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RESUMO

O diabetes mellitus resulta de uma complexa interacdo entre vdrios graus de
susceptibilidade genética e fatores ambientais. Sua principal caracteristica é a secrecdo
deficiente de insulina (hipoinsulinemia), ou ainda a baixa sensibilidade dos tecidos periféricos
a este hormodnio, fatos que resultam em uma elevacdo caracteristica nos niveis de glicose no
sangue (hiperglicemia). O diabetes tipo 1 caracteriza-se pela hipoinsulinemia, sendo
acompanhado por alteragdes metabdlicas e bioquimicas, além de prejuizos morfoldgicos em
diversos tecidos, como o figado e o intestino grosso. A pritica regular de exercicios é
reconhecida como um fator preventivo muito importante para os casos de diabetes,
aumentando a sensibilidade e resposta a insulina e diminuindo sua necessidade em individuos
diabéticos. A fim de analisar estas alteragdes, ratos Wistar foram distribuidos em quatro
grupos: controle sedentirio (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e
diabético treinado (DT). O diabetes foi induzido por aloxana monoidratada Sigma. Amostras
de figado e intestino grosso foram coletadas para a realizacdo de técnicas histoquimicas e
ultraestruturais. Desta forma, este estudo teve como objetivo principal investigar os prejuizos
provenientes do desenvolvimento do diabetes nos tecidos analisados e, a partir desta andlise,
avaliar os efeitos do treinamento fisico na amenizacdo ou prevencdo destas alteracdes.
Resultados histoquimicos bastante expressivos foram encontrados no figado, principalmente
em relagdo ao actimulo de glicogénio e de fibras coldgenas perisinusoidais nas células
hepaticas que, apds a realizacdo de treinamento fisico moderado, atingiram niveis mais
préximos dos considerados normais. Os resultados ultraestruturais demonstraram grandes
alteracdes na presenca de mitocOndrias e reticulo endoplasmatico rugoso no citosol dos
hepatdcitos de ratos diabéticos. Leve recuperacdo foi observada em virtude da pratica de
exercicios. O intestino grosso, por sua vez, apresentou modificacdes histoquimicas
significativas na quantidade de mucinas secretadas, além de alteragdes no teor de coldgeno na
submucosa, amenizadas pela priatica de um protocolo de treinamento fisico.

Ultraestruturalmente, algumas mudancas foram detectadas, especialmente em relagdo as



interdigitacdes das células absortivas e quantidade de unidades do complexo de Golgi nas
células caliciformes, condi¢des recuperadas pela pratica de exercicios periddicos. Desta
forma, de acordo com os resultados obtidos, conclui-se que a prética periddica de exercicios
fisicos pode ser considerada como um fator de grande auxilio no tratamento de pacientes

diabéticos tipo I, com importantes beneficios morfoldgicos no figado e no intestino grosso.

Palavras-chave: Diabetes. Exercicio. Histoquimica. Ultraestrutura. Intestino grosso. Figado.



ABSTRACT

Diabetes mellitus results from a complex interaction between various degrees of
genetic susceptibility and environmental factors. Its main feature is a deficient insulin
secretion (hypoinsulinemia), or the low sensitivity of peripheral tissues to this hormone, facts
that result in a characteristic elevation of blood glucose levels (hyperglycaemia). Type I
diabetes is characterized by hypoinsulinemia, and is followed by metabolic and biochemical
alterations, besides morphological impairment in various tissues, such as liver and large
intestine. Regular exercise is recognized as an important preventative factor in cases of
diabetes, increasing sensitivity and response to insulin and decreasing its necessity in diabetic
individuals. In order to analyze these changes, Wistar rats were divided into four groups:
Sedentary Controls (SC), Trained Controls (TC), Sedentary Diabetics (SD) and Trained
Diabetics (TD). Diabetes was induced by monohydrate alloxan Sigma. Liver and large
intestine samples were collected for carrying out histochemical and ultrastructural techniques.
Thus, this study aimed to investigate the damage proceeding from the development of
diabetes in the analyzed tissues and evaluate, from this analysis, the effects of physical
training in alleviating or preventing these changes. Very promising histochemical results were
found in the liver, especially related to the accumulation of glycogen and perisinusoidal
collagen fibers in liver cells that, after performing moderate physical training, reached levels
near those considered normal. Ultrastructural results showed important variations in the
presence of mitochondria and rough endoplasmic reticulum in the cytosol of diabetic rats’
hepatocytes. Slight recovery was observed as result of exercise. Large intestine, in turn,
presented significant histochemical changes in the amount of mucin secreted, besides
alterations in collagen content in the submucosa, mitigated by the practice of a physical
training protocol. Ultrastructurally, some changes were detected, especially related to
absorptive cells’ interdigitations and goblet cells’ units of Golgi apparatus, conditions
recovered by practicing periodic exercises. Therefore, according to the results, we conclude

that the practice of regular physical exercises can be considered a factor that provides great



help in treating type I diabetic patients, with important morphological benefits in the liver and

large intestine.

Keywords: Diabetes. Exercise. Histochemistry. Ultrastructure. Large intestine. Liver.
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INTRODUCAO GERAL

O diabetes mellitus ¢ um problema de saide publica mundial, e estd alcangcando
proporcdes epidémicas em paises desenvolvidos (LERCO et al, 2003; WEI et al, 2003).
Caracteriza-se por uma desordem metabdlica que ocorre em decorréncia da deficiéncia
absoluta ou relativa de insulina, ou ainda da baixa sensibilidade dos tecidos periféricos a este
horménio, fatos que resultam em uma elevago caracteristica nos niveis de glicose no sangue,
a hiperglicemia. Estima-se que existam mais de 150 milhdes de pessoas com diabetes no
mundo, sendo que projecdes da OMS para 2025 sugerem que esse nimero possa chegar a 300
milhdes (LERCO et al, 2003).

De todos os casos de diabetes, apenas 5-10% correspondem ao diabetes mellitus do
tipo I (DANEMAN, 2006; DE ANGELIS et al, 2006), caracterizado por um quadro de
hipoinsulinemia, ou seja, defici€ncia parcial ou absoluta em insulina, gerada pela destrui¢do
das células beta-pancredticas, sendo esta ocorréncia, na grande maioria dos casos, fruto de
processos auto-imunes desencadeados apds uma interacdo complexa entre fatores genéticos e
ambientais. O diabetes do tipo I pode ser encontrado em pessoas de qualquer faixa etdria;
entretanto, € geralmente diagnosticado antes dos 20 anos de idade (DE ANGELIS et al, 2006).
Além disso, é acompanhado por alteragdes metabdlicas e bioquimicas, além de prejuizos
morfoldgicos em diversos tecidos. Sua incidéncia € varidvel, e continua a crescer pelo mundo,
tendo sérias implicacdes a curto e longo prazos (DANEMAN, 2006). O diabetes ainda é, hoje,
uma das principais causas de incapacitag¢do fisica para o trabalho, tornando o seu portador
propenso a cegueira, nefropatia, amputacdo de membros e doengas cardiovasculares (LERCO
et al, 2003). Suas complica¢des consistem em doengas micro e macrovasculares, que
contabilizam para a maioria da morbidade e mortalidade associadas ao diabetes (DANEMAN,
2006). Os individuos diabéticos também podem desenvolver politria, polidipsia, polifagia,
glicostria, infec¢des cutineas e genitais, alteracdes visuais, além de distdrbios renais,

neuroldgicos e cardiovasculares (BROTMAN; GIROD, 2002).
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Drogas especificas, tais como a aloxana (ALX) e a estreptozotocina (STZ), podem
induzir o desenvolvimento do diabetes mellitus tipo I a partir da destruicdo seletiva das
células beta-pancredticas das Ilhotas de Langerhans, gerando um quadro de hipoinsulinemia
permanente (LERCO et al, 2003; WEI et al, 2003; LENZEN, 2008). Estas drogas sdo os
quimicos diabetog€nicos mais notdveis na pesquisa em diabetes. Ambos sdo andlogos
citotoxicos da glicose. Embora sua citotoxicidade seja alcancada através de caminhos
diferentes, seus mecanismos de acao seletiva nas células beta sao idénticos (LENZEN, 2008).
A hipoinsulinemia leva ao desenvolvimento da hiperglicemia, e estes aumentos nos niveis de
glicose sanguinea sdo responsdveis por indmeras alteracdes na quantidade de glicogénio e
fibras de coldgeno do figado (VALLANCE-OWEN, 1952; EVANS, LITTLER,
PEMBERTON, 1955; MUNNS et al, 2000; ARKKILA et al, 2001; MARTOCCHIA et al,
2008; LEME et al, 2009), e na taxa de secre¢do e teor de coldgeno da submucosa do intestino
grosso (BERNUAU et al, 1985; KANDEMIR et al, 1995; UNAL et al, 2008) de individuos
diabéticos tipo L.

Conforme as taxas de incidéncia de casos de diabetes mellitus continuam a crescer, a
pratica de exercicios fisicos continua sendo uma forma fundamental de terapia. O exercicio
influencia muitos aspectos do diabetes, incluindo concentra¢des de glicose sanguinea, acdo da
insulina e fatores de risco cardiovascular (CHIPKIN; KLUGH; CHASAN-TABER, 2001).
Durante os ultimos 50 anos, muitos estudos t€m sublinhado a fung@o central do exercicio
fisico no tratamento de pacientes diabéticos tipo I e II. Os numerosos beneficios descritos em
individuos normais que praticam exercicio regular também foram demonstrados em pacientes
com diabetes, que obtiveram significativas vantagens fisicas e psicoldgicas no cuidado da
doenga (CHIPKIN, KLUGH, CHASAN-TABER, 2001; GIANNINI et al, 2007).

A prética regular de exercicios fisicos € considerada como sendo um fator importante
de controle do diabetes, jd que induz adaptagdes metabdlicas relevantes, como, por exemplo,
o aumento na utilizacdo do glicogénio muscular durante o exercicio fisico, aumento do
tamanho e do ndmero das mitocOdndrias musculares, bem como o aumento da sensibilidade
dos tecidos periféricos a insulina (KRAUS et al, 2002; LUCIANO et al, 2002; DE ANGELIS
et al, 2006). O treinamento fisico modula a homeostase da glicose em diabéticos e previne
alguns danos, aumentando a sensibilidade e resposta a insulina. Muitos dos efeitos benéficos
do exercicio resultam de interacdes entre hormonios especificos e fatores de crescimento,
como o IGF-I (LEME et al, 2009). Além disso, eleva a captagdo periférica de glicose por
meio da translocagdo dos transportadores de glicose (GLUT4) do musculo esquelético

estriado (GOODYEAR, HIRSHMAN, HORTON, 1991; HARDIN et al, 1995). Os efeitos na
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utilizacdo de substratos e na sensibilidade a insulina tornam potencialmente menores os niveis
de lipidios e glicose no sangue (WALLBERG-HENRIKSSON, RINCON, ZIERATH, 1998;
CHIPKIN, KLUGH, CHASAN-TABER, 2001). O treinamento fisico também aumenta a
captacdo periférica de aminodcidos, além de ajudar a preservar os estoques musculares de
glicogénio e reduzir o catabolismo protéico que ocorre em individuos diabéticos tipo I
(LUCIANO, MELLO, 1998; NIELSEN et al, 2001).

Um grande nimero de estudos mostrou que a pratica habitual de exercicios fisicos
reduz o risco de doencas cardiacas, derrame cerebral, mortalidade e cancer de célon. Ela afeta
o metabolismo da glicose e outros substratos intermedidrios em individuos normais e com
diabetes mellitus, tendo importantes efeitos na demanda de insulina e evitando hipo ou
hiperglicemia severa (DE FEO et al, 2006)

Insulinoterapia, exercicios fisicos regulares e planejamento alimentar, em conjunto,
consistem na abordagem mais completa no tratamento de portadores de diabetes mellitus tipo
I. Este tratamento tem como objetivo aproximar as condigdes metabdlicas do individuo
diabético tipo I de um estado fisioldgico normal, conseqiientemente prevenindo ou retardando
as complicagdes cronicas do diabetes (DE ANGELIS et al, 2006).

O exercicio fisico moderado reduz a necessidade de insulina em individuos normais e
diabéticos e a combinacdo entre uma dieta pobre em gorduras e exercicios fisicos regulares

podem reduzir ainda mais a necessidade de insulina (STEPPEL; HORTON, 2003).
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OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi analisar, por meio da utilizacdo de técnicas
histoquimicas e ultraestruturais, os prejuizos morfoldgicos resultantes do desenvolvimento do
diabetes mellitus tipo I no figado e no intestino grosso e, a partir deste estudo, avaliar os

efeitos do treinamento fisico moderado na atenuag@o ou prevencgao destas alteragdes.
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METODOLOGIA GERAL

Foram utilizados 32 ratos machos adultos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
albinus), com aproximadamente 70 dias de idade no inicio do experimento, provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu, e
mantidos no Biotério do Laboratério de Biodinamica do Departamento de Educacdo Fisica da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Rio Claro. Os animais foram alojados
em gaiolas de polietileno, medindo 37 x 31 x 16 centimetros, e mantidos a temperatura
ambiente de 25° C, com fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, alimentados

com ragdo balanceada padréo Purina e dgua ad libitum.

Inducio do diabetes e delineamento experimental

Para indug@o do diabetes experimental, 16 ratos foram separados para serem utilizados
como individuos controle, e os restantes foram anestesiados moderadamente com éter etilico.
Em seguida, receberam Aloxana monoidratada Sigma (35 mg/kg de peso corporal), dissolvida
em tampao citrato 0,01M, pH 4,5, injetada na veia peniana. Apds este procedimento, os ratos
foram recolocados nas gaiolas, recebendo no primeiro dia pds-aloxana, uma solugdo de dgua e
glicose (15%), além de racdo (LUCIANO; LIMA, 1997). Cinco dias ap6és a administracao da
droga, foi realizado um teste de glicemia para comprovacgédo do estado diabético dos animais,
sendo considerados diabéticos apenas aqueles ratos que apresentaram glicemia igual ou
superior a 200 mg por 100 mL de sangue.

Os ratos diabéticos, juntamente com os animais ndo induzidos (sadios), foram

distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos:

- Controle Sedentario (CS) - ratos sadios que ndo realizaram exercicios fisicos (n=8);
- Controle Treinado (CT) - ratos sadios que realizaram um protocolo de exercicios

fisicos (n=8);



Metodologia Geral |16

- Diabético Sedentario (DS) - ratos diabéticos aloxanicos que ndo realizaram
exercicios fisicos (n=8);
- Diabético Treinado (DT) - ratos diabéticos aloxanicos que realizaram o mesmo

protocolo de exercicios fisicos do grupo (CT) (n=8);

Protocolo de treinamento e sacrificio

Todos os ratos foram submetidos a testes de esforco para a identificagdo da Mdxima
Fase Estavel de Lactato (MFEL). A MFEL equivale a mais alta concentracdo de lactato
sanguineo na qual sua entrada na circulagdo é compensada pela remocdo durante exercicios
com cargas constantes, evitando efeitos como o desgaste fisico, exaustdo e cdibras. Os
animais foram submetidos a vérios testes de natacdo suportando sobrecargas constantes e
crescentes em relacdo ao peso corporal, até que nido fosse mais possivel estabilizacdo das
concentragdes de lactato sanguineo durante a sessdo de exercicio. Cada teste consistiu de 30
minutos de natag@o continua suportando uma carga, com coleta de sangue, por meio de cortes
na extremidade da cauda a cada 5 minutos para a determinagdo das concentragdes de lactato.
Houve um intervalo de 48 horas entre os testes. O critério de estabilizacdo a ser empregado
foi a diferenca igual ou inferior a 1,0mM de lactato sanguineo entre 10 e 20 minutos de
exercicio (GOMES et al, 2009).

Ap6s a determinacdo da MFEL, os animais passaram por um periodo de adaptagdo ao
meio liquido com aumento progressivo de carga atada ao térax, com a finalidade de respeitar
o principio fisioldgico da sobrecarga, posteriormente utilizada durante a execucdo do
protocolo de treinamento.

O protocolo de exercicios consistiu de natacdo por 60 minutos didrios, 5 dias por
semana, durante 8 semanas consecutivas. Foram acopladas ao térax dos animais cargas
referentes a média dos valores obtidos através da determinacdo da MFEL: 5,2% do peso
corporal de ratos controle, e 4,8% do peso corporal de ratos diabéticos.

Os ratos foram pesados semanalmente e as cargas utilizadas para o treinamento fisico
foram ajustadas de acordo com a alteragdo do peso de cada animal (Anexo I). As sessdes de
natacdo ocorreram em periodo matinal, e foram realizadas em recipiente de amianto com 100
cm de comprimento, 70 cm de largura e 60 cm de altura. Os recipientes continham 4gua a
uma profundidade de 40 cm, de tal forma que os animais ndo pudessem apoiar a cauda no
fundo do tanque. A temperatura da dgua foi controlada por meio de um aquecedor elétrico,

sendo mantida em 31° C £ 1° C, durante a realizacao do protocolo.



Metodologia Geral |17

Ao final do periodo experimental, os ratos de cada grupo foram mantidos em repouso
por 48 horas em relagcdo a ultima sessdo de exercicios, sem jejum prévio. Os animais foram
previamente anestesiados em cAmara de CO,, e sacrificados por decapitagdo em guilhotina.

O sangue foi coletado 72 horas antes do sacrificio e centrifugado a 3000 rpm por 10
minutos, e a partir do soro foi realizada a andlise de glicemia: a glicose foi determinada pelo
método enzimdtico colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase (HENRY; CANNON;
WILKEMAN, 1974). Por meio da andlise dos valores dos testes de glicemia dos animais, ao
final do protocolo de exercicios fisicos, foi calculada a glicemia média por grupo de
individuos (Anexo II). A partir do resultado obtido, foram selecionados trés animais de cada
grupo como individuos representativos do grupo. Os ratos selecionados foram aqueles que
apresentaram valores de glicemia mais préximos da média obtida para seu grupo. Estes
forneceram as amostras de tecidos que foram analisadas em laboratério, através de técnicas

histoquimicas e ultraestruturais.



Capitulo I

Alteragdes histoquimicas e ultraestruturais do figado de ratos diabéticos tipo |
e os efeitos do treinamento fisico.
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1.1. RESUMO

Alteracdes das fungdes hepdticas sdo comuns entre pacientes diabéticos, € inlimeros
sintomas no figado ja foram relatados, incluindo alteragdes nos estoques de glicogénio e na
quantidade de fibras coldgenas. A pratica de exercicios fisicos e seus efeitos morfoldgicos
neste 6rgao, contudo, sdo muito pouco estudados. A fim de se analisar as alteragdes oriundas
do desenvolvimento do diabetes tipo I, e os beneficios da pratica regular de exercicios fisicos,
amostras do figado foram coletadas e processadas, e em seguida analisadas por meio de
técnicas histoquimicas e ultraestruturais. Na avaliacdo tecidual, modificacdes importantes
foram detectadas. Foi observada reducdo drastica nos estoques de glicogénio hepatico,
recuperados em individuos diabéticos treinados. Além disso, foi detectado aumento no teor de
fibras coldgenas perisinusoidais, também recuperado em virtude do desenvolvimento do
protocolo de treinamento nos ratos diabéticos. Em nivel ultraestrutural, as andlises
citoquimicas comprovaram a perda de glicogénio, mas ndo indicaram mudangas nos
conteudos lipidicos do figado. Os hepatdcitos apresentaram-se com morfologia alterada,
indicando tendéncia a diminui¢do na sintese protéica. O treinamento fisico, por sua vez,
tornou as caracteristicas das células hepaticas de diabéticos mais proximas daquelas dos
individuos controle. Desta forma, conclui-se que a pritica de um protocolo regular de
exercicios pode ser considerada como um fator importante no tratamento de individuos
diabéticos, amenizando ou mesmo prevenindo a ocorréncia de possiveis prejuizos no tecido

hepitico.
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1.2. INTRODUCAO

O figado ¢ a maior massa de tecido glandular do organismo e o maior érgdo interno,
responsdvel principalmente pela producdo e secre¢do de muitas proteinas plasmdticas
circulantes, além de manter o nivel sanguineo de glicose, regular os niveis de lipoproteinas
circulantes, e degradar ou conjugar inimeras substancias toxicas e medicamentos (ROSS,
PAWLINA, 2008; JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2008).

E também um dos primeiros componentes do sistema de processamento de
carboidratos nos seres humanos, e sua performance metabdlica neste processo € regulada pela
atividade secretéria das células beta-pancredticas (AOKI et al, 1983). Por este motivo,
desorganizacdes das funcdes hepdticas sdo comuns em pacientes com diabetes mellitus.
Acredita-se, também, que exista uma fraca associagdo entre o diabetes tipo I e as doencgas
auto-imunes do figado (JAMIESON, 2003).

Muitos estudos ja mostraram a associagdo entre complicagdes especificas do diabetes
e distirbios em vdrios tecidos, tais como nefropatia e doengas cardiovasculares, mas apenas
dados limitados estdo disponiveis a respeito da possibilidade de associacdo entre
complicacdes do diabetes e funcdes hepaticas (ARKKILA et al, 2001). A comparacdo de
dreas periportais e centrolobulares dos 16bulos hepéticos permitiu a observacdo de diferencas
nas quantidades de glicogénio, gordura, coligeno e das caracteristicas das células
mesenquimais (BALAZS; HALMOS, 1985).

Os estoques de glicogénio hepdtico podem se apresentar em quantidades varidveis em
individuos diabéticos (CLORE et al, 1992). Nao estdo determinados, contudo, se os aspectos
do metabolismo alterado do glicogénio hepatico refletem mudancas inerentes ao 6rgio, ou
apenas mudancgas nos constituintes circulantes no sangue, que podem controlar o metabolismo
hepético. Também ndo ha certeza se as mudancas no metabolismo do glicogénio hepatico
resultam do declinio nas a¢des diretas da insulina no figado, ou se elas se devem a capacidade
alterada de estoque de glicogénio, em vez de mudancas em sua taxa de sintese (WHITTON;

HEMS, 1975).
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Altos niveis de glicogénio sintase foram encontrados no figado de individuos
diabéticos, e supde-se que esta quantidade elevada pode ser considerada como uma tentativa
para compensar os altos niveis de glicose no figado, oriunda do sangue, e convertida,
portanto, em glicogénio hepatico (BAHNAK; GOLD, 1982). O influxo de glicose nas células
via difusdo passiva independente de insulina seria responsdvel pela patogénese da glicogenose
hepética em pacientes diabéticos sem controle metabdlico (CHATILA, WEST, 1996; ABACI
et al, 2008). Em ratos diabéticos privados de alimentacdo, contudo, forte prejuizo na sintese
de glicogénio hepatico foi observado (WHITTON; HEMS, 1975). O empobrecimento do
figado em relagdo ao glicogénio, observado também em individuos diabéticos ndo privados de
alimentacdo, seria a causa mais importante da cetose diabética e posterior acidose
(VALLANCE-OWEN, 1952).

O diabetes se encontra intimamente associado a um aumento significativo nos niveis
de cadeias ramificadas de aminodcidos no plasma e figado de ratos e humanos, que é
resultado ndo apenas do elevado catabolismo protéico no diabetes inicial, mas também da
hiperfagia e elevada absor¢do intestinal de aminodcidos conforme a doenca progride
(BAHNAK; GOLD, 1982). No entanto, as taxas de degradacdo protéica em animais
diabéticos induzidos por drogas, como a estreptozotocina e aloxana, parecem ser dependentes
de intimeros fatores, incluindo a droga usada, a duragcdo do estado diabético e as espécies
examinadas (LENK et al, 1992).

A prética periddica de um protocolo de treinamento fisico vem sendo considerada
como fator de grande auxilio no tratamento do diabetes nos ultimos anos (GIANNINI et al,
2007). De acordo com alguns trabalhos, a pritica de exercicios fisicos recupera os estoques de
glicogénio hepatico em ratos diabéticos, além de reduzir a quantidade de glicose no sangue,
melhorando suas condi¢des metabdlicas e reduzindo os efeitos deletérios da hiperglicemia no

organismo (BLAWACKA, KARON, ROTH, 1978; GOBATTO, 1993; LEME et al, 2007).
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1.3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi analisar, por meio da utilizacdo de técnicas
histoquimicas e ultraestruturais, os prejuizos morfoldgicos resultantes do desenvolvimento do
diabetes mellitus tipo I no figado e, a partir deste estudo, avaliar os efeitos do treinamento

fisico moderado na atenuac¢do ou mesmo na recuperagio ou prevencio destas alteragdes.
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1.4. MATERIAIS E METODOS

1.4.1 HISTOLOGIA/HISTOQUIMICA

Amostras do figado foram coletadas, sempre no mesmo lébulo hepdtico, e fixadas em
Bouin, de forma que se obteve uma por¢édo representativa do 6rgdo de cada rato.

Os tecidos foram incluidos em historesina Leica e cortados em Micrétomo Leica
RM2145 na espessura de 6 micrometros. Os cortes foram, entdo, submetidos as seguintes

técnicas histoquimicas:

- Hematoxilina-Eosina (H-E) - rotina.

Os cortes foram hidratados, corados com Hematoxilina por 10 minutos, e reagiram
com agua por 4 minutos. Posteriormente, foram lavados e corados com Eosina, por 5 minutos.
Em seguida, os cortes foram lavados e montados em balsamo do Canad4 sintético (adaptado

de JUNQUEIRA, L.C.U.; JUNQUEIRA, LM.M.S., 1983).

- Xilidine-Ponceau - proteinas coradas em laranja.

Os cortes foram corados em Xilidine-Ponceau por 30 minutos, sendo em seguida
tamponados em Acetato de Sédio (pH=2,5) a 3,5% por um minuto. Logo depois, foram
lavados em &dgua destilada e montados em bdlsamo do Canadd sintético (adaptado de

MELLO; VIDAL, 1980).
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- Acido Periédico de Schiff (PAS) - polissacarideos corados em vermelho.

Os cortes reagiram por 10 minutos com solu¢io de Acido Periédico 0,4%. Em
seguida, foram lavados em 4gua destilada e colocados no Reativo de Schiff por 1 hora, no
escuro. Posteriormente, o material foi lavado em dgua sulfurosa (3 minutos), dgua corrente
(20 minutos) e montado em balsamo do Canad4 sintético (adaptado de JUNQUEIRA, L.C.U;
JUNQUEIRA, LM.M.S., 1983).

- PAS-Alcian Blue - polissacarideos dcidos corados em azul.

Os cortes foram hidratados em 4gua destilada, corados com o azul de Alcian pH 2,5
por 30 minutos, e novamente lavados em dgua destilada. Em seguida, reagiram com solucdo
de Acido Periédico 1% por 5 minutos. Apés outra lavagem em dgua destilada, o material foi
colocado no Reativo de Schiff por 30 minutos, no escuro, lavado em 4dgua sulfurosa (1
minuto), dgua corrente (10 minutos) e montado em balsamo do Canada sintético (adaptado de

JUNQUEIRA, L.C.U.; JUNQUEIRA, LM.M.S., 1983).

- Picrosirius-Hematoxilina - fibras coldgenas totais coradas em vermelho.

Os cortes foram corados na solucdo de Picrosirius por 60 minutos, a 60°C, lavados em
dgua, e contra-corados com Hematoxilina por 10 minutos. Em seguida, foram lavados
novamente em &4gua, e montados com bdlsamo do Canadd sintético (adaptado de
JUNQUEIRA, L.C.U.; JUNQUEIRA, LM.M.S., 1983).

Apés o tratamento do material, por meio das técnicas histoquimicas listadas, e a
montagem em bdlsamo do Canadé sintético, o material foi fotografado em fotomicroscépio

Leica DM2000, por meio da utilizagdo do software IM50.

1.4.2. ULTRAESTRUTURA

- Rotina

As amostras de figado foram fixadas em solucdo de glutaraldeido a 2,5% em tampao

cacodilato de sédio 0,IM (pH 7,2), durante 24 horas, em geladeira. Em seguida, foram
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realizadas duas lavagens em tampao cacodilato de sédio, com duragdo de 15 minutos cada e,
logo depois, foi realizada a pds-fixagdo em solucdo de tetroxido de 6smio (OsO4) a 1%,
durante duas horas. As amostras foram, entdo, novamente lavadas em tampao cacodilato de
sodio por duas vezes de 15 minutos. O material foi contrastado em solucdo de acetato de
uranila a 1%, dissolvido em dlcool 10%, por 4 horas, no escuro, sendo em seguida desidratado
em uma série gradativa de alcoois (de 70 a 100%). Posteriormente, foi embebido em resina
Epon-Araldite mais acetona, na propor¢do de 1:1, por 24 horas. O material foi, entdo, incluido
em resina pura e levado a estufa por 72 horas, a 60°C, para polimerizacao.

Os blocos de resina foram cortados em ultra-micrétomo Porter Blum, e os cortes
colocados em grades de cobre. Em seguida, foram contrastados em solucdo de acetato de
uranila, durante 45 minutos, lavados em dgua e posteriormente contrastados em citrato de
chumbo, por 15 minutos, sendo novamente lavados em dgua e solucdo de hidroxido de sédio
0,02M (adaptado de REYNOLDS, 1963).

O material foi analisado e fotografado ao microscopio eletronico de transmissdo
Philips CM100 do Laboratério de Microscopia Eletrdnica (LME) do Departamento de
Biologia, UNESP - Rio Claro.

- Afzelius - glicogénio.

As grades contendo os cortes ultra-finos obtidos na rotina para microscopia eletronica
de transmissdo, sem a contrastagdo com solucdo de acetato de uranila a 1%, foram tratadas
com 4cido tanico 1% em dgua destilada, durante 60 minutos. Posteriormente as grades foram
lavadas com 4agua destilada, contrastadas em solugdo de acetato de uranila 4%, em &4gua
destilada, por 60 minutos, e lavadas em dgua destilada (adaptado de AFZELIUS, 1992).

O material foi analisado e fotografado ao microscépio eletronico de transmissdo
Philips CM100 do Laboratério de Microscopia Eletronica (LME) do Departamento de
Biologia, UNESP - Rio Claro.
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1.4.3. ANALISE DOS RESULTADOS HISTOQUIMICOS E ULTRAESTRUTURAIS

Os dados obtidos a partir dos testes de glicemia dos individuos, 72 horas antes do
sacrificio, resultaram em uma média glicémica por grupo de ratos, a fim de se determinar,
para cada grupo, trés individuos representativos, que forneceram as amostras analisadas em
histologia, histoquimica e ultraestrutura.

As andlises dos resultados obtidos em microscopia de luz e em microscopia eletrdnica
de transmissdao foram realizadas de modo qualitativo, a partir da observacdao das
caracteristicas de cada 6rgdo, em comparacdo com os individuos controle, tanto sedentarios
quanto treinados.

Os dados histoquimicos foram listados em uma tabela, na qual consta a andlise da
intensidade de reacdo de cada técnica histoquimica com os componentes especificos de cada
orgdo, simbolizada por sinais de +, para cada um dos trés ratos escolhidos para cada grupo.

Nos animais integrantes dos grupos de andlise, diferencas individuais foram
observadas, tanto em histologia/histoquimica, quanto em ultraestrutura. Desta forma, para a
determinagdo das caracteristicas que representassem o perfil do grupo, cada conjunto de trés
individuos foi analisado separadamente, comparando-se os resultados obtidos entre os
respectivos animais. Em cada grupo (CS, CT, DS, DT), as diferencas individuais foram
descartadas, e somente foram consideradas caracteristicas representativas do perfil do grupo
aquelas que foram encontradas em pelo menos dois ou mais individuos constituintes deste
grupo. Destes individuos foram feitas as fotos para a andlise histoquimica e ultraestrutural, e

posterior confeccao da tabela e listagem dos resultados.

1.4.4. ANALISES BIOQUIMICAS E MEDIDAS DE PESO

- Peso do figado

O figado de cada animal sacrificado foi retirado e a mensuragdo de seu peso foi
efetuada. As médias + desvio padrdo do peso para cada grupo foram listadas em tabela, e os
dados analisados estatisticamente através da Anélise de Varidncia (ANOVA) One-Way, com
aplicacdo do teste post-hoc de Bonferroni (teste paramétrico), com nivel de significancia

estabelecido em 5% (p<0,05).
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- Proteina/DNA

Amostras do figado foram coletadas e utilizadas para avaliagdo do conteddo de
proteinas totais e DNA. As proteinas totais foram obtidas pelo método proposto por Lowry et
al (1951), e suas absorbancias lidas posteriormente em espectrofotdometro. O DNA foi
avaliado pelo método da difenilamina e lido, posteriormente, em espectrofotometro (GILES;
MAYERS, 1965).

As médias + desvio padrdo das proteinas totais, DNA e relacdo proteina/DNA para
cada grupo foram listadas em tabela, e os dados analisados estatisticamente através da Andlise
de Variancia (ANOVA) One-Way, com aplicacdo do teste post-hoc de Bonferroni (teste
paramétrico), e do Teste de Kruskal-Wallis (ANOV A on Ranks), com aplicagdo do teste post-
hoc de Dunn (teste ndo-paramétrico), com niveis de significincia estabelecidos em 5%

(p<0,05).

1.4.5. COMITE DE ETICA EM PESQUISA

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 (Processo n°633/2008).
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1.5. RESULTADOS

1.5.1. HISTOLOGIA/HISTOQUIMICA

Os resultados referentes a observagdo e andlise das técnicas histoquimicas realizadas

foram determinados qualitativamente e listados na Tabela 1.

- Hematoxilina-Eosina (H-E)

Esta técnica foi utilizada apenas como instrumento de andlise das caracteristicas gerais
observadas no figado.

Algumas diferencas, contudo, puderam ser notadas, no que se refere as caracteristicas
citoplasmaticas dos diferentes grupos. Os citoplasmas de individuos CS e CT demonstraram
aspecto evidentemente granular, de forma bastante semelhante, com regides mais basdfilas,
diferentemente dos individuos diabéticos sedentdrios. Nestes, o citoplasma dos hepatdcitos se
apresentou de forma homogénea, sem demonstrar regides de basofilia citoplasmatica. Nos
diabéticos treinados, no entanto, o citoplasma com granulagdes ja pode ser novamente
percebido, embora em intensidade menor que nos individuos CS (Figura 3).

No que diz respeito & acidez citoplasmatica, ndo foram observadas diferengas
relevantes entre os grupos, bem como sinais de inchaco citoplasmdtico, vacuolizacdo, ou
outros tipos de mudangas, referentes a forma e tamanho de nicleos e das células, visiveis em

nivel de microscopia de luz.

- Xilidine-Ponceau

Por meio desta técnica, foi possivel analisar os grupos com relacdo ao teor de

proteinas no tecido, em cor laranja. Em alguns aspectos, esta técnica permitiu a observacio de
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caracteristicas semelhantes as observadas em H-E, principalmente quanto a granulagfo
citoplasmatica, novamente visualizada.

Com relagdo ao teor protéico dos hepatdcitos, a intensidade de coloracdo foi
praticamente a mesma em todos os individuos, ndo havendo diferengas significativas entre os

grupos analisados (Figura 4).

- Acido Periédico de Schiff (PAS)

Esta técnica histoquimica permite a observacdo de polissacarideos neutros no tecido,
em vermelho, neste caso representados pelo glicogénio hepético. Quando comparados aos
individuos controle treinados, os individuos CS apresentaram quantidade pequena de
glicogénio em seu hepatdcitos, visto que os individuos CT reagiram mais intensamente a
técnica histoquimica. Os individuos DS, por sua vez, praticamente ndo reagiram a técnica,
diferentemente dos DT, que apresentaram intensidade de colora¢do muito préxima a dos ratos

CS (Figuras 5). Ndo foi observada glicogenacio de nicleos.

- Acido Peri6dico de Schiff-Alcian Blue (PAS-Alcian Blue)

Através da utilizacdo desta técnica histoquimica, foi possivel analisar os figados dos
diferentes grupos com relag@o a presencga de polissacarideos acidos (em azul). Os individuos
CS apresentaram reacdo bem menos intensa com o reagente Alcian Blue, quando comparados
aos ratos CT. Os individuos DS, no entanto, demonstraram rea¢do muito fraca com a técnica,
visto que praticamente ndo apresentam carboidratos em seus hepatdcitos. Os diabéticos
submetidos ao treinamento fisico, por sua vez, mostraram grandes semelhangas, em termos de
acidez de polissacarideos, aos individuos CS, porém com reagdo em intensidade menor

(Figuras 6). Novamente, ndo foi possivel a deteccdo de nicleos glicogenados.

- Picrosirius-Hematoxilina

Alteracdes relevantes puderam ser visualizadas por meio do uso desta técnica, que
evidenciou diferencas no teor de fibras coldgenas totais, em vermelho, ao redor dos
hepatdcitos, mais especificamente no espago perisinusoidal de Disse. O que se observou,
neste caso, foram regides de espessamento de fibras de coldgeno, ou seja, regides que

apresentaram caracteristico aumento em sua espessura e quantidade de fibras. Os individuos
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CS e CT apresentaram diferengas leves em relacio ao teor de coldgeno hepatico. No entanto,
em individuos DS, este espessamento se mostrou mais evidente que em individuos CS, em
mais regides no tecido. Em individuos DT, foi observada leve melhora no provavel quadro
fibrético do figado, com reducdo das quantidades relativas de espessamentos colagenosos

(Figura 7).

1.5.2. ULTRAESTRUTURA

- Rotina

Em nivel ultraestrutural, ndo foram observadas diferencas relevantes na forma e
tamanho dos hepatdcitos, bem como de seus respectivos nticleos. Estes, em todos os grupos
analisados, apresentaram-se arredondados, com pouca heterocromatina e nucléolo pouco
evidente.

No entanto, é notavel a diferenca na quantidade de mitocdndrias presentes nas células
hepdticas, entre os individuos controle e diabéticos sedentdrios. Em DS, as mitocondrias
praticamente preenchem todo o citosol, diferentemente de CS, cujas células apresentaram
regides ndo ocupadas por mitocdndrias. O treinamento fisico, por sua vez, ndo promoveu
mudangas evidentes neste aspecto, tanto entre controles quanto entre diabéticos, que
mantiveram as mesmas caracteristicas celulares dos individuos sedentérios (Figuras 8 e 9).

Foi possivel observar que, em individuos DS, a quantidade relativa de cisternas do
reticulo endoplasmatico rugoso (RER), encontrado, em geral, ao redor das mitocondrias, é
aparentemente menor do que no grupo CS. Os individuos DT, contudo, demonstraram
alteracdo neste padrdo de caracteristicas. Neste grupo, foi observada maior semelhanca
ultraestrutural com os individuos CS, evidenciada pela maior quantidade de RER, e sugerindo
amenizacdo dos efeitos deletérios do diabetes. Em individuos controle, o treinamento fisico
pouco alterou as caracteristicas celulares dos hepatdcitos neste aspecto (Figuras 10e 11).

Nao foram observadas diferengas significativas na estruturagdo das cristas
mitocondriais entre individuos sedentarios, controle e diabéticos. O treinamento fisico,
contudo, pode ter proporcionado diminui¢ido na quantidade relativa de cristas mitocondriais,
tanto em CT quanto em DT. A matriz mitocondrial, por sua vez, apresentou diferengas em sua
eletrondensidade, sendo muito menos eletrondensa e mais granulada nos individuos do grupo

DT, quando comparados a todos os outros grupos. Estas diferencas se devem, possivelmente,
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a sobrecarga do 6rgdo frente a pratica de exercicios fisicos. Ndo foram observadas alteragdes
na forma e tamanho destas organelas (Figuras 12 e 13).
Niao foi possivel a observacdo de outras organelas, apenas mitocondrias e RER

bastante evidentes.

- Afzelius (glicogénio)

Entre os grupos de tratamento, algumas das diferencas observadas em microscopia de
luz foram confirmadas pela andlise em microscopia eletronica de transmissao, por meio desta
técnica citoquimica. Os individuos CS apresentaram evidentes acimulos de glicogénio
hepético, diferentemente de DS, nos quais os estoques de carboidratos praticamente nao
foram observados. O treinamento fisico, no entanto, ndo demonstrou efeitos expressivos entre
os individuos controle, ndo havendo diferenca notavel. Em individuos DT, entretanto, alguns
granulos de glicogénio puderam ser observados, indicando recuperag@o proveniente da pratica

de exercicios (Figuras 14 e 15).

1.5.3. ANALISES BIOQUIMICAS E MEDIDAS DE PESO

- Peso do Figado

Os pesos dos figados de todos os individuos foram agrupados em médias por grupo, e
os dados, listados como média + desvio padrio, e sua respectiva andlise estatistica, foram
apresentados na Tabela 2 e Figura 1.

Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos,
apenas entre CT e DT, sendo o peso hepdtico maior nos individuos sadios submetidos ao
treinamento fisico (p<0,05). No entanto, estes dados ndo foram suficientes para se determinar

um padrdo de alteracdes entre 0s grupos.
- Proteina/DNA
Os valores médios, para cada grupo, obtidos pelas anélises de proteinas totais, DNA e

a relacdo proteina/DNA, além de suas respectivas andlises estatisticas, foram listados como

média + desvio padrdo e apresentados na Tabela 3 e Figura 2.
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Nao foram encontradas diferengas estatisticamente relevantes entre os grupos de
andlise, com relacdo a quantidade de proteinas totais no figado (p>0,05).

Com relacdo ao DNA hepdtico, os individuos DS se mostraram significativamente
diferentes dos individuos CS e CT, com maiores quantidades de material genético (p<0,05).
Da mesma forma, os individuos DT mostraram quantidades de DNA estatisticamente maiores
que os individuos CS e CT (p<0,05). O treinamento fisico, contudo, tanto entre individuos
controle, quanto entre individuos diabéticos, ndo se mostrou eficiente na alteracdo das
quantidades de DNA hepitico.

A relag@o proteina/DNA demonstrou diferengas estatisticas entre os individuos DS e
os controles, tanto sedentdrios quanto treinados, com diminui¢do em seus valores (p<0,05).

Quanto as demais comparagdes, ndo foram encontradas diferencgas entre os grupos (p>0,05).
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1.5.4. TABELAS, GRAFICOS E FIGURAS

Tabela 1. Caracterizacdo qualitativa dos resultados obtidos por meio das andlises
histoquimicas realizadas no figado.

Analise histoquimica do figado
Técnica Histoquimica  Rato Grupos
Controle Controle Diabético Diabético
Sedentdrio Treinado Sedentario Treinado

1 +++ ++++ + +++
PAS 2 ++++ ++++ + +++
3 +++ ++++ ++ ++++
1 +++ ++ + ++
PAS-Alcian Blue 2 ++ ++++ + ++
3 +++ ++++ ++ +++
1 ++ + ++++ +++
Picrosirius-Hematoxilina 2 ++ + ++++ +++
3 ++ ++ ++++ +++
1 ++++ ++++ ++++ ++++
Xilidine-Ponceau 2 ++++ ++++ ++++ ++++
3 ++++ ++++ ++++ ++++

Legenda: (+) Reacdo fraca com a técnica de coloragdo; (++) Reacdo moderada; (+++) Reacdo forte;
(++++) Reacdo intensa; (-) A estrutura ndo reagiu com a técnica utilizada.

Tabela 2. Peso do figado (g) dos animais nos diferentes grupos de tratamento.

Peso Médio do Figado (g)

Parametro Grupos
Controle Controle Diabético Diabético
Sedentario Treinado Sedentario Treinado
Peso do Figado 15,832 +2,42 16,977 £ 2,13 14,629 + 2,08 13,831+ 2,00°

Legenda: Valores expressos como média + desvio padrdo. a # CS; b # CT; ¢ # DS
(ANOVA One-Way, post-hoc Bonferroni; p<0,05).
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Figura 1. Peso do figado (g) dos animais nos diferentes grupos de tratamento. Valores expressos como média +
desvio padrdo. a # CS; b # CT; ¢ # DS (ANOVA One-Way, post-hoc Bonferroni; p<0,05).

Tabela 3. Proteinas totais (mg/100mg), DNA hepdtico (mg/100mg) e razdo proteina/DNA
dos animais nos diferentes grupos de tratamento.

Proteina, DNA hepitico, e razdo Proteina/DNA

Parametros Grupos
Controle Controle Diabético Diabético
Sedentdrio Treinado Sedentdrio Treinado
Proteina hepatica 7,578 +£1,542 8,262 + 2,203 6,348 £ 1,792 8,019 + 1,552
DNA hepético 0,113+0,017 0,083 +0,013 0,169 0,036;"’b 0,145+ 0,0302"'b

Razdo Proteina/DNA 69,898 + 23,853 102,072 +33,932 37,771+ 7,346 58,140+ 19,195

Legenda: Valores expressos como média + desvio padrao. a # CS; b # CT; ¢ # DS
(ANOVA One-Way, post-hoc Bonferroni; Teste de Kruskal-Wallis, post-hoc Dunn; p<0,05).
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Figura 2. Glicogénio hepatico (mg/100mg), proteinas totais (mg/100mg), DNA hepdtico (mg/100mg) e razdo
proteina/DNA dos animais nos diferentes grupos de tratamento. Valores expressos como média + desvio padrdo.
a # CS; b # CT; ¢ # DS(ANOVA One-Way, post-hoc Bonferroni; Teste de Kruskal-Wallis, post-hoc Dunn;

p<0,05).
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Figura 3. Vista geral do figado, por meio da utilizagdo da técnica de Hematoxilina-Eosina, permitindo a
visualizacdo dos hepatdcitos (setas). Notar o aspecto granular do citoplasma de individuos controle, tanto
sedentdrios quanto treinados. Aumento: 400x.
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Figura 4. Hepatdcitos corados com a técnica histoquimica Xilidine-Ponceau, que evidencia proteinas, em
laranja. Notar que as intensidades de colorac¢do dos individuos de todos os grupos ndo apresentam diferencas
relevantes. Setas = Hepatdcitos. Aumento: 400x.
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Figura 5. Reacdo de PAS, para carboidratos, corados em vermelho. Notar as diferentes intensidades de
coloragdo entre os individuos CS e DS, e a aparente recuperagdo dos DT, resultante do treinamento fisico. Os
individuos treinados, CT e DT, apresentam elevacdes em seus estoques de glicogénio (setas), quando
comparados aos sedentdrios, CS e DS. Aumento: 400x.
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Figura 6. Técnica simultinea de PAS-Alcian Blue, para coloragdo de polissacarideos dcidos em azul (setas),
evidenciando hepatdcitos fortemente corados nos grupos controle, mais intensamente em CT. Em individuos DS,
praticamente ndo houve reagdo com a técnica. Os ratos DT, por sua vez, ji apresentam leve acidez de
carboidratos. Aumento: 400x.
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Figura 7. Hepatdcitos corados pela técnica histoquimica Picrosirius-Hematoxilina, que reage com fibras
coldgenas totais no tecido, coradas em vermelho. Notar a maior intensidade de coloragdo e quantidade de
espessamentos de fibras coldgenas perisinusoidais nos individuos diabéticos (setas). O treinamento fisico
proporcionou leve diminuicdo na quantidade de fibras coldgenas entre os grupos. Aumento: 400x.
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Figura 8. Aspecto geral dos hepatdcitos de individuos controle, sedentarios (CS) e treinados (CT). O exercicio
fisico ndo promoveu mudancas significativas entre os grupos de tratamento. N = Nucleo; Seta = Mitocdndria.

Barra: 4um. Aumento: 4800x.
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Figura 9. Aspecto geral dos hepatdcit: dentarios (DS) dos (DT). Notar a
grande quantidade de mitocondrias preenchendo praticamente todo o citosol da célula. O treinamento fisico ndo
promoveu mudancas relevantes entre os grupos de tratamento. N = Niucleo; L = Gota de lipidio; Seta =
Mitocondria. Barra: 4um. Aumento: 4800x.
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Figura 10. Detalhe do reticulo endoplasmadtico rugoso (setas) nos hepatécitos de individuos controle, sedentdrios
(CS) e treinados (CT). O treinamento fisico ndo alterou as caracteristicas dos hepatdcitos neste quesito. N =
Niucleo; m = Mitocondria. Barra: 2um. Aumento: 12050x.
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Figura 11. Detalhe do reticulo endoplasmadtico rugoso (setas) nos individuos diabético, sedentdrios (DS) e
treinados (DT). Notar que as cisternas do RER encontram-se praticamente ausentes nos individuos DS. O
treinamento fisico permitiu a amenizagdo dos efeitos do diabetes, tornando os individuos DT mais préximos dos
controles. N = Nicleo; m = Mitocondria. Barra: 2um. Aumento: 12050x.
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Figura 12. Detalhe das mitocondrias dos hepatdcitos de individuos controle, sedentarios (CS) e treinados (CT).
Nesta micrografia eletronica € possivel observar uma leve diminui¢do na quantidade de cristas mitocondriais
(setas), fruto do treinamento fisico. A matriz apresenta eletrondensidade semelhante em ambos os grupos de
andlise. N = Nicleo; r = Reticulo Endoplasmatico Rugoso. Barra: 0,5um. Aumento: 43600x.
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Figura 13. Detalhe das mitocdndrias dos hepatdcitos de individuos diabéticos, sedentdrios (DS) e treinados
(DT). Notar a diminuig@o relativa na quantidade de cristas (setas) em individuos DT. A matriz mitocondrial dos
individuos DT, contudo, apresenta-se diferenciada de todos os outros grupos, com aspecto granuloso e menor
eletrondensidade. r = Reticulo Endoplasmatico Rugoso. Barra: 0,5um. Aumento: 43600x.
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Figura 14. Teste citoquimico de Afzelius, para demonstragdo ultraestrutural de depdsitos de glicogénio na
célula, em individuos controle, sedentdrios (CS) e treinados (CT). Notar a grande quantidade de granulos de
glicogénio (setas) nos hepatdcitos de ambos os grupos. O treinamento fisico ndo resultou em diferencgas entre os
grupos analisados. N = Nicleo; m = Mitocondria. Barra: 1um. Aumento: 17450x.
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Figura 15. Teste citoquimico de Afzelius, para demonstragdo ultraestrutural de depdsitos de glicogénio na
célula, em individuos diabéticos, sedentdrios (DS) e treinados (DT). Por meio da andlise destas micrografias
eletronicas, € possivel observar que nao hd a presenga de depdsitos granulares de glicogénio nos ratos DS. O
treinamento fisico, em DT, por sua vez, gerou altera¢des celulares importantes, evidenciadas pela presenga de
pequena quantidade de granulos de glicogénio (setas). N = Nicleo; m = Mitocondria. Barra: 1lum. Aumento:
17450x.
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1.6. DISCUSSAO

Ao longo dos anos, inimeros estudos referentes aos prejuizos provenientes do diabetes
mellitus tipo I vém sendo desenvolvidos, e muitos dos seus sintomas no figado ja foram
descritos. A hiperglicemia, sintoma caracteristico de pacientes diabéticos tipo I, pode
apresentar relacdo com as alteracdes hepaticas observadas conforme a doenca progride
(VALLANCE-OWEN, 1952; EVANS, LITTLER, PEMBERTON, 1955; MUNNS et al,
2000; ARKKILA et al, 2001; MARTOCCHIA et al, 2008; LEME et al, 2009). Os resultados
obtidos no presente estudo permitem a confirmacao de tais informacdes.

As técnicas histoquimicas realizadas neste estudo foram suficientes para que se
tornasse possivel inferir a respeito de importantes modificagdes nos hepatdcitos e sinusdides
hepéticos, comprovadas em parte pela literatura, principalmente em relacdo a alguns
componentes produzidos pelas células, como carboidratos e proteinas, e presentes na matriz
extracelular, como os coldgenos totais.

A andlise da técnica de Hematoxilina-Eosina (H-E) ndo permitiu a observagdo de
caracteristicas diferenciais importantes e relevantes entre os grupos analisados, sendo
utilizada apenas como método de observacdo dos aspectos gerais do 6rgdo nos diferentes
casos. Distin¢des quanto a acidez citoplasmadtica ndo foram observadas, ndo permitindo que se
inferisse a respeito de alguma alteracdo em termos de atividade celular (indicada por uma
maior acidez citoplasmatica). No entanto, foram observadas diferencas notdveis quanto ao
aspecto citoplasmdtico dos hepatdcitos, sendo mais expressiva a presengca de regides de
basofilia, que conferiu aspecto granular ao citoplasma, nos individuos controles, em relacio
aos diabéticos. O que se nota € que, nos individuos diabéticos treinados, o exercicio fisico
favoreceu a recuperagdo, em partes, desta caracteristica celular, tornando-a mais préxima a
apresentada em individuos CS. Isso pode significar alguma melhora no estado diabético, mas
literatura a respeito ndo foi encontrada, ndo permitindo, portanto, a comparagdo com outros
resultados. Alteracdes, como diferencas de tamanho e forma, da célula e do nicleo,

vacuolizacdo celular ou inchago citoplasmatico, ndo foram observadas.
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Por meio da andlise ultraestrutural, contudo, foram revelados aspectos muito
interessantes a respeito das caracteristicas celulares dos hepatécitos. A quantidade de
mitocondrias em individuos DS, quando comparados aos CS, € visivelmente maior,
preenchendo praticamente todo o contetdo celular. Foi devido a este motivo que se observou
citoplasma de aspecto homogéneo na microscopia de luz, sem a presenga de regides de
basofilia citoplasmatica, entre individuos diabéticos.

A maior quantidade de mitocondrias pode ter um significado funcional importante no
desenvolvimento do diabetes, indicando maior taxa de respiracdo celular e, portanto, maior
demanda de ATP pela célula. Isso sugere a ocorréncia de inimeras reagcdes quimicas nestes
individuos, em maior intensidade do que em individuos controle. Estas reacdes podem estar
sendo representadas pela quebra do glicogénio em glicose, ou mesmo pela producido de
glicose por meio da neoglicogénese, fato também confirmado pela menor quantidade de
reservas de glicogénio nos hepatdcitos. O treinamento fisico, entretanto, ndo promoveu
mudangas evidentes entre 0s grupos, nao permitindo a observacido de nenhuma alteracdo em
nivel celular. Possivelmente, o intervalo de tempo de realizacdo do protocolo de exercicios
fisicos, responsdvel por importantes mudancas metabdlicas e bioquimicas, ndo foi suficiente
para que se pudesse observar alteragdes significativas em nivel ultraestrutural.

Muitos estudos t€m sido desenvolvidos para avaliar as alteracdes nas funcdes
mitocondriais provenientes do desenvolvimento do diabetes e, segundo alguns deles,
adaptacdes metabdlicas nas mitocdndrias sdo comuns entre pacientes diabéticos como, por
exemplo, a abertura de poros multiprotéicos nas membranas mitocondriais externa e interna,
bem como mudangas na bioenergética mitocondrial (FERREIRA et al, 2003). De acordo com
a literatura, nas fases iniciais e medianas do desenvolvimento do diabetes, as mitocOndrias
hepdticas ainda sdo capazes de sintetizar ATP, embora com decréscimo na taxa de oxidagdo
de substratos, enquanto que nas formas mais severas, prejuizos nas membranas mitocondriais
e alteracdo da atividade de citocromos se tornam bastante evidentes (MATSUBARA et al,
1971; AGZAMOV et al, 1983).

Os resultados aqui observados, no entanto, ndo revelaram alteracdes estruturais nas
membranas mitocondriais entre individuos controle e diabéticos sedentdrios, ndo condizendo
com a literatura citada. Possivelmente, o curto prazo de desenvolvimento do diabetes, nos
ratos analisados neste experimento, ndo permitiu a constatacdo de alteracdes morfoldgicas
significativas entre os grupos sedentdrios. A estruturacio equivalente das mitocondrias, entre
individuos sedentarios, CS e DS, mostra que as possiveis mudangas na atividade de respiracio

celular, producdo de ATP e, como conseqiiéncia, a sintese ou quebra de compostos, se devem
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principalmente as alteracdes na quantidade de mitocondrias na célula, e ndo a uma maior
eficiéncia na produgdo de energia por cada organela. O treinamento fisico, por sua vez, tanto
em controles quanto diabéticos, foi responsdvel pela diminuicdo na quantidade das cristas
mitocondriais, indicando menor taxa metabdlica por mitocondria, em individuos treinados. O
exato significado funcional destas alteracdes, no entanto, nao foi encontrado na literatura, nao
permitindo a comparagdo com outros trabalhos.

A matriz mitocondrial ndo demonstrou diferengas entre os individuos CS, CT, e DS,
ndo sendo notados, portanto, prejuizos na composi¢do molecular desta regido provenientes do
desenvolvimento do diabetes. No entanto, foram observadas alteracdes entre o grupo DT e os
demais grupos de tratamento, representadas pela menor eletrondensidade e maior granulacio
da matriz mitocondrial de diabéticos treinados. Isso pode significar sobrecarga mitocondrial
hepatica frente a pratica de exercicios. Os possiveis efeitos do diabetes, ndo observados em
individuos sedentarios, podem ter sido acentuados a partir do aumento da fungdo mitocondrial
no desenvolvimento do protocolo de treinamento, gerando o aspecto granuloso € menos
eletrondenso da matriz mitocondrial em ratos do grupo DT.

Os estudos a respeito das caracteristicas protéicas em individuos diabéticos sdo
relativamente contraditérios. Geralmente, a sintese de proteinas se mostra ligeiramente
diminuida em diabéticos. Isso se deve principalmente ao elevado catabolismo protéico no
diabetes inicial (BAHNAK; GOLD, 1982). A deficiéncia em insulina leva a marcadas
redugdes na sintese de proteinas hepdticas, particularmente a sintese de albumina e outras
proteinas do plasma (REAVEN, PETERSON, REAVEN, 1973; JEFFERSON et al, 1983;
LENK et al, 1992). Entretanto, a degradacdo de proteinas hepdticas ndo aumenta em ratos
diabéticos induzidos por drogas, como a estreptozotocina. Nao h4, de acordo com dados
experimentais, nenhuma evidéncia de mudanga fundamental nas taxas relativas de sintese ou
degradacdo de proteinas dcidas ou bdsicas (BOND, 1980).

Neste trabalho, as informagdes obtidas a partir da anélise da técnica Xilidine-Ponceau,
para proteinas, concordam com os resultados obtidos por Bond (1980). O diabetes nao
resultou em alteragdes relevantes, sendo sua intensidade de reagdo com a técnica muito
semelhante a dos individuos controle. O exercicio fisico, por sua vez, também ndo resultou
em melhoras no estado diabético, bem como ndo promoveu alteracdes em individuos controle.

Todavia, as observacdes em microscopia eletronica revelaram importantes alteragdes
na presenca de cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso (RER), encontradas geralmente ao
redor das mitocondrias, em individuos diabéticos, quando comparados aos controles. Em DS,

a quantidade de RER observada no citosol é aparentemente menor do que em CS, sugerindo
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menor sintese de proteinas, fato que condiz com os trabalhos de Bahnak; Gold (1982),
Reaven; Peterson; Reaven (1973), Jefferson et al (1983), e Lenk et al (1992). No estado
diabético, a alteracdo no balanco da sintese e degradacdo protéica resulta em perda de
proteinas em muitos tecidos, incluindo o figado. Tais perdas de proteinas hepaticas parecem
ocorrer devido a efeitos combinados de reducdo na sintese e estimulo da degradag@o protéica,
devido a falta de insulina no sangue (LENK et al, 1992). Observacdes ultraestruturais em
individuos diabéticos revelaram que hd uma redugdo substancial no RER no figado de animais
induzidos por estreptozotocina, bem como a perda de ribossomos livres e ligados a membrana
do reticulo (REAVEN, PETERSON, REAVEN, 1973; PAIN et al, 1974; LENK et al, 1992),
caracteristicas que corroboram os resultados aqui obtidos.

O treinamento fisico, em individuos diabéticos, permitiu a elevacdo na quantidade
observada de RER. Desta forma, individuos DT apresentaram maior semelhanga
ultraestrutural aos individuos CS, fato que evidencia a amenizacdo dos efeitos deletérios
oriundos do desenvolvimento do diabetes, sem controle glicEmico. Em individuos CT, o
treinamento fisico pouco alterou as caracteristicas celulares dos hepatdcitos, em relacdo a
quantidade de cisternas visiveis do RER.

A anélise bioquimica das proteinas totais do figado, por sua vez, demonstrou que,
estatisticamente, ndo existem diferencas significativas entre os grupos de tratamento,
comprovando os resultados obtidos em Xilidine-Ponceau. Pesquisas demonstram que animais
diabéticos sdo capazes de aumentar a producdo de proteinas frente ao treinamento fisico. No
entanto, parece haver uma concentracdo limitrofe de insulina, abaixo da qual o treinamento
fisico ndo € capaz de estimular a sintese protéica (FEDELE; LANG; FARREL, 2001). Nao foi
observado, neste experimento, o aumento na taxa de sintese de proteinas em virtude da pratica
de exercicios fisicos em ratos diabéticos, possivelmente devido as baixas concentracdes de
insulina no sangue destes individuos.

Possivelmente, as alteragdes na taxa de sintese de proteinas podem ter sido tdo
minimas que ndo puderam ser visualizadas através de colorag@o especifica em histoquimica,
nem fornecer diferencas estatisticas precisas entre os grupos de andlise.

A andlise da quantidade de DNA hepdtico revelou aspectos importantes no figado
diabético. Segundo os resultados estatisticos, os individuos diabéticos, tanto sedentarios
quanto treinados, apresentaram quantidades de DNA expressivamente maiores que os grupos
controle (CS e CT). Isso sugere a ocorréncia de hiperplasia no figado, ou seja, aumento do
ndmero de células hepdticas. Este fato é comprovado, para os individuos DS, através da

relacdo proteina/DNA, que revelou aumento nas quantidades relativas de dcidos nucléicos,
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sem alteracOes nas caracteristicas protéicas dos hepatdcitos, ou seja, sem a evidéncia de
hipertrofia. Pela reducdo significativa da razdo proteina/DNA nos diabéticos, podemos inferir
que houve reducdo do volume dos hepatécitos apesar da hiperplasia. Essa redugdo do volume
poderia explicar a manutencio do peso do figado frente a hiperplasia. O treinamento fisico,
contudo, ndo promoveu alteragdes entre individuos controle, bem como entre individuos
diabéticos.

Indmeros casos de hepatomegalia foram relatados ao longo dos anos (EVANS,
LITTLER, PEMBERTON, 1955; FERRANNINI et al, 1990; MUNNS et al, 2000; TORRES,
L()PEZ, 2001; TOMIHIRA et al, 2004; ABACI et al, 2008), e suas causas relacionadas a
diferentes concentragdes de glicogénio hepdtico e lipidios nos individuos diabéticos,
retratando as controversas opinides a respeito do tema e demonstrando a ocorréncia comum
de variacdes no tamanho e peso do figado de pacientes diabéticos. Estes aumentos
caracteristicos no figado de pacientes com diabetes do tipo I, comumente relacionados ao
acumulo de lipidios, estariam relacionados a forte presenca de massas de glicogénio no
figado, depositadas nas células hepdticas, possivelmente resultantes de longos periodos de
hiperglicemia (EVANS, LITTLER, PEMBERTON, 1955; CHATILA, WEST, 1996).
Entretanto, no presente estudo, ndo foram encontradas evidéncias da ocorréncia de
hepatomegalia, ou seja, ndo foram observadas diferencgas estatisticas relevantes no peso do
figado entre os grupos de tratamento. Apenas o peso hepdtico dos individuos CT foi
considerado estatisticamente maior que o de DT, mas nio foi possivel o estabelecimento, a
partir destes dados, de um padrdo de alteracdes que estariam ocorrendo no figado diabético e
alterando, assim, seu tamanho e peso. Estes resultados podem ter apenas representado
alteracdes provenientes de diferencas amostrais.

Os estoques de glicogénio no figado de pacientes diabéticos tém sido variavelmente
descritos como baixos, normais ou elevados, ndo havendo consenso entre os estudos. Esta
confusio pode refletir as condicdes nas quais as amostras foram obtidas ou o tipo de pacientes
estudados (CLORE et al, 1992). De qualquer forma, em contraste com individuos normais, o
processamento de carboidratos é marcadamente distorcido em pacientes diabéticos tipo I com
pobre controle glicémico (AOKI et al, 1983). No entanto, segundo alguns autores, ndo estd
claro, por uma grande variedade de razdes, se as alteracdes nas taxas maximas de acimulo de
glicogénio hepatico em diabéticos s@o realmente significativas (WHITTON; HEMS, 1975).

Pesquisas na literatura indicam opinides favordveis a um estoque reduzido de
glicogénio no figado de pacientes com diabetes mellitus tipo I, e observagdes em

experimentacdes animais suportam estas descobertas (VALLANCE-OWEN, 1952). Em
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animais com diabetes causado por defici€ncia em insulina, prejuizos na tolerancia a glicose
sdo parcialmente atribuidos a alteracdes no metabolismo hepdtico, incluindo producdo
excessiva de glicose pela gliconeogénese. A alta concentracdo de glicose no diabetes é
comumente associada com a diminui¢do no contetido de glicogénio hepatico, implicando em
um defeito no acimulo ou retencdo de glicogénio no figado (WHITTON; HEMS, 1975). A
deficiéncia em insulina e o excesso de glucagon observados no estado diabético afetam as
enzimas glicogenoliticas e glicogénicas de forma que se espere que os estoques de glicogénio
sejam menores (CLORE et al, 1992).

Por meio da andlise qualitativa dos estoques de glicogénio hepdtico, através da técnica
PAS, no presente trabalho, modificacdes relevantes foram visualizadas nos hepatdcitos de
individuos diabéticos, e alguns dos trabalhos anteriormente citados corroboram estes
resultados. De acordo com os resultados obtidos, os individuos diabéticos sedentarios, quando
comparados aos controle sedentarios, apresentaram reducdo drastica nos niveis de glicogénio
hepético, confirmando os resultados descritos em estudos como os de Vallance-Owen (1952),
e Whitton, Hems (1975). Desta forma, observando-se as caracteristicas histoquimicas do
figado de individuos diabéticos tipo I sem controle glicEmico, pode-se sugerir que a atividade
enzimdtica responsavel pelo estoque energético na forma de glicogénio hepdtico estaria
prejudicada, diferentemente de individuos ndo diabéticos, que mantiveram niveis
considerados normais de reservas energéticas de carboidratos. Este fato pode ser devido tanto
a elevacdes na quebra do glicogénio do figado, como diminui¢do nas taxas de sintese destes
compostos, provavelmente resultantes da hiperglicemia caracteristica do diabetes. A quebra
do glicogénio, em diabéticos, liberaria maior quantidade de agicares no sangue, elevando
ainda mais a hiperglicemia, e gerando ainda mais prejuizos ao figado e a todo o organismo.
Estas constatagOes, contudo, podem estar relacionadas ao tempo de desenvolvimento da
doenca, visto que estes individuos podem ser comparados aos diabéticos de curto prazo,
concordando, portanto, com os trabalhos de Ferraninni et al (1990) e Clore et al (1992).

Entretanto, a revisdo de dados clinicos e experimentais revelou que a baixa quantidade
de glicogénio em diabéticos é mais uma exce¢do do que uma regra (FRIEDMAN;
GOODMAN; WEINHOUSE, 1963). Estudos recentes com animais sugeriram que estes
estoques reduzidos de glicogénio hepatico ocorrem largamente em animais com diabetes
agudo, e que este defeito € revertido nos diabéticos cronicos deficientes em insulina (tipo I)
(FERRANNINI et al, 1990; CLORE et al, 1992). De acordo com alguns trabalhos, a
glicogénio sintase, enzima responsdvel pela conversdo de glicose em glicogénio no figado,

sofre aumento muito grande em sua atividade, devido a elevagdo em sua taxa de sintese nos
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hepatdcitos, no inicio do diabetes (BAHNAK; GOLD, 1982). Em diabéticos de curto prazo,
no entanto, a quantidade de glicogénio sintase em sua forma ativa pode ser considerada
menor, diferentemente de diabéticos de longo prazo, nos quais sua quantidade foi
significativamente maior que em controles (FERRANNINI et al, 1990). Desta forma,
contrariamente a outros trabalhos, o figado apresentaria estoques mais elevados de glicogénio
(um tipo de glicogenose hepdtica), fato confirmado por relatos de casos de pacientes
diabéticos tipo 1 que apresentaram hepatdcitos que reagiram fortemente com o PAS
(HOFFMAN, YONG, LI, 2003; TORBENSON, 2006; ABACI et al, 2008). A glicogenose
hepatica € a resposta hepdtica para o pobre controle glicEmico em criangas, adolescentes e
adultos com diabetes tipo I, e se desenvolve devido a necessidade de insulina, que aparece
como resultado de um pobre controle metabdlico (MUNNS et al, 2000). O nivel de glicogénio
hepético é mantido pelo balango entre glicogénese e glicogendlise. A glicose sanguinea e os
niveis de insulina geralmente demonstram flutuagdes em pacientes diabéticos com pobre
controle metabdlico, que apresentam freqiientemente ataques hipo ou hiperglicEmicos. Estas
flutuagdes alteram o equilibrio entre glicogénese e glicogendlise e causam a glicogenose
hepética em pacientes diabéticos (ABACI et al, 2008). O acimulo de glicogénio em pacientes
com diabetes instdvel ocorreria, portanto, como resultado de um fluxo passivo de glicose,
independente de insulina, para o interior do hepatdcito. Desta forma, a sintese de glicogénio
hepético seria promovida pela alta concentracdo citoplasmatica de glicose e baixa de insulina
(MUNNS et al, 2000). De acordo com um estudo mais antigo, no entanto, as diferentes
quantidades de glicogénio, observadas nos pacientes diabéticos analisados, se explicariam
pelas diferencas na quantidade de insulina circulante no sangue destes individuos. Aqueles
que apresentaram quantidade normal ou elevada de glicogénio hepatico provavelmente
tinham quantidades aprecidveis de insulina no sangue, ou mesmo alto teor de agtcares, que
também podem causar elevacdo do glicogénio hepatico (VALLANCE-OWEN, 1952).

Com relacdo a pratica regular e periddica de exercicios fisicos, em individuos controle,
foi possivel observar pequena elevacdo nos niveis de glicogénio celular. Em individuos
diabéticos treinados também foi possivel notar que os estoques de glicogénio hepatico
apresentaram elevacdo em sua quantidade, quando comparados aos diabéticos sedentérios,
tornando-se semelhantes aos individuos controle sedentarios e, portanto, sugerindo uma
possivel melhora nas condi¢des de individuos diabéticos, proveniente da pratica de exercicios
fisicos. A re-sintese de glicogénio foi estudada no figado de ratos Wistar ap0s a realizagdo de
natacdo, durante 30 minutos. Durante a recuperacdo pds-exercicio, foi observado aumento nas

quantidades de glicogénio hepatico (BLAWACKA; KARON; ROTH, 1978). Isso explicaria
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os resultados obtidos, evidenciando melhora na retengdo dos estoques de glicogénio hepatico
em individuos diabéticos, semelhante a individuos sadios. Além disso, também foi
demonstrado aumento da quantidade de glicogénio hepatico em ratos submetidos ao
treinamento fisico de natacdo, quando comparados a animais sedentarios (GOBATTO, 1993;
LEME et al, 2007). A elevagdo dos estoques de carboidratos no figado de individuos
treinados pode sugerir menor producdo de glicose, reduzindo os efeitos prejudiciais da
hiperglicemia.

No entanto, alguns estudos postularam que a produgcdo de glicose hepaitica,
responsdvel pela ocorréncia de hiperglicemia, é induzida pelo glucagon e estimulada por um
periodo prévio de exercicios, indicando uma sensibilidade aumentada do figado ao glucagon
durante o treinamento (BONJORN et al, 2002). Poucos trabalhos tém se dedicado para a
forma pela qual o figado modula a acdo do glucagon durante o exercicio, embora a
contribuicdo do glucagon no aumento da producgio de glicose hepdtica seja bem reconhecida.
Alguns estudos determinaram que figados de individuos treinados apresentam respostas
melhores a infus@o de glucagon do que individuos ndo treinados. Em exercicios cronicos e
breves, a produgdo de glicose hepatica, promovida pela quebra do glicogénio e induzida pela
hiperglucagonemia, € estimulada, sugerindo sensibilidade aumentada ao glucagon durante o
exercicio (BONJORN et al, 2002). Desta forma, a acdo do exercicio fisico no figado seria
responsavel pela caracteristica diminui¢do nos estoques de glicogénio, resultado contrario ao
observado neste experimento. [sso reflete as diferencas que podem ser observadas quando sdo
realizados protocolos de treinamento fisico distintos. Neste experimento, a pratica de
exercicios moderados e periddicos, durante um periodo de tempo maior, permitiu a
recuperacdo dos estoques de carboidratos no figado.

A observacdo em microscopia eletrdnica de transmissdo, através da técnica
citoquimica de Afzelius, comprovou os resultados obtidos por meio da andlise histoquimica
das reservas de carboidratos do figado. Em individuos controle, foi observada quantidade
expressivamente maior de regides de acumulo de glicogénio, indicando a perda deste
constituinte celular durante o desenvolvimento do diabetes tipo 1 sem controle glicémico.
Entretanto, estudos ultraestruturais revelaram forte presenga de glicogénio citoplasmatico
agrupado em regides especificas, empurrando as organelas para a periferia das células
hepéticas em individuos diabéticos (CHATILA, WEST, 1996; TORBENSON et al, 2006).
Como dito anteriormente, estas diferencas podem refletir os tipos de pacientes estudados, bem

como o estagio do diabetes e as condi¢cdes nas quais as amostras foram obtidas.
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O desenvolvimento de um protocolo de treinamento fisico periddico, por sua vez,
confirmou ultraestruturalmente os resultados obtidos a partir da andlise histoquimica. A
recuperacdo observada em individuos DT também foi notada em nivel celular, confirmando
os beneficios provenientes da pratica de exercicios em individuos diabéticos sem aplicacdo de
insulina.

A andlise da técnica PAS-Alcian Blue demonstrou resultados bastante semelhantes aos
resultados obtidos no PAS. Este método histoquimico permite que sejam visualizadas
diferencas em termos de acidez de polissacarideos. Os individuos diabéticos sedentdrios
praticamente nfo apresentaram rea¢do com esta técnica histoquimica, visto que praticamente
ndo contém carboidratos em seus hepatdcitos. O exercicio fisico, em individuos diabéticos,
permitiu leve aumento na acidez de carboidratos, provavelmente pela aparente maior presenca
de polissacarideos intracelulares. Os individuos controle treinados foram os que apresentaram
maiores niveis de acidez entre os grupos, tornando possivel, portanto, a correlagdo deste fato
com a pratica de um protocolo de treinamento fisico. Este seria responsdvel pelo aumento na
acidez de polissacarideos no citoplasma dos hepatdcitos. Neste caso, a acidez de
polissacarideos estaria representando, provavelmente, apenas distingdes entre tipos de cadeias
de acticares, mas ndo € possivel sugerir um significado funcional destas mudancas, visto que
ndo foram encontrados estudos a este respeito na literatura.

A fibrose perisinusoidal é uma lesdo vascular observada no figado de pacientes
diabéticos tipo I (BERNUAU et al, 1985). Um caso particular foi relatado, evidenciando
extensa fibrose nos sinuséides hepéticos, relacionada a deposi¢do de coldgeno do tipo I, sem
evidéncias de esteatose, em um paciente diabético tipo 1. Isso sugere que o diabetes por si s
pode ser considerado um importante fator patogé€nico na fibrose perisinusoidal, que pode ser
comparada equivalentemente a microangiopatia diabética em outros locais. A fibrose hepdtica
nos sinusdides, sem associagdo com esteatohepatite, tem sido fortemente associada com a
ocorréncia de diabetes (MCGRATH; YEONG, 2000). No entanto, segundo alguns trabalhos,
a lesdo fibrdtica € independente da presenca de diabetes, sugerindo que a fibrose
perisinusoidal hepdtica em pacientes diabéticos tipo I pode estar ligada a predisposi¢do
genética ao invés da hiperglicemia propriamente dita. De qualquer forma, ndo se pode excluir
a possibilidade de que a hiperglicemia em individuos geneticamente suscetiveis pode agravar
a fibrose, aumentando o nimero de moléculas de coldgeno glicosiladas, por exemplo
(BERNUAU et al, 1985).

A andlise da técnica Picrosirius-Hematoxilina, que evidencia as fibras coldgenas totais,

revelou aspectos bastante importantes no que diz respeito ao aparecimento de regides
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fibréticas no tecido. Os individuos diabéticos sedentdrios, quando comparados aos controle
sedentérios, demonstraram a forte presenca de regides de espessamento de fibras coldgenas,
ao redor dos hepatdcitos, indicando provavel ocorréncia de fibrose. A colagenizacdo do
espaco perisinusoidal de Disse foi mostrada como representante de um novo aspecto de
anormalidades microvasculares associadas com diabetes humano tipo I, dependente de
insulina. Esta lesdo vascular do figado, caracterizada por uma abundincia anormal de
depdsitos de fibras coldgenas no espaco de Disse, foi freqlientemente encontrada em pacientes
diabéticos, e consiste, principalmente, de espessamentos irregularmente localizados de fibras
coldgenas ao longo da parede do sinus6ide (BERNUAU et al, 1985; MCGRATH, YEONG,
2000). No entanto, o relato de caso de um paciente diabético, cuja bidpsia demonstrou
arquitetura anormal do figado, sem aumento do tecido fibrético, discorda dos estudos
relatados anteriormente (CUTHBERTSON et al, 2007).

O treinamento fisico periddico, nos individuos controle (CT), permitiu a observacio
de reacdo menos intensa com esta técnica histoquimica, evidenciando menor quantidade de
fibras coldgenas, na regido em questdo, além da aparente diminui¢do do nimero de regides de
espessamento em relacdo aos controle sedentdrios. A pratica de exercicios fisicos, em
individuos diabéticos (DT), por sua vez, também proporcionou melhora no quadro fibrético,
evidenciando seus beneficios em individuos com diabetes tipo I na reducdo do risco de

fibrose, amenizando os efeitos deletérios da doenca.
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1.7. CONCLUSAO

Os efeitos prejudiciais provenientes do desenvolvimento do diabetes tipo I sem
controle glicémico foram detectados com grande freqii€ncia no figado de ratos induzidos por
aloxana. Este fato estd relacionado principalmente as quantidades reduzidas nos estoques de
glicogénio nos hepatdcitos, a provdvel tendéncia a ocorréncia de fibrose hepdtica e as
alteracdes celulares observadas em individuos diabéticos, principalmente relacionadas a
provavel diminui¢do na sintese protéica e aumento nas quantidades de mitocondrias.

A prética regular de exercicios fisicos, contudo, mostrou-se muito importante no
tratamento de individuos diabéticos do tipo I, sendo responsdvel pela amenizagdo ou
prevencdo dos prejuizos originados a partir do desenvolvimento da doenga, elevando os
estoques de glicogénio hepatico, reduzindo o risco de fibrose perisinusoidal e permitindo a
recuperacdo das caracteristicas celulares dos hepatdcitos, tornando-os mais proximos dos

encontrados em individuos sadios sedentarios.
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Capitulo II

Alteragdes histoquimicas e ultraestruturais do intestino grosso de ratos
diabéticos tipo | e os efeitos do treinamento fisico.
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2.1. RESUMO

O diabetes mellitus tipo I € conhecido como sendo causa de intimeros distirbios
gastrointestinais, como nduseas, vOmitos, diarréia e constipacdo. A pratica regular de
exercicios fisicos e seus efeitos estruturais no intestino grosso, no entanto, sdo raramente
estudados. A fim de se analisar as alteragdes provenientes do desenvolvimento do diabetes
tipo I, e os beneficios da pratica de um protocolo de treinamento fisico moderado, amostras do
intestino grosso foram coletadas e processadas, e em seguida analisadas por meio de técnicas
histoquimicas e ultraestruturais. A andlise histoquimica revelou aspectos importantes da
doenca. Foi detectado significativo aumento nos teores de carboidratos das mucinas
secretadas pelas células caliciformes de individuos diabéticos, bem como diminuicdo na
quantidade de fibras coldgenas totais na submucosa e lamina prépria de tecido conjuntivo. O
exercicio, contudo, somente resultou em melhoras referentes ao teor de coldgeno na
submucosa, ndo promovendo alteracdes significativas na secrecdo da mucosa intestinal.
Ultraestruturalmente, foram observadas algumas mudangas quanto as caracteristicas gerais
das células epiteliais, como modificacdes na estrutura das microvilosidades, jun¢des oclusivas
e interdigitacdes das células absortivas, e na quantidade de cisternas do complexo de Golgi
das células caliciformes. A pratica de exercicios resultou em beneficios no quadro patolégico
apresentado, principalmente na recupera¢do das caracteristicas morfoldgicas das
interdigitacdes das células absortivas, e na diminui¢do da quantidade de cisternas do
complexo de Golgi nas células caliciformes. Sendo assim, conclui-se que o treinamento fisico
pode ser considerado um importante fator de auxilio no tratamento dos sintomas

gastrointestinais, possivelmente melhorando as condi¢des de motilidade intestinal.
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2.2. INTRODUCAO

O intestino grosso € a por¢do do trato intestinal que compreende o ceco, célon, reto e o
canal anal (ROSS, PAWLINA, 2008; JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2008). Tem como funcido
principal extrair 4gua e fons do quimo, produzido no intestino delgado, e compacti-lo em
fezes, para ser eliminado (GARTNER; HIAT; 2007).

O diabetes mellitus é uma doenca metabdlica que causa importantes complicagdes
gastrointestinais (OZTURK; ALTAN; YILDIZOGLU-ARI, 1996), e tais desordens podem
ocorrer em qualquer estdgio do diabetes, em toda a extensdo do intestino (FOLWACZNY et
al, 1995). Mais de 50% dos pacientes diabéticos sofrem de distdrbios intestinais (FORREST;
PARSONS, 2003). Sintomas como nauseas, vOmitos, diarréia e constipacdo sdo bastante
comuns entre pacientes diabéticos, e suas causas parecem resultar de desordens na motilidade
do trato gastrointestinal (SPANGEUS; EL-SALHY, 1998).

A superficie intestinal é um dos mais importantes componentes do sistema imune,
separando agentes altamente imunogénicos no ldmen intestinal da submucosa altamente
imunorreativa (VAARALA; ATKINSON; NEU, 2008). Aumento na permeabilidade
intestinal, presente em individuos diabéticos tipo I, tem sido relatado em humanos e em
modelos espontaneos da doenca, encontrando-se relacionada & deficiéncia nas proteinas
principais das juncdes oclusivas no intestino delgado (SECONDULFO et al, 2001; NEU et al,
2005; CATASSI, NOBILE, BIAGIONI, 2006; DESSEIN, PEYRIN-BIROULET,
CHAMAILLARD, 2009). A passagem de antigenos pela via paracelular pode determinar, em
individuos geneticamente predispostos, o aumento no risco de doengas autoimunes, incluindo
o diabetes (SAPONE et al, 2003; DAMCI et al, 2003; VAARALA, ATKINSON, NEU,
2008). No entanto, de acordo com Neu et al (2005), € dificil verificar se a fungdo reduzida na
barreira intestinal precedeu a doenga ou se a doencga foi a causa responsavel pela disfuncio da
barreira intestinal.

Pacientes com diabetes mellitus e constipagdo severa podem ter neuropatia

autondmica que leva a falta de resposta gastro-colonica apés a refeicdo (BATTLE et al,
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1980). Nenhum relato na literatura, no entanto, avaliou sistematicamente todos os
mecanismos putativos da diarréia cronica em qualquer grupo de pacientes com diabetes
(VALDOVINOS; CAMILLERI; ZIMMERMAN, 1993). Em grande parte dos casos, o fator
complicador da diarréia diabética é o crescimento bacteriano anormal no trato intestinal.
Nestes, a duracdo da diarréia € maior, a quantidade de fezes também é mais elevada, e os
sintomas gastrointestinais sdo freqiientemente mais severos, quando comparados com
pacientes sem crescimento bacteriano (VIRALLY-MONOQOD et al, 1998). Em outros casos, foi
atribuida & neuropatia autonémica do trato intestinal a responsabilidade pela diarréia presente
em individuos diabéticos (SPANGEUS, EL-SALHY, 1998; BYTZER et al, 2001;
SOUTHWELL, 2008). Outros estudos, contudo, consideram as alteragdes nas secregdes
intestinais como suas causas mais provaveis (VALDOVINOS; CAMILLERI;
ZIMMERMAN, 1993).
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2.3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi analisar, por meio da utilizacdo de técnicas
histoquimicas e ultraestruturais, as alteracdes morfoldgicas resultantes do desenvolvimento do
diabetes mellitus tipo I no intestino grosso e, a partir deste estudo, avaliar os efeitos do

treinamento fisico moderado na atenuag@o ou prevengdo destas alteracdes.
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2.4. MATERIAIS E METODOS

2.4.1. HISTOLOGIA/HISTOQUIMICA

Amostras do intestino grosso foram coletadas e fixadas em Bouin. As amostras
retiradas do célon corresponderam a fragmentos de uma mesma regido, tendo-se em vista que
o numero de células caliciformes aumenta do ceco para o célon sigmdide (GARTNER; HIAT,
2007). Desta forma, foram evitados possiveis erros de caracterizagdo de dados como, por
exemplo, a quantidade de células caliciformes e a intensidade da secrec¢éo.

Os tecidos foram incluidos em historesina Leica e cortados em Micrétomo Leica
RM2145 na espessura de 6 micrometros. Os cortes foram, entdo, submetidos as seguintes

técnicas histoquimicas:

- Hematoxilina-Eosina (H-E) - rotina.

Os cortes foram hidratados, corados com Hematoxilina por 10 minutos, e reagiram
com &gua por 4 minutos. Posteriormente, foram lavados e corados com Eosina, por 5 minutos.
Em seguida, os cortes foram lavados e montados em balsamo do Canad4 sintético (adaptado

de JUNQUEIRA, L.C.U.; JUNQUEIRA, LM.M.S., 1983).

- Xilidine-Ponceau - proteinas coradas em laranja.

Os cortes foram corados em Xilidine-Ponceau por 30 minutos, sendo em seguida
tamponados em Acetato de Sédio (pH=2,5) a 3,5% por um minuto. Logo depois, foram
lavados em &4gua destilada e montados em bédlsamo do Canadd sintético (adaptado de

MELLO; VIDAL, 1980).
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- Acido Periédico de Schiff (PAS) - polissacarideos corados em vermelho.

Os cortes reagiram por 10 minutos com solu¢io de Acido Periédico 0,4%. Em
seguida, foram lavados em 4gua destilada e colocados no Reativo de Schiff por 1 hora, no
escuro. Posteriormente, o material foi lavado em dgua sulfurosa (3 minutos), dgua corrente
(20 minutos) e montado em balsamo do Canad4 sintético (adaptado de JUNQUEIRA, L.C.U;
JUNQUEIRA, LM.M.S., 1983).

- PAS-Alcian Blue - polissacarideos dcidos corados em azul.

Os cortes foram hidratados em 4gua destilada, corados com o azul de Alcian pH 2,5
por 30 minutos, e novamente lavados em dgua destilada. Em seguida, reagiram com solucdo
de Acido Periédico 1% por 5 minutos. Apés outra lavagem em dgua destilada, o material foi
colocado no Reativo de Schiff por 30 minutos, no escuro, lavado em 4dgua sulfurosa (1
minuto), dgua corrente (10 minutos) e montado em balsamo do Canada sintético (adaptado de

JUNQUEIRA, L.C.U.; JUNQUEIRA, LM.M.S., 1983).

- Picrosirius-Hematoxilina - fibras coldgenas totais coradas em vermelho.

Os cortes foram corados na solucdo de Picrosirius por 60 minutos, a 60°C, lavados em
dgua, e contra-corados com Hematoxilina por 10 minutos. Em seguida, foram lavados
novamente em &4gua, e montados com bdlsamo do Canadd sintético (adaptado de
JUNQUEIRA, L.C.U.; JUNQUEIRA, LM.M.S., 1983).

Apés o tratamento do material, por meio das técnicas histoquimicas listadas, e a
montagem em bdlsamo do Canadé sintético, o material foi fotografado em fotomicroscépio

Leica DM2000, com o auxilio do software IM50.

2.42. ULTRAESTRUTURA

- Rotina

As amostras de intestino grosso foram fixadas em solugéo de glutaraldeido a 2,5% em

tampdo cacodilato de sédio 0,IM (pH 7,2), durante 24 horas, em geladeira. Em seguida,
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foram realizadas duas lavagens em tamp@o cacodilato de s6dio, com duracdo de 15 minutos
cada e, logo depois, foi realizada a pds-fixagdo em solugdo de tetréxido de dsmio (OsOy) a
1%, durante duas horas. As amostras foram, entdo, novamente lavadas em tampao cacodilato
de sédio por duas vezes de 15 minutos. O material foi contrastado em solugdo de acetato de
uranila a 1%, dissolvido em dlcool 10%, por 4 horas, no escuro, sendo em seguida desidratado
em uma série gradativa de alcoois (de 70 a 100%). Posteriormente, foi embebido em resina
Epon-Araldite mais acetona, na propor¢ao de 1:1, por 24 horas. O material foi, entdo, incluido
em resina pura e levado a estufa por 72 horas, a 60°C, para polimerizacao.

Os blocos de resina foram cortados em ultra-micrétomo Porter Blum, e os cortes
colocados em grades de cobre. Em seguida, foram contrastados em solucdo de acetato de
uranila, durante 45 minutos, lavados em agua e posteriormente contrastados em citrato de
chumbo, por 15 minutos, sendo novamente lavados em dgua e solucdo de hidroxido de sédio
0,02M (adaptado de REYNOLDS, 1963).

O material foi analisado e fotografado ao microscopio eletronico de transmissdo
Philips CM100 do Laboratério de Microscopia Eletrdnica (LME) do Departamento de
Biologia, UNESP - Rio Claro.

2.4.3. ANALISE DOS RESULTADOS HISTOQUIMICOS E ULTRAESTRUTURAIS

Os dados obtidos a partir dos testes de glicemia dos individuos, 72 horas antes do
sacrificio, resultaram em uma média glicEmica por grupo de ratos, a fim de se determinar,
para cada grupo, tré€s individuos representativos, que forneceram as amostras analisadas em
histologia, histoquimica e ultraestrutura.

As andlises dos resultados obtidos em microscopia de luz e em microscopia eletrdnica
de transmissdao foram realizadas de modo qualitativo, a partir da observacdo das
caracteristicas de cada 6rgdo, em comparacdo com os individuos controle, tanto sedentarios
quanto treinados.

Os dados histoquimicos foram listados em uma tabela, na qual consta a andlise da
intensidade de reacdo de cada técnica histoquimica com os componentes especificos de cada
orgdo, simbolizada por sinais de +, para cada um dos trés ratos escolhidos para cada grupo.

Nos animais integrantes dos grupos de andlise, diferencas individuais foram
observadas, tanto em histologia/histoquimica, quanto em ultraestrutura. Desta forma, para a

determinagdo das caracteristicas que representassem o perfil do grupo, cada conjunto de trés
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individuos foi analisado separadamente, comparando-se os resultados obtidos entre os
respectivos animais. Em cada grupo (CS, CT, DS, DT), as diferencas individuais foram
descartadas, e somente foram consideradas caracteristicas representativas do perfil do grupo
aquelas que foram encontradas em pelo menos dois ou mais individuos constituintes deste
grupo. Destes individuos foram feitas as fotos para a andlise histoquimica e ultraestrutural, e

posterior elaboracdo da tabela e listagem dos resultados.

2.4.4. COMITE DE ETICA EM PESQUISA

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 (Processo n°633/2008).
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2.5. RESULTADOS

2.5.1. HISTOLOGIA/HISTOQUIMICA

Os resultados obtidos através da observagdo das micrografias de cada técnica

histoquimica foram analisados, caracterizados qualitativamente, e listados na Tabela 1.

- Hematoxilina-Eosina (H-E)

Esta reacéo histoquimica foi realizada apenas para a andlise das caracteristicas gerais
do intestino grosso (Figura 1).

Com relagdo a acidez citoplasmadtica, ndo foram observadas diferencas entre os
grupos, tanto na regido da submucosa quanto na regido da mucosa. Ndo ha sinais de
vacuolizacdo, inchago citoplasmatico ou outros tipos de alteragdes relevantes, referentes a
forma e tamanho dos nicleos e das células. Ndo foi notado aumento na espessura da

submucosa nos diferentes grupos.

- Xilidine-Ponceau

Niao foram observadas diferencgas relevantes quanto ao teor de proteinas, em laranja,

nos diferentes grupos, tanto na regido da mucosa quanto na submucosa (Figura 2).

- Acido Peri6dico de Schiff (PAS)

Esta técnica histoquimica foi utilizada com o intuito de se observar especificamente a
secrecdo das células caliciformes, compostas essencialmente por carboidratos, com reacio de

N

cor vermelha. Importantes diferengas quanto a intensidade de reagdo com esta técnica
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histoquimica puderam ser observadas entre os grupos. Os individuos CS, quando comparados
aos CT, apresentaram a mesma intensidade de reacdo. No entanto, os individuos DS
demonstraram reacdo mais intensa, quando comparados aos individuos CS. Individuos DS e

DT mostraram padrdes semelhantes de reagdo com a técnica (Figura 3).

- Acido Peri6dico de Schiff-Alcian Blue (PAS-Alcian Blue)

Esta técnica histoquimica foi utilizada para a caracterizagdo especifica de
polissacarideos dcidos (reagdo com cor azul), nas secrecdes das células caliciformes, nas quais
foi possivel observar diferencas importantes, porém pouco perceptiveis, entre os grupos. Os
resultados obtidos foram semelhantes aos observados na técnica PAS. Os individuos CS e CT
reagiram da mesma forma a técnica de coloracdo. Os individuos DS, contudo, quando
comparados aos CS, apresentaram intensidade maior na reagcdo das células caliciformes.

Individuos DS e DT também nao apresentaram diferengas notdveis entre si (Figura 4).

- Picrosirius-Hematoxilina

O foco da utilizacdo desta técnica, no intestino grosso, foi a observagdo do teor de
fibras coldgenas totais, com reacdo em vermelho, na regido da submucosa e l1dmina propria de
tecido conjuntivo da mucosa.

Na submucosa, ndo foram observadas diferencas significativas provenientes da pratica
de exercicios fisicos em individuos controle. Em ambos os casos, nota-se coloragdo bastante
forte, indicando alto teor de fibras coldgenas totais. Nos individuos DS, contudo, pudemos
observar diferencas bastante marcantes, em relacdo ao grupo CS: os ratos DS apresentaram
intensidade de reagdo muito menor que os CS. Os individuos DT, por sua vez, quando
comparados aos DS, demonstraram reag@o caracteristicamente mais forte (Figura 5).

No que se refere a lamina prépria de tecido conjuntivo, ndo se nota nenhum tipo de
alteracdo entre os individuos CS e CT, bem como entre os individuos DS e DT. No entanto, o
teor de fibras coldgenas nesta regido ¢ muito menor em diabéticos do que nos controles

(Figura 6).
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2.5.2. ULTRAESTRUTURA

- Rotina

Com relagdo as células epiteliais absortivas, ndao foram encontradas diferengas
ultraestruturais marcantes entre os grupos no que diz respeito a forma e tamanho das células e
dos nucleos. As células absortivas de todos os grupos sdo alongadas, com nucleo grande,
abundantes mitocondrias e microvilosidades. Os nicleos apresentaram formato bastante
regular, com pouca heterocromatina e nucléolo pouco evidente ou mesmo nao visualizado, em
todos os grupos de andlise. No entanto, os individuos DS apresentaram intensidade levemente
maior no contraste da heterocromatina, assim como os individuos DT. Nio existe, contudo,
diferencas entre estes grupos (Figuras 7).

Em individuos CS e CT ndo foram observadas diferengas em relagéo as interdigitacoes
da membrana plasmatica lateral. O que se nota € que existem notdveis dilatacdes no espaco
intercelular das interdigitacdes de individuos DS, em comparacdo com CS. Estas regides
anormalmente alargadas, que tornaram mais evidente o espaco intercelular, ndo foram
observadas em DT, indicando a amenizagdo dos efeitos do diabetes por meio da praitica de
exercicios fisicos (Figuras 8 e 9).

Niao foram encontradas modificacdes nas mitocdndrias das células absortivas dos
grupos analisados. Todos os individuos apresentaram mitocondrias de tamanho semelhante e
forma alongada, com grande quantidade de cristas em seu interior e sem diferengas relevantes
na eletrondensidade da matriz mitocondrial (Figuras 10 e 11).

No dpice destas células, foram visualizadas inimeras vesiculas, de tamanho e
eletrondensidade semelhantes, e sem distingdo aparente entre os grupos de individuos. As
microvilosidades, no entanto, mostraram variacdes em seus aspectos. Em DS, o comprimento
dos microvilos é maior que em CS. O treinamento fisico, contudo, ndo promoveu mudancgas
entre os grupos, tanto controles quanto diabéticos. Nao foram observadas formas aberrantes
ou dilatacdes nestas estruturas (Figuras 12 e 13).

As juncdes oclusivas das células epiteliais ndo demonstraram alteracdes evidentes
entre individuos controle, em virtude do treinamento fisico. Em DS, contudo, observa-se
eletrondensidade maior nestas estruturas, quando comparadas aos controles. O treinamento
fisico em diabéticos, por sua vez, ndo produziu mudancas visiveis ultraestruturalmente

(Figuras 14 e 15)
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As células caliciformes, bem como seus respectivos nicleos, em todos os grupos, nao
apresentaram distingdes de forma e tamanho. Os nicleos se mostraram relativamente
irregulares, com heterocromatina bastante eletrondensa e nucléolo pouco evidente.

Os individuos DS, em comparagdo aos CS, demonstraram quantidade aparentemente
maior de cisternas do complexo de Golgi nas células caliciformes. Em CT, as unidades dos
complexos de Golgi se mostraram mais desenvolvidas, possivelmente em virtude da regido do
corte da célula, mais préximo do centro. Em individuos DT, o treinamento fisico propiciou
aparente diminuicdo na quantidade de cisternas desta organela, evidenciando os possiveis
beneficios da pritica de exercicios periddicos (Figuras 16 e 17). Nao foram observadas
diferengas nas mitocondrias e no reticulo endoplasmaético rugoso (RER) dos grupos avaliados.
Todas as mitocondrias apresentaram forma oval, quantidades semelhantes de cristas e mesma

eletrondensidade na matriz mitocondrial (Figuras 18).
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2.5.3. TABELA E FIGURAS

Tabela 1 - Caracterizacdo qualitativa dos resultados obtidos no intestino grosso.

Anadlise histoquimica do intestino grosso

Técnica Histoquimica Rato Grupos
Controle Controle Diabético Diabético
Sedentario Treinado Sedentario Treinado

1 ++ ++ ++++ ++++
PAS 2 +++ +++ +++ +++
3 +++ +++ ++++ ++++
1 +++ +++ ++++ ++
PAS-Alcian Blue 2 +H++ +++ +H++ ++++
3 +4+ ++++ +++ ++++
1 +++ ++ + ++
Picrosirius-Hematoxilina 2 ++++ ++++ + ++
3 ++++ ++++ +++ +
1 +H++ +H++ +++ ++++
Xilidine-Ponceau 2 +H++ +H++ ++++ ++++
3 ++++ ++++ ++++ ++++

Legenda: (+) Reacdo fraca com a técnica de coloracio; (++) Reacdo moderada; (+++) Reacio forte;
(++++) Reacdo intensa; (-) A estrutura ndo reagiu com a técnica utilizada.
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Figura 1. Visdo geral do intestino grosso nos diferentes grupos analisados, corados pela t
Hematoxilina-Eosina. Mu = Musculatura; S = Submucosa; m = Mucosa; L = Lumen. Aumento: 100x.
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Figura 2. Xilidine-Ponceau, que demonstra o teor de proteinas nos tecidos. Os grupos ndo apresentaram
diferencas relevantes. As setas indicam as células caliciformes. L = Limen. Aumento: 400x.
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Figura 3. Técnica de PAS, evidenciando as secre¢des das células caliciformes (setas), coradas em vermelho.
Notar leve diferenca de intensidade entre os individuos controle e diabéticos. Em DS e DT, a coloragio
apresenta-se levemente mais forte que em CS e CT. O exercicio fisico ndo proporcionou mudangas evidentes. L
= Lidmen; Lp = Lamina Prépria. Aumento: 400x.
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Figura 4. Regido da mucosa intestinal, com células caliciformes coradas em azul pela técnica simultinea PAS-
Alcian Blue (setas), que determina diferentes niveis de acidez de carboidratos. Notar colora¢do levemente mais

intensa nos individuos diabéticos, em relagdo aos controles. O exercicio ndo permitiu a observacido de mudancas
significativas. L = Limen; Lp = Lamina Prépria. Aumento: 400x.
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Figura 5. Micrografias da submucosa intestinal (S) dos diferentes grupos, coradas por Picrosirius-Hematoxilina,
evidenciando fibras coldgenas totais em vermelho. E possivel observar intensidade muito maior de reagdo em
individuos CS e CT, com relagdo aos DS. O treinamento fisico, em DT, propiciou aumento no teor de colagenos
na submucosa, evidenciado pela reacdo mais forte com a técnica. Mu = Musculatura; m = Mucosa. Aumento:
400x.
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Figura 6. Técnica de Picrosirius-Hematoxilina, que reage com fibras coldgenas totais da ldmina propria (setas),
coradas em vermelho, ao redor das criptas intestinais. Notar a intensidade maior de coloragdo em individuos CS
e CT, em relacdo a DS e DT. O exercicio fisico, contudo, praticamente ndo alterou a morfologia de individuos
sedentdrios. S = Submucosa. Aumento: 400x.
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Figura 7. Aspecto geral das células epiteliais absortivas do intestino grosso de individuos controle sedentérios
(CS) e treinados (CT) e diabéticos sedentdrios (DS) e treinados (DT). O treinamento fisico ndo promoveu
mudancas significativas na forma e tamanho das células e dos ntcleos, e nas caracteristicas das organelas, entre
os grupos avaliados. Notar a maior intensidade de contrastacdo da heterocromatina, em individuos diabéticos,
quando comparados aos controles. N = Nucleo; Seta = Microvilosidades. Barra: 4pym. Aumento: (CS e CT)
2150x; (DS e DT) 3050x.
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Figura 8. Detalhe das interdjgitag()es da membrana plasrﬁética lateral (setas) das células absortivas, em
individuos controle, sedentarios (CS) e treinados (CT). O treinamento fisico ndo promoveu mudangas entre estes
grupos. r = Reticulo Endoplasmético Rugoso; m = Mitocondria. Barra: 0,5um. Aumento: 43600x.
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Figura 9. Detalhe das interdigitagdes da membrana plasmatica lateral (setas) das células absortivas de individuos
diabéticos, sedentdrios (DS) e treinados (DT). Notar as dilatagdes caracteristicas em ratos DS, amenizadas por
meio da préitica de exercicios fisicos periddicos. N = Nicleo; r = Reticulo Endoplasmdtico Rugoso; m =
Mitocondria. Barra: 0,5um. Aumento: 43600x.
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Figura 10. Detalhe das mitocondrias das células absortivas de individuos controle, sedentarios (CS) e treinados
(CT). As setas apontam as cristas mitocondriais. Notar que ndo existem diferencas entre os grupos quanto a
quantidade de cristas e eletrondensidade da matriz. Barra: 0,5um. Aumento: 43600x.
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Figura 11. Detalhe das mitocOndrias das células absortivas de individuos. diabéticos, sedentdrios (DS) e
treinados (DT). Nao existem diferencas entre os grupos. r = Reticulo Endoplasmdtico Rugoso; Chave =
Desmossomo; Seta = Cristas Mitocondriais. Barra: 0,5um. Aumento: 43600x.
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Figura 12. Microvilosidades (setas) no dpice das células absortivas de individuos cntrole, sedentdrios (CS) e
treinados (CT). O treinamento fisico ndo resultou em alteragdes nestas células. Barra: 0,5um. Aumento: 43600x.
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Figura 13. Microvilosidades (setas) das células absortivas dos individuos diabéticos, sedentdrios (DS) e
treinados (DT). Observar que estas estruturas apresentam comprimento aparentemente maior do que em
individuos controle. Nao existem diferengas provenientes do treinamento fisico. Barra: 0,5um. Aumento:
43600x.
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Figura 14. Jungdes oclusivas (setas) no dpice das células absortivas de individuos controle, sedentdrios (CS) e
treinados (CT). Nao foram observadas diferencas significativas entre estes grupos. L = Limen; mv =
Microvilosidade. Barra: 0,1pm. Aumento: 128800x.
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Figura 15. Juncdes oclusivas (setas) das células epiteliais absortivas de individuos diabétics, sedentarios (DS) e
treinados (DT). Notar contrastagdo mais intensa, quando comparados aos individuos controle. O exercicio fisico
ndo promoveu alteracdes entre os grupos. L= Limen; mv = Microvilosidade. Barra: 0,1pm. Aumento: 128800x.
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Figura 16. Aspecto geral das células caliciformes do intestino grosso de individuos controle, sedentdrios (CS) e
treinados (CT). Nao foram observadas diferencas significativas, originadas a partir da prética de exercicios
fisicos, no tamanho e forma das células e dos nicleos, e em organelas, como o complexo de Golgi (cabegas de

setas) e Reticulo Endoplasmatico Rugoso (setas). N = Nucleo; G = Granulos de Secregdo. Barras: (CS) 4um;
(CT) 2 pm. Aumentos: (CS) 6000x; (CT) 8500x.
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Figura 17. Aspecto geral das células caliciformes do intestino grosso de individuos diabéticos, sedentdrios (DS)
e treinados (DT). Notar a maior quantidade de cisternas do complexo de Golgi (cabecas de setas) em DS, quando
comparados aos controles. O treinamento fisico, por sua vez, permitiu aparente diminui¢do na quantidade de
unidades destas organelas, em DT. N = Nicleo; G = Granulos de Secre¢do; Seta: Reticulo Endoplasmatico
Rugoso. Barra: 4um. Aumento: 6000x.
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Figura 18. Ultraestrutura das mitocOndrias das células caliciformes do intestino grosso de individuos controle
sedentarios (CS) e treinados (CT), e diabéticos sedentarios (DS) e treinados (DT). Nao foram observadas
diferencas entre os grupos analisados. N = Nucleo; Seta = Cristas Mitocondriais; G = Granulos de Secrecdo.
Barra: 0,5um. Aumento: 28000x.
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2.6. DISCUSSAO

O diabetes mellitus tipo I é bastante conhecido como sendo causa de intmeros
distirbios gastrointestinais (OZTURK, ALTAN, YILDIZOGLU-ARI, 1996; NAKAHARA et
al, 2002), mas sua patogénese ainda ndo estd totalmente clara (CATASSI; NOBILE;
BIAGIONI, 2006). Sintomas gastrointestinais cronicos em associacdo com diabetes mellitus
foram relatados pela primeira vez por Rundles em 1945 (VIRALLY-MONOD et al, 1998).
No cdélon de ratos induzidos por estreptozotocina, o diabetes gerou aumentos pronunciados
em seu peso por comprimento, espessura da parede e na seccdo transversal da parede.
Histologicamente, a espessura de todas as camadas foi aumentada, especialmente na camada
mucosa, além de ocorrer rigidez na parede do intestino grosso. Estes fatores podem ter
contribuido para as disfungdes caracteristicas do cdlon e dores abdominais em pacientes
diabéticos (ZHAO; NAKAGUCHI; GREGERSEN, 2009).

A andlise dos grupos a partir da técnica H-E ndo demonstrou diferencgas relevantes
entre eles. Aspectos como tamanho e forma celular e nuclear, vacuolizacdo citoplasmatica e
inchaco citoplasmético ndo foram observados.

De acordo com a literatura, elevacdes na profundidade das criptas foram observadas
no intestino delgado, levando a altera¢es em sua drea superficial, que tornaram mais eficiente
a absorcdo de nutrientes, sugerindo que a inducdo do diabetes pode contribuir com mudancas
na morfologia intestinal (MCANUFF et al, 2003). Entretanto, nés ndo observamos alteracoes
morfoldgicas realmente significativas entre os grupos, no que diz respeito a estrutura das
camadas intestinais e a profundidade das criptas. Técnicas de morfometria se mostram
necessdrias, portanto, para a detec¢do de variagdes no tamanho da mucosa, profundidade das
criptas e espessura da submucosa.

Em um estudo realizado (SECONDULFO et al, 2001), a andlise histologica do
intestino de individuos diabéticos ndo mostrou altera¢des importantes, como sinais de atrofia

ou inflamacdo. No entanto, quando observadas pela microscopia eletronica, a maioria das
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amostras apresentou modificagdes morfoldgicas relevantes. Estes dados, contudo, ndo
encontraram suporte neste trabalho.

As células epiteliais do intestino apresentam funcdo extremamente importante na
absorcdo de 4gua e nutrientes, além de realizar a transducdo de sinais inflamatdrios dos
microrganismos luminais, funcionando como uma barreira e evitando a entrada de antigenos
externos por meio da presenca de interdigitacdes e juncdes oclusivas (VAARALA;
ATKINSON; NEU, 2008). No intestino grosso, a absor¢do de dgua, caracteristica deste 6rgao,
ocorre nas células epiteliais absortivas. Elas sdo capazes de adaptar sua estrutura e fungdo em
resposta a mudangas no contetido intraluminal de nutrientes (MCANUFF et al, 2003).

A anélise ultraestrutural das células absortivas do intestino grosso, no presente estudo,
revelou algumas alteracdes importantes, resultantes do desenvolvimento da doenca. Nao
foram observadas, contudo, mudangas na morfologia das células. Aspectos como forma e
tamanho celular e nuclear ndo sofreram modificagdes, nem em virtude do diabetes, nem da
execucdo do protocolo de exercicios fisicos. No entanto, foram constatadas alteracdes nos
nucleos das células absortivas dos grupos diabéticos, que apresentaram heterocromatina mais
intensamente contrastada. Isso indica maior quantidade de DNA na forma condensada,
evidenciando menor atividade metabdlica nestas células, principalmente com relagéo a sintese
de compostos protéicos.

Nao foram observadas diferencas estruturais nas mitocondrias, entre os grupos
avaliados. Todas apresentaram morfologia semelhante, com grande quantidade de cristas e
eletrondensidade semelhante da matriz mitocondrial. Também nao foi observado aumento ou
diminui¢do na quantidade destas organelas, ndo sendo possivel, portanto, inferir acerca de
modifica¢des nas taxas de sintese de energia, que poderiam indicar alteracdes na absor¢édo de
dgua pelo cdlon e fornecer evidéncias para as possiveis causas da diarréia diabética.

Desorganizacdo das juncdes de oclusdo, perda parcial de microvilosidades ou mesmo
microvilosidades com estrutura completamente aberrante, e vacuolizagdo levemente extensa
do citoplasma foram observadas nas células epiteliais do intestino delgado em pacientes
diabéticos (SECONDULFO et al, 2001). Além disso, alteragdes como, por exemplo, a
presenga de espagos intercelulares anormalmente alargados, com abundantes interdigitacdes
citoplasmaticas, citoplasma rico em vacuolos, quantidades aumentadas de lisossomos e
mitocOndrias na mucosa entérica, além de alteracdes nas microvilosidades, também foram
relatadas por Secondulfo et al (2004).

Estas caracteristicas, no entanto, ndo foram aqui observadas. No dpice das células

epiteliais absortivas, algumas alteracdes foram detectadas, concordando em partes com os
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relatos descritos por Secondulfo et al (2001 e 2004). As microvilosidades de individuos
diabéticos, tanto sedentarios quanto treinados, se mostraram mais alongadas do que em
individuos controle. Pode-se supor, a partir destes resultados na andlise ultraestrutural, que o
formato longilineo dos microvilos de individuos diabéticos podem representar maior taxa de
absor¢do de dgua, excluindo a possibilidade de esta ser a causa da ocorréncia de diarréia,
sintoma bastante comum durante o desenvolvimento do diabetes tipo I. O exato significado
funcional destas mudancas, contudo, permanece sem explicagdo, considerando-se a
inexisténcia de literatura a esse respeito. Formas aberrantes e auséncia de microvilosidades
ndo foram observadas. O exercicio fisico, por sua vez, ndo foi responsdvel por melhoras neste
quadro de modificagdes.

A mucosa intestinal estd constantemente exposta a uma variedade de microrganismos,
antigenos alimentares e toxinas, cabendo ao epitélio intestinal discriminar organismos
patogé€nicos dos ndo-patogé€nicos, bem como antigenos, tolerando a flora comensal que
mantém a homeostase da mucosa e controlando respostas inflamatérias (VAARALA,;
ATKINSON; NEU, 2008). Aumento caracteristico na permeabilidade intestinal foi
diagnosticado no célon de individuos diabéticos e estd relacionado a elevacdo dos niveis
plasmaticos de zonulina, uma protease que inicia uma cascata de reagdes culminando no
rearranjo do citoesqueleto e abertura de jungdes de oclus@o das células epiteliais, com a
conseqiiente absorcdo continua de antigenos nao-préprios (SAPONE et al, 2003; DAMCI et
al, 2003; NEU et al, 2005; CATASSI, NOBILE, BIAGIONI, 2006; DESSEIN, PEYRIN-
BIROULET, CHAMAILLARD, 2009). Assim, pode permitir a passagem paracelular de
antigenos luminais para o sangue, com conseqiientes reagdes autoimunes que, por sua vez,
podem ser responsaveis pelo desenvolvimento de algumas doencas, incluindo o diabetes tipo I
(FEDORAK et al, 1987; SAPONE et al, 2003; SECONDULFO et al, 2004; CATASSI,
NOBILE, BIAGIONI, 2006).

No intestino grosso, contudo, foi observado o oposto dos dados descritos pela
literatura citada anteriormente. O que se notou foi a presenca de jungdes de oclusdo
fortemente contrastadas em individuos diabéticos, evidenciando a presenca marcante de
grande quantidade de protefnas juncionais e sugerindo que a entrada de antigenos pela rota
paracelular, devida a maior permeabilidade oriunda da desorganizacdo das jun¢des oclusivas,
deve estar restrita as regides do intestino delgado, descritas por alguns dos trabalhos citados
anteriormente. Estes resultados também discordam da possibilidade de abertura das jungdes
de oclusio no coélon, descrita principalmente por Sapone et al (2003). Este provavel

fechamento das juncdes no dpice das células epiteliais do cdlon pode ser reflexo dos prejuizos
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causados pelo diabetes nos individuos analisados. Além disso, a orientacdo da sec¢do em
microscopia eletronica pode, também, ter sido a causa da visualizacdo destas caracteristicas,
permitindo a observacdo de regides em corte obliquo, que podem ter passado a falsa
impressdo de maior intensidade de contraste. O exercicio fisico, por sua vez, ndo foi
responsdvel pela melhora destas condicdes, tanto em individuos controle quanto em
diabéticos.

As interdigitagdes da membrana plasmadtica lateral, no intestino grosso, ndo sofreram
diferencas frente a pritica de exercicios, em individuos controle. Em DS, contudo, foram
observadas dilatacdes caracteristicas nos espacos intercelulares, quando comparadas ao grupo
CS. Diferentemente dos trabalhos de Secondulfo et al (2001 e 2004), ndo foram encontradas
interdigitacdes abundantes ao longo da membrana lateral das células absortivas. No entanto,
de acordo com trabalhos como o de Vaaralla; Atkinson; Neu (2008), as alteracdes em sua
estrutura, em ratos diabéticos, podem refletir problemas referentes a permeabilidade intestinal
a antigenos. No presente estudo, as jungdes oclusivas possivelmente ndo permitiriam a
passagem paracelular de antigenos luminais, pelo fato de apresentarem grande quantidade de
proteinas em sua constitui¢do, detectadas pelo maior contraste em microscopia eletronica de
transmissdo. Desta forma, estas dilatacdes na membrana lateral podem néo estar relacionadas
a permeabilidade celular a antigenos. N@o se pode excluir, todavia, a importincia destas
modifica¢des em nivel ultraestrutural, em se tratando de prejuizos oriundos do diabetes tipo I.
Seu correto significado em termos funcionais, contudo, ainda ndo estd claro. O exercicio
fisico, em DT, por sua vez, permitiu a amenizacdo dos efeitos do diabetes, tornando estas
estruturas mais semelhantes as dos individuos controle. Desta forma, se mostrou de grande
importancia na recuperacdo das caracteristicas morfologicas das células absortivas,
evidenciando seus beneficios no tratamento da doenca.

Entre pacientes diabéticos, ¢ comum a ocorréncia de diarréia. A sindrome da diarréia
diabética consiste de episddios cronicos intermitentes de diarréia, que geralmente pioram
durante a noite, e estd ocasionalmente associada a incontinéncia fecal (OZTURK, ALTAN,
YILDIZOGLU-ARI, 1996; VIRALLY-MONOD et al, 1998; UNAL et al, 2008). Além disso,
a diarréia cronica é mais freqiiente nos pacientes diabéticos tipo I do que nos diabéticos tipo II
(LYSY; ISRAELI; GOLDIN, 1999), sendo que motilidade intestinal anormal ou secrecio sdo
postuladas como uma das suas causas mais provaveis (VALDOVINOS; CAMILLERI;
ZIMMERMAN, 1993). As desordens no transito intestinal podem ocorrer em qualquer
estagio do diabetes mellitus, com possivel envolvimento de todo o intestino (FOLWACZNY

et al, 1995).
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Os resultados da andlise das micrografias obtidas pela técnica PAS, que permitiu a
observacdo do teor de carboidratos na secrecdo das células caliciformes, neste estudo, sido
apoiados por estes trabalhos. Em individuos DS, o teor de polissacarideos totais nas secre¢des
€ aparentemente maior, fato suposto a partir da constatacdo de que a intensidade de reacgdo
nestes individuos foi maior que nos CS. Maior intensidade de rea¢do com a técnica indica
maior teor de carboidratos secretados, e este provavel aumento na quantidade de carboidratos
pode estar associado ao aumento na quantidade de secre¢do, embora estudos mais especificos,
em termos de biologia molecular, se fagam necessarios para que se comprove definitivamente
este fato. De qualquer forma, esta maior quantidade de secre¢do pode estar relacionada a
ocorréncia de diarréia, como proposto por Valdovinos, Camilleri e Zimmerman (1993). Além
disso, este fato pode significar protecdo mais efetiva do intestino, proporcionada pelo
aumento na quantidade de muco no lumem (GARTNER; HIAT, 2007), tendo-se em vista que
ele se encontra debilitado pela doenca.

A prética periddica de exercicios fisicos, no entanto, ndo mostrou nenhum resultado
realmente relevante neste quesito. Os individuos CS e CT apresentam mesma intensidade de
reacdo com o PAS, o mesmo ocorrendo com os DS e DT. Desta forma, ndo é possivel inferir a
respeito desta varidvel no tratamento de individuos diabéticos tipo I, em relagdo as secrecdes
do célon.

No epitélio intestinal residem as células caliciformes, células exdcrinas altamente
polarizadas reconhecidas por seu acimulo apical de grinulos de secrecdo (OLIVER;
SPECIAN, 1991). As células caliciformes sdo as células especializadas na secrecdo de muco
intestinal, um gel glicoprotéico complexo que cobre a superficie das vilosidades epiteliais e
contribui significativamente para a protecio celular, oferecendo muitas vantagens ecoldgicas
para a microbiota (VAARALA; ATKINSON; NEU, 2008). Alteracdes em sua morfologia,
portanto, poderiam estar indicando maior taxa de sintese de muco e fornecer, desta forma,
evidéncias para uma das possiveis causas da ocorréncia de diarréia durante o diabetes.

Ultraestruturalmente, as células caliciformes néo apresentaram varia¢des em sua forma
ou tamanho, bem como seus ndcleos. Também ndo foram encontradas alteragdes nas
mitocOndrias e no reticulo endoplasmético rugoso. No entanto, uma observacdo mais
criteriosa revelou quantidades aparentemente maiores de cisternas do complexo de Golgi em
individuos DS, indicando maior taxa de sintese de vesiculas de secre¢do, e comprovando os
resultados obtidos em microscopia de luz. Em virtude disto, estes resultados podem confirmar
a hipotese de que o aumento na secreg¢do intestinal pode ser considerado como uma das

possiveis causas da ocorréncia de diarréia entre individuos diabéticos, conforme postulado por
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Valdovinos, Camilleri e Zimmerman (1993). Em individuos CT, ndao foram observadas
mudangas nas taxas de secrecdo, quando comparados aos CS. O maior desenvolvimento das
cisternas dos complexos de Golgi, neste grupo, estd possivelmente relacionado a regido de
observacdo da célula, mais préxima do centro. Em DT, leve diminuicdo na quantidade de
cisternas foi observada, indicando menor taxa de sintese de muco, e evidenciando a provavel
colaboragdo da pritica de exercicios na reducdo dos sintomas do diabetes tipo I. Esta
diminuicdo na sintese ndo € visivel histologicamente.

Os mecanismos correlacionados a diarréia cronica, todavia, s@o multifatoriais e
complexos. De acordo com a literatura, o crescimento bacteriano no intestino delgado, ou
seja, a presenca de uma populacio bacteriana em excesso na por¢cdo proximal do intestino, e a
ocorréncia de neuropatia autondmica parecem desempenhar um papel principal neste aspecto
(VIRALLY-MONOD et al, 1998). Individuos diabéticos com neuropatia autondmica t€m
transito intestinal mais lento em todo o trato intestinal (KESHAVARZIAN, IBER, 1987;
KAWAGISHI et al, 1992; OZTURK, ALTAN, YILDIZOGLU-ARI, 1996; NAKAHARA et
al, 2002), incluindo o célon (FORREST; PARSONS, 2003). Diabéticos com transito
retardado em qualquer regido gastrointestinal tendem a apresentar maior quantidade de
sintomas gastrointestinais (IBER, 1993). O transito mais lento permitiria a proliferacdo de
bactérias, o que pode explicar por que alguns individuos apresentam diarréia (SCARPELLO;
GREAVES; SLADEN, 1976).

A andlise da técnica PAS-Alcian Blue possibilitou a constatacio de algumas
diferencas pouco perceptiveis, porém de grande importincia, no intestino grosso. Os
individuos diabéticos apresentaram secrecdes aparentemente coradas em tom azulado mais
intenso, indicando maior acidez em seu muco. Um estudo realizado com ratos induzidos por
estreptozotocina, contudo, demonstrou que ndo existem diferencas detectdveis na acidez do
muco de individuos sadios e diabéticos, sugerindo que ndo ocorrem mudangas nos
carboidratos componentes da mucina intestinal (MANTLE et al, 1989). Além disso, como
detectado por métodos histoquimicos, células caliciformes imaturas produzem mucinas
neutras contendo pouco 4cido sidlico. Conforme elas se maturam, as mucinas se tornam
gradativamente mais dcidas (OLIVER; SPECIAN, 1991).

O significado funcional desta alteracdo, em virtude do desenvolvimento do diabetes, e
suas implicacdes nos individuos diabéticos, ainda € desconhecido, embora possa estar
relacionado apenas as diferentes fases de maturagdo das células caliciformes. O exercicio
fisico, por sua vez, também ndo foi responsdvel por alteracdes na acidez das secrecdes

intestinais, nem em controles, nem em diabéticos.
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Muitas doengas gastrointestinais podem mudar a estrutura das fibras coldgenas no
trato gastrointestinal. O conteddo de coldgeno e sua distribuicdo fora da célula estdo
intimamente relacionados a algumas doencas (ZENG et al, 2003; YU et al, 2004). A espessura
do colageno subepitelial, por exemplo, se mostrou significativamente maior no célon de
pacientes diabéticos e sem diarréia. Isso pode ter ocorrido devido as anormalidades no
metabolismo da matriz extracelular, que sdo induzidas pela hiperglicemia em casos de
diabetes mellitus (KANDEMIR et al, 1995; UNAL et al, 2008). Em tecidos de cicatrizacdo no
cdlon, contudo, as fibras coldgenas encontram-se desarranjadas, menores e mais estreitas
(ORTOLAN et al, 2008).

Neste trabalho, foram analisadas, através da técnica Picrosirius-Hematoxilina, as
regides da submucosa e lamina propria de tecido conjuntivo. Ambas as regides mostraram
diminui¢do em seus teores de coldgeno em individuos diabéticos, quando comparadas aos
sadios. O arranjo helicoidal das fibras coldgenas na submucosa é de fundamental importancia
na biomecénica de qualquer porcdo de 6rgdos tubulares, ja que permite distensdo longitudinal
e transversal enquanto limita a distensdo excessiva nas duas instincias (MENDONCA;
CARVALHO; SOUZA, 1993). Desta forma, a diminui¢do na quantidade de fibras, indicada
pela menor intensidade de reacdo, estaria prejudicando a propriedade de distens@o do intestino
grosso, podendo, inclusive, ser responsavel por alteragdes no transito intestinal.

A camada de coldgeno, na lamina prépria do cdélon, participa da regulacdo do
transporte de 4gua e de eletrdlitos do compartimento intercelular do epitélio para o
compartimento celular (ROSS; PAWLINA, 2008). As alteracdes observadas nesta regido,
desta forma, poderiam estar prejudicando de alguma forma o intestino grosso, com a
diminuicdo nos niveis de coldgeno em diabéticos. O exercicio fisico, contudo, ndo promoveu
alteracdes relevantes nesta regido. Na submucosa de individuos diabéticos treinados um
pequeno aumento no teor de coldgeno foi observado, indicando possivel melhora nas
condicdes diabéticas, e possibilitando aos treinados maior possibilidade de retornar as
condicdes intestinais consideradas normais.

A anélise das micrografias obtidas a partir da técnica histoquimica Xilidine-Ponceau,
para a visualizacdo de proteinas teciduais, ndo permitiu a observacdo de alteracdes

expressivas entre os diferentes grupos, em nenhum quesito (diabetes e exercicio fisico).
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2.7. CONCLUSAO

Algumas alteracdes morfoldgicas e bioquimicas foram observadas no intestino grosso
de ratos diabéticos tipo L. Este fato relaciona-se, principalmente, a quantidade de carboidratos
constituintes das mucinas, secretadas pelas células caliciformes, e ao teor de fibras coldgenas
na submucosa e lamina prépria de tecido conjuntivo, fatos que podem estar relacionados aos
problemas de motilidade intestinal, que levam a sintomas como constipacdo e diarréia.
Ultraestruturalmente, poucas alteragdes foram detectadas, apenas com relacdo a estruturacio
das jungdes oclusivas, interdigitacdes da membrana plasmatica lateral e microvilosidades, nas
células absortivas, e ao aumento na quantidade de cisternas do complexo de Golgi, nas células
caliciformes.

A pratica regular de exercicios fisicos, por sua vez, mostrou eficiéncia no tratamento
das disfuncdes intestinais e de suas altera¢cdes morfoldgicas. Foi responsavel pela amenizagio
da perda de fibras de coldgeno na submucosa, e por beneficios ultraestruturais importantes,
como recuperacdo da morfologia das interdigitagdes das células absortivas e diminui¢do da

quantidade de cisternas do complexo de Golgi nas células caliciformes.
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PESO CORPORAL

Os valores médios do peso corporal semanal para cada grupo de tratamento, durante 7
semanas do periodo de estudo, estdo apresentados na Tabela 1, e a evolucdo do peso corporal
demonstrada no grafico da Figura 1. Observa-se que os animais diabéticos sedentarios
apresentaram ganho de peso estatisticamente menor que os individuos controle, tanto
sedentdrios quanto treinados, a partir da terceira semana de estudo (p<0,05). Nao existem
diferencas estatisticas significativas provenientes da pritica de exercicios fisicos, tanto em

grupos controle quanto em diabéticos (p>0,05).

Tabela 1 — Peso corporal semanal médio (g) para cada grupo, durante 7 semanas.

Peso Corporal Semanal Médio

Periodo Grupos

Controle Sedentario Controle Treinado Diabético Sedentario Diabético Treinado

12 Semana 461,7 + 26,0 462,2 +54,0 389,2 + 80,3 359,3 +62,3™°
22 Semana 466,7 + 27,3 460,9 + 60,2 388,8+92,8 357,1+49,1*°
32 Semana 476,9 + 28,7 469,8 + 57,2 371,9 + 63,2*° 357,2+47,6*°
42 Semana 484,2 +32,3 479,1+55,8 339,8 +102,7*° 333,54+ 63,1*°
52 Semana 494,4 +31,1 490,6 + 65,0 358,4 +91,2°° 350,5 + 47,7*°
62 Semana 500,7 + 30,8 502,9 + 59,9 353,4 +100,7*° 344,6 + 55,8""
72 Semana 475,0 + 28,0 484,2 +61,9 331,1+96,8"" 310,6 + 58,9*"

Legenda: Valores expressos como média + desvio padrdo. a # CS; b # CT; ¢ # DS
(ANOVA One-Way, post-hoc Bonferroni; Teste de Kruskal-Wallis, post-hoc Dunn; p<0,05).



Anexo |: Peso Corporal |111

Evolucao de Peso
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Figura 1. Evolucdo do peso corporal (g), durante 7 semanas do periodo de estudo, dos animais dos grupos
controle sedentdrio (CS; n = 8), controle treinado (CT; n = 8), diabético sedentdrio (DS; n = 8) e diabético
treinado (DT; n = 8).

Os resultados obtidos a partir da andlise das variacdes semanais de peso corporal estdo
de acordo com o esperado para individuos diabéticos sedentirios, em comparacdo aos
controle sedentdrios, ou seja, menor ganho de peso corporal, acompanhado de
hipoinsulinemia e hiperglicemia. No entanto, a pritica do protocolo de exercicios fisicos ndo
foi responsédvel por mudangas significativas em individuos controle, bem como em diabéticos.
Isso corresponde ao inverso do que se supunha acontecer, ja que se esperava que a perda de

massa corporal fosse reduzida em virtude do treinamento fisico.
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GLICEMIA

Os valores referentes a glicemia média por grupo de tratamento sdo apresentados na
Tabela 2 e Figura 2. Pode se observar aumento significativo nas concentragdes de glicose no
sangue de animais diabéticos, em comparagdo aos controles, confirmando a ocorréncia de
hiperglicemia, caracteristica do diabetes. Ndo existe, contudo, diferencas estatisticamente
relevantes entre os grupos no que diz respeito a pritica de exercicios fisicos, tanto em

controles quanto em diabéticos.

Tabela 1 — Glicemia média (mg/100mL de sangue) para cada grupo.

Glicemia Final Média

Parametro Grupos

Controle Sedentario Controle Treinado  Diabético Sedentario  Diabético Treinado

Glicemia 85,14 +11,10 79,14 +5,29 423,32 + 69,45*° 369,68 * 66,49*°

Legenda: Valores expressos como média + desvio padrdo. a # CS; b # CT; ¢ # DS
(Teste de Kruskal-Wallis, post-hoc Dunn; p<0,05).

GLICEMIA FINAL MEDIA (mg/100mL)
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Figura 1. Glicemia média (mg/100mL de sangue) dos animais dos grupos controle sedentdrio (CS; n = 8),
controle treinado (CT; n = 8), diabético sedentario (DS; n = 8) e diabético treinado (DT; n = 8).
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Os resultados obtidos com relagdo a glicemia dos diferentes grupos de tratamento
estdo de acordo com o esperado, no que se refere aos efeitos do desenvolvimento do diabetes
mellitus tipo I sem controle glicémico, ou seja, maiores quantidades de agiicares no sangue
(hiperglicemia). No entanto, ndo foi observada melhora no quadro de hiperglicemia diabética
em virtude da pritica de exercicios, resultado contrdrio ao que se esperava, na andlise
estatistica. Observando-se as médias, contudo, podemos supor o aparecimento de beneficios
provenientes da pritica de um protocolo de treinamento, com diminui¢do nos niveis de
glicose no sangue, mas o alto desvio padrdo das amostras torna a comparacdo ndo

significativa estatisticamente.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir da andlise dos resultados obtidos, pode-se notar que os efeitos deletérios
provenientes do diabetes tipo I sem controle glicémico foram encontrados com grande
freqiiéncia no figado e intestino grosso de ratos machos Wistar. No figado, este fato relaciona-
se essencialmente as quantidades reduzidas nos estoques de glicogénio nos hepatdcitos, a
provavel tendéncia a ocorréncia de fibrose hepdtica nestes individuos, e as alteragdes nas
quantidades de mitocondrias e cisternas do reticulo endoplasméatico rugoso. No cdlon, refere-
se principalmente a intensidade de secrecdo, ao teor de coldgenos na ldmina prépria e
submucosa, e as alteracdes nas células epiteliais intestinais absortivas e caliciformes.

A prética periddica de exercicios fisicos regulares se mostrou muito importante no
tratamento de diabéticos hipoinsulinémicos, sendo atribuida a ela a amenizag@o ou prevengio
dos danos oriundos do desenvolvimento da doenca, elevando, no figado, os estoques de
glicogénio, tornando-os mais préximos dos apresentados por individuos sadios sedentarios, e
reduzindo o risco de fibrose. No intestino grosso, promoveu melhoras significativas no quadro
diabético, principalmente na recuperacdo do teor de coldgeno nas camadas intestinais, que
retornaram a niveis préximos dos considerados normais, e na tendéncia a reducdo dos

sintomas gastrointestinais, como a diarréia.
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