tabela 7, para cada um dos
segmentos intestinais. Os aspectos histoldgicos gerais do duodeno, jejuno e ileo, podem ser
observados, respectivamente, nas Figuras 23, 24 e 25.

No duodeno e no jejuno, observou-se que os individuos do grupo DS apresentaram
vilosidades intestinais maiores que as observadas no grupo CS (P < 0,05). Em ambos os
segmentos, ndo foram encontradas diferengas significativas no comprimento das vilosidades
intestinais entre os grupos controles, assim como entre os grupos diabéticos. J4 no ileo, os
grupos DS e CS ndo apresentaram diferencas significativas entre si. Além disso, os grupos
controles e os grupos diabéticos também nao exibiram diferencas entre si (Figura 26).

Com relacdo ao comprimento das glandulas intestinais, foi observado que na regido do
duodeno, o grupo CT apresentou glandulas menores que o grupo CS (P < 0,05). Nas
comparacdes restantes neste segmento intestinal e nas demais regides do intestino delgado,
ndo foram evidenciadas diferencas significativas entre os grupos de tratamento (Figura 27).

Nas regides do duodeno e do ileo, ndo foram encontradas diferencas significativas
entre os grupos de tratamento quanto a espessura da camada mucosa. No jejuno, houve um
aumento significativo na espessura desta camada no grupo DS, em comparacio ao grupo CS
(P < 0,05). Com relagd@o aos grupos controles, ndo foram observadas diferencas significativas,
assim como entre os grupos diabéticos (Figura 28)

Ao longo dos trés segmentos intestinais, a espessura da camada submucosa ndo foi

alterada de forma significativa entre os grupos de tratamento (Figura 29).
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Os dados referentes a espessura da camada muscular interna indicam que nao houve
diferencas significativas entre os grupos DS e CS, ao longo das trés regides intestinais. No
duodeno, o grupo CT apresentou uma diminui¢do significativa da espessura desta camada
intestinal, quando comparado ao grupo CS (P < 0,05). Com relacio aos grupos diabéticos, nao
foram observadas diferengas significativas na espessura desta camada, para este segmento
intestinal. Na regido do jejuno, ndo houve diferencas significativas entre os grupos controles,
nem entre os grupos diabéticos. No ileo, ndo foram encontradas diferengas significativas entre
os grupos CT e CS, porém, entre os grupos diabéticos, houve uma diminuicao significativa da
espessura da muscular interna no grupo DT (P < 0,05) (Figura 30).

Quanto a espessura da camada muscular externa, foram observadas diferencas
significativas entre os grupos de tratamento, apenas, entre os grupos CT e CS, no duodeno (P
< 0,05). O grupo CT apresentou valores de espessura menores que os do grupo CS. Nas outras
comparagdes entre grupos, nos demais segmentos intestinais, ndo foram evidenciadas
diferencas significativas (Figura 31).

Com relacdo as contagens totais de vilosidades e glandulas intestinais por sec¢do
transversal, ndo houve diferengas significativas entre os grupos de tratamento, ao longo dos
trés segmentos intestinais (Figuras 32 e 33).

No duodeno e no jejuno, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos de tratamento, quanto ao nimero de células caliciformes em vilosidades intestinais.
No ileo, o grupo DS apresentou aumento significativo destas células em comparacio ao grupo
CS (P < 0,05). Na comparagdo entre os grupos CT e CS, ndo foram encontradas diferencas
significativas para este parametro. Entre os grupos diabéticos, o nimero de células
caliciformes por vilosidade foi significativamente menor no grupo DT (P < 0,05), sendo estes
valores estatisticamente iguais aos encontrados no grupo CS (Figura 34).

Com relacdo ao nimero de células caliciformes em glandulas intestinais, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos de tratamento, na regido do duodeno. No
jejuno e no ileo, o grupo DS apresentou aumento significativo no nimero de células
caliciformes por glandula em comparacdo ao grupo CS (P < 0,05). Nestes segmentos, o grupo
CT nao apresentou diferencas significativas quando comparado ao grupo CS. Entre os grupos

diabéticos também ndo foram encontradas alteragdes para este parametro (Figura 35).
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4.4. Ultra-estrutura e morfometria de células caliciformes

Ao longo dos trés segmentos do intestino delgado, as células caliciformes
apresentaram caracteristicas ultra-estruturais gerais bastante semelhantes entre os grupos de
tratamento, havendo, apenas, algumas diferengas.

Estas células se apresentaram bastante alongadas, da regido basal até o dpice, contendo
um grande acimulo de granulos de secrecdo na regido apical, como pode ser observado na
Figura 36. O ndcleo celular, localizado na regido basal da célula, possui forma alongada e
apresenta muito pouca heterocromatina, distribuida, principalmente, ao longo da regido
interna do envoltdrio nuclear. H4 bastante eucromatina e, em algumas das células analisadas,
foi possivel observar nucléolos bem desenvolvidos (Figura 37B).

Ao redor do nicleo, observou-se grandes quantidades de reticulo endoplasmético
rugoso (RER). Além disso, foi possivel encontrar RER ao longo das membranas laterais da
célula. Na regido do duodeno, o grupo DS exibiu extensdes de RER levemente mais
desenvolvidas que nos outros grupos de tratamento, ao redor do nicleo e nas laterais da célula
(Figuras 38 e 39). No grupo DS foi observada uma rede de membranas mais extensa e
elaborada que nos demais grupos. A quantidade de ribossomos aderidos ndo se alterou de
forma evidente. Nas células caliciformes do jejuno, ndo foram observadas diferencas entre os
grupos quanto as caracteristicas ultra-estruturais do RER (Figuras 40 e 41). Ja no fleo,
observou-se a diminui¢do na extensio do RER no grupo DS, em comparagdo aos outros
grupos, como mostram as figuras 42 e 43.

Préximas as extensdes de RER foram encontradas algumas mitocondrias, tanto entre o
ntcleo e a membrana plasmadtica basal (Figura 37B), como entre o niicleo e o inicio da regido
de acumulo dos granulos de secre¢do. A distribuicdo e quantidade destas organelas
mantiveram-se semelhantes em todos os grupos de tratamento, ao longo das trés regides
intestinais, apresentando aspectos estruturais normais.

Préximos ao nucleo e voltados para o pdlo apical da célula, foram observados
complexos de Golgi bastante desenvolvidos, agrupados ou isolados, apresentando cisternas
geralmente espessas. No duodeno, os complexos de Golgi observados no grupo DS exibiram
um padrido de desenvolvimento maior com relacdo ao grupo CS, exibindo leve aumento no
nimero e complexidade de cisternas, que se mostraram com maior grau de espessamento. Os
grupos CT e DT exibiram complexos de Golgi com um padrdo estrutural mais desenvolvido
que o observado no grupo CS, mas ainda sim, em menor grau que o observado no grupo DS

(Figuras 38 e 39). No jejuno, a caracteristica estrutural dos complexos de Golgi foi a mesma
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em todos os grupos de tratamento (Figuras 40 e 41). No ileo, novamente o grupo DS
apresentou maior desenvolvimento do complexo de Golgi, com relacdo aos demais grupos
(Figuras 42 e 43).

Na regido do dpice celular, foram observados muitos granulos de secrecdo
provenientes dos complexos de Golgi, como mostra a Figura 37A. De uma forma geral, os
grinulos apresentaram formatos circulares, as vezes ovalados, em tamanhos variados, com
conteudo bastante elétron-ldcido. Estas caracteristicas ndo variaram dentro de cada célula,
nem entre as células representativas de cada grupo de tratamento, considerando os trés
segmentos intestinais.

Ainda referente aos granulos de secre¢do, foram realizadas medidas morfométricas de
area granular e 4rea celular total para o cilculo da porcentagem da superficie celular ocupada
pelos granulos de secrec¢do. Os resultados estdo apresentados na Tabela 8 e na Figura 44. As
células caliciformes presentes no duodeno e no ileo mostraram areas percentuais de secre¢do
semelhantes entre os grupos de tratamento, ndo havendo diferengas significantes entre os
valores calculados. No jejuno, houve um aumento significativo do percentual no grupo CT em

comparacio aos demais grupos (P < 0,05), os quais se mostraram semelhantes entre si.



4.5. Tabelas e Figuras
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Tabela 1. Evolugio do peso corpdreo.

Grupos de tratamento

Periodos

Controle sedentario

Controle treinado

Diabético sedentdrio

Diabético treinado

Semana 1
Semana 2
Semana 3
Semana 4
Semana 5
Semana 6
Semana 7

461.675 £25.992
466.700 + 27.278
476.987 + 28.704
484.200 + 32.267
494.375 £ 31.131
500.750 + 30.756
475.000 + 27.969

462.220 + 54.030
460.950 + 60.179
469.820 + 57.167
479.100 + 55.810
490.600 + 65.044
502.900 + 59.900
484.200 + 61.899

389.200 + 80.344
388.800 + 92.803
371.930 + 63.191*°

339.800 + 102.662*°

358.400 + 91.220™°

353.400 + 100.726™°

333.100 £ 96.817*°

359.270 + 62.294*°
357.120 + 49.065*°
357.220 + 47.573*°
333.500 + 63.061*°
350.500 + 47.724*°
344.630 + 55.775°
310.600 + 58.937*°

Valores expressos como média + desvio padrdo. a # de CS; b # de CT (ANOVA-one way, teste
post-hoc de Bonferroni ou Kruskal-Wallis, teste post-hoc de Dunn; P < 0,05). Os valores de peso
corpdreo estdo em g.

Peso corporeo (g)

Semanas

550

500 /A/A/ - \

450

400

350 = X X

300 T T T T T T X
1 2 3 4 5 6 7

=——CS
CT
=&—DS
X DT
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Figura 1. O grifico mostra a evolugdo do peso corpdreo dos animais ao longo das semanas de experimento.
Notar o ganho de peso dos animais controles ao longo do periodo em questido, em contraste com a perda de peso
dos animais diabéticos.



Tabela 2. Glicemia final.
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Grupos de tratamento

Controle sedentdrio  Controle treinado

Diabético sedentario

Diabético treinado

Glicemia final (mg/dL)

85.139 £ 11.105

79.144 + 5.290

423.325 + 69.451*°

369.679 + 66.468*°

Valores expressos como média + desvio padrdo. a # de CS; b # de CT; (Kruskal-Wallis, teste post-hoc de Dunn;

P <0,05).

600

500

Glicemia final (mg/100 mL)

400 I

300

200

100

W | |
CS CT DS DT

Grupos de tratamento

Figura 2. O grifico mostra os valores finais de glicemia de cada grupo de tratamento, ao final do experimento.
Observar os altos niveis glicémicos dos animais diabéticos, em comparagdo aos niveis encontrados nos animais

controles.

Tabela 3. Ingestdo hidrica e alimentar.

Grupos de tratamento

Controle Controle Diabético Diabético
Varidveis e periodo sedentdrio treinado sedentdrio treinado
Ingestdo hidrica (mL/rato/dia)
Semana 1 43.6+9.3 29.7 £3.0 2124 +52.3° 196.9 +23.6
Semana 2 48.0 +3.1 37.2+9.1 218.0 + 83.8*° 198.6 + 56.4°
Semana 3 46.6 +5.5 56.4 +8.9 138.8 +75.8*" 192.49 + 14.0*°
Semana 4 48.5+3.9 38.1+£4.2 165.7 + 87.8° 234.7 + 45.9*°
Semana 5 48.4+3.7 423+6.8 173.8 +86.1° 233.4 + 44.6*°
Semana 6 383+2.6 31.8+3.4 167.7 +55.3 224.5 + 64.1*°
Semana 7 39.8+5.1 32.0+5.9 150.9 + 43.1*° 161.7 + 28.8"°
Ingestdo alimentar (g/rato/dia)
Semana 1 255+7.8 9.8+23 50.0 +11.2° 478 +7.2°
Semana 2 284+1.9 23.0 +63.2 45.6 +8.9° 49.7 + 6.5*°
Semana 3 31.3+2.1 33.4+62 55.8 +14.7*° 52.3 +4.5*°
Semana 4 26.8+2.1 25.9+2.7 49.3 + 8.9*° 50.7 £ 7.2*°
Semana 5 26.8+2.0 28.7+4.5 49.7 + 8.8*° 50.4 + 6.9*°
Semana 6 20.2+2.5 25.6+2.8 47.0 + 6.7*° 41.8 £9.2%°
Semana 7 20.1+24 25.6+5.0 473 £7.20%° 41.6 +9.4*°

Valores expressos como média + desvio padrdo. a # de CS; b # de CT; (Kruskal-Wallis, teste post-hoc de

Dunn; P < 0,05).
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Figura 3. Ingestdo hidrica e alimentar. A figura mostra em A os valores de ingestio hidrica e em B, os valores
de ingestdo alimentar, ambos ao longo das semanas de experimento. Observar o aumento destas duas varidveis
nos grupos diabéticos, em comparagdo aos grupos controles.
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Tabela 4. Peso intestinal e comprimento intestinal.

Grupos de tratamento

Controle Controle Diabético Diabético
Variaveis sedentario treinado sedentario treinado
Peso intestinal (g) 13.388 £ 1.896 13.560 +2.287  21.040 + 6.083*" 20.503 + 3.193*"

Comprimento intestinal (cm) 110.875+5.129 111.950+5.833 133.140 + 13.178*°  143.300 + 11.655*°
Valores expressos como média + desvio padrdo. a # de CS; b # de CT; (Kruskal-Wallis, teste post-hoc de Dunn;
P <0,05).
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Figura 4. Dados bésicos do intestino delgado. A figura mostra em A os valores de peso intestinal e em B, os
valores de comprimento intestinal, ambos em cada grupo de tratamento. Observar o aumento destas duas
varidveis nos grupos diabéticos, em comparag@o aos grupos controles.



Tabela 5. Andlise histoquimica total do intestino delgado.

Técnica
Segmento  Grupo Rato A.Brom A.Tol PAS PAS-Alc Picro Prata
Duodeno CS 1 +++ +++ ++++ +++ +++ ++
2 ++ +++ +++ +++ +++ +++
3 +++ +++ +++ +++ +++ +++
CT 1 +++ +++ +++ +++ ++ +
2 +++ +++ +++ +++ + +
3 +++ +++ +++ +++ ++ +
DS 1 +++ +++ +++ +++ + +++
2 +++ ++ ++ +++ ++ ++
3 +++ +++ +++ +++ ++ ++
DT 1 +++ +++ +++ +++ ++ ++
2 ++ +++ +++ +++ +++ +++
3 +++ +++ ++++ +++ ++ +++
Jejuno CS 1 +++ +++ +++ +++ +++ +
2 +++ +++ +++ +++ +++ ++
3 ++ +++ ++++ +++ +++ ++
CT 1 ++ ++ +++ +++ + +++
2 ++ ++ +++ +++ +++ ++
3 ++ ++ +++ +++ +++ ++
DS 1 +++ +++ +++ +++ ++ ++
2 +++ +++ +++ +++ ++ ++
3 ++ +++ +++ +++ ++ ++
DT 1 ++ +++ +++ +++ ++ +
2 + ++ +++ +++ -+ ++
3 ++ +++ +++ +++ ++ ++
Ileo CS 1 +++ ++ ++ +++ ++++ +++
2 +++ + ++ +++ ++++ +++
3 +++ ++ ++ +++ +++ +++
CT 1 ++ +++ +++ +++ +++ ++
2 ++ ++ ++ +++ +++ +++
3 ++ +++ ++ +++ +++ ++
DS 1 ++ +++ ++ +++ +++ +++
2 ++ +++ +++ +++ +++ ++
3 ++ +++ +++ +++ +++ ++
DT 1 +++ +++ +++ +++ +++ ++
2 +++ ++ +++ +++ +++ ++
3 +++ +++ +++ +++ +++ ++

Legenda: + = Reacdo fraca; ++ = Reacdo mediana; +++ = Reacdo intensa; ++++ = Reacdo muito
intensa.



Tabela 6. Andlise histoquimica final do intestino delgado

Técnica
Segmento  Grupo  A.Brom  A.Tol PAS PAS-Alc Picro Prata
Duodeno CS +++ +++ +++ +++ +++ +++
CT +++ +++ +++ +++ ++ +
DS +++ +++ +++ +++ ++ ++
DT +++ +++ +++ +++ ++ +++
Jejuno CS +++ +++ +++ +++ +++ ++
CT ++ ++ +++ +++ +++ +++
DS +++ +++ +++ +++ ++ ++
DT ++ +++ +++ +++ ++ ++
fleo CS +++ ++ ++ +++ ++++ +++
CT ++ +++ ++ +++ +++ ++
DS ++ +++ +++ +++ +++ ++
DT +++ +++ +++ +++ +++ ++

Legenda: + = Reacdo fraca; ++ = Reacdo mediana; +++ = Reacdo intensa; ++++ = Reacdo

muito intensa.
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Figura 5. Duodeno submetido a técnica Azul de Bromofenol. Observar que a intensidade de reacdo geral foi a
mesma em todos os grupos de tratamento. Notar uma leve diminui¢do da intensidade de reacdo na camada

submucosa (Sm) dos grupos diabéticos. Legendas: CS = controle sedentirio, CT = controle treinado, DS =
diabético sedentdrio e DT = diabético treinado. Aumento: 100X.
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DS DT

Figura 6. Jejuno submetido a técnica Azul de Bromofenol. Notar a diminui¢do da intensidade de reacdo geral
nos grupos treinados em comparagdo aos grupos sedentdrios, evidenciada principalmente nas glandulas
intestinais (setas) e nas vilosidades intestinais (Vi). Observar uma leve diminuicio da intensidade de reagdo na
camada submucosa (Sm) nos grupos diabéticos. Legendas: CS = controle sedentdrio, CT = controle treinado, DS
= diabético sedentdrio e DT = diabético treinado. Aumento: 100X.
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Figura 7. fleo submetido 2 técnica Azul de Bromofenol. Observar que os grupos DS e CT apresentaram
intensidades de reacdo geral menores que o grupo CS. Notar que o grupo DT se mostrou semelhante ao grupo
CS. Estes aspectos foram observados, principalmente, nas glandulas intestinais (setas). Legendas: CS = controle
sedentario, CT = controle treinado, DS = diabético sedentario e DT = diabético treinado. Aumento: 100X.
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CS CT

DS DT

Figura 8. Duodeno submetido a técnica Azul de Toluidina. Notar que os grupos de tratamento ndo mostraram
diferencas nas intensidades de reacdo geral, quando comparados. Legendas: CS = controle sedentario, CT =
controle treinado, DS = diabético sedentério e DT = diabético treinado. Aumento: 100X.
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Figura 9. Jejuno submetido a técnica Azul de Toluidina. Observar que o grupo CT apresentou intensidade de
reagdo geral inferior ao restante dos grupos de tratamento, evidenciada na camada muscular (Mu), glandulas
intestinais (setas) e vilosidades intestinais (Vi). Legendas: CS = controle sedentério, CT = controle treinado, DS
= diabético sedentdrio e DT = diabético treinado. Aumento: 100X.
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Figura 10. fleo submetido 2 técnica Azul de Toluidina. Notar que o grupo CS apresentou intensidade de reacio
geral inferior ao restante dos grupos de trtamento, observada principalmente nas glandulas intestinais (setas) e
nas vilosidades intestinais (Vi). Legendas: CS = controle sedentdrio, CT = controle treinado, DS = diabético

sedentario e DT = diabético treinado. Aumento: 100X.
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CS CT

DS DT

Figura 11. Duodeno submetido a técnica PAS. Observar que todos os grupos de tratamento exibiram a mesma
intensidade de reacdo geral. Legendas: CS = controle sedentdrio, CT = controle treinado, DS = diabético
sedentdrio e DT = diabético treinado. Aumento: 100X.
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CS CT

DS DT

Figura 12. Jejuno submetido a técnica PAS. Notar que a mesma intensidade de re¢do geral foi exibida em todos
os grupos de tratamento. Legendas: CS = controle sedentdrio, CT = controle treinado, DS = diabético sedentério
e DT = diabético treinado. Aumento: 100X.
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Figura 13. fleo submetido a técnica PAS. Observar que os grupos diabéticos apresentaram intensidades de
reacdo geral levemente maiores que os grupos controles, evidenciadas principalmente nas vilosidades intestinais
(Vi). Legendas: CS = controle sedentdrio, CT = controle treinado, DS = diabético sedentdrio e DT = diabético
treinado. Aumento: 100X.
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Figura 14. Duodeno submetido a técnica PAS-Alcian Blue. Observar as secre¢des dcidas (em azul-escuro) das
células caliciformes (setas). Notar que as intensidades de reagdo nestas células foram as mesmas em todos os

grupos de tratamento. Legendas: CS = controle sedentdrio, CT = controle treinado, DS = diabético sedentério e
DT = diabético treinado. Aumento: 400X.
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Figura 15. Jejuno submetido a técnica PAS-Alcian Blue. Observar as secre¢des dcidas (em azul-escuro) das
células caliciformes (setas). Notar que as intensidades de reagdo nestas células foram as mesmas em todos os

grupos de tratamento. Legendas: CS = controle sedentdrio, CT = controle treinado, DS = diabético sedentério e
DT = diabético treinado. Aumento: 400X.
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Figura 16. fleo submetido  técnica PAS-Alcian Blue. Observar as secregdes dcidas (em azul-escuro) das células
caliciformes (setas). Notar que as intensidades de reagdo nestas células foram as mesmas em todos os grupos de
tratamento. Legendas: CS = controle sedentdrio, CT = controle treinado, DS = diabético sedentdrio e DT =
diabético treinado. Aumento: 400X.
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Figura 17. Duodeno submetido a técnica Picrosirius-Hematoxilina. Notar que o grupo CS apresentou reagdo na
camada submucosa (Sm) mais intensa em relagdo aos demais grupos de tratamento. Legendas: CS = controle
sedentario, CT = controle treinado, DS = diabético sedentario e DT = diabético treinado. Aumento: 400X.
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Figura 18. Jejuno submetido a técnica Picrosirius-Hematoxilina. Observar que os grupos diabéticos
apresentaram reacdo menos intensa na camada submucosa (Sm), em comparagdo aos grupos controles.
Legendas: CS = controle sedentirio, CT = controle treinado, DS = diabético sedentdrio e DT = diabético
treinado. Aumento: 400X.
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Figura 19. fleo submetido 2 técnica Picrosirius-Hematoxilina. Notar que o grupo CS apresentou reacio na
camada submucosa (Sm) mais intensa em relagdo aos demais grupos de tratamento. Legendas: CS = controle
sedentario, CT = controle treinado, DS = diabético sedentario e DT = diabético treinado. Aumento: 400X.
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Figura 20. Duodeno submetido a técnica Prata Amoniacal. Observar que, na camada submucosa (Sm), o grupo
DS exibiu intensidade de reagdo menor que o grupo CS e o grupo DT se mostrou semelhante ao grupo CS.
Legendas: CS = controle sedentirio, CT = controle treinado, DS = diabético sedentdrio e DT = diabético
treinado. Aumento: 400X.
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Figura 21. Jejuno submetido a técnica Prata Amoniacal. Notar que a intensidade de reacdo na camada
submucosa (Sm) foi a mesma em todos os grupos de tratamento. Legendas: CS = controle sedentario, CT =
controle treinado, DS = diabético sedentério e DT = diabético treinado. Aumento: 400X.
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Figura 22. fleo submetido 2 técnica Prata Amoniacal. Notar que o grupo CS apresentou maior intensidade de
reacdo na camada submucosa (Sm) em comparacdo aos outros grupos de tratamento. Legendas: CS = controle
sedentario, CT = controle treinado, DS = diabético sedentario e DT = diabético treinado. Aumento: 400X.
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Figura 23. Histologia do duodeno evidenciada pela técnica Hematoxilina e Eosina. Legendas: CS = controle
sedentario, CT = controle treinado, DS = diabético sedentario, DT = diabético treinado, Vi = vilosidades
intestinais, setas = glandulas intestinais, Mc = mucosa, Sm = submucosa, Mi = muscular interna, Me = muscular
externa. Barra = 0.2 mm.
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Figura 24. Histologia do jejuno evidenciada pela técnica Hematoxilina e Eosina. Legendas: CS = controle
sedentario, CT = controle treinado, DS = diabético sedentario, DT = diabético treinado, Vi = vilosidades
intestinais, setas = glandulas intestinais, Mc = mucosa, Sm = submucosa, Mi = muscular interna, Me = muscular
externa. Barra = 0.2 mm.
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Figura 25. Histologia do ileo evidenciada pela técnica Hematoxilina e Eosina. Legendas: CS = controle
sedentario, CT = controle treinado, DS = diabético sedentario, DT = diabético treinado, Vi = vilosidades

intestinais, setas = glandulas intestinais, Mc = mucosa, Sm = submucosa, Mi = muscular interna, Me = muscular
externa. Barra = 0.2 mm.
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Figura 26. O grifico mostra os valores de comprimento das vilosidades intestinais em cada grupo de tratamento,
nos diferentes segmentos intestinais. Notar o aumento do comprimento das vilosidades no grupo DS em
comparagdo ao CS, no duodeno e no jejuno.
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Figura 27. O gréfico mostra os valores de comprimento das glandulas intestinais em cada grupo de tratamento,
nos diferentes segmentos intestinais. Observar a diminui¢do das glandulas no grupo CT, com relagdo ao grupo
CS, na regido do duodeno.
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Figura 28. O grifico mostra os valores de espessura da camada mucosa em cada grupo de tratamento, nos
diferentes segmentos intestinais. Notar que o grupo DS apresentou um aumento na espessura desta camada na

regido do duodeno, quando comparado ao grupo CS.
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Figura 29. O gréifico mostra os valores de espessura da camada submucosa em cada grupo de tratamento, nos
diferentes segmentos intestinais. Observar a semelhanca entre os grupos de tratamento, nos trés segmentos

intestinais.
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Figura 30. O grifico mostra os valores de espessura da camada muscular interna em cada grupo de tratamento,
nos diferentes segmentos intestinais. Notar, na regido do fleo, a diminuicdo da espessura desta camada no grupo

DT, em comparacio ao grupo DS.
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Figura 31. O grifico mostra os valores de espessura da camada muscular externa em cada grupo de tratamento,
nos diferentes segmentos intestinais. Observar a diminuig¢do da espessura desta camada na regido do duodeno do

grupo CT, com relagdo ao grupo CS.
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Figura 32. O grifico mostra o nimero total de vilosidades intestinais por sec¢do transversal em cada grupo de
tratamento, nos diferentes segmentos intestinais. Notar que as trés regides intestinais apresentaram as mesmas
quantidades de vilosidades na comparagao entre os grupos de tratamento.
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Figura 33. O gréfico mostra o niimero total de glandulas intestinais por secgio transversal em cada grupo de
tratamento, nos diferentes segmentos intestinais. Observe que nido houve diferencas entre os grupos quanto a
quantidade de glandulas, em cada uma das regides intestinais.
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Figura 34. O grafico mostra o nimero médio de células caliciformes por vilosidade intestinal em cada grupo de
tratamento, nos diferentes segmentos intestinais. Notar o aumento de células caliciformes no grupo DS, em
comparagdo ao grupo CS, na regido do ileo. Observar a diminui¢ao deste pardmetro entre os grupos diabéticos.
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Figura 35. O grifico mostra o nimero médio de células caliciformes por glandula intestinal em cada grupo de
tratamento, nos diferentes segmentos intestinais. Notar o aumento do niimero de células caliciformes no grupo
DS, com relagdo ao grupo CS, no jejuno e no ileo.
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Figura 36. Aspecto ultra-estrutural de uma célula caliciforme inteira. Esta célula representa o padrdo geral
observado em todos os grupos de tratamento, em cada segmento intestinal. Notar a constituicdo do nicleo (N) e
a regido apical repleta de granulos de secrecdo (Gr). Legendas: Eu = eucromatina, He = heterocromatina e L =
limen. Barra =4 pm.
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Figura 37. Detalhes de regides de uma célula caliciforme representativa. A figura A mostra a regido apical da
célula, evidenciando acimulo de granulos de secrecio (Gr). A figura B apresenta a regido basal da célula. Nesta
regido, observar a presenca de mitocOndrias (Mi) préximas aos reticulos endoplasmdticos rugosos (Re).
Legendas: Me = matriz extracelular, N = ntcleo, Nu = nucléolo e seta = membrana plasmadtica basal. Barra = 1
pm.
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Figura 38. Detalhes de células caliciformes do duodeno. Notar o maior desenvolvimento dos complexos de
Golgi (setas) no grupo CT, em comparac¢do ao grupo CS. Legendas: CS = controle sedentdrio, CT = controle
treinado, Gr = granulos de secre¢do, Mi = mitocondria, N = nticleo e Re = reticulo endoplasmadtico rugoso. Barra
=1pum.
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Figura 39. Detalhes de células caliciformes do duodeno. Notar as extensdes de reticulo endoplasmatico rugoso
(Re) mais complexas no grupo DS, em comparacdo ao grupo DT. Observar o maior desenvolvimento do
complexo de Golgi (setas) no grupo DS. Legendas: DS = diabético sedentdrio, DT = diabético treinado, Gr =
granulos de secre¢dio, Mi = mitocondria, N = nicleo. Barra = 1 pm.
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Figura 40. Detalhes de células caliciformes do jejuno. Observar que os grupos controles apresentaram as
mesmas caracteristicas ultra-estruturais. Legendas: CS = controle sedentdrio, CT = controle treinado, Gr =
granulos de secrecdo, Mi = mitocOndria, N = nicleo, Re = reticulo endoplasmadtico rugoso e setas = complexo de
Golgi. Barra=1 pm.
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Figura 41. Detalhes de células caliciformes do jejuno. Observar que os grupos diabéticos apresentaram as
mesmas caracteristicas ultra-estruturais. Legendas: DS = diabético sedentdrio, DT = diabético treinado, Gr =
granulos de secrecdo, Mi = mitocOndria, N = nicleo, Re = reticulo endoplasmadtico rugoso e setas = complexo de
Golgi. Barra=1 pm.
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Figura 42. Detalhes de células caliciformes do fleo. Observar que os grupos controles apresentaram as mesmas
caracteristicas ultra-estruturais. Legendas: CS = controle sedentdrio, CT = controle treinado, Gr = granulos de
secrecdo, N = nucleo, Re = reticulo endoplasmadtico rugoso e setas = complexo de Golgi. Barra =1 um.
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Figura 43. Detalhes de células caliciformes do ileo. Observar a menor extensdo de reticulo endoplasmético
rugoso (Re) no grupo DS, em comparacdo ao grupo DT. Notar o maior desenvolvimento dos complexos de
Golgi (setas) no grupo DS. Legendas: DS = diabético sedentdrio, DT = diabético treinado, Gr = granulos de
secre¢do, Mi = mitocdndria, N = nticleo. Barra = 1 um.
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Tabela 8. Area percentual de células caliciformes ocupada pelos granulos de secregdo.
Grupos de tratamento
Segmento  Controle sedentdrio Controle treinado  Diabético sedentdrio  Diabético treinado

Duodeno 67.286 £7.971 59.256 +4.464 51.860 + 12.003 60.111 +8.989
Jejuno 51.617 £3.965 68.573 +£3.776" 59.950 £ 4.059 58.392 +£4.044
Ileo 50.776 +£3.703 48.039 + 15.022 52.527 +£8.984 52.592 £0.018

Valores expressos como média + desvio padrdo. a # de CS (ANOV A-one way, teste post-hoc de
Bonferroni; P < 0,05). Os valores de drea estdo em porcentagem.
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Figura 44. Area celular ocupada pelos granulos de secrecdo. A figura mostra em A e C os valores de drea
percentuais para as células caliciformes do duodeno e do ileo, respectivamente, onde ndo foram observadas
diferencas entre os grupos de tratamento. Em B, a figura exibe as dreas percentuais no jejuno. Notar o aumento
significativo destes valores no grupo CT, em comparacio aos demais grupos.
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5. DISCUSSAO

Durante o periodo experimental foi possivel observar que o diabetes tipo I, induzido
em ratos Wistar, produziu algumas alteracdes metabdlicas nos animais. Além destas,
alteragdes morfoldgicas, histoquimicas e histomorfométricas foram evidenciadas no intestino
delgado. As células caliciformes também apresentaram modificacdes devido a doenca, em
algumas regides intestinais. O exercicio fisico, por sua vez, exerceu influéncia sobre estes
aspectos, apenas em algumas destas alteragdes, como serd comentado a seguir.

Os resultados referentes a evolucao do peso corporal, glicemia final, ingestao hidrica e
alimentar foram os mesmos encontrados na literatura (ETTARH, CARR, 1997; JORGENSEN
et al, 2001; MAYHEW, CARSON, SHARMA, 1989; TANCREDE, ROUSSEAU-
MIGNERON, NADEAU, 1982; ZHAO, YANG, GREGERSEN, 2003), sendo caracteristicas
basicas que definem o diabetes tipo I induzido em animais. Este quadro consiste na
diminui¢do do peso corporal, aumento dos niveis glicémicos (hiperglicemia) e aumento na
ingestdo de dgua e alimentos. De uma forma geral, todas estas caracteristicas estdo
relacionadas com a destrui¢do parcial das células beta do pancreas endécrino, promovida pela
injecdo de aloxana. A insulina € secretada por estas células e quando destruidas, as células
beta interrompem a secre¢do do hormodnio, gerando os distirbios metabdlicos encontrados em
animais diabéticos (GUYTON, HALL, 1996; BROTMAM, GIROD, 2002). Frente a estas
alteragdes promovidas pelo diabetes, o exercicio fisico ndo exerceu influéncia significativa de
forma a amenizar os efeitos da doenga. Com relacdo ao peso corpoéreo, Tancrede, Rousseau-
Migneron e Nadeau (1982) relatam manutencio do peso dos animais diabéticos, promovida
pelo exercicio fisico, porém este estudo utilizou esteiras motorizadas onde os ratos se
exercitavam correndo e a duracdo do experimento aumentava gradativamente ao longo das
semanas de treinamento. As diferengas entre protocolos de treinamento podem ser o fator
crucial para a acdo do exercicio fisico no diabetes ter produzidos resultados diferentes, em
comparacdo ao presente trabalho. Os dados referentes a glicemia final dos animais diabéticos
ndo foram significativos para o efeito do exercicio, porém, eles indicaram pequena
recuperacdo ou manutengdo desta caracteristica para o estado diabético. Nos estudos de
Aronson et al. (1997) e Hardin et al. (1995) foi mostrado que nos seres humanos e em animais
experimentais, o treinamento fisico aumenta a captacdo de glicose induzida pela insulina,
diminuindo os niveis glicEmicos presentes no sangue.

Ao final do periodo experimental, o diabetes promoveu algumas alteragcdes

morfolégicas no intestino delgado dos animais. Os dados coletados indicaram o aumento do
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peso intestinal e, também, o aumento do comprimento do 6rgdo como um todo. Estes
resultados também estdo de acordo com muitos trabalhos, tais como Ettarh e Carr (1997),
Jorgensen et al. (2001), Mayhew, Carson e Sharma (1989), Nakabou et al. (1974) e Zhao,
Yang e Gregersen (2003). Estes estudos indicam o aumento geral do intestino, promovido
pela inducdo do diabetes tipo I. Uma das possiveis causas relacionadas a este crescimento
intestinal é o aumento da ingestdo de alimentos, provocada pelo quadro diabético, segundo o
estudo de Jervis e Levin (1966). Quanto a influéncia do exercicio fisico no aumento intestinal,
os resultados do presente estudo sugerem que ndo hd alteragdes evidentes. Os dados de
ingestdo alimentar ajudam a explicar esta situacdo, uma vez que a pratica de exercicios fisicos
ndo diminuiu o consumo de ragdo em animais diabéticos. Com isso, estes animais acabaram
ingerindo grandes quantidades de racdo, o que, provavelmente, contribuiu para o processo de
crescimento do 6rgdo, como foi observado no presente trabalho.

Com relagdo aos dados histomorfométricos do intestino delgado, o diabetes induzido
promoveu algumas alteracdes nos parametros analisados. Os resultados obtidos indicam que a
doenca promoveu o aumento no comprimento das vilosidades intestinais, nas regides do
duodeno e do jejuno. Os trabalhos realizados previamente com estudos histomorfométricos
sdo controversos, quanto ao que ocorre com a morfologia destas estruturas. Zhao, Yang e
Gregersen (2003) discorrem sobre alteracdes na altura das vilosidades de ratos diabéticos, em
todos os segmentos intestinais. Entretanto, Mayhew, Carson e Sharma (1989) comentam que
o diabetes experimental exerce um impacto preferencial sobre as vilosidades em segmentos
distais de ratos, ao contrario do observado no presente estudo. Hd ainda uma publicacdo que
diz ndo haver diferencas entre ratos diabéticos e controles, quanto a altura das vilosidades
intestinais (NEU et al., 2005). De uma forma geral, a maior parte dos estudos aponta, pelo
menos em alguns segmentos intestinais, o aumento do comprimento destas estruturas. Quanto
ao comprimento das glandulas intestinais, os dados do presente trabalho indicam que o
diabetes ndo exerceu influéncia nestes aspectos, considerando as trés regides do intestino
delgado. Somadas a estas andlises, as contagens totais de vilosidades e glandulas intestinais
sugerem que o diabetes ndo promoveu aumentos, nem diminui¢des no nimero destas
estruturas, ao longo dos segmentos intestinais.

Tanto as vilosidades como as glandulas intestinais sdo as principais estruturas
histolégicas que compdem a camada mucosa do intestino delgado, que é uma das regides mais
afetadas pelo diabetes em termos de alteragdes histomorfométricas. Esta camada se
apresentou mais espessa no jejuno dos animais diabéticos, sugerindo a ocorréncia do aumento

de sua massa, assim como mostram os trabalhos de Mayhew, Carson e Sharma (1989) e de
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Zhao, Yang e Gregersen (2003). Segundo estes estudos, o aumento da espessura desta camada
ocorre, principalmente, devido ao aumento do comprimento, volume e superficie das
vilosidades e glandulas intestinais. Pelos resultados analisados no presente estudo é possivel
sugerir que o crescimento da camada mucosa visto no jejuno dos ratos diabéticos ocorreu,
majoritariamente, como conseqii€ncia do aumento no tamanho das vilosidades, j4 que o
comprimento das glandulas nao se alterou. Um fator que poderia contribuir juntamente para o
aumento da camada mucosa seria a variagdo da quantidade de vilosidades e glandulas, onde
quantidades maiores destas estruturas poderiam aumentar a massa geral da camada mucosa.
Porém, o diabetes ndo aumentou o nudmero total destas estruturas, indicando que o
crescimento da mucosa ocorre pelo aumento do tamanho das vilosidades, como postula o
estudo de Schedl e Wilson (1971). Nakabou et al. (1974) sugerem explica¢des para o aumento
do comprimento das vilosidades intestinais, comentando que este crescimento se da
principalmente pelo processo de hiperplasia, que consiste no aumento do nimero de células
nos tecidos. Neste estudo, os autores avaliaram o contetdo total de DNA no intestino delgado
de ratos diabéticos e observaram o aumento destes valores, com relacdo aos animais controles.

Juntando todos os fatores relacionados a camada mucosa, € possivel entender que o
diabetes induzido promoveu o aumento do nimero de células intestinais (hiperplasia)
presentes nas vilosidades, levando ao aumento do tamanho destas estruturas. Com o aumento
do comprimento das vilosidades, a camada mucosa tornou-se mais volumosa, logo mais
espessa. Juntamente com o aumento da ingestdo alimentar nos individuos diabéticos, o
aumento da espessura da camada mucosa pode ser um dos fatores que contribui para o
crescimento do intestino delgado, evidenciado no presente estudo. E possivel que o
crescimento desta camada promova o aumento do comprimento intestinal, fazendo com que o
peso intestinal também aumente. Com relagdo a espessura das outras camadas intestinais o
diabetes ndo promoveu modifica¢des significativas.

Em todas estas caracteristicas histomorfométricas analisadas, o exercicio fisico ndo
exerceu influéncia em animais diabéticos, de maneira a promover o controle da doenga. Com
base nestas informacdes, é provdvel que mudangas morfoldgicas deste tipo ndo sejam
recuperadas ou mantidas sauddveis pelo exercicio, pelo menos durante o periodo do
experimento em questao.

A maioria dos estudos relata que o diabetes tipo I induzido em ratos causa alteragcdes
morfolégicas, metabdlicas e funcionais no intestino delgado (CHARLTON et al., 2000;
FOLWACZNY et al, 1999; MAYHEU, CARSON, SHARMA 1989; TAHARA,
YAMAMOTO, 1988; VERNE, SHINSKY, 1998; ZOUBI et al., 1995). Porém, poucos
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estudos abordam aspectos histoquimicos deste 6rgdo como uma forma geral de andlise das
alteracdes promovidas pela doenca. Além disso, pouco se conhece sobre que tipo de
influéncia o exercicio pode realizar em individuos sadios e diabéticos, sob estes aspectos.

Pela técnica Azul de Bromofenol, observou-se que o diabetes induzido ndo exerceu
influéncia nos teores gerais de proteinas no duodeno e jejuno pela comparagdo dos grupos DS
e CS. Em ambas as regides intestinais houve leve diminui¢io do teor de proteinas na camada
submucosa promovida pela doenca. Estes resultados diferem dos dados de McNurlan e
Garlick (1981), que reportam o aumento de 30% na quantidade de proteinas da camada
mucosa e o aumento de aproximadamente 10% nas proteinas do conjunto de camadas
restantes, comparando ratos diabéticos e seus controles, quantificadas no primeiro quarto
intestinal. No {leo, foi identificada diminuicdo no teor geral de proteinas, observada
principalmente nas glandulas intestinais. Este resultado sugere que o diabetes induzido
provocou diminuicdo no acumulo de proteinas nestes tecidos. Porém, alguns estudos
encontraram outros resultados, relatando crescimento da camada mucosa de ratos induzidos
ao diabetes (ETTARH, CARR, 1997; ZHAO et al., 2002; ZHAO, YANG, GREGERSEN,
2003) que ocorre também, devido ao aumento da sintese e acimulo de proteinas (NAKABOU
et al., 1974). Comparando os grupos CT e CS, o exercicio fisico ndo mostrou alteracdes com
relagdo ao teor geral de proteinas no duodeno de individuos sadios, mas promoveu diminui¢ao
destes conteidos no jejuno e no ileo, evidenciada principalmente nas glandulas intestinais.
Neste caso, o exercicio fisico promoveu alteracdes na atividade destas glandulas, de forma
que passassem a produzir menos proteinas. Comparando os grupos DT e DS, o exercicio
fisico ndo promoveu alteracdes nestes aspectos no duodeno e provocou diminuicdo nas
proteinas do jejuno. Curiosamente, no ileo, houve aumento no teor de proteinas nos ratos
diabéticos que realizaram exercicios fisicos, em contraste com a diminui¢do observada no
grupo CT. Frente a estes resultados, observa-se que o exercicio fisico influenciou de maneiras
diferentes o teor de proteinas nos individuos sadios e diabéticos, ndo sendo possivel detectar
um padrdo. Ainda no ileo, comparando os grupos DT e CS, foi observado que o exercicio
manteve o teor de proteinas dos individuos diabéticos no nivel encontrado em individuos
sauddveis, mantendo o controle deste aspecto no estado diabético.

A partir da andlise da técnica Azul de Toluidina, foi possivel constatar que o diabetes
ndo exerceu influéncia nos teores gerais de dcidos nucléicos no duodeno e no jejuno. No
trabalho de McNurlan e Garlick (1981), realizado no primeiro quarto intestinal (duodeno e
jejuno), o efeito do diabetes induzido promoveu o aumento de 30% na quantidade de RNA da

camada mucosa e cerca de 10% nas camadas restantes do intestino delgado. Os contetidos de
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DNA da camada mucosa ndo se alteraram, mas houve o aumento de cerca de 10% na
quantidade de DNA do conjunto de camadas restantes. Caracteristicas como estas ndo foram
observadas no presente estudo, onde ndo foram evidenciadas diferencas nos teores de acidos
nucléicos no duodeno e jejuno. Os aumentos destas quantificacdes de acidos nucléicos sdo
alteragdes considerdveis que podem ser promovidas pelo diabetes induzido, mas que talvez
sejam té€nues para serem identificadas por esta técnica histoquimica, nos segmentos intestinais
em questdo. No {leo, foi identificado o leve aumento nos teores gerais de acidos nucléicos no
grupo DS, principalmente nas estruturas que compdem a camada mucosa (glandulas e
vilosidades). Este resultado sugere o aumento das quantidades de RNA e DNA, indicando
crescimento da atividade de sintese e crescimento celular do intestino delgado promovido pela
doenca. Existem estudos que apdiam esta informagao relatando que este aumento € uma das
causas do crescimento da camada mucosa, evidenciado em ratos induzidos ao diabetes
(ETTARH, CARR, 1997; NAKABOU et al., 1974; ZHAO et al., 2002; ZHAO, YANG,
GREGERSEN, 2003). Com relacdo a sintese de proteinas nos tecidos do ileo de ratos
induzidos, o aumento de 4cidos nucléicos contrasta com a diminuicao de proteinas observada.
Foi esperado o aumento no acimulo de proteinas mediante ao aumento de RNAs, mas isto
ndo foi constatado, nao ficando claro de que forma o diabetes afetou a sintese nos tecidos. Em
ratos sauddveis, o exercicio fisico ndo exerceu influéncia nestes aspectos quando analisados
no duodeno, mas promoveu uma diminui¢io no teor de dcidos nucléicos do jejuno, observada
na camada mucosa e na camada muscular. No ileo, houve um aumento no teor geral de acidos
nucléicos mediado pelo treinamento. Estes resultados sugerem que, em ratos sauddveis, o
exercicio promoveu uma diminui¢c@o da sintese de proteinas e crescimento celular nos tecidos
do jejuno e um aumento no ileo. Comparando os grupos DT e DS, observou-se que ndo houve
influéncia do exercicio no ileo de ratos diabéticos. Este resultado contrasta com o aumento do
teor geral de 4cidos nucléicos no ileo, visto no grupo CT. Neste caso, ndo ficou claro qual a
real influéncia do exercicio fisico, ja que promoveu efeitos diferentes em individuos saudédveis
e diabéticos.

Pela anélise da técnica PAS foi possivel observar que o diabetes induzido nio exerceu
influéncia nos teores gerais de polissacarideos neutros no duodeno e jejuno, mas promoveu o
aumento destes teores no ileo, evidenciado nas vilosidades intestinais. Sabe-se que no estado
diabético, hd o acimulo de glicogénio nas células absortivas presentes nas vilosidades da
mucosa jejunal (ANDERSON; JONES, 1974). Apesar de, no presente trabalho, ndo ter sido
observado este acimulo no jejuno, foi possivel identificar o aumento no teor de

polissacarideos neutros (que inclui o glicogénio) nas vilosidades do ileo, sugerindo que estas
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reservas também aumentam na regido distal do intestino delgado. Quanto a influéncia do
exercicio fisico, ndo foram observadas alteracdes nos teores de polissacarideos neutros em
nenhum dos trés segmentos intestinais, tanto em individuos sadios, como em individuos
diabéticos.

A técnica simultanea PAS-Alcian Blue exibiu os contetidos de polissacarideos neutros
e 4cidos presentes nas secrecOes mucosas das células caliciformes, nas trés regides do
intestino delgado. Em células caliciformes maduras, o contetdo a ser secretado apresenta um
carater acido, devido ao alto conteddo de acido sialico (SPECIAN; OLIVER, 1991), sendo o
Alcian Blue um corante que marca estas secrecdoes de forma eficaz em azul intenso. Desta
forma, a andlise foi realizada quanto ao carater 4dcido das secre¢des das células maduras. Apds
a andlise foi possivel constatar que o diabetes induzido nio exerceu influéncia no carater
4cido das mucinas das células caliciformes, levando em consideracdo os trés segmentos
intestinais. Estes resultados foram os mesmos obtidos no estudo de Mantle et al. (1989), o
qual relata que as propriedades histoquimicas das mucinas intestinais de ratos diabéticos nio
apresentaram diferencas com relagdo ao grupo controle, sugerindo nao haver diferencas
promovidas pelo diabetes nos componentes polissacaridicos dcidos das mucinas intestinais.
Estes dados estdo de acordo com os aqui apresentados. O exercicio fisico ndo promoveu
alteracdes nestes aspectos tanto em individuos sadios, quanto em diabéticos.

Por meio das reagdes evidenciadas pela técnica Picrosirius-Hematoxilina, foi possivel
observar que o diabetes induzido promoveu diminuicio nos teores de fibras coldgenas totais
na camada submucosa dos trés segmentos intestinais. No intestino delgado, fibras coldgenas
formam um arranjo em rede de importante significincia na biomecanica do intestino delgado
(MENDONCA et al.,, 1993). A diminuicdo nas quantidades destas fibras na camada
submucosa pode estar relacionada com deficiéncias na motilidade intestinal, caracteristica que
¢ afetada pela inducdo do diabetes (RAYNER et al., 2002). O exercicio fisico promoveu
diminui¢do no teor de fibras coldgenas totais na camada submucosa do duodeno e ileo de
ratos sadios, porém nao exerceu influéncia em nenhuma regido do intestino delgado em ratos
diabéticos. Assim como em outras andlises, o exercicio fisico influenciou o aspecto
histoquimico em questdo de maneiras diferentes em individuos saudaveis e diabéticos, nao se
detectando um padrio.

A partir das andlises da técnica Prata Amoniacal, foi possivel constatar que o diabetes
induzido promoveu leve diminui¢do no teor de fibras reticulares na camada submucosa do
duodeno e ileo, pela comparacdo dos grupos DS e CS. Assim como as fibras coldgenas, estes

tipos de fibras também auxiliam na sustentacio de 6rgdos viscerais como o intestino delgado,
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representando um papel bem importante para seu funcionamento biomecéanico. A diminui¢io
destes conteidos pode, também, estar relacionada com os distirbios na motilidade intestinal,
observados em ratos diabéticos (RAYNER et al., 2002). No jejuno, o diabetes ndo exerceu
influéncia. O exercicio fisico diminuiu os teores de fibras reticulares na camada submucosa
do duodeno e do ileo de individuos sauddveis, mas ndo exerceu influéncia no jejuno.
Comparando os grupos diabéticos, foi possivel observar o aumento destes teores no duodeno,
chegando a niveis semelhantes aos observados no grupo CS, indicando a manutengio destes
conteddos realizada pelo exercicio fisico. Como esta varidvel promoveu uma diminuicio
nestes aspectos em individuos sadios, ndo foi possivel afirmar com certeza que esta
manutencdo tenha sido causada exclusivamente pelo treinamento fisico, jd que este
influenciou de maneiras diferentes o teor de fibras reticulares na camada submucosa em
individuos sauddveis e diabéticos. No jejuno e no ileo de ratos diabéticos, o exercicio nio
influenciou nos aspectos estudados.

Os resultados referentes ao estudo de células caliciformes intestinais indicam algumas
alteracdes promovidas pelo diabetes induzido. Foi observado um aumento do nimero de
células caliciformes presentes nas vilosidades intestinais, na regido do ileo. Nas glandulas
intestinais, foi identificado um aumento no jejuno e, novamente, no {leo. Uma das razdes
possiveis para o aumento no nimero destas células € a hiperplasia, que ocorre nas vilosidades
e glandulas intestinais de animais induzidos ao diabetes, ji que as células caliciformes sdo
encontradas no epitélio que reveste tais estruturas. Este aumento na quantidade de células
caliciformes pode ser considerado, segundo Diani et al. (1976), como indicador do aumento
da secrecdo de muco intestinal, j& que um nimero maior de células acaba exercendo tal
funcao.

Apesar de o aumento da quantidade de células caliciformes indicar o aumento da
secrecdo intestinal, é preciso verificar o que ocorreu dentro das células caliciformes para
complementar as informacgdes a respeito. Os resultados ultra-estruturais ajudam a ir mais
fundo nesta questdo, para averiguar as mudangas promovidas pelo diabetes. No duodeno, foi
observado maior desenvolvimento das extensdes de membranas do RER e um maior
desenvolvimento das cisternas dos complexos de Golgi dos animais diabéticos, em
comparagio aos controles. Sendo estas organelas, junto com o niicleo celular, os principais
constituintes da maquinaria celular responsdvel pela sintese de proteinas primdrias (RER) e
pelas modificagdes pés-traducionais e empacotamento destas proteinas (complexos de Golgi),
estas caracteristicas ultra-estruturais sugerem que houve aumento na produgdo pelas células

caliciformes. Estes resultados indicam que, provavelmente, estas organelas se adaptaram as
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condi¢gdes necessdrias para o aumento da producdo de mucinas intestinais, causado pela
doenca. No ileo, as regides de RER se apresentaram em menores quantidades no grupo
diabético, em comparagido ao controle, sugerindo uma menor taxa de sintese protéica. Porém,
foram observadas regides celulares com complexos de Golgi bastante desenvolvidos,
indicando que a producdo de granulos de secrecdo apresentou-se aumentada, assim como o
observado nas células caliciformes do duodeno.

Frente a estes resultados ultra-estruturais, poderia se esperar que houvesse aumento da
quantidade de granulos de secre¢do armazenados nas células caliciformes, devido ao aumento
da producdo celular. Porém, isso nao foi observado, como confirma a andlise morfométrica
realizada com estas células. Nos trés segmentos intestinais, a superficie celular ocupada pelos
granulos de secrecdo ndo variou entre os animais diabéticos e os controles, indicando que esta
regido de acimulo de granulos ndo aumentou. Estes resultados sugerem que a liberagdo de
mucinas em animais diabéticos ocorre de maneira normal, ndo havendo acumulos de
secrec¢ao.

Todo este conjunto de resultados a respeito das células caliciformes é apoiado e
explicado por Mantle et al. (1989). Neste trabalho os autores argumentam que o aumento do
ndmero de células caliciformes, resultado também observado no presente estudo, apesar de
sugestivo, ndo € a caracteristica responsdvel pelo aumento da secrecdo intestinal. Além disso,
eles observaram que ndo ha aumento do acimulo de secre¢@o dentro das células, o que estd de
acordo com o encontrado nos dados morfométricos das células caliciformes no presente
trabalho. Com a realizacdo de mais andlises quantitativas de mucinas, os autores concluiram
que, em animais diabéticos, ocorre um aumento da taxa de secre¢do de mucinas, fazendo com
que a liberacdo de muco seja mantida em niveis normais, uma vez que a doenca tende a
diminuir estes valores. Em outras palavras, para manter uma liberagdo normal de mucinas na
condi¢do de diabetes tipo I induzido, as células precisam aumentar sua producao, fato que é
corroborado pelos dados ultra-estruturais obtidos no presente estudo. Desta forma, as células
caliciformes trabalharam mais rapidamente, sem acumular granulos de secrecdo. Os autores
comentam que este fato pode representar uma resposta adaptativa das células caliciformes a
doenca para a preservacdo da barreira de muco e proteger a grande drea de superficie do
intestino delgado.

Com relacdo a influéncia do exercicio fisico nas células caliciformes dos animais
diabéticos, foi possivel perceber que, na regidao do duodeno, as caracteristicas ultra-estruturais
do RER e dos complexos de Golgi foram mantidas nos mesmos aspectos observados em

animais sauddveis. Na regido do ileo, o exercicio fez com que o nimero de células
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caliciformes presentes nas vilosidades intestinais dos animais diabéticos se mantivesse como
os valores encontrados nos animais sadios. Ainda neste segmento intestinal, os aspectos
estruturais dos complexos de Golgi alterados pelo diabetes voltaram aos niveis encontrados
nos ratos do grupo controle sedentério. Este conjunto de resultados indica que, com relagdo a
estas caracteristicas analisadas, o diabetes induzido pode ndo ter promovido alteragdes devido
ao efeito do exercicio fisico, o qual evitou que elas acontecessem. Se estas modificagdes
realmente ocorreram, € provavel que elas tenham sido recuperadas ao longo da execucdo do
treinamento fisico.

O protocolo de exercicio realizado pelos animais vem sendo bastante estudado
(LUCIANO, MELLO, 1998; GOMES et al., 2003) e é bem aceito para estudos de atividade
fisica, principalmente no tratamento de diabetes. Porém, até o presente momento, ndo foram
realizados estudos envolvendo morfologia e histoquimica do intestino delgado a respeito de
alteracdes em ratos diabéticos que realizassem este protocolo de exercicios, assim como
trabalhos envolvendo ultra-estrutura de células caliciformes nestas condi¢des. De fato ainda
ndo € possivel esclarecer completamente de que forma o exercicio fisico influencia nos
aspectos alterados pelo diabetes tipo 1. Talvez, os métodos aqui empregados nio sejam
suficientes para solucionar adequadamente a eficicia do exercicio fisico, sendo necessarios

mais estudos complementares a respeito.
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6. CONCLUSOES

Por meio das andlises realizadas neste trabalho foi possivel concluir que o diabetes
tipo I causou um aumento geral no tamanho do intestino delgado, também pela alteragdo de
caracteristicas histomorfométricas, tais como o aumento de vilosidades e da espessura da
camada mucosa. A doenca promoveu alteragdes histoquimicas, diminuindo os teores de fibras
colagenas na submucosa dos trés segmentos intestinais, fibras reticulares na submucosa do
duodeno e do ileo, e proteinas gerais no ileo. Houve o aumento dos teores de polissacarideos
neutros e dcidos nucléicos em geral, na regido do ileo. Além disso, o diabetes provocou o
aumento do ndmero de células caliciformes no jejuno e no ileo, e o aumento da atividade
secretéria no duodeno e no ileo, através de alteragoes ultra-estruturais.

Em individuos diabéticos, o exercicio fisico ndo exerceu influéncia nos aspectos
morfoldgicos do intestino delgado e referente aos aspectos histoquimicos, influenciou alguns
pardmetros de maneiras diferentes ao observado em individuos saudaveis. Quanto as células
caliciformes, o exercicio manteve em niveis semelhantes aos observados em individuos
sauddveis as caracteristicas ultra-estruturais no duodeno e no ileo e o nimero de células em

vilosidades do ileo, indicando ser benéfico para a atividade secretdria destas células.
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