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RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma desordem metabdlica que tem como resultado a
hiperglicemia persistente proveniente da falta de insulina ou de falhas na acéo dela.
Essa desordem geralmente € acompanhada por alteracbes em vias de sinalizacéo
do estado redox celular que resulta em respostas inflamatorias e posteriormente em
danos a nivel morfolégico em tecidos e érgéos, complicacfes essas associadas ao
diabetes. Diante desses danos que o DM causa no paciente, muitos estudos vém
testando terapias alternativas que possam reduzir essas complicagdes como é o
caso da hiperoxigenacao tecidual. A Oxigenoterapia Hiperbarica (OHB) envolve a
inalacdo de oxigénio puro e em alta pressdo. No presente estudo, objetiva-se avaliar
os efeitos da (OHB) nos parametros clinicos, morfoldgicos, inflamatérios e oxidativos
do duodeno de ratos diabéticos. Para isso, utilizou-se 33 ratos Wistar com idade de
60 dias, pesando cerca de 220-270g. Os animais foram distribuidos em quatro
grupos experimentais: grupo controle composto pelos animais saudaveis (C), grupo
controle tratado com oxigenoterapia hiperbérica (C+OHB), grupo diabético sem
tratamento (D) e o grupo diabético tratado oxigenoterapia (D+OHB). O DM foi
induzido com uma injecao intraperitoneal de streptozotocina 60mg/kg. Foi utilizado
no interior da camara de 2,5 atmosferas absolutas (ATA) num indice de 2 ATA/min
sendo mantidos nessa pressao por 60 min. A camara foi ventilada com 100% de O
a um fluxo de 20 L/min a fim de minimizar acimulo de CO2 por um periodo de 5
semanas. Apds a eutanasia retirou-se todo o duodeno, onde se destinou 5
centimetros para analises histomorfométricas, imunohistoquimicas, estereoldgicas e
2 centimetros para marcacao de espécies reativas de oxigénio (ROS). Constatou-se
gue a OHB melhorou a polifagia, reverteu as alteragdes de volume de referéncia do
[imen duodenal e volume absoluto da submucosa. Também melhorou a expressao
de Caspase-3, VEGF, SOD-1 E GPX. A partir dos resultados concluimos que a
hiperoxigenagdo nesse estudo apesar de nao reduzir a glicemia, teve efeitos
positivos a nivel tecidual reduzindo alteracbes morfolégicas de volume bem como
melhorando a expressdo de proteinas envolvidas na apoptose, inflamacdo e

estresse oxidativo.

Palavras-chave: Oxigénio hiperbarico; Diabetes Mellitus; Mucosa duodenal;

Morfometria; Inflamacéo; Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disorder that results in persistent
hyperglycemia resulting from a lack of insulin or failures in its action. This disorder is
generally accompanied by changes in cellular redox state signaling pathways that
result in inflammatory responses and subsequently in morphological damage to
tissues and organs, complications associated with diabetes. Given the damage that
DM causes to patients, many studies have been testing alternative therapies that can
reduce these complications, such as tissue hyperoxygenation. Hyperbaric Oxygen
Therapy (OHB) involves inhaling pure oxygen at high pressure. In the present study,
the aim is to evaluate the effects of (OHB) on the clinical, morphological,
inflammatory and oxidative parameters of the duodenum of diabetic rats. For this, 33
Wistar rats aged 60 days, weighing around 220-270g, were used. The animals were
distributed into four experimental groups: control group composed of healthy animals
(C), control group treated with hyperbaric oxygen therapy (C+OHB), diabetic group
without treatment (D) and diabetic group treated with oxygen therapy (D+OHB). DM
was induced with an intraperitoneal injection of streptozotocin 60 mg/kg. It was used
inside the chamber at 2.5 absolute atmospheres (ATA) at a rate of 2 ATA/min and
maintained at that pressure for 60 min. The chamber was ventilated with 100% O2 at
a flow rate of 20 L/min in order to minimize CO, accumulation for a period of 5
weeks. After euthanasia, the entire duodenum was removed, where 5 centimeters
were allocated for histomorphometric, immunohistochemical and stereological
analyzes and 2 centimeters for marking reactive oxygen species (ERO). It was found
that OHB improved polyphagia and reversed changes in the reference volume of the
duodenal lumen and absolute volume of the submucosa. It also improved the
expression of Caspase-3, VEGF, SOD-1 AND GPX. From the results we conclude
that hyperoxygenation in this study, despite not reducing blood glucose, had positive
effects at tissue level, reducing morphological changes in volume as well as
improving the expression of proteins involved in apoptosis, inflammation and

oxidative stress.

Keywords: Hyperbaric Oxygen; Diabetes Mellitus; Duodenal Mucosa; Morphometry;
Inflammation; Oxidative Stress.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca, que apresenta varias desordens,
envolvendo o metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, sendo assim
considerada uma sindrome metabdlica. Sua principal caracteristica € a hiperglicemia
persistente como resultado da falta de secrecdo de insulina, acdo da insulina ou

combinacgéao de ambos os processos (KARAMANOU et al., 2016).

Estima-se um aumento de casos de diabetes em todo o mundo para o0s
préximos anos, onde o0 numero de pacientes com diabetes pode aumentar em 48%
de casos, chegando a 620 milhdes até 2045. O Brasil € o0 5° pais em incidéncia de
diabetes no mundo, com 16,8 milh6es de doentes adultos (20 a 79 anos), perdendo
apenas para China, india, Estados Unidos e Paquistdo. (‘Federacéo Internacional
de Diabetes - Home”, 2019).

Dentre os subtipos de DM o0s que mais ocorrem sdo o Diabetes Mellitus Tipo
Il (DM2) e o Diabetes Mellitus Tipo | (DM1) respectivamente (BULLARD et al., 2016).
Este, apesar de ser menos prevalente que o DM2 vem sendo cada vez mais
frequente, acometendo principalmente criancas e adolescentes (ATKINSON;
EISENBARTH; MICHELS, 2014).

A longo prazo € comum o desenvolvimento de varias complica¢fes ligadas a
hiperglicemia, o que prejudica a qualidade de vida do paciente (NANSEL et al.,
2008). Danos como retinopatia, neuropatia periférica, problemas circulatérios,
hipoxia, inflamacao sistémica, pé diabético e problemas gastrointestinais associados
ao DM sao sistematicamente relatados na literatura (MACHADO et al., 2017; PIPER,;
SAAD, 2018; SADA et al., 2016).

Muitas dessas anormalidades gastrointestinais tém sido vistas tanto em
roedores quanto em pacientes humanos (PELLEGRINI et al., 2017). No intestino ja
foram observadas alteracdes de morfometria, biomecéanica assim como prejuizos na
funcao sensorial/motora (SHA et al., 2006). O modo como a hiperglicemia estimula o
desenvolvimento de todas essas complicacdes ainda ndo € bem compreendido, no
entanto, pesquisadores tém apontado alguns mecanismos. Fatores como
hiperglicemia, hipdxia, estresse metabdlico e inflamagéo de baixo grau tém sido

mencionados com preditores para o desenvolvimento de complicacbes a nivel
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morfolégico (BHOR; RAGHURAM; SIVAKAMI, 2004). A mucosa intestinal € uma
interface entre o meio luminal e o organismo onde esta vulneravel a danos
oxidativos induzidos por oxidantes luminais (CHALOVICH; EISENBERG, 2012).

No DM, a falha na captacéo da glicose do sangue para os tecidos ocorre a
hiperfagia como mecanismo de compensacdo (ANDO et al., 2018). Esse aumento
na ingesta alimentar leva a alteracbes morfofisiolégicas gastrointestinais como
aumento da mucosa intestinal, reducdo de apoptose e aumento de marcadores
inflamatoérios (DE CASTRO et al.,, 2021). O aumento de consumo de alimentos
também influencia a oxigenacao desse tecido tendo em vista que apés uma refeicédo
mais sangue € direcionado para essa regido para promover a oxigenacao desses
tecidos (ZEITOUNI et al.,, 2016). Por sua vez, a hiperoxigenacao pode influenciar
mecanismos de proliferacdo, apoptose celular, estresse oxidativo e,
consequentemente, a inflamacdo tendo em vista que o estresse oxidativo € um
mediador inflamatério (MITTAL et al., 2014).

Ao mesmo tempo que ocorre maior perfusdo, com o aumento de fontes de
combustiveis que estimulam a respiracdo celular, também ocorre maior consumo de
O:2 pelas mitocondrias podendo levar a hipoxia tecidual (SADA et al., 2016). A OHB
envolve a inspiracdo de oxigénio puro em alta pressdo. Isso possibilita uma
distribuicdo de maior quantidade desse gas pela corrente sanguinea para os tecidos.
Sua utilizacdo tem demostrado beneficios para diversas condi¢des patolégicas como
malignidades, doencas isquémicas e pé diabético (DANESH-SANI; SHARIATI-
SARABI; FEIZ, 2012; JOHNSTON et al., 2016).

A hiperodxia cria um gradiente para a difusdo de oxigénio nos tecidos e dessa
forma estimula a angiogénese, formacéo de colageno e matriz, processos esses que
seriam inibidos pela hipéxia (AL-RAWAHI, 2020; LEACH; REES; WILMSHURST,
1998). Assim, a Oxigenoterapia Hiperbéarica (OHB) pode ser uma alternativa efetiva
para minimizar os danos teciduais advindos desse ciclo de hiperglicemia/ hipoxia

causadas pelo DM1 no duodeno de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DIABETES MELLITUS

O Diabetes Mellitus (DM) é uma desordem metabdlica que tem como principal
caracteristica a hiperglicemia persistente resultado da falta de secrecdo de insulina,
acdo da insulina ou combinacdo de ambos (KARAMANOU et al.,, 2016). Seu
primeiro registro ocorreu no papiro egipcio durante a terceira dinastia pelo médico
Hesy-Ra, onde foi identificada a polidria como um sintoma da doenca.
Posteriormente ha 600-400 a.c, cientistas indianos Charaka e Sushruta descreveram
pacientes com grande quantidade de urina doce (EMMANUEL BHASKAR et al.,
2010).

Estima-se que ha uma tendéncia de aumento de casos de diabetes em todo o
mundo para os proximos anos. Em 2017 havia cerca de 425 milhdes de pessoas
acometidas pela doenca e em 2045 esse numero pode chegar a 629 milhdées, com
um aumento total de 48% de casos. Especificamente no Brasil, em 2017 havia 26
milhdes de casos, e que em 2045 poderia chegar a 45 milhdes, o que corresponde a
um aumento em 68% de novos casos da doenca (‘Federacdo Internacional de
Diabetes - Home”, 2019).

No estado do Pernambuco os indices de mortalidade de pacientes
hospitalizados com DM sédo de 42,9% dos casos, ficando atras apenas do Rio
Grande do Norte com 50,2% e Alagoas com 43,7% na regido Nordeste (DATASUS,
2018) . Dentre os subtipos de DM os que mais ocorrem séo o Diabetes Mellitus Tipo
| (DM1) e o Diabetes Mellitus Tipo Il (DM2) em uma proporgcéao de 5,8% e 90, 9%
respectivamente, ficando 3,3% para outros subtipos como Diabetes Mellitus
Gestacional e outros tipos especificos (BULLARD et al., 2016; DE FREITAS
MOREIRA et al., 2015).

O DM1 também conhecida como diabetes dependente de insulina € uma
doenca autoimune onde ocorre a morte das células produtoras de insulina, o que
resulta em hiperglicemia. Enquanto isso o DM2 ou diabetes ndo dependente de
insulina se caracteriza pela resisténcia a insulina e disfuncdo das células beta. A
resisténcia a insulina resulta de uma diminuicdo na sensibilidade a insulina nas
células dos tecidos periféricos. Inicialmente a reducdo da sensibilidade a insulina

desencadeia a hiperfuncdo das células beta como mecanismo compensatoério para
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alcancar a normoglicemia, no entanto no longo prazo esse mecanismo ndo &
sustentavel e as células beta declinam sua atividade (BANDAY; SAMEER; NISSAR,
2020).

O DM1 ocorre principalmente em criangas e em adolescentes do sexo
masculino, mas, também pode acometer adultos e idosos. E sabido que tais
pacientes tornam-se dependentes da administracdo de insulina (ATKINSON;
EISENBARTH; MICHELS, 2014; SALES-PERES et al., 2016). Em grande parte
desses pacientes a perda de células produtoras de insulina se da via reacao
autoimune onde ha a formacdo de autoanticorpos relacionados ao DMl
(KATSAROU et al., 2017).

Essa doenca é de carater heterogéneo em termos de idade de inicio e
gravidade da resposta autoimune (ZACCARDI et al., 2016). Embora sua causa nao
seja totalmente compreendida, algumas possiveis causas como predisposicao
genética, fatores ambientais, alteragcdes da microbiota, permeabilidade intestinal e
infeccdo viral podem ser considerados fatores causais da doenca (ATKINSON;
EISENBARTH; MICHELS, 2014; AW; FUKUDA, 2018). O DM1 pode ser classificado
em dois subtipos: (DM1a e DM1b). No primeiro caso, ocorre a destruicdo das células
beta pancreaticas, enquanto, no segundo caso, a destruicdo celular tém causas
desconhecidas, também sendo denominado como idiopatico (PASCHOU et al.,
2018).

A insulina, produto das células beta-pancreaticas, € o principal agente do
metabolismo da glicose. Reconhecida por células T reativas, a insulina, € um dos
antigenos alvo moleculares (Ags) dessas células de defesa. Assim, ocorre a
destruicdo autoimune das células beta, o que propicia os distlirbios metabdlicos
observados no DM1 (CULINA; BREZAR; MALLONE, 2013). Desse modo, o DM1
envolve eventos imunoldgicos, genéticos e fisiologicos que continuam sendo
elucidados (BLUESTONE; HEROLD; EISENBARTH, 2010).

Essa desordem metabdlica geralmente é acompanhada do desenvolvimento
de varias complicacbes associadas a hiperglicemia, prejudicando a qualidade de
vida do paciente (NANSEL et al., 2008). Danos como retinopatia, neuropatia
periférica, problemas circulatérios, hipoxia, inflamacdo sistémica e problemas
gastrointestinais ja foram relatados na literatura (MACHADO et al., 2017; PIPER;
SAAD, 2018; SADA et al., 2016)
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2.2 MODELO ANIMAL DE DM1
O modelo de DM1 utilizado neste estudo foi induzido quimicamente com

estreptozotocina (STZ). A STZ € um antibidtico produzido pela bactéria
Streptomyces acromogenes que contém uma molécula de glicose altamente reativa
com funcéo citotoxica (AKINLADE; OWOYELE; SOLADOYE, 2021). Estruturalmente
€ analoga a glicose e se liga a transportadores de glicose (GLUT 2) e se acumulam
nas células beta pancreaticas (DARENSKAYA; KOLESNIKOVA; KOLESNIKOV,
2021) onde € absorvida seletivamente levando a citotoxicidade e autoimunidade
(CLAUDIA BURGER; TING ZHU, 2022).

Esse modelo tem sido usado amplamente para mimetizar a condicéo
diabética humana. A STZ pode ser usada para inducéo tanto do DM1 como DM2,
com variacOes de dosagens. Geralmente para DM1 se utiliza uma dose Unica de
estreptozotocina enquanto para DM2 se combina STZ com administracdo prévia de
nicotinamida ou com dieta rica em gordura (AKINLADE; OWOYELE; SOLADOYE,
2021). Seus efeitos nos animais incluem deficiéncia de insulina, hiperglicemia,
polidipsia e polidria, todos esses sinais caracteristicos do DM1 humano. (GRAHAM
et al., 2011; FURMAN, 2015; DE CASTRO et al., 2021; SILVA et al., 2017, 2022b)

2.3 DANOS INTESTINAIS CAUSADAS PELO DM

Sabe se que o intestino delgado € essencial para a absor¢cdo de nutrientes
(ZHAO et al., 2002). Mas além disso, o intestino delgado possui fun¢es enddcrinas
com capacidade de influenciar a homeostase da glicose e a resisténcia a insulina
(KORAKAS et al., 2020). Sua porc¢éo inicial, o duodeno, parece ser o principal centro
de sinalizacdo que colabora com os disturbios metabdlicos no DM2, por exemplo
(HALUZIK et al., 2018).

Em procedimentos bariatricos para perda de peso, o contorno do duodeno
parece regular a glicemia em pacientes DM2. Isso ocorre, pois, ao contornar 0
intestino proximal, o transito intestinal & acelerado e h4 um aumento na liberacao de
horménios intestinais como o peptideo semelhante ao glucagon (GLP-1) (AFFINATI
et al., 2019). O GLP-1 é secretado pelas células L neuroenddcrinas intestinais que

induz a secrecdo de insulina e a depuracéo de glicose em resposta a glicose oral.



21

Apoés a bariatrica, os niveis de GLP-1 depois das refeicdes sdo elevados, o que
proporciona melhor sensibilidade a glicose nas células-beta e menor glicemia pos-
prandial (KOLIAKI et al., 2017).

O DM pode afetar todo o trato gastrointestinal e aumentar o risco de
desenvolvimento de uma variedade de complicagbes, o que inclui refluxo,
dismotilidade, retencdo gastrica, azia, disfagia, nauseas, inchaco, diarreia e
constipacdo (PIPER; SAAD, 2018). Todos esses danos sédo englobados no termo
gastroenteropatia diabética (RODRIGUES; MOTTA, 2012).

Como esperado, os sintomas gastrointestinais afetam de forma negativa a
qualidade de vida do paciente diabético. Isso ocorre devido ao fato de que a
estrutura e a funcionalidade desse sistema sao prejudicadas no DM1. Em suma, o
que se observa é que essas alteracbes gastrointestinais sdo resultado da neuropatia
autdbnoma que esta associada a neuropatia diabética (DU et al., 2018). Assim, tanto
a sensibilidade quanto a motilidade do trato gastrointestinal sdo afetados (ZHAO et
al., 2006).

Nos ultimos anos a comunidade cientifica vem abordando a relacdo entre
intestino delgado e o DM. Ja oram identificadas diversas alteracdes a nivel tecidual
tanto em modelos experimentais quanto em pacientes. Tais alteracdes incluem
aspectos funcionais, oxidativos, morfoldgicos, inflamatérios e microbioldgicos
(BHOR; RAGHURAM; SIVAKAMI, 2004; PELLEGRINI et al., 2017; SHA et al., 2006).

A nivel tecidual observamos em um estudo prévio o aumento da parede
duodenal, conferido pelo aumento do comprimento das vilosidades que conferiram
um aumento consideravel da camada mucosa (DE CASTRO et al., 2021). Além do
mais, 0 peso do jejuno, comprimento, espessura e area de parede aumentaram
significativamente em animais diabéticos obesos (Zhéo et al., 2013). O DM também
alterou as propriedades viscoelasticas do intestino como relaxamento e estresse da
parede intestinal e tais mudancas foram atribuidas as alteragdes morfolégicas das
camadas intestinais (ZHAO et al., 2003).

Em relacdo a microbiota intestinal, existe uma conexdo entre disbiose
intestinal e inflamacao que contribuem para a desregulacdo da tolerancia a glicose,
em modelos animais com a mudanca de microbiota desenvolveu-se obesidade e

resisténcia a insulina (SANYAL, 2013). Enquanto isso no ensaio de Pellegrini et al.,
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(2017) com biopsias de pacientes diabéticos, com doenca celiaca e saudaveis se
observou inflamacdo na mucosa duodenal, bem como um perfil de microbiota
diferente. Nesses achados o autor afirma que sdo necessarios mais estudos para
determinar se a inflamacédo é a causa ou uma consequéncia do processo autoimune
do DML1.

Alguns autores apontam que, com a disbiose intestinal, ocorre um aumento
na permeabilidade da mucosa intestinal, com isso ocorre a absorcdo exdégena de
patbgenos que pode provocar respostas imunes e assim induzir a autoimunidade
(AW; FUKUDA, 2018; GILLESPIE, 2006). Assim, sdo necessarios mais estudos para
melhor compreensdao dos mecanismos envolvidos no diabetes e sua relacdo com o

intestino delgado.

2.4 EXTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre moléculas pré-
oxidantes e antioxidantes, o que resulta na quebra do estado redox celular. Isto esta
associado a numerosos danos fisiopatoldgicos e € um fator conhecido por exacerbar
doencas cronicas como o diabetes (DEBEVEC; MILLET; PIALOUX, 2017). Em
condigBes fisioldgicas normais, o organismo libera radicais livres por meio da
oxidacdo da glicose, os quais a defesa antioxidante é capaz de equilibrar. Quando
essas moléculas sdo liberadas em excesso, 0 sistema antioxidante ndo consegue

contrabalancear, o que resulta em estresse oxidativo (IGHODARO, 2018).

As espécies reativas de oxigénio (EROS) como anions superéxidos (02+-),
radicais de hidroxila (OHe¢) e perdxido de hidrogénio (H2O2) tém sua producao
aumentada com a hiperglicemia (SADI; KONAT, 2015). Algumas dessas formas
danificam os lipidios, proteinas e &cidos nucleicos. Dentre 0s mecanismos para
prevenir o dano oxidativo, a célula contém enzimas como superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX), as quais atuam na sequéncia

convertendo ERO em subprodutos menos reativos (SHIRPOOR et al., 2007).

Sao varios os fatores que contribuem para o0 aumento do estresse oxidativo,
incluindo tanto mecanismos exdégenos quanto endégenos (BLOCK et al., 2002). A
maior parte da glicose do corpo é decomposta na via glicolitica, com 0 aumento da

glicemia sanguinea mais glicose ir& fluir para esta via que resulta em mais piruvato e
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acetil-CoA, propiciando o aumento de mais NADH que é um transportador de
elétrons para reducdo de oxigénio e producédo de ATP. Com o excesso de NADH
pode ocorrer uma condi¢cdo denominada pseudo-hipdxia, onde o oxigénio ndo pode
ser efetivamente consumido, que gera, entdo, um estresse metabdlico comum no
diabetes (YAN, 2014).

De forma conjunta a hiperglicemia e a hipoxia estdo implicados nha
patogénese de complicacbes diabéticas. Isso ocorre pelo fato de que com o
aumento exacerbado da glicose sanguinea ha maior geracdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) (SADA et al., 2016). Tal processo tem ganhado destaque como
possivel causador de danos metabdlicos e teciduais em diversos 6rgdos (BHOR;
RAGHURAM; SIVAKAMI, 2004).

A mucosa intestinal € uma interface entre o meio luminal e o organismo onde
h& wvulnerabilidade a danos oxidativos induzidos por oxidantes luminais. A
integridade da mucosa é mantida pelo estado redox celular para suportar absorcéo
de nutrientes, fluidez de muco e microbiota diversa (CHALOVICH; EISENBERG,
2012). Diversos danos morfolégicos relacionados ao DM tém sido atribuidos ao
estresse oxidativo que ocorre de modo acelerado no diabetes. Assim, as vias de
estresse oxidativo podem alterar propriedades quimicas e funcionais das mais
diversas estruturas de modo irreversivel (BHOR; RAGHURAM; SIVAKAMI, 2004;
SCHAAN, 2003).

2.5 INFLAMACAO

Sabe-se que existe uma ligacdo entre hiperglicemia com o estado pro-
inflamatdrio e a geracdo de ERO (CHAUDHURI; UMPIERREZ, 2012). Considerando
que a inflamacdo € um processo fisiolégico contra danos externos ou internos,
ocorre um aumento na geracdo de ERO com o aumento da glicemia sanguinea, o
gue desencadeia 0 processo inflamatorio por meio da expressao de genes pro-
inflamatdrios como fator nuclear kappa B (NF-kB) e Interleucina 6 (IL-6) (MARDIAH
et al., 2015).

Ambos os tipos | e Il de diabetes séo resultado de processos inflamatérios. No
primeiro caso, ocorre uma resposta inflamatéria autoimune que vai deteriorando as

células beta-pancreaticas, ao passo que, no segundo caso, a inflamacéo resulta da
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resisténcia a insulina. Essa inflamacéo tida como de baixo grau inibe a sinalizacao
da insulina, proporcionando assim uma conexao entre inflamacéo, estresse oxidativo

e resisténcia a insulina (WANG et al., 2013).

Ao estimular a producéo acelerada de ERO, a hiperglicemia também estimula
a expressao de fatores de crescimento, citocinas pro-inflamatérias e acumulo de
matriz extra celular (LUCCHESI et al.,, 2013). Tanto o estresse oxidativo como a
inflamacdo contribuem para o desenvolvimento de complicacdes secundarias ao

diabetes como nefropatia, neuropatia e retinopatia. (VIKRAM et al., 2014).

O estresse oxidativo pode estimular a producéo de citocinas pro-inflamatorias
através de diversos mecanismos. Derivados de oxigénio atuam como segundos
mensageiros ativando fatores de transcricdo, o que leva a expressado de genes que
codificam citocinas. A inflamacéo induzida pelo estresse oxidativo estimula ainda
mais 0 estresse oxidativo, o que promove um ciclo vicioso (ELMARAKBY;
SULLIVAN, 2012).

2.6 APOPTOSE
A apoptose € uma sequéncia de eventos que resulta na morte celular, um

processo necessario a fim de garantir a homeostase entre proliferacdo celular e
apoptose (OBENG, 2020). Logo, trata-se de um processo coordenado que depende
de gasto de energia e envolve a acdo em cascata de proteases chamadas caspases
(ELMORE, 2007). A morte celular programada tem func¢des importantes tanto na
fisiologia quanto na doenca, ja que disfuncdes nessa cascata de sinalizacdo podem
levar a remocao excessiva ou sobrevivéncia prolongada das células. Sendo assim,
esse processo esta envolvido em uma variedade de condi¢cdes patologicas
(SANKARI et al., 2015).

Nos mamiferos a sinalizacdo que propicia a morte celular pode ser agrupada
em duas categorias: as vias intrinseca ou mitocondrial e extrinseca ou do receptor
de morte (PUTCHA et al., 2002). A via intrinseca compreende eventos intracelulares
dentro da mitocéndria, para isso variaveis como fatores de crescimento, hormdnios,
toxinas e hipdéxia levam a permeabilidade da intermembrana mitocondrial
desencadeando a via. Enquanto isso a apoptose por via extrinseca ocorre pela

interacdo mediada de ligantes e receptores de morte (OBENG, 2020).
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A hiperglicemia pode estimular a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), que por sua vez induzem a apoptose (ZHANG et al., 2010). As mitocéndrias
desempenham um papel importante na mediacdo da apoptose induzida pela
hiperglicemia. De modo geral a hiperglicemia induz estresse oxidativo com liberagéo
de radicais livres que alteram a permeabilidade da membrana mitocondrial, com isso
ocorre a liberacdo de proteinas como citocromo C no citosol da célula levando a
formacé&o do apoptossoma, esse por sua vez recruta caspases que vao efetivar a
morte celular (SMART; LI, 2007).

A caspase-3 é uma proteina efetora na sinalizacdo da morte celular que leva
a alteracOes e a integridade epitelial do trato intestinal depende do equilibrio entre
morte e proliferacdo celular (MARTINS-PERLES et al., 2019; SMART,; LI, 2007). A
mucosa intestinal é revestida por um epitélio mais auto-renovador dos mamiferos.
Essa renovacao celular envolve uma continua proliferagdo de células epiteliais na
base da cripta com migracdo em direcdo as vilosidades (UMAR, 2010). Nesse
processo, ha tanto proliferacdo quanto morte celular (PENA-VILLALOBOS et al.,
2018; WEBER et al., 2009).

2.7 HIPERGLICEMIA E HIPOXIA
A hipdxia se refere a uma insuficiéncia na quantidade de oxigénio que é

entregue aos tecidos (GUNTON, 2020). Esta, por sua vez, pode ser induzida pela
hiperglicemia sanguinea com o aumento de consumo de oxigénio pelas mitocéndrias
(SADA et al., 2016). A hiperglicemia em conjunto com a hipoxia exercem fungdes
fisiopatologicas fundamentais no desenvolvimento das complicacdes associadas ao
diabetes (CATRINA et al., 2004).

Em situacdes de reduzida quantidade de oxigénio, € liberado o Fator Induzivel
por Hipoxia - 1 (HIF-1), um fator de transcricdo (PRABHAKAR; SEMENZA, 2015). O
HIF-1 é mediador da adequacdo a hipdxia e coopera para homeostase do estado
redox celular suprimindo a producédo exacerbada de ERO (SEMENZA, 2017). Em
condicao hiperglicémica esse fator de transcricao € inibido e isso pode contribuir
para o aumento da geracdo de ERO (ZHENG et al., 2022).

O HIF-1 regula a sintese de enzimas envolvidas na quebra da glicose e os
receptores GLUT1 e GLUT3 que atuam na captacdo da glicose. Em contrapartida, a



26

glicose influéncia a estabilidade e a ativacéo desse fator de transcricdo (GAO et al.,
2014). Esse fator de transcricdo detecta a hipdxia e aciona a transcricdo de outros
genes envolvidos em processos como angiogénese, proliferacdo celular,
sobrevivéncia e metabolismo celular para que a célula se adapte as alteracdes de
quantidade de oxigénio (LUO et al., 2022; SCHODEL; RATCLIFFE, 2019).

2.8 OXIGENIO HPERBARICO COMO TERAPIA
A OHB envolve a inspiragcdo de oxigénio puro em alta pressdo para o

organismo. Sua utilizacdo tem demonstrado beneficios para diversas condicfes
patolégicas como malignidades, doencas isquémicas e pé diabético (DANESH-
SANI; SHARIATI-SARABI; FEIZ, 2012; JOHNSTON et al., 2016). A hiperoxia
estimula a angiogénese, formacdo de colageno e matriz, processos esses que
seriam inibidos pela hipoxia (LEACH; REES; WILMSHURST, 1998).

A oxigenoterapia é indicada para complicacdbes como embolia, isquemias
traumaticas, doenca descompressiva, infeccdes necrosantes, queimaduras, dentre
outras (ZULKOWSKI, 2017). Esse tipo de intervencdo confere beneficios
bioguimicos e celulares como prevencdo do crescimento de bactérias
Pseudomonas, restaura a morte bacteriana mediada por neutréfilos em tecidos até
entdo hipoxicos, além de reduzir a vasoconstricdo e o dano celular (DEEPA; JAIN,
2014).

O consumo de oxigénio pelas mitocondrias € elevando em condi¢des
hiperglicémicas, isso resulta em hipoxia celular no endotélio que é considerado um
tecido alvo das complicacbes diabéticas. Além disso, de forma conjunta a
hiperglicemia ndo s6 pode causar hipoxia como também estimular a formacao de

espécies reativas de oxigénio mitocondriais (ROSmt) (SADA et al., 2016).

A OHB é uma terapia indicada para uma gama de complicagbes (ANDRADE;
SANTOS, 2016). No entanto seus efeitos sdo controversos, havendo
contraindicacdes para algumas doencas. Além disso sup8e-se que com a hiperdxia
haja um aumento de ERO, e ndo se sabe se essa concentracdo aumentada seja
suportavel pelo sistema antioxidante evitando o estresse oxidativo (DANESH-SANI;
SHARIATI-SARABI; FEIZ, 2012).
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Neste trabalho exploramos pela primeira vez os efeitos da OHB na morfologia
da mucosa intestinal de organismos diabéticos, levando em conta aspectos
morfologicos, inflamatérios, apoptoticos e oxidativos. Até entdo sé ha trabalhos com

doencas inflamatorias intestinais com uso de OHB.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da OHB em variaveis de morfologia, inflamacéo, apoptose e

estresse oxidativo duodenal de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFCOS

v

v

Avaliar dados clinicos como glicemia, peso, polifagia e polidipsia;

Quantificar volume de referéncia e densidade de volume e volume absoluto

do duodeno por meio da estereologia;
Mensurar a area de absorcédo da mucosa por meio da histomorfometria;

Medir a marcacédo imuno-histoquimica de moléculas envolvidas na inflamacao
como IL-10, TNF-a e VEGF;

Medir a marcacéo imuno-histoquimica de caspase-3 envolvida na apoptose;

Avaliar o estresse oxidativo por meio de imuno-histoquimica para moléculas

antioxidantes (GPX e SOD-1) e ERO por imunofluorescéncia.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

No presente estudo foi utilizado como modelo animal o Rattus norvegicus da
linhagem Wistar. Os animais foram fornecidos pelo biotério do Centro Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, com aprovacao prévia da
Comissdo de Etica no Uso de Animais sob protocolo n°® 125.054/2018. O periodo
experimental foi realizado no biotério experimental do Departamento de
Morfologia/lUFRN.

A amostra utilizada nesse estudo foi composta por 33 ratos machos com
idade aproximada de 60 dias, com peso entre 220-270 g. Os animais permaneceram
alojados em caixas de polipropileno providas de bebedouro e comedouro durante o
periodo de ambientacdo de uma semana. Foram alocados 4 animais por caixa,
mantidas em condi¢cdes controladas de temperatura (24+2°C) e de iluminacéao (ciclo
de 12 horas claro/ 12 horas escuro) e recebendo racdo e agua ad libitum. Os
animais foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos experimentais: grupo
controle: composto pelos animais saudaveis (C= 8); grupo controle tratado com OHB
(C+OHB=7); grupo diabético sem tratamento (D=10); e o grupo diabético tratado
com OHB (D+OHB= 8).

4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Com excecdo dos grupos compostos por animais normoglicémicos, 0s
animais passaram por um processo de inducdo de DM1, por meio de uma injecao
intraperitoneal com STZ (60 mg/kg) dissolvida em tampao citrato 0,1 M, pH 4,5. Uma
semana apos a inducdo do diabetes, a glicemia de todos os animais experimentais
foi mensurada por meio de um glicosimetro portati (ONETOUCH, Ultra®). Os
animais que exibiram glicemia = 250 mg/dl foram considerados diabéticos. Uma
semana apos a inducdo, iniciou-se a intervencdo terapéutica com OHB que foi
realizada por 60 min/dia, 5 dias por semana, durante 5 semanas. Ema cada sessao
0s animais foram expostos a 100% de oxigénio sob uma pressao de 2,5 (ATA)/min e
por um periodo de uma hora, apés isso foi realizada a descompressao a 1 ATA/min

e 0s animais foram retirados da camara. Todos 0s grupos experimentais passaram
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pela camara, os grupos C e D a camara foi ventilada com ar ambiente e nao
pressurizada enquanto os grupos C+OHB e D+OHB receberam o oxigénio
hiperbarico. Finalizado o periodo experimental, os animais passaram por jejum
noturno e foi realizada a eutanasia por exsanguinagdo cardiaca para posterior

remocao das amostras de duodeno.

4.3 ADMINISTRACAO DA OHB

Os animais dos grupos gue foram submetidos a OHB receberam tratamento
durante uma semana para adaptacdo a camara, bem como nas quatro semanas
posteriores. Os animais diabéticos iniciaram a adaptacdo na segunda semana apos
a inducdo da DM1. Em seguida, ficaram alocados em camara hiperbarica (Ecotec
Equipamentos e Sistemas Ltda/SP) por 60 min, durante cinco dias na semana, por
cinco semanas, de acordo com adaptacao do protocolo (AL-WAILI et al., 2006; XU et
al., 2017) (Figura 1).

Foi utilizado uma presséo no interior da camara de 2,5 atmosferas absolutas
(ATA) num indice de 1 ATA/min. A camara foi ventilada com 100% de O2 a um fluxo
de 15 L/min a fim de minimizar acimulo de CO>. Ao final, a cAmara foi lentamente

descomprimida a um indice de 1 ATA/min.

Figura 1- Protocolo de administracdo da OHB.

1 semana apds indugdo 5 semanas
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Oxigenoterapia Hiperbarica, 60
min/dia, 5 d/semana. O, a 100%
com 2,5 ATA.

Fonte: autoria propria.
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4.4 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apos a eutanasia dos animais foi feita uma incisdo abdominal, laparotomia,
para posterior coleta de amostras do duodeno. Todas as amostras coletadas, foram
lavadas com soro fisiolégico, e fixadas em formaldeido a 4% por 24h. Em outro
momento foi realizada a seccao seriada dos espécimes a 0,5 mm com aplicacéo de
uma Amostragem Aleatéria Uniforme e Sistematica (SURS) seguindo o principio
para analise estereolégica (BROWN, 2017) (Figura 2A). Em seguida, o material foi
alocado em cassetes e imersos em alcool 70% para seguir 0o processamento

histoldgico de rotina e coloragdo em Hematoxilina-eosina — HE (Figura 2A).

Apos a confeccao das laminas, estas foram submetidas a captura de imagens
utilizando um microscépio Optico com camera acoplada e conectados a um
computador. As imagens foram capturadas com a utilizagao das objetivas de 2x e 4x
(Figura 2B). O aumento menor foi utilizado para estimativa de volume de referéncia
(Vref) da parede, do lumen e do volume total, segundo o principio de Cavalieri
(BROWN, 2017). Enquanto o aumento maior foi realizado para estimar a densidade
de volume (Vv) das subcamadas mucosa, submucosa e musculares da parede
duodenal, sendo realizadas quatro fotos por seccdo histolégica, de acordo com o
principio de Delesse. ApoOs a captura das imagens foi sobreposto um sistema teste

guadratico para contagem de pontos que tocassem regifes de interesse (Figura 2C).

Figura 2- Esquema representativo da obtencdo de secgdes histoldgicas do duodeno. Aplicacédo da
amostragem SURS e laminas histologicas coradas em HE (A); modo de captura das imagens (B); e
aplicacéo de sistema testes (C).

A T=?mm: L B ox C bbb aabdop

+++++FFF+++

X bbb bk

Fonte: autoria propria.
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4.5 ANALISE ESTEREOLOGICA

Com uma abordagem que fornece estimativas imparciais de parametros
estruturais, a estereologia € uma ciéncia baseada em principios geométricos e
estatisticos. A partir da aplicacdo da analise estereoldgica obtém-se informacdes
tridimensionais (3D) com base em secc¢Oes bidimensionais (2D). As estimativas
provenientes de tal analise se enquadram basicamente em duas categorias sendo o
volume uma medida absoluta e a densidade uma medida relativa (GARCIA et al.,
2007).

4.5.1 Volume
Para a estimativa de Volume Referéncia (Vref) de Parede e de Lumen do

duodeno, seguindo o principio de Cavalieri, foi utilizada a seguinte formula:
Vref=2Zp x (@/p) x t x f11 x f1,

Onde Zp é 0 somatorio de pontos que tocam a regido de interesse (Parede ou
Lumen), a/p é a area por ponto do sistema teste quadratico que foi sobreposto nas
imagens, t é a espessura com a qual foi cortada no micrétomo em p?, f11 é o inverso
da fracdo que foi utilizada para amostragem do 6rgédo na seccdo seriada e f2 é o
inverso da fragdo aplicada na microtomia (GUNDERSEN et al., 2013). Para calcular
o volume de referéncia total foi realizado a soma dos valores de Vref de parede e

Vref de lumen.

4.5.2 Densidade de volume
Seguindo o principio de Delesse foi estimado a Densidade de Volume (Vv)

por subcamadas. Para isto se utilizara formula a seguir:

subcamada
Vy= ZRsubcamada
Y'p parede

onde Yp é o somatério de pontos que tocam a regido de interesse e a
subcamada neste caso pode ser mucosa, submucosa ou musculares (MANDARIM-
DE-LACERDA, 2003). Essa fracdo foi feita para estimar a propor¢cdo que cada
camada ocupa em relacdo ao total que é a parede. O volume absoluto foi obtido a
partir da multiplicacdo de Vv de cada subcamada da parede por Vref da parede
duodenal.
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4.6 MORFOMETRIA

4.6.1 Area de absorcao
Em microscopio trinocular de luz LEICA ICC50 HD® com camera acoplada a

um computador foram realizadas quatro microfotografias de cada secéo histologica
por animal e digitalizadas por meio do software Leica LAS EZ® (Leica Microsystems,
Buffalo Grove, USA). A avaliagdo microscopica foi realizada com o auxilio do
Software ImageJ®. Foram mensuradas a altura das vilosidades intestinais, as médias
de largura das vilosidades e a espessura das camadas musculares. Em todos os

parametros avaliados foram feitas 10 medidas por animal.

Com os dados de largura e altura das vilosidades foi quantificado a area de
superficie de absorcdo empregando a seguinte formula adaptada por (FERREIRA et
al., 2016): area de absorcédo= (LVx AV) / (LV/2)? onde LV representa a largura da
vilosidade enquanto AV representa a altura do da vilosidade conforme

esquematizado na (Figura 3).

Figura 3- Desenho esquematico da mensuracao da area de absor¢cdo duodenal.

Serosa

Muscular

Submucosa

Mucosa

Fonte: autoria propria.

4.7 IMUNO-HISTOQUIMICA (IHC)

As amostras incluidas em parafina foram submetidas a cortes de 4u de
espessura que foram dispostos em laminas silanizadas. Posteriormente os cortes
foram desparafinizados em xilol e reidratados em banhos de alcool em
concentracOes decrescentes. Em seguida foi realizada a recuperacdo antigénica

seguindo protocolos para imunomarcacdo por Estreptoavidina-Biotina (LSAB,
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labeled streptoavidina-biotin) utilizando os anticorpos CASPASE 3, para evidenciar
apoptose celular; IL 10, TNF-a e VEGF relacionados ao processo inflamatorio; e

SOD-1 e GPX para estresse oxidativo, sob diluicbes de 1:400.

Para quantificar a expressdo das proteinas das laminas histoldgicas de IHC,
com o auxilio de microscépio Optico e camera acoplada Leica ICC50 HD, imagens
foram digitalizadas e capturadas por computador por meio do Software Leica LAS
EZ. Cinco campos foram fotografados no aumento de 40x de cada animal e
analisadas por Image J®. A expressdo das proteinas foi obtida pela razdo entre as
areas de coloracdo DAB e H, que foram medidas apés a separacdo do corante
usando o plug-in Color Deconvolution do Image J® de acordo com o método ja
descrito por (BARTIS et al., 2016)

4.8 IMUNOFLUORESCENCIA

Para realizagdo da marcacdo dos anios superoxidos, foram utilizadas
amostras de cinco animais por grupo. Ap0s a eutanasia as amostras duodenais
foram fixadas em nitrogénio liquido e mantidas sob a temperatura 20°C. As amostras
foram colocadas em moldes preenchidos com Tissue Teck Compound (OCT) e
congeladas para posterior corte. Os blocos de OCT foram seccionados em uma
espessura de 20 um em um criostato (Cryostat Leica, Nussloc, Alemanha) a
temperatura de -20 °C. As laminas com as seccfes de duodeno foram lavadas com
solugéo salina tamponada (PBS) e em seguida incubadas com sonda fluorescente
para deteccdo de espécies reativas de oxigénio, o di-hidroetidio (DHE), numa
concentracdo de 10 mM. As imagens foram capturadas em um microscépio de
fluorescéncia (NIKON Eclipse Ti-E, NIKON, Jap&o).

Para andlise da fluorescéncia de cada animal foram realizadas 4 fotos no
aumento de 10x. A obtencdo da intensidade média de fluorescéncia foi obtida de
forma automatizada com o ImageJ. Para isso foram utilizadas as ferramentas
(image-adjust-colour threshold- select- analyze- histogram- RBG Red- mean) com
mesmo padrdo de Hue, Saturation e Brightness para todas as imagens conforme o
protocolo proposto por (SHIHAN et al., 2021).
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi performada por meio do software GraphPad Prism
(versdo 5.0). As variaveis foram submetidas a teste de normalidade e analise de
variancia (ANOVA ONE-WAY) seguido de poés-teste de Tukey. Os dados foram
expressos em média + erro padrdo da média e diferencas entre grupos foram

consideradas significativas quando (p < 0,05).
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RESUMO

A oxigenoterapia hiperbarica (OHB) tem sido amplamente utilizada para diversas
doencas, incluindo complicagbes associadas ao diabetes mellitus (DM). O objetivo
deste estudo foi investigar os efeitos da OHB nas alteracdes morfolégicas duodenais
causadas pelo DM. Neste trabalho, 33 ratos Wistar machos, com 60 dias de idade,
foram distribuidos nos seguintes grupos: controle (C, n = 8), controle + OHB
(C+OHB, n = 7), diabético (D, n = 10) e diabético + OHB (D+HBO, n = 8). O DM foi
induzido por injecdo de estreptozotocina (60 mg/kg, i.p.). O tratamento OHB foi
realizado em sessdes diarias de 60 minutos com pressao de 2,5 ATA durante 5
semanas. A morfologia foi avaliada por estereologia quantificando volume de
referéncia da parede, limen, volume total, densidade de volume da mucosa,
submucosa e camadas musculares e respectivo volume absoluto. As analises
morfométricas foram altura e comprimento das vilosidades, profundidade das criptas
e area de absorcdo da mucosa. A apoptose celular foi avaliada por imuno-
histoquimica com caspase-3. O DM levou a um aumento no volume da mucosa e na
area de absorcdo deuodenal associada a reducdo da apoptose. O DM também
causou atrofia submucosa. A OHB reverteu a reducdo da submucosa e preservou a
renovacao celular. Em resumo, o tratamento com OHB preveniu a atrofia submucosa

e manteve a renovacao dos enterdcitos via caspase-3 na mucosa duodenal.

Palavras-chave: Oxigenoterapia Hiperbarica; Diabetes Mellitus; Intestino delgado;

Morfometria.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) € um grupo de distarbios metabdlicos caracterizados
por niveis elevados de acucar no sangue. Sua causa € heterogénea e pode incluir
defeitos na secrecdo de insulina, na acao da insulina ou em ambos. O DM leva a
problemas no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas (Adler et al., 2021),
afetando o bem-estar dos individuos, das familias e da sociedade em todo o mundo.
Estima-se que a prevaléncia global da diabetes atingird 578 milhdes até 2030 e
podera atingir 700 milhdes até 2045 (Saeedi et al., 2019).

A longo prazo, o DM pode levar a complicacdes em diferentes sistemas
organicos, incluindo o trato gastrointestinal. Estudos realizados com modelos
animais e pacientes diabéticos demonstraram alteracdes na mucosa intestinal,
submucosa e camadas musculares (Da Rosa et al., 2015; Pereira et al., 2021;). Por
exemplo, a remodelacdo estrutural do intestino delgado no DM compreende
proliferacédo celular, alongamento de vilosidades e espessamento de camadas,
afetando principalmente a mucosa duodenal (Hvid et al., 2016; De Castro et al.,
2021).

O intestino delgado tem capacidade préopria de adaptar sua morfologia e
funcdo em resposta a estimulos internos ou externos. No DM, tais alteracfes podem
piorar o quadro hiperglicémico devido ao aumento da absorcdo de nutrientes
(Drozdowski e Thomson, 2006). Existem suposi¢cdes de que o intestino delgado
esteja envolvido na patogénese do DM | (Pellegrini et al., 2017) e tipo Il (Hvid et al.,
2016).

A forma como a hiperglicemia estimula o desenvolvimento dessas alteracfes

ndo € bem compreendida. Fatores como estresse oxidativo, alteracdes hormonais,
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vasculares e Iluminais tém sido mencionados como possiveis causas da
remodelagao do tecido intestinal (Bhor et al., 2004; Mayhew e Carson, 1989).

A oxigenoterapia hiperbarica (OHB) € uma ferramenta terapéutica eficaz no
tratamento de diversas doencas, infecgdes e lesdes teciduais (Pefa-Villalobos et al.,
2018). A OHB consiste na inalagdo de oxigénio 100% em uma camara com pressao
1,5 a 3 vezes acima da pressdo atmosférica normal. Sabe-se que o aumento da
concentracdo plasmatica de oxigénio ajuda a hemoglobina a atingir sua capacidade
maxima de transporte de oxigénio (Choudhury, 2018).

Foi demonstrado que a OHB estimula a proliferacdo e impede a apoptose de
células B, bem como reduz o infiltrado de células imunes das ilhotas pancreaticas
(Faleo et al., 2012; Song et al., 2020). Nas lesbes de isquemia/reperfusao intestinal,
o efeito da OHB na mucosa depende do momento de sua aplicagcdo. Quando
administrado antes ou durante a isquemia, reduz a apoptose, enquanto na
reperfusdo, a OHB aumenta a apoptose das células intestinais (Zhou et al., 2012).

Estudos demonstraram implicacbes da OHB na morfologia intestinal em
animais com doencas inflamatorias intestinais (Bertoletto et al., 2007; Dulai et al.,
2014; Guven et al.,, 2009; Yang et al., 2006). Contudo, ndo existem estudos que
investiguem os efeitos desta terapia na morfologia intestinal em condicdes
hiperglicémicas. Portanto, levantamos a hipotese de que a OHB possa promover
efeitos positivos no remodelamento intestinal causado pelo DM. A partir disso, 0
objetivo desta pesquisa é avaliar os impactos da OHB na morfologia duodenal de

ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais e grupos experimentais

Trinta e trés ratos Wistar machos, com 60 dias de idade e pesando entre 220
e 270 g foram utilizados para este estudo. Os animais foram cedidos pelo Biotério do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, com
aprovacdo prévia do estudo pelo Comité de Etica no Uso de Animais (certificado
namero 125.054/2018). Os ratos foram alojados em caixas de polipropileno mantidas
sob condigbes controladas de temperatura (24 £ 2 °C) e iluminagdo (ciclo
claro/escuro de 12 horas) com comida e agua ad libitum. Os animais foram
distribuidos em quatro grupos experimentais: controle ndo tratado (C, n=8, tratado
com OHB (OHB, n=7), diabético nédo tratado (D, n=10) e diabético tratado com OHB
(D+OHB, n). = 8). Parametros clinicos como glicemia, ingestao hidrica e alimentar

foram medidos durante todo o periodo experimental.

2.2 Inducéo quimica do DM1

A inducdo do DM1 foi realizada com uma unica injecao intraperitoneal de
estreptozotocina (STZ, 60 mg/kg) dissolvida em tampéo citrato 0,1 M, pH 4,5, a 4 °C.
Uma semana apos a inducao do diabetes, a glicemia de jejum de todos os animais
foi verificada por meio de glicosimetro digital (Accu-Chek Advantage, Roche
Diagnostics, S&o Paulo, Brasil). Foram considerados diabéticos os animais que

apresentaram niveis de glicemia = 250 mg/dL (Silva et al., 2022).

2.3 Regime OHB e eutanasia
A intervencdo com OHB foi iniciada uma semana apos a inducdo do DM e

realizada em camara hiperbarica (Ecotec Equipamentos e Sistemas Ltda/SP) por 60
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min/dia, cinco dias/semana, durante cinco semanas, seguindo protocolo previamente
descrito por (Al-Waili et al., 2006; Xu et al., 2017). Em cada sesséo, quatro ratos
foram colocados dentro da camara ao mesmo tempo, e foi utilizada uma presséo
absoluta de 2,5 atmosferas (ATA). A compressdo e a descompressao foram
realizadas a uma taxa de 1 ATA/min. Apés cinco semanas de tratamento com OHB,
0s animais foram submetidos a jejum noturno e anestesiados com isoflurano (2—3%).
Em seguida, foi coletado sangue (3—5 mL) da veia cava inferior para determinagao

da glicemia final. A eutanasia foi realizada por exsanguinagéo cardiaca.

2.4 Histologia

Os segmentos duodenais foram isolados, lavados com soro fisiolégico para
remocao de residuos alimentares e fixados com paraformaldeido a 4%. Vinte e
quatro horas depois, os espécimes foram desidratados em concentracdes
crescentes de alcool (70% a 100%), clarificados em xileno, embebidos em parafina,

seccionados em 4 um e finalmente corados com hematoxilina e eosina (HE).

2.5 Estereologia
Os cortes duodenais com 4 um de espessura foram obtidos pela técnica
Amostragem Sistematica Aleatdria Uniforme, seguindo o principio da analise
estereologica (Brown, 2017). A aquisicdo das imagens foi realizada utilizando um
microscopio de luz binocular OLYMPUS CX21 (OLYMPUS, Center Valley, EUA) com
camera acoplada e o software LEICA LAS EZ. As lentes objetivas utilizadas foram
de ampliacéo de 20x e 40x.
A menor ampliacao foi utilizada para estimar o volume de referéncia (Vref) da

parede e do lumen duodenal de acordo com o principio de Cavalieri. Um sistema de
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teste quadratico com uma area conhecida associada a cada ponto foi sobreposto as
microfotografias para contagem de pontos que tocassem areas de interesse (Marcos
et al., 2012). A partir disso, o Vref da parede e do limen duodenal foi obtido através
da seguinte formula:
Vref= Zp x (a/p) x t x 11 x f1s

Onde Zp é a soma dos pontos que tocam a regido de interesse (parede ou
limen), a/p € a area por ponto do sistema quadrado de teste, t € a espessura da
microssecc¢do do tecido, f-'1 é o inverso da fracdo utilizada para amostragem do
6rgdo no corte seriado, e f-'2 é o inverso da fracdo aplicada na microtomia
(Gundersen et al., 2013). A maior ampliacdo foi utilizada para estimar a densidade
de volume (Vv) da mucosa, submucosa e camadas musculares do duodeno em
quatro laminas histologicas, de acordo com o principio de Delesse (Garcia et al.,

2007), como segue:

_ Yplayer
Vv= Yp Wall

O simbolo Zp representa a soma dos pontos que tocam a regido de interesse
(camada individual ou parede) (Mandarim-de-Lacerda, 2003). Esta fracdo foi
utilizada para estimar a proporcao que cada camada ocupa em relacdo ao total que
€ a parede. O volume absoluto de cada camada foi obtido multiplicando-se o Vv da

camada pelo Vref da parede duodenal.

2.6 Morfometria

Foram tiradas quatro microfotografias de cada corte histologico por animal com
ampliacdo de 400x. A avaliacdo microscopica foi realizada com auxilio do software
ImageJ (v.1.54d National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). Foram realizadas

dez medidas de altura e largura das vilosidades intestinais por animal. Apdés a
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obtencdo dessas medidas, a area superficial de absorcado foi quantificada utilizando
a seguinte férmula: area de absorcdo = (LV x AV) / (LV/2)?, onde LV representa a
largura das vilosidades e AV representa a altura das vilosidades (adaptado de
Ferreira et al., 2016). Além disso, também foi medida a profundidade das criptas

intestinais.

2.7 Imunohistoquimica

Com base em dados prévios sobre hiperplasia da mucosa intestinal em animais
diabéticos, a técnica imuno-histoquimica foi empregada neste estudo para avaliar o
processo de apoptose no duodeno entre 0S grupos experimentais. Amostras
embebidas em parafina foram cortadas em 4 um e colocadas em laminas rotuladas.
As seccdes foram incubadas com anticorpo primario anti-caspase-3 (adquirido a
Invitrogen™ (Carlsbad, CA, EUA), para demonstrar a apoptose celular numa diluicéo
de 1:400. As fatias foram lavadas com PBS e incubadas com um anticorpo
secundario conjugado com estreptavidina/HRP (Biocare Medical, Concord, CA, EUA)
por 30 min. A imunorreatividade foi revelada com 3,3'-diaminobenzidina (DAB,;
DAKO-Agilent Technologies, Santa Clara, EUA; Cat. # GV825) e contrastada com
hematoxilina (H).

Cinco campos aleatérios foram fotografados com ampliagcédo de 400x para cada
animal. Em cada imagem, a expressao da caspase-3 foi obtida pela razdo entre as
areas dos corantes DAB e hematoxilina, que foram medidas apdés a separacao
utilizando o plug-in Color Deconvolution do ImageJ conforme método previamente

descrito por Bartis et al., 2016.
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2.8 Andlise estatistica

Utilizando o software GraphPad Prism, todas as variaveis medidas foram
submetidas ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Foram realizados testes
de hipéteses ANOVA unidirecional, seguidos de poés-testes de Tukey. Os dados
foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Foram consideradas

diferengas significativas quando o valor de p foi < 0,05.

3. RESULTADOS

3.1 Glicemia, peso corporal, consumo de agua e alimentos

Caracteristicas tipicas do modelo experimental, como hiperglicemia, perda de
peso e aumento da ingestdo alimentar, foram observadas ap6s a inducdo do
diabetes com STZ até o final do experimento, conforme mostrado na Tabela 1. O
tratamento com OHB néo teve efeitos significativos na glicemia. A OHB causou
perda de peso corporal e diminuicdo do consumo de agua no grupo C+OHB versus
grupo C. O aumento na ingestdo alimentar causado pelo DM, entretanto, foi

atenuado pela OHB.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos ratos segundo grupo experimental.

C C+OHB D D+OHB
Glicose sanguinea 165.9+14.6 120.6+6.9 614.3+9.5% 653.6+30.0
(dL/mg)
Peso corporal (g) 340.0+12.2 296.8+7.0 192.5+8.5+# 195.8+10.9"%
Consumo de agua 221.3+3.0 188.0+13* 230.5+5.6% 220+5.6
(ml)
Consumo de racdo (g) 22.8+0.2 21.9+1.1 47.5+1.1% 40.1+1.2°#

Dados expressos como média + SEM. *Diferenca significativa vs grupo controle, # vs grupo C+OHB

3.2 Estereologia

SeccOes histologicas representativas do duodeno sdo mostradas na Figura
1A. O Vref da parede, lumen e a relacdo Vref parede/limen sao visualizados nas
Figuras 1B, C e D, respectivamente. No geral, houve um aumento significativo no

Vref da parede intestinal nos grupos C + OHB, D e D + OHB em comparac¢ao com o
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grupo C. Enquanto isso, o Vref do [limen diminuiu significativamente no grupo D em
comparacdo com o0s grupos tratados com OHB (Figura 1C). Na relacdo Vref
parede/limen, o tratamento com OHB reverteu significativamente a alteracao

causada pelo DM (Figura 1D).
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Figura 1. Volume de referéncia (Vref) segundo principio de Cavalieri. Grupo controle (C), grupo
controle tratado com oxigénio hiperbarico (C+OHB), grupo diabético (D), grupo diabético tratado com
oxigénio hiperbérico (D+OHB). Secc¢des transversais do duodeno coradas com HE com ampliacéo de
20x e escala de barra de 1000 um (A). Parede Vref P = 0,0156 (B), limen Vref P = 0,0007 (C) e razéo
parede/limen P < 0,0036 (D). *Diferenca significativa vs grupo C; # versus D.

Com base nos resultados do Vref da parede, foi avaliado o Vv das camadas
individuais (mucosa, submucosa e muscular) (Tabela 2). A mucosa duodenal dos
animais diabéticos apresentou aumento significativo da Vv em comparacdo aos
grupos C e C+OHB. Em contrapartida, a submucosa apresentou tendéncia a
diminuir nos grupos diabéticos, e a camada muscular foi significativamente menor

(Tabela 2).
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Tabela 2. Vv das camadas do duodeno segundo 0s grupos experimentais.

C C+OHB D D+OHB
Mucosa Vv (%) 74.38+1.1 75.77+1.0 83.0+0.4 82.29+0.8%
Submucosa Vv (%) 9.24+1.1 7.66+0.3 7.0£0.2 6.71%+0.4
Muscular Vv (%) 16.38+0.6 16.57+0.8 10.0+0.4"% 11.29+0.6"
Total (%) 100 100 100 100

Dados expressos como média + SEM. *Diferenca significativa versus grupo controle, # versus grupo

C+OHB.

A patrtir do Vref da parede e do Vv das camadas duodenais, foi calculado o
volume absoluto de cada camada, conforme Figura 2. A mucosa apresentou
aumento significativo do volume absoluto nos grupos C+OHB, D e D+OHB (Figura
2A). Houve reducao significativa da submucosa no grupo D em comparacdo aos
demais grupos C, C+OHB e D+OHB. Em relacdo a camada muscular, 0 grupo
C+OHB teve aumento significativo em relacdo aos grupos C, D e D+OHB (Figura 2

C).
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Figura 2. Volume duodenal absoluto. Grupo controle (C), grupo controle tratado com oxigénio
hiperbérico (C+OHB), grupo diabético (D), grupo diabético tratado com oxigénio hiperbarico (D+OHB).
Mucosa (A), Submucosa (B) e camada muscular (C). P < 0,0001. *Diferenca significativa vs grupo C,
# vs grupo D.
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3.3 Morfometria

Como o aumento do volume da parede duodenal nos animais diabéticos foi
devido ao aumento da mucosa, avaliamos a morfometria das criptas e vilosidades
que compdem esta camada (Tabela 3). A altura das Vvilosidades foi
significativamente maior nos grupos D e D+OHB em comparacdo aos grupos C e
C+OHB. Por outro lado, a largura das vilosidades foi significativamente menor nos
grupos C+OHB, D e D+OHB em relacdo ao grupo C. A profundidade das criptas
apresentou tendéncia de aumento nos grupos D e D+OHB versus grupo C, no
entanto, ndo foi estatisticamente significativo. O grupo tratado com D+OHB
apresentou discreta atenuacdo das alteracdes na altura das vilosidades e

profundidade das criptas em comparacéo ao grupo D (Tabela 3).

Tabela 3. Dados morfométricos do duodeno segundo cada grupo experimental.

C C+OHB D D+OHB
Altura de vilo (um)  264.6+11.5 247.9+17.2 375.5+13.0%# 366.6+17.6*
Largura de vilo 65.38+1.6 52.64+0.7* 53.03+3.0* 54.25+2.6*
(um)
Profundidade de 88.48%6.0 85.09+7.2 108.9+4.2# 102.9+5.9
cripta (um)

Dados expressos como média + SEM. *Diferenca significativa vs grupo C, # vs grupo C+OHB.

A partir das medidas das vilosidades foi calculada a area de absorcdo do
duodeno (Figura 3). Os grupos D e D+OHB apresentaram aumento significativo na

area de absorcdo em comparacao aos grupos C e C+OHB.
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Figura 3. Area de absorcéo. Grupo controle (C), grupo controle tratado com oxigénio hiperbarico
(C+0OHB), grupo diabético (D), grupo diabético tratado com oxigénio hiperbarico (D+OHB). Seccdes
transversais do duodeno coradas com HE com ampliacdo de 40x, barra de escala de 500 ym (A).

Gréfico representativo da quantificacdo da area de absorcéo (B). *Diferenca significativa vs grupo C,
# vs grupo C+OHB. P<0,0001.

3.4 Imunohistoquimica

Os resultados da imunomarcacdo para caspase-3, proteina envolvida na
apoptose celular, sdo mostrados na Figura 4. Os grupos C+OHB e D+OHB foram
estatisticamente semelhantes ao grupo C. O grupo D apresentou reducao

significativa na expressao dessa proteina em comparacao aos grupos C e C+OHB.

Cc C+OHB
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0.6+

0.24

Razao da area DAB/H Caspase-3

0.0~
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Figura 4. Imunohistoquimica de caspase-3 em mucosa duodenal. Cortes transversais contrastados
com hematoxilina (H) mostrando imunorreatividade na coloragdo amarela a marrom (A). Gréfico
representando a quantificacdo de caspase-3 no tecido. Ampliagdo 400x, escala de barra de 50 pm.
*Diferenca significativa vs grupo C, # vs grupo C+OHB, T vs grupo D. P = 0,0003.
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4. DISCUSSAO

Os efeitos da OHB no trato intestinal foram até agora descritos em relacdo a
algumas condic¢des inflamatdrias, como doenga de Crohn, colite ulcerativa (Dulai et
al., 2014), enterocolite (Guven et al., 2009), jejunoileite (Nandi et al., 2009),
jejunoileite (Nandi et al., 2009). ., 2010), isquemia (Bertoletto et al., 2007), disfuncéo
intestinal crénica apoOs radioterapia e microbioma intestinal (Albenberg et al., 2014).
Entretanto, ndo foram encontrados estudos que apontem seus efeitos na morfologia
intestinal no DM.

A OHB atenuou a polifagia no grupo D+OHB versus grupo D. Em
contrapartida, nos demais parametros de peso, ingestao hidrica e niveis de glicemia,
nao houve efeito positivo. Esses dados estdo de acordo com os resultados dos
ensaios realizados por (Matsunami et al.,, 2009, 2011) onde a glicemia é
intensificada pelo tratamento com OHB no grupo D+OHB. Da mesma forma, nao
houve impedimento a perda de peso, comum neste modelo em animais tratados
com OHB.

Em outro estudo com ratos Sprague Dawley com DM Il induzido pela
combinacédo de dieta hiperlipidica e STZ, a exposicdo a 28 sessdes de OHB com
protocolo semelhante ao utilizado em nosso estudo ndo foi capaz de melhorar a
sensibilidade a insulina e a tolerancia a glicose. Além disso, ndo promoveu efeitos
significativos na apoptose e proliferacdo celular em ilhotas pancreaticas apos 6
semanas de tratamento em comparacdo com animais diabéticos néo tratados (Xu et
al., 2020).

Em contraste, camundongos com DM tipo Il alimentados com alto teor de
gordura e expostos a OHB por uma semana mostraram melhora na sensibilidade a

insulina e reducéo da glicemia. Este resultado foi atribuido ao aumento da expressao
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dos transportadores Glut-4 no musculo esquelético (Liu et al., 2020). Outro estudo
realizado em pacientes obesos com ou sem DM tipo Il expostos a OHB mostrou
aumento da sensibilidade a insulina, bem como reducdo de marcadores
inflamatdrios como o TNF-a e aumento da IL-6, uma citocina antiinflamatoria. Esses
efeitos foram mantidos por pelo menos 30 minutos apds a saida da céamara
hiperbarica (Wilkinson et al., 2020).

Ja era esperado que a parede duodenal apresentasse espessamento nos
animais diabéticos, 0 que consequentemente contribuiu para um aumento
significativo do volume total de referéncia (De Castro et al., 2021). No entanto,
nossos resultados sugerem que a hiperoxigenacdo tecidual também causa
hipertrofia da parede nos grupos C+OHB e D+OHB, mesmo com o0s niveis de
apoptose permanecendo normais, como mostrado pela marcagdo com caspase-3.
Em relacdo a luz, o grupo D apresentou restricdo luminal enquanto os demais
grupos tiveram esse espacgo preservado. A exposicdo a OHB preservou 0 espago
luminal conforme observado no Vref e confirmado pela relacéo parede/lGmen.

O aumento do volume da parede intestinal proporciona maior area para
absorcdo de nutrientes em animais diabéticos. Essa plasticidade tecidual tem sido
relacionada a hiperfagia comum neste modelo experimental (Le Gall et al., 2019). O
DM regula positivamente a taxa de mitose dos enterdcitos na mucosa duodenal,
como ocorre no jejuno e ileo de ratos diabéticos (Dorfman et a., 2015).

Por outro lado, com a camada submucosa ocorre uma diminuicdo do seu
volume (Da rosa., et al 2015; De Castro et al., 2021). A submucosa € composta por
tecido conjuntivo rico em vasos sanguineos que promove nutricdo e oxigenacdo do

tecido epitelial avascular da mucosa. A remodelacdo que aqui ocorre prejudica a
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perfusdo da mucosa e da propria submucosa. O tratamento com OHB melhorou
significativamente a alterag&do no volume submucoso absoluto.

A mucosa intestinal, ao contrario das outras camadas, sofre constante perda
e regeneragdo celular (William K. Ovalle e Patrick C. Nahirney., 2022). Este
processo envolve a proliferacdo continua de células epiteliais na base da cripta com
migracdo em direcdo as vilosidades (Umar, 2010). A OHB pode estimular a
proliferacéo celular fornecendo oxigénio e pode contribuir para o aumento da morte
celular através do estresse oxidativo, liberando espécies reativas de oxigénio (Pefia-
Villalobos et al., 2018; Weber et al., 2009). Esses achados estdo de acordo com o
remodelamento da mucosa duodenal encontrado no grupo C+OHB, que, mesmo
com niveis normais de caspase-3, permaneceu espesso.

O Grupo D teve reducao significativa na expressdo da caspase-3, 0 que
contribuiu para o aumento da mucosa. Os grupos C+OHB e D+OHB apresentaram
taxas normais de apoptose, mas continuaram com mucosa espessa, mostrando que
o tratamento com OHB pode estimular tanto a proliferacdo celular quanto a
apoptose. Neste caso, a proliferacéo foi superior a apoptose.

Ao avaliar a mucosa duodenal, submucosa e musculo, observou-se uma
reorganizacdo na densidade de volume dessas camadas. Nos grupos diabéticos a
proporcdo de mucosa aumentou significativamente. Essa alteracdo ocorreu devido
ao aumento da altura das vilosidades e criptas, 0 que consequentemente contribuiu
para o0 aumento da area de absor¢cado nesses grupos.

A hiperoxigenacdo mostrou-se benéfica na preservacdo do volume absoluto
da submucosa em animais diabéticos tratados com OHB. Enquanto na camada
muscular o tratamento teve efeito significativo apenas no grupo controle tratado com

OHB.
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A apoptose das células epiteliais intestinais é necessaria para a homeostase
da mucosa deste 6rgdo. Em estudo anterior com ratos diabéticos induzidos por STZ
(NODA et al., 2001), foi evidenciado aumento da mucosa intestinal e a apoptose
diminuiu uma semana ap6és a inducdo do DM, mas retornou ao estado controle apés
trés semanas. Os autores propuseram que esta reducéo da apoptose na fase inicial
pode ser parcialmente responsavel pelo aumento da altura da mucosa intestinal,
mas que outros fatores de crescimento induzidos pela hiperfagia também podem
estar envolvidos. Em nossos resultados, a reducdo da apoptose em animais
diabéticos persistiu até o final do experimento, conforme também relatado em nosso
estudo anterior (De Castro et al., 2021).

No pancreas de ratos diabéticos induzidos por STZ tratados com OHB
durante uma semana, ndo houve efeito na atividade da caspase-3 e na expressao
de mRNA (Matsunami et al., 2011). No entanto, houve uma regulacdo negativa de
Bcl-2, um fator antiapoptotico, em contraste com a regulacdo positiva dos niveis de
MRNA do fator apoptoético Bax no grupo DM + OHB. Este estudo também observou
aumento do estresse oxidativo devido a exposicdo a OHB, sugerindo assim que a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) causada pela exposicdo a OHB
pode promover aumento da apoptose por via alternativa, considerando que nao
houve efeito sobre caspase- 3 (Matsunami et al., 2011).

Em um estudo anterior, camundongos foram divididos em grupos controle e
OHB para avaliar a resposta das ceélulas-tronco intestinais (Pefia-Villalobos et al.,
2018). Para apoptose, a Caspase-3 foi marcada e para a proliferacdo celular, a BrdU
foi marcada. Na analise histologica foram escolhidas 36 criptas do primeiro terco do
intestino de cada animal para contagem de células positivas. Neste estudo, nenhum

efeito significativo foi encontrado na dinamica da proliferacdo celular e apoptose. O
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gue foi observado foi diferenca na distribuicdo das células marcadas com BrDU, o
grupo Controle apresentou mais criptas com menos células positivas enquanto o
grupo OHB apresentou menos criptas e maior numero de células positivas. Esse
resultado foi atribuido a possibilidade do tratamento com OHB fazer com que as

células proliferassem de forma mais organizada.

5. CONCLUSAO

O DM levou ao espessamento da parede duodenal devido a proliferacdo da
mucosa associada ao aumento da area absortiva e a atrofia submucosa. Embora a
propria OHB também promova espessamento da parede, preveniu a atrofia
submucosa causada pelo DM e preservou melhor o espaco luminal. Aléem disso, a
remodelacdo duodenal induzida pela OHB envolveu hipertrofia da camada muscular
em animais saudaveis. O DM pareceu atenuar a apoptose mediada por caspase-3,
enquanto o duodeno diabético tratado com OHB apresentou expressdo normal de

caspase-3, sugerindo manutencdo da renovacéao dos enterocitos.
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RESUMO

Complicacdes morfofisiolégicas intestinais sdo comuns no Diabetes Mellitus (DM),
sendo o estresse oxidativo e a inflamacdo preditores dessas alteracdes. Nosso
objetivo com este estudo é avaliar os efeitos da oxigenoterapia hiperbarica (OHB)
sobre esses mecanismos. Para isso foram utilizados 33 ratos Wistar machos, com
60 dias de idade, alocados em 4 grupos: grupo controle (C, n=8), controle + OHB
(C+OHB, n=7), diabético (D, n=10) e diabético + OHB (D+OHB, n=8). O DM foi
induzido com injecdo de estreptozotocina (60mg/kg, i.p.). Os grupos C+OHB e
D+OHB receberam tratamento 100% OHB a uma presséao de 2,5 ATM durante 5
semanas. Apoés o tratamento, 0s animais permaneceram em jejum durante a noite e
a eutanasia foi realizada por exsanguinacdo cardiaca. Para avaliar a inflamacéo
intestinal e o estado oxidativo, foi realizada marcacdo imuno-histoquimica para IL-
10, TNF-a, VEGF, SOD-1, GPX e imunofluorescéncia intracelular de ERO. A
intervencdo OHB promoveu reducéo de IL-10, aumento de VEGF, TNF-a, SOD-1,
GPX e ROS. A partir disso, concluimos que a hiperoxigenacdo, a0 mesmo tempo
gue aumenta o estresse oxidativo, também potencializa o sistema antioxidante

conferido pelo aumento na concentracédo das enzimas antioxidantes SOD-1 e GPX.

Palavras-chave: Oxigenoterapia Hiperbarica; Estreptozotocina; Duodeno;

Inflamacéao; Estresse oxidativo.

1 INTRODUCAO

Complicagdes na morfofisiologia intestinal sdo frequentes tanto em humanos
quanto em animais diabéticos (1). Essas alteracGes levam ao surgimento de sinais

clinicos que caracterizam a gastroenteropatia diabética, onde sdo comuns refluxo,
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dismotilidade, retencdo gastrica, azia, disfagia, nausea, distensdo abdominal,
diarreia e constipacao (2,3). Esses sinais clinicos sdo acompanhados por alteracfes
no nivel tecidual, como alteracdes no volume da parede intestinal, alteracdes na
biomecénica tecidual e desequilibrios na expressao de moléculas envolvidas na

inflamac&o, apoptose celular e estresse oxidativo (4-8).

O Diabetes Mellitus (DM) é uma sindrome metabdlica cronica que envolve um
distirbio no metabolismo de acucares, lipidios e proteinas, resultando em
complicacbes em multiplos sistemas do corpo (9). Esta sindrome afeta milhdes de
pessoas em todo o mundo e é considerada a terceira principal causa de mortalidade,
atrds de malignidades e doencas vasculares, respectivamente (10). De acordo com
sua etiologia, o DM pode ser classificado em quatro tipos: Diabetes Mellitus Tipo 1
(DM1), Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2), Diabetes Mellitus Gestacional e outros tipos
especificos (11). Todas as formas tém como principal caracteristica a hiperglicemia

cronica (12).

A hiperglicemia crbnica esta associada ao aumento do estresse oxidativo pela
formacdo de radicais livres (13). O estresse oxidativo e a inflamacdo s&o
caracteristicas comuns no DM e estdo implicados nas complicacbes de multiplos
orgdos, associadas ao DM. Tanto o estresse oxidativo quanto a inflamacdo sao
processos, em parte, ativados pelos mesmos estimulos, com a geracado de espécies

reativas de oxigénio (EROS) resultantes do aumento da autooxidacao da glicose (6).

A oxidacédo de substratos utilizando O2 para obtencéo de energia é essencial
a vida. Neste processo, 0 O é reduzido a intermediarios chamados EROS. Estas
moléculas pro-oxidantes levam a danos celulares quando n&o sé&o contrabalancadas

pelo sistema antioxidante. Carboidratos, lipidios, proteinas e DNA sdo os principais
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alvos das alteracBes induzidas por ROS (14). Assim, o aumento dos niveis de

glicose no sangue pode exacerbar a formacdo de EROS no nivel mitocondrial (15).

A oxigenoterapia hiperbarica (OHB) aumenta a concentracéo de O dissolvido
no sangue e restaura a oxigenacdo dos tecidos mal perfundidos. Este tratamento
envolve a administragéo intermitente de Oz a 100% a uma presséo superior a 1
atmosfera absoluta (ATA) (16). Os efeitos positivos da hiperoxigenacdo foram
demonstrados em complica¢cBes diabéticas e doencas inflamatérias intestinais (17-

22).

Em relacdo aos processos de estresse oxidativo e inflamagdo, ha
controvérsias sobre seus efeitos, visto que a medida que o tratamento com OHB
eleva os niveis de EROS, também parece potencializar a defesa antioxidante
(23,24). Em condigbes normais, a liberacdo de EROS atua beneficamente,
sinalizando e regulando processos como diferenciacdo celular, senescéncia e
apoptose. Porém, quando produzidos em excesso, também atuam como mediadores

inflamatorios (25).

O intestino delgado esta naturalmente exposto ao desequilibrio redox celular
e a inflamacdo (26), mas isto pode ser acentuado pela hiperglicemia. Até o
momento, ndo ha estudos que tenham observado os efeitos da OHB no duodeno em
diabéticos. Portanto, o objetivo deste trabalho é investigar se o tratamento com OHB
pode resultar em melhorias nos aspectos inflamatérios e oxidativos deste orgéao.
Nossos resultados podem fornecer informacfes importantes que ajudardo na melhor
compreensao dos efeitos da hiperoxigenacdo nas complicacdes intestinais do

diabético.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais e desenho experimental

Neste estudo foi utilizada como modelo animal a linhagem Wistar da espécie
Rattus novergicus, com 60 dias de idade e peso entre 220 a 270 g. A amostra de 33
animais foi cedida pelo biotério do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte, com aprovacao prévia do projeto pelo Comité de
Etica no Uso de Animais sob certificado nimero 125.054/2018. O periodo
experimental foi realizado no biotério experimental do Departamento de

Morfologia/lUFRN.

Os animais foram alojados em caixas de polipropileno sob condicdes
controladas de temperatura (24 £ 2°C) e iluminacao (ciclo de 12 horas de luz/12
horas de escuro) com racdo e agua ad libitum. Os ratos foram alocados em quatro
grupos experimentais: grupo controle composto por animais saudaveis (C, n=8),
grupo controle tratado com oxigenoterapia hiperbarica (C+OHB, n=7), grupo
diabético ndo tratado (D, n=10) e grupo diabético tratado com oxigenoterapia
hiperbarica (D+OHB, n=8). Dados clinicos como glicemia e peso foram medidos

durante o experimento.

2.3 Inducao do modelo DM1

A inducdo do DM1 foi realizada com dose Uunica (60 mg/kg) de
estreptozotocina dissolvida em tampao citrato 0,1 M, pH 4,5, a 4°C, via injecao
intraperitoneal. Uma semana apo0s a inducédo do diabetes, a glicemia de jejum de

todos os animais experimentais foi verificada por meio de um glicosimetro digital
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(Accu-Chek Advantage, Roche Diagnostics, Sao Paulo, Brasil). Animais que

apresentaram niveis de glicemia 2250 mg/dl foram considerados diabéticos (27).

2.4 Tratamento OHB

A intervencéo terapéutica foi iniciada uma semana apos a inducdo do DM1
por 60 min/dia, 5 dias/semana, durante 5 semanas em camara (Ecotec
Equipamentos e Sistemas Ltda/SP) seguindo protocolo previamente descrito
(28,29). Uma pressdo de 2,5 atmosferas absolutas (ATA) foi utilizada dentro da

camara a uma taxa de 1 ATA/min.

A camara foi ventilada com 100% de O2 a uma vazdo de 15 L/min para
minimizar o acumulo de CO2. Ao final, a camara foi descomprimida lentamente a
uma taxa de 1 ATA/min. Quatro animais foram colocados na camara hiperbarica por
vez durante cada sessdo. ApO0s 5 semanas de tratamento, os animais foram
submetidos a jejum noturno e anestesiados com isoflurano (2-3%). Em seguida, foi
coletado sangue (3-5 mL) da veia cava inferior para determinacdo dos niveis finais

de glicemia e realizada a eutanasia por exsanguinacao cardiaca.

2.5 Imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica foi empregada neste estudo para avaliar
parametros inflamatorios e de estresse oxidativo. Amostras embebidas em parafina
foram seccionadas em 4y de espessura e colocadas em laminas sinalizadas. Os
cortes foram incubados em estufa a 40°C por 24 horas, sendo entédo

desparafinizados em xilol e reidratados em concentragdes decrescentes de banhos
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de alcool. A recuperacdo antigénica foi realizada seguindo protocolos de marcacéo
com estreptavidina-biotina (LSAB). Entre as moléculas avaliadas estavam
Interleucina-10 (IL-10) com ac¢do anti-inflamatoria, Fator de Necrose Tumoral Alfa
(TNF-a), Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) ambos com acéo pro-

inflamatéria, SOD-1 e antioxidante GPX enzimas sob uma diluicdo de 1:400.

Para analisar e montar o painel de secdo IHC, foram utilizados um
microscopio Optico e uma camera Leica ICC50 HD. O software Leica LAS EZ foi
utilizado para digitalizar as laminas. Cinco campos aleatérios foram fotografados
com ampliacdo de 400 vezes para cada animal. A expressado de citocinas e enzimas
foi obtida pela razdo entre as areas de coloracdo DAB e Hematoxilina, que foram
medidas apos a separacdo do corante utilizando o plugin Color Deconvolution do

Image J®, conforme método descrito anteriormente (30).

2.6 Imunofluorescéncia

Para avaliar a formacdo de EROS intracelulares, foi utilizado o corante
fluorescente diidroetidio (DHE). Amostras duodenais de cinco animais de cada grupo
foram lavadas com solucdo salina e fixadas em nitrogénio liquido e mantidas a
temperatura de -20°C. Os tecidos foram incluidos em moldes preenchidos com
Tissue Teck Compound (OCT) e congelados para posterior seccionamento. Os
blocos de OCT foram seccionados com espessura de 20 um utilizando um criostato
(Cryostat Leica, Nussloc, Alemanha) a uma temperatura de -20°C. Os cortes do
duodeno foram lavados com solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) e depois
incubados com a sonda fluorescente para espécies reativas de oxigénio, DHE, na

concentracédo de 10 puM por 30 minutos a 37°C em camara Umida protegida da luz.
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Em seguida, as laminas foram lavadas antes da montagem com Meio de Montagem
Fluorescente (DAKO®) com laminulas. As imagens foram capturadas usando um

microscoépio de fluorescéncia (Eclipse Ti-E, NIKON, Japao).

Para analisar a fluorescéncia de cada animal, foram tiradas quatro fotos com
aumento de 10x. A intensidade média de fluorescéncia foi obtida automaticamente
usando ImageJ. As ferramentas (image-ajuste-cor limiar-selecionar-analisar-
histograma-RBG Red-mean) foram utilizadas com o mesmo padrdo de Matiz,
Saturacdo e Brilho para todas as imagens de acordo com o protocol proposto por

(31).

2.7 Analise estatistica

As variaveis foram submetidas ao teste de normalidade de Komorov-Smirnov,
e aquelas com distribuicdo normal foram analisadas por meio do teste de hip6teses
ANOVA one-way, seguido de poés-teste de Tukey. Os dados foram expressos como
média * erro padrdo da média (EPM). Foram consideradas diferencas significativas
quando o valor de p foi < 0,05. O software Graphpad Prism foi utilizado para realizar

as analises.

3 RESULTADOS

3.1 Glicemia e peso

Os animais induzidos com STZ permaneceram hiperglicémicos até o final do

experimento e apresentaram reducdo no peso corporal conforme mostrado na



81

(Figura 1 A e B). O tratamento com oxigénio hiperbarico néo teve efeitos preventivos

sobre essas alteragdes.
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Figura 1 Glicose e peso. Grupo controle (C), grupo controle tratado com oxigénio hiperbarico
(C+OHB), grupo diabético (D), grupo diabético tratado com oxigénio hiperbarico (D+OHB). Glicemia
(A), P=0,004; Peso (B), P=0,0001. *Diferenca significativa vs grupo controle, # vs grupo C+OHB.

3.1 Inflamacéo

A Figura 2A mostra micrografias representativas de cortes transversais
duodenais com imunorreatividade revelada em amarelo-marrom e contrastagcdo em
azul devido a hematoxilina. Nas Figuras 2B, C e D observa-se a relacdo area DAB/H
dessas marcacdes. Nenhuma dessas citocinas apresentou diferenca significativa
entre os grupos. A IL-10 apresentou menor marcacao nos grupos C+OHB, D e
D+OHB (Figura 2B). Enquanto isso, 0 TNF-a revelou aumento nos grupos tratados
com OHB (Figura 2C). Em contraste, a marcacao do VEGF foi reduzida nos grupos

C+OHB, D e D+OHB (Figura 2D).
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Figura 2 Efeitos da OHB nas citocinas envolvidas na inflamag&o. Cortes transversais contrastados
com hematoxilina mostrando imunorreatividade na cor amarelo-marrom. Ampliacdo de 400x, escala
de barra 50 um (A). Raz&do de imunorreatividade DAB/H em tecido duodenal. IL-10, P= 0,0991 (B);
TNF-a, P=0,1787(C); VEGF, P = 0,0790 (D).

3.3 Efeitos antioxidantes da OHB

A Figura 3A mostra micrografias representativas de cortes transversais
duodenais contrastados com hematoxilina com imunorreatividade na cor amarelo-
marrom para as enzimas antioxidantes SOD-1 e GPX. As Figuras 3B e C mostram a

relacdo DAB/H dessas enzimas.
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Figura 3 Efeitos da OHB nas enzimas antioxidantes. Cortes transversais contrastados com
hematoxilina mostrando imunorreatividade na cor amarelo-marrom (A) com aumento de 40X, barra de
escala 50pm. Raz&o de imunorreatividade DAB/H em tecido duodenal. SOD-1, P= 0,0051 (B); GPX, P
=0,5099 (C).

3.4 Efeitos da OHB nas espécies reativas de oxigénio

A Figura 4 mostra que a sonda DHE emitiu fluorescéncia em todas as secfes
transversais duodenais dos grupos experimentais. Um aumento na intensidade de
fluorescéncia € perceptivel nos grupos C+OHB, D e D+OHB, com significancia

observada apenas nos dois Ultimos em comparacao ao Controle.

C+OHB

300+

D+OHB

nN

(=1

o
L

relagdo ao controle (%)
—
(=]
<

o
L

Intensidade de fluorescéncia em

C C+OHB D D+OHB

Figura 4 Marcador oxidativo em tecido duodenal. Cortes transversais duodenais mostram a
intensidade da fluorescéncia emitida pela sonda DHE, que indica o nivel de EROS intracelular (A).
Niveis de EROS no tecido duodenal (B). Grupo controle (C), grupo controle tratado com OHB
(C+OHB), grupo diabético (D) e grupo diabético tratado com OHB. N= 4 por grupo. *diferenca
significativa versus grupo C. P= 0,0058.
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4 DISCUSSAO

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a avaliar parametros de estresse
oxidativo e inflamacdo no tecido duodenal de animais diabéticos submetidos a
terapia com OHB. No trato gastrointestinal, a terapia OHB tem sido utilizada
principalmente para tratar doencas inflamatérias como doenca de Crohn, colite
ulcerativa, enterocolite, isquemia, jejunoileite e disfuncéo intestinal (17-21). Apesar
dos beneficios demonstrados, existem controvérsias sobre seus efeitos na
inflamacé&o. Nesse processo, embora a terapia OHB gere mais espécies reativas de
oxigénio, possivelmente também permite que o sistema antioxidante enfrente isso

(23,24).

Em nossos resultados, o tratamento com OHB reduziu os niveis de IL-10 e
aumentou TNF-a, VEGF, SOD-1 e GPX. O DM desencadeia a ativacdo de diversas
vias de sinalizacdo envolvidas nas complicacfes diabéticas, incluindo inflamacéo e
estresse oxidativo, aos quais a mucosa intestinal € vulneravel (5,32). O DM1 é
resultado de uma resposta inflamatoéria autoimune que destréi células produtoras de
insulina (33). A hiperglicemia leva a um aumento na geragdao de EROs, o que

desencadeia a expressao de citocinas envolvidas na inflamagao (34).

A glicemia e o peso dos animais diabéticos ndao melhoraram com a
hiperoxigenagcédo, como visto anteriormente (35,36). Em outro estudo com modelos
obesos ou com DM2 expostos ao OHB por uma semana, houve melhora na
sensibilidade a insulina e reducdo na glicemia. Este resultado foi atribuido a um
aumento na expressdo dos transportadores Glut-4 no musculo esquelético (37).
Essas variacdes nos resultados podem ser consequéncia de diferentes protocolos

terapéuticos, bem como de mudancas nos modelos experimentais.
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A coloracdo com IL-10, citocina anti-inflamatéria, ndo apresentou diferencas
significativas entre 0s grupos, porém pode-se observar reducdo na sua expressao
nos grupos C+OHB, D e D+OHB no grafico. No grupo D isso era esperado conforme
resultados anteriores (5,38). Curiosamente, os grupos C+OHB e D+OHB também
tiveram reducdo na IL-10. Possivelmente, OHB e DM tenham alguma acdo na
expressdo de IL-10 e seu baixo nivel possa estar relacionado ao aparecimento de

inflamacédo em individuos diabéticos.

No estudo de (24) que investigou os efeitos da OHB no estresse oxidativo e na
inflamacé&o em individuos saudaveis, observou-se que a intervencdo nao teve efeito
significativo nos niveis plasmaticos das citocinas TNF-a e IL-10. Neste estudo foram
realizadas trés sessdes de OHB, cada uma com duracdo de 110 minutos, e também
foram avaliados os niveis dessas citocinas quando estimuladas ex vivo por
lipopolissacarideo (LPS), onde foi observada discreta reducéo de IL-10 apds a Ultima

sessao de OHB e aumento do TNF-a.

A coloragdo com TNF-a, citocina pré-inflamatéria, ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos, mas foi observado ligeiro aumento nos grupos C+OHB
e D+OHB, enquanto os grupos C e D foram semelhantes. Em um estudo com dois
grupos de pacientes submetidos a hiperoxigenacdo com mascaras e camara
hiperbarica multiplace, respectivamente, inalando O2 100% nas pressdes de 2,0 e
2,8 ATA por 10 minutos, os niveis de TNF-a foram analisados antes da
pressurizagdo, apés os 10 minutos de intervengdo e 30 minutos apos o término do
tratamento. Observou-se que houve aumento significativo dessa citocina nas duas
pressdes utilizadas, mas apés 30 minutos 0s niveis retornaram aos valores basais e

nao diferiram do controle (39). Com base nesses resultados, 0s autores sugerem

que outros fatores além da hiperéxia, como duracdo da exposicdo e nivel de
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pressdo, podem ser determinantes dos resultados, como também sugerido pelos

autores (28).

Em um ensaio com atletas submetidos a diferentes concentracdes de O e
diferentes pressbes, foi avaliada a geracdo de ERO, IL-10 e TNF-a. Esses
parametros foram medidos antes e apos as 20 sessdes. No final, a OHB a pressdes
de 1,5 e 2,5 ATA pareceu induzir mecanismos de protecdo contra EROS, embora
este Ultimo possa expor o corpo a niveis mais elevados de EROS. Na mesma
pressdo, a IL-10 foi significativamente reduzida e o TNF-a mostrou tendéncia a
aumentar, mas nao estatisticamente significativo (23). A IL-10 inibe citocinas proé-
inflamatoérias e sua menor concentracdo pode estar relacionada a uma maior

concentracdo de TNF-a como observado nos grupos C+OHB, D e D+OHB (40).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um dos fatores mais
importantes no processo de angiogénese. Sua liberagdo pode ser decorrente de
lesdo tecidual ou ambiente hipdxico induzindo a formacdo de novos vasos (41). A
terapia OHB parece aumentar a producdo de EROS, que podem funcionar como
moléculas sinalizadoras na producdo e liberacdo de VEGF para promover a
neovascularizacao (42). Em nossos resultados, houve um aumento significativo na
expressao intracelular de EROs nos grupos C+OHB, D e D+OHB. No entanto, 0s
niveis de VEGF foram reduzidos nestes mesmos grupos em comparagcao com o
grupo C. O grupo D+OHB apresentou ligeira melhora no VEGF em comparagao ao

grupo D.

Em um estudo utilizando OHB para tratar isquemia intestinal lesdes de
reperfusdo (I-R) em ratos, foi observado um aumento no VEGF tanto no grupo I-R
sem OHB quanto nos grupos I-R tratados com OHB antes e depois da OHB. Os

autores especulam que o aumento do VEGF causado pela OHB pode levar ao
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aumento da angiogénese e vasodilatacdo, promovendo melhor oxigenacédo tecidual
(43). Este resultado apoia a ideia de que a liberacdo de VEGF possui um padrao
bifasico, sendo estimulada tanto pela hipoxia quanto pela hiperéxia, conforme

mencionado por (28).

Em estudo anterior utilizando o mesmo protocolo OHB para avaliar seus efeitos
no miocardio do ventriculo esquerdo de ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina, foi encontrada reducdo significativa do VEGF no grupo D,
enquanto os demais grupos permaneceram elevados neste fator de crescimento
(27). Em nossos resultados, ndo houve diferenca significativa entre os grupos, mas o
grupo D também apresentou a menor expressao de VEGF, e o tratamento D+OHB

melhorou a expressdo em comparacéo ao grupo D.

As espécies reativas de oxigénio desempenham um papel importante no
desenvolvimento e nas complicacdes do diabetes. Enzimas antioxidantes como SOD
e GPX séo a primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo induzido por ROS
no corpo. Em ratos diabéticos induzidos por STZ, foi observada reducéo na atividade
enzimética de SOD e GPX no figado e nos rins (44). Aqui, avaliamos a expressao
das enzimas antioxidantes SOD-1 e GPX e o nivel de EROS intracelular como
marcador oxidativo. O tratamento com OHB aumentou os niveis intracelulares de
EROS e a expresséo das enzimas antioxidantes SOD-1 e GPX. Assim, parece que
embora o tratamento com OHB aumente o estado oxidativo dos tecidos,
possivelmente atua no sistema antioxidante, equipando-o para equilibrar esse

aumento.

Por outro lado, no estudo de T. Matsunami et al. (45) com ratos diabéticos
induzidos por STZ expostos a OHB por 7 dias com sessdes de 90 minutos a 2,4

ATA, observou-se que a atividade enzimética da SOD foi reduzida nos grupos
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C+OHB, D e D+OHB em eritrocitos, figado, musculo esquelético e pancreas,
enquanto a atividade enzimatica do GPX aumentou nesses mesmos grupos. Em
nossos resultados, o tratamento com OHB parece melhorar a imunoexpressao de
SOD-1 e GPX. Essa diferenca pode ser devida ao maior tempo de tratamento, que
foi de 30 dias, levando em consideracao o que alguns autores relataram, que o OHB

pode potencializar o sistema antioxidante (23).

O estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre a producéo e eliminacéo
EROS. A inflamacado persistente é acompanhada pela superproducdo de EROS, o
que também pode contribuir para a promocdo e persisténcia da inflamacdo. O
estresse oxidativo pode ser uma manifestacdo de inflamacéo e também um iniciador

da inflamacéao (46).

Finalmente, nossos principais achados foram que o tratamento com OHB
aumentou o TNF-a, SOD-1 e GPX e reduziu a IL-10. Como o TNF-a e a IL-10 s&o
citocinas envolvidas no processo de inflamacao, sua amplificacdo ou reducéo pode
ser benéfica ou prejudicial dependendo do momento da estimulacdo em relacdo a
patologia a ser tratada. Véarios fatores podem influenciar os efeitos da terapia com
OHB, como tempo de tratamento, pressdo e condicdo patolégica. Assim, novos
estudos séo necessérios para explorar mais detalhadamente as diferentes pressfes

e periodos de tratamento.
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CONSIDERACOES FINAIS

A OHB apresentou efeitos positivos em aspectos morfolégicos, apoptoticos,
inflamatorios e antioxidantes no duodeno. Quanto a morfologia esse tratamento
preservou o espaco luminal, bem como o volume absoluto da submucosa e a taxa

de renovacao dos enterdécitos via Caspase-3.

O tratamento com OHB reduziu a expressdo de IL-10, citocina anti-
inflamatoéria, aumentou TNF-q, citocina pro-inflamatéria e melhorou a expressédo de
VEGF. Por fim o tratamento aumentou os niveis de ROS intracelular e a expresséo

de enzimas antioxidantes SOD-1 e GPX.

A partir disso concluimos que o tratamento com OHB pode apresentar tantos
resultados positivos quanto negativos no concerne a morfologia, inflamacédo e
estresse oxidativo. O tratamento mostra que ao passo que aumenta o estado

oxidativo tecidual também capacita o sistema antioxidante para lidar com isso.
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