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Resumo

O estado hiperglicémico esta relacionado com alteracdes fisioldgicas em todo o
organismo no diabete. E conhecido a recorréncia de distrbios gastrintestinais em
individuos diabéticos. Estudos sobre alteracbes da motilidade gastrintestinal em
diabéticos mostram danos em neur6nios entéricos e na parede gastrica. H4 uma lacuna
no conhecimento sobre a relacdo entre niveis glicémicos, motilidade gastrintestinal e
neurdnios entéricos. Portanto o objetivo foi analisar a atividade de contracéo,
esvaziamento gastrico e transito oro-cecal em ratos com modelos de diabete grave e
moderado e avaliar a integridade da parede gastrica e dos neurbnios entéricos. Os
animais foram induzidos ao diabete com Streptozotocin (STZ) (diabete moderado:
100mg/kg; glicemia de jejum 6,6-16,5 mmol/L) e (diabete grave: 50mg/kg glicemia de
jejum> 16,5mmol/L). A Biosusceptometria AC (BAC) aferiu a contratilidade gastrica,
guantificados por frequéncia e meia-largura da banda em ciclos por minuto. Assim como
0 esvaziamento gastrico (EG) e o transito oro-cecal (TOC), analisados por tempo médio
de EG e tempo médio de chegada ao ceco, respectivamente. A atividade elétrica
gastrica foi aferida por eletrogastrograma (EGG). A histologia da parede gastrica foi
realizada por hematoxilina-eosina e mensurada a espessura da mucosa e das
musculares longitudinal e circular, do corpo do estdmago. Os neurdnios colinérgicos
(ChAT) e nitrérgicos (nNNOS) do plexo mioentérico do corpo do estdbmago foram
marcados por imuno-histoquimica, analisadas a densidade de neurdnios por ganglio e
perfil da area neural. Animais induzidos por STZ apresentaram glicemia de jejum
elevada e perda de peso corporal. Ocorreu uma diminuicdo da frequéncia de contracdo
e aumento da meia-largura da banda, para BAC e EGG, nos modelos de diabete
comparados ao controle. O esvaziamento gastrico e o transito oro-cecal se tornaram
lentificados em relac&o ao controle. A camada muscular circular e mucosa apresentaram
espessamento nos grupos diabéticos. Os neurdnios ChAT e nNOS nao apresentaram
diferenca na densidade de neurdnios, mas a area neuronal diminuiu nos diabéticos. Em
conclusao, alteracdes na motilidade parecem estar associadas a mudancas na parede
gastrica e a diminuicdo da area neuronal de neurdnios nitrérgicos e colinérgicos, que
foram intensificados pela exposicdo prolongada a condi¢des hiperglicémicas, mesmo
gue moderadas no diabetes.
Palavras-chave: Biosusceptometria AC, Estdbmago, Motilidade, Neurdnios entéricos,

Ratos.



Abstract
The hyperglycemic state is related to physiological changes throughout the body in
diabetes. Recurrence of gastrointestinal disorders in diabetic individuals is known.
Studies on changes in gastrointestinal motility in diabetics show damage to enteric
neurons and the gastric wall. Few are the knowledge about the relationship among
glycemic levels, gastrointestinal motility and enteric neurons. Therefore, the aim was to
analyze the activity of contraction, gastric emptying and oro-cecal transit in rats with mild
and severe diabetes models and to evaluate the integrity of the gastric wall and the
enteric neurons. The animals were diabetic with Streptozotocin (STZ) (moderate
diabetes: 100mg/kg; fasting blood glucose 6.6-16.5 mmol/L) and (severe diabetes:
50mg/kg fasting blood glucose>16.5mmol/L). AC biosusceptometry (ACB) measured
gastric contractility, quantified per frequency and half-band width in cycles per minute.
As well as gastric emptying (EG) and oro-cecal transit, analyzed by mean time of EG
and mean time of arrival to the cecum, respectively. Gastric electrical activity was
measured by electrogastrogram (EGG). The histology of the gastric wall was performed
by hematoxylin-eosin and measured the thickness of the mucosa and the longitudinal
and circular muscles of the stomach body. The cholinergic (ChAT) and nitrergic (hnNOS)
neurons of the myenteric plexus of the stomach body were marked by
immunohistochemistry, the density of neurons per ganglion and neural area profile were
analyzed. STZ-induced animals had elevated fasting blood glucose and loss of body
weight. There was a decrease in the contraction frequency and increase of the band half-
width, for BAC and EGG, in the diabetes models compared to control. Gastric emptying
and oro-cecal transit became slowed in relation to control. The circular muscular layer
and mucosa presented thickening in the diabetic groups. ChAT and nNOS neurons
showed no difference in neuron density, but neuronal area decreased in diabetics. In
conclusion, alterations in motility seems to be associated with changes in the gastric wall
and the decrease in the neuronal area of nitrergic and cholinergic neurons that were
intensified by long term exposure to hyperglycemic conditions, even that moderate in the

diabetes.

Keywords: Biosusceptometry AC, Stomach, Motility, Enteric neurons, Rats.
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1. Introducéo

A epidemia global de diabete afeta atualmente mais de 440 milhdes de
pessoas no mundo (CHAN, 2014; MA, 2018). O Diabetes mellitus (DM)
compreende um grupo de distarbios metabdlicos caracterizados por
hiperglicemia cronica resultante de defeitos na agdo da insulina e/ou na sua
secrecdo (DORSEY; BECKER; AL., 2018; RIDDLE et al., 2018). Existem
principalmente 2 tipos de DM: tipo 1 e 0 2. O DM1 esta relacionado a destruigéo
de células beta pancreaticas, usualmente levando a uma dependéncia absoluta
de insulina. Enquanto o DM2 decorre de um defeito progressivo da secrecéo de
insulina levando a uma resisténcia insulinica (RIDDLE et al., 2018). Algumas
formas de DM1 nao tém etiologias conhecidas, mas é definido que ha pelo menos
um marcador celular autoimune indicando a destruicdo de ceélulas beta
pancreaticas. Os pacientes apresentam insulinopenia permanente e sao
propensos a cetoacidose (RIDDLE et al., 2018). Individuos com DM2 tem
resisténcia a insulina e normalmente uma relativa deficiéncia desse hormonio,
porém a maioria dos pacientes ndo necessita de tratamento com insulina para
sobreviver. A etiologia do DM2 € desconhecida, mas sabe-se que o risco de a
desenvolver aumenta com a obesidade, avanco da idade e a falta de atividade
fisica (RIDDLE et al., 2018).

Em individuos saudaveis, a concentracdo de glicose plasmética é
fortemente regulada e mantida dentro de uma faixa estreita (KELLEY et al.,
1988). Em contrapartida, pacientes diabéticos sdo expostos a longos periodos
de hiperglicemia e apresentam disfuncbées em todo o organism (DORSEY;

BECKER; AL., 2018).



Anormalidades na motilidade gastrica ocorrem em 30-50 % dos pacientes
com longo historico de diabete (DE BLOCK et al., 2006; NILSSON, 1996).
Estudos de frequéncia de sintomas gastrintestinais em pacientes com DM1 e
DM2 mostraram que 68% apresentam pelo menos um sintoma (JEBBINK et al.,
1994; SPANGEUS et al., 1999). O DM1 afeta todo o trato gastrintestinal (TGI) e
ISSO acarreta uma maior preocupacao na investigacdo dessas alteracdes e na
busca de uma melhora na qualidade de vida dos pacientes, visando reduzir a
morbidade causada pelo diabete. As alteracdes mais comuns encontradas no
diabete sdo no esvaziamento gastrico, como lentificacdo (MARD et al., 2016;
SAMSOM et al., 1997; WOERLE et al., 2008) ou esvaziamento acelerado
(BHARUCHA et al., 2015; CHOI et al., 2007; HAUSCHILDT et al.,

2018). Presenca de arritmias gastricas e anormalidade nas atividades motora e
elétrica gastrica sao reportadas em modelos experimentais de diabete a longo
termo (HAUSCHILDT et al., 2018; MARQUES et al., 2014).

Individuos com DM1 apresentam uma retencao gastrica significativa dos
contetdos ingeridos em resposta a hiperglicemia quando comparados a
individuos saudaveis, sugerindo uma adaptacdo inadequada ao aumento da
glicemia (MARATHE et al.,, 2013). Consequentemente, com 0 esvaziamento
gastrico atrasado ha uma dificuldade em manter o controle glicémico, sendo esse
um mecanismo de retroalimentacdo (WOERLE et al.,, 2008). O retardo no
esvaziamento gastrico em momentos de hiperglicemia é uma resposta fisiologica
pds-prandial, mecanismo este que auxilia na absorcao dos nutrientes ingeridos.
Porém em pacientes com DM1, esse mecanismo favorece a manutencao de altos
indices glicémicos e disturbios na motilidade gastrointestinal (WOERLE et al.,

2008).



Ha trabalhos que enfatizam a importancia do controle glicémico no
diabete, e enfatiza as alteracbes provocadas pela glicemia na motilidade
gastrointestinal (MARATHE et al., 2013; SOGABE et al., 2005). Um estudo ressalta
gue a hiperglicemia induz um relaxamento na regido fandica do estdmago
causando um fluxo pilérico retrégrado, que por sua vez, pode levar a uma
retencao do bolo alimentar (EBERT, 2005).

Com relacdo aos individuos com DM2 os estudos séo inconclusivos, em
razéo de diferencas nas metodologias adotadas e pouco controle das variaveis
ambientais sobre o0 esvaziamento gastrico. Foi demonstrado que individuos com
DM2 sem controle glicémico quando tratados com insulina, ndo apresentaram
diferenca no esvaziamento gastrico, e que ha pacientes com DM2 que tem
esvaziamento gastrico acelerado e outros retardado (BHARUCHA et al., 2015).

A motilidade gastrintestinal é a contragéo e relaxamento do musculo liso
necessario para transportar e processar os alimentos, sob estrito controle
(CUMMINGS; OVERDUIN, 2007; JOHNSON, 2014). A contracéo do estbmago €
necessaria para triturar o alimento, misturar com o suco gastrico e propelir em
direcdo ao piloro. O controle da frequéncia e amplitude dessas contracdes sao
essenciais para absorcao dos nutrients (JANSSEN et al., 2011). Assim como o
esvaziamento gastrico € controlado por peptideos gastrintestinais (GLP-1, GIP,
VIP), pela taxa glicémica, insulina, composicdo do bolo alimentar e controle
neural. Todos esses controles sdo necessario para regular a taxa de
esvaziamento e promover a absorcdo correta pelo intestino. Alteracbes em
gualquer uma dessas vias desencadeia diversos disturbios gastrintestinais, como
dores e desconfortos abdominais (BOECKXSTAENS et al., 2016; CAMILLERI,

BROWN; MALAGELADA, 1986; CUMMINGS; OVERDUIN, 2007;



MARATHE et al., 2013; WU et al., 2013).

O diabete afeta o TGI comprometendo a motilidade, além de
possivelmente alterar a parede gastrintestinal, assim como 0s neurénios
entéricos responsaveis pelo controle das fungdes do TGI. A inter-relacdo entre
biomecéanica gastrintestinal e neurdnios entéricos € relevante e deve ser melhor
esclarecida. Essas alteracfes morfofuncionais sdo fatores que podem contribuir
com a dor abdominal, saciedade precoce, nauseas, vomitos, e constipacdo em
pacientes com DM (EBERT, 2005; FURNESS, 2012; MARATHE et al., 2013;
ZHAO; NAKAGUCHI; GREGERSEN, 2009).

O sistema nervoso entérico (SNE) esta presente em todo o TGl e é
responsavel por regular funcbes motoras, sensoriais e secretoras, além de
integrar e ser modulado pela sinalizacdo do sistema nervoso central (SNC) e
periférico (FURNESS, 2000). E dividido em plexo submucoso que esta presente
na camada submucosa e apresenta funcdes secretoras. O plexo mioentérico esta
presente entre as camadas musculares circular e longitudinal, e tem fungdes sobre
a motilidade do TGI. Os principais neurdnios envolvidos no controle da motilidade
sdo os excitatérios colina acetiltransferase (ChAT) e os inibitérios 6xido nitrico
sintetase (NNOS) (FURNESS, 2012).

A neuropatia diabética é um evento presente em pacientes com longo
histérico de diabete e pode estar correlacionada com gastroparesia e disturbios
gastrintestinais (CAMILLERI, 2007; CAMILLERI; BHARUCHA; FARRUGIA,
2011; CHANDRASEKHARAN; SRINIVASAN, 2007; NESHATIAN; GIBBONS;
FARRUGIA, 2015). A perda de células de Cajal e diminui¢cdo do neurotransmissor
oxido nitrico (NO) podem estar diretamente relacionados com disfun¢des na

motilidade gastrica nesse tipo de pacientes diabéticos (CELLEK et



al., 2004; DU et al., 2009; WANG et al., 2009; WATKINS et al., 2000; WOOD,
2016). Trabalhos evidenciam fases da degeneracdo neuronal em individuos
diabéticos, apresentando eventos reversiveis com o controle glicémico, em
momentos precoces da doenca (CELLEK et al., 2004; CELLEK; FOXWELL;
MONCADA, 2003). Isso evidencia a necessidade de um diagnéstico preciso e
precoce para se evitar danos irreversiveis aos individuos com DM.

Além disso, individuos com DM1 s&o mais susceptiveis a lesdes gastricas
malignas, primarias de gastrite autoimune, presente em 15-20% desses
pacientes (DE BLOCK et al., 2003). Ou seja, quanto mais conhecimento sobre
0s mecanismos desses disturbios gastrintestinais mais rapido seria o diagnostico,
aperfeicoando os esquemas terapéuticos e a qualidade de vida de individuos
diabéticos.

Como ferramenta experimental, utilizam-se modelos animais portadores
de diabete para um melhor entendimento da fisiopatologia dessa sindrome.
Mimetizando a hiperglicemia do DM1, ha o modelo experimental de diabete grave
(glicemia>300mg/dL), induzida por uma dose de Streptozotocin-STZ (droga com
efeito citotdxico sobre as células beta pancreaticas) intraperitoneal na vida adulta
(FREGONESI et al., 2001). Para mimetizar a glicemia do DM2, utiliza-se o
modelo experimental de diabete moderado (glicemia entre 120 e
300mg/dL), induzida por administracao subcutanea de STZ no periodo neonatal
(DAMASCENO et al., 2013, 2014; I.L. et al., 2010).

A Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) é uma técnica simples,
barata e sensivel, reproduzivel em diversas areas da pesquisa. Com a utilizacéo
dessa técnica € possivel registrar a atividade mecéanica e funcional de 6rgéaos

contrateis. Essa técnica ja foi validada para vérias areas, como para avaliagéo



do esvaziamento gastrico e transito oro-cecal em ratos(QUINI et al., 2012).
Estudos in vivo e in vitro validaram a BAC como uma técnica biomagnética capaz
de aferir atividade de contrac&o gastrica (AMERICO et al., 2010). Em modelo de
diabete a longo tempo induzido por Aloxana, os sinais de contratilidade e
esvaziamento gastrintestinal, aferidos por BAC, estavam comprometidos
(MARQUES et al.,, 2014). Estudos recentes com a BAC, em modelos de
hiperglicemia moderada a longo tempo, revelam distarbios gastricos como
esvaziamento acelerado e amplitudes da contracdo gastrica mais vigorosas
(HAUSCHILDT et al., 2018).

Em estudos que analisam caracteristicas motoras do TGI, a aquisi¢do da
atividade elétrica € fundamental para o entendimento da eletrofisiologia do tecido
estudado. O eletrogastrograma (EGG) é uma técnica bastante simples,
minimamente invasiva e utilizada principalmente em pesquisas da atividade
elétrica gastrica. O entendimento das func6es motoras e elétricas do TGI sdo
essenciais nas pesquisas sobre comorbidades relacionadas aos disturbios
gastrintestinais (CHEN et al., 1996).

A relacdo entre disturbios gastrintestinais no diabete e o tempo de
instalacdo das condi¢des hiperglicémicas ainda € pouco compreendido. Além
disto, uma avaliacdo das atividades elétricas, mecéanicas e funcionais do TGl
contribuirdo fortemente para um melhor entendimento de mecanismos deletérios
dainstalacdo de doencas metabdlicas. Portanto o objetivo foi analisar a atividade
de contracdo, esvaziamento gastrico e transito oro-cecal em ratos com modelos
de diabete grave e moderado e avaliar a integridade da parede gastrica e dos

neurdnios entéricos.
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3. Conclusodes

Nossos resultados apresentaram diminuicdo da contratilidade gastrica,
aumento do indice de arritmias, lentificacdo do esvaziamento e transito oro-
cecal. Assim como foi encontrado espessamento das camadas da parede
gastrica, diminuicdo da area (um?) do corpo celular de neurénios nitrérgicos e
colinérgicos. Sugerindo que em modelos de diabete grave e moderado ocorrem
mudancas morfométricas relacionadas ao tempo de exposicdo a condi¢cdes
hiperglicémicas. Essas mudancgas neuronais e histoldégicas podem indicar uma
futura degeneragdo, morte celular e perda de fungéo do tecido inervado, porém
ja foi possivel diagnosticar disturbios da motilidade gastrintestinal. Em concluséo,
alteracdes na motilidade parecem estar associadas a mudancas na parede
gastrica e a diminuicdo da area neuronal de neurdnios nitrérgicos e colinérgicos,
gue foram intensificados pela exposi¢cao prolongada a condicoes

hiperglicémicas, mesmo que moderadas no diabetes.
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