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RESUMO 

 

LOPES, L. E. S. Atividade da enzima degradadora de insulina no fígado de 

camundongos obesos submetidos a gastrectomia vertical. 81 p. Dissertação 

(Mestrado). Programa de Pós-Graduação em Biociências e Saúde, Centro de 

Ciências Biológicas e da Saúde, Campus Cascavel, Unioeste, 2021. 

 

A obesidade é considerada um problema de saúde pública, pois favorece o 
desenvolvimento de comorbidades, como doenças cardiovasculares, 
hiperinsulinemia, resistência à insulina e o diabetes mellitus do tipo 2 (DM2). Visando 
ao tratamento da obesidade e suas comorbidades, a cirurgia bariátrica surge como 
uma alternativa eficaz e duradoura para esses pacientes. Dentre os procedimentos 
bariátricos mais realizados atualmente, destaca-se a gastrectomia vertical (GV), por 
apresentar efeitos como normalização da glicemia, melhora na sensibilidade à insulina 
e na concentração de insulina em jejum. A normalização da insulinemia pode ocorrer 
pela redução na secreção de insulina e/ou pelo aumento na sua depuração 
(clearance) pelo fígado. O clearance de insulina é realizado pela enzima degradadora 
de insulina, do inglês “insulin degrading enzyme” (IDE), principalmente no fígado. 
Contudo, os mecanismos envolvidos no clearance de insulina após a GV ainda não 
estão claros. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi verificar se ocorre a redução da 
insulinemia em camundongos obesos submetidos a GV e se esta redução se dá pelo 
aumento no clearance de insulina no fígado. Para isso, foram utilizados camundongos 
machos da linhagem C57Bl6/J, separados em grupo Controle (CTL, n=9) que recebeu 
dieta padrão e grupo Dieta Hiperlipídica (DH, n=18) que recebeu dieta hiperlipídica. 
Com 14 semanas de vida, os animais do grupo DH foram divididos em Grupo Dieta 
Hiperlipídica-falso operado (DH-FO, n=9) que passou pela falsa operação e Grupo 
Dieta Hiperlipídica-gastrectomia vertical (DH-GV, n=9) que passou pela gastrectomia 
vertical. Seis semanas após os procedimentos operatórios, os animais passaram 
pelos testes de tolerância à insulina e glicose (ipITT e ipGTT); em seguida, foram 
pesados e a glicemia em jejum foi mensurada. Na sequência, o sangue total foi 
coletado para dosagens plasmáticas de insulina e peptídeo C. Além disso, foram 
coletadas amostras de fígado para avaliar a atividade da enzima IDE. Após a indução 
da obesidade, o peso corporal, insulinemia e glicemia dos animais do grupo DH foram 
maiores em relação ao CTL, mostrando a eficiência da dieta para promover o ganho 
de peso. Após os procedimentos bariátricos, os animais do grupo DH-GV 
apresentaram redução no peso corporal, normalização da glicemia de jejum, melhora 
na tolerância à glicose e resistência à insulina, quando comparados com os animais 
do grupo DH-FO. A insulinemia em jejum dos animais DH-GV foi menor em relação 
ao grupo DH-FO e igual ao CTL. A insulinemia no estado alimentado dos animais DH-
GV foi menor em relação ao DH-FO e maior comparado ao CTL. A concentração de 
peptídeo C em jejum e em estado alimentado dos animais HD-GV foi menor em 
relação ao grupo DH-FO e ao CTL. A razão peptídeo C/insulina, tanto no estado de 
jejum quanto no estado alimentado dos animais DH-GV, foi maior, quando comparada 
com o grupo DH-FO, porém, menor em relação ao CTL. A atividade da IDE no grupo 
DH-GV foi semelhante ao grupo DH-FO e menor comparada ao CTL. A GV foi eficaz 
na redução do peso corporal, normalização da glicemia e insulinemia de jejum, 
aumentou o clearance de insulina sem alterar a atividade dessa enzima.  
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ABSTRACT 

 

LOPES, L. E. S. Activity of the insulin degrading enzyme in the liver of obese 

mice submitted to vertical gastrectomy. 81 p. Dissertação (Mestrado). Programa 

de Pós-Graduação em Biociências e Saúde, Centro de Ciências Biológicas e da 

Saúde, Campus Cascavel, Unioeste, 2021. 

 

Obesity is considered a public health problem, as it contributes to the development of 
health conditions such as cardiovascular disease, hyperinsulinemia, insulin resistance, 
and type 2 diabetes mellitus (DM). Aiming at the treatment of obesity and its clinical 
problems, bariatric surgery appears as an effective and long-lasting alternative for 
these patients. Among the most frequently performed bariatric procedures, the sleeve 
gastrectomy (SG) stands out for presenting effects such as normalization of blood 
glucose, improvement in insulin sensitivity, and fasting insulin concentration. 
Stabilization of insulinemia occurs through a reduction in insulin secretion and/or an 
increase in its clearance. Insulin clearance is performed by the insulin-degrading 
enzyme (IDE), mainly in the liver. However, changes in insulin clearance after SG are 
not fully elucidated. Thus, the present study aimed to verify whether there is a reduction 
in insulinemia in obese mice after SG and whether this reduction is due to an increase 
in insulin clearance in the liver. For this purpose, male mice of the C57BL/6 lineage 
were used, initially separated into a Control group (CTL, n=9) that received a standard 
diet, and a High-fat Diet group (DH, n=18) that received a high-fat diet. At 14 weeks of 
life, the animals in the DH group were subdivided into a High-fat diet-false-operated 
Group (DH-FO, n=9) which underwent a false operation, and the High-fat diet-sleeve 
gastrectomy Group (DH-GV, n= 9) submitted to sleeve gastrectomy. After completing 
20 weeks, the animals were weighed and measured, and fasting blood glucose was 
measured. Subsequently, blood was collected for plasma insulin and C-peptide 
dosages. Furthermore, they were collected from the liver to assess the activity of the 
IDE enzyme. After the induction of obesity, the body weight, insulin, and glycemia of 
animals in the DH group were higher compared to the CTL, showing the efficiency of 
the high-fat diet in increasing weight gain. After bariatric procedures, animals in the 
DH-GV group showed reduced body weight, stabilization of fasting glucose, improved 
glucose tolerance, and insulin resistance, compared to animals in the DH-FO group. 
Fasting insulinemia in DH-GV animals was lower, compared to DH-FO animals, and 
equal to CTL. Fed insulinemia in DH-GV animals was lower, compared to DH-FO 
animals, and higher, compared to CTL. The concentration of C-peptide in the fasting 
and fed state of the DH-GV animals was lower, compared to the DH-FO and CTL 
group. The C-peptide/insulin ratio, both in the fasting state and in the fed state of the 
DH-GV animals, was higher, compared to the DH-FO animals, and lower, compared 
to the CTL group. The IDE activity was similar between the animals of the DH-FO and 
DH-GV groups and lower than that of the CTL. In conclusion, SG was effective in 
reducing body weight, stabilizing fasting glycemia and insulinemia; increasing insulin 
clearance without changing this enzyme’s activity. 

 

Keywords: obesity; insulin; bariatric surgery; insulin-degrading enzyme 
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INTRODUÇÃO 

 

A obesidade é uma doença crônica cuja incidência vem aumentando nos 

últimos anos, tanto no Brasil quanto no mundo. Mundialmente, em 2016, 39% dos 

adultos estavam com sobrepeso e 13% obesos, representando um aumento de 4% 

para 18% nos últimos 40 anos (WHO, 2018a). No Brasil, em 2019, a frequência de 

adultos com excesso de peso foi de 60,3% e de obesos foi de 26,8% (BRASIL, 2020). 

Uma pesquisa do Ministério da Saúde mostrou que a obesidade no Brasil aumentou 

67,8% entre 2006 e 2018 (BRASIL, 2019a).  

Por se tratar de uma doença multifatorial, diversos fatores podem levar à 

obesidade, como: fatores genéticos, endócrinos, ambientais e, principalmente, 

comportamentais (TAVARES; NUNES; SANTOS, 2010; KRZYSZTOSZEK; 

WIERZEJSKA; ZIELIŃSKA, 2015). A obesidade está associada ao desenvolvimento 

de comorbidades, como problemas cardiovasculares, apneia do sono e alguns tipos 

de câncer. Além disso, a maioria dos pacientes obesos apresenta hiperinsulinemia, 

que pode levar à resistência à insulina (RI) e, consequentemente, ao desenvolvimento 

de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (SOWERS, 1998; WANG; BEYDOUN, 2007; SBEM, 

2008; ROSIEK et al., 2015; REIS et al., 2016).  

A DM2 é uma doença que se caracteriza pela deficiência na secreção de 

insulina e/ou pela falha da ação desse hormônio, o que é chamado de RI (WHO, 

2018b). Tanto a obesidade quanto a DM2 estão relacionadas à RI e hiperinsulinemia 

(KAHN; HULL; UTZCHNEIDER, 2006; KELLY et al., 2014). O desenvolvimento de RI 

e alterações no metabolismo da glicose são, em geral, processos graduais, que 

podem ser desencadeados pelo ganho de peso e obesidade. A redução da 

sensibilidade à insulina prejudica a utilização e o armazenamento dos carboidratos, 

aumentando a concentração de glicose sanguínea e estimulando o aumento 

compensatório da secreção de insulina, podendo levar à hiperinsulinemia (FU; 

GILBERT; LIU, 2013). 

 Estudos mostram a hiperinsulinemia como chave desencadeadora do 

processo patológico, levando à redução da sensibilidade dos receptores de insulina, 

resultando na RI e DM2 (GAVIN et al., 1974; KANETY et al., 1994). A insulina é 

produzida pelas células β no pâncreas e secretada principalmente em resposta ao 

aumento da concentração de glicose sanguínea. Em roedores, quando a 
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concentração de glicose circulante aumenta, esse nutriente é internalizado nas células 

β-pancreáticas pelos transportadores de glicose do tipo 2 (GLUT2). A glicose é, então, 

fosforilada a glicose-6-fosfato (G-6-P) e, em seguida, é oxidada, formando adenosina 

trifosfato (ATP). O ATP fecha os canais de K+-dependentes de ATP, despolariza as 

células β, e provoca a abertura dos canais Ca2+-voltagem dependentes, resultando 

em influxo de Ca2+ que estimula a fusão das vesículas que contêm insulina com a 

membrana plasmática, permitindo a liberação do hormônio para o meio extracelular 

(JAHN; FASSHAUER, 2012; RUTTER et al., 2015). 

Dois processos controlam a concentração de insulina no sangue: a secreção 

de insulina pelas células β do pâncreas e a depuração ou clearance de insulina, que 

ocorre principalmente no fígado, pela ação da enzima degradadora de insulina, do 

inglês “insulin degrading enzyme” (IDE). A IDE está presente em todos os tecidos, 

porém, em maior quantidade no fígado. Resumidamente, o clearance de insulina 

ocorre em três etapas: 1) a insulina se liga ao seu receptor (IR); 2) esse complexo 

insulina receptor é internalizado; e 3) ocorre a fragmentação da insulina pela enzima 

IDE no citoplasma (DUCKWORTH; BENNET; HAMEL, 1998; BRANDIMARTI et al., 

2013). Assim, a redução na expressão ou atividade da IDE pode resultar na redução 

do clearance de insulina e, consequentemente, piorar o quadro de hiperinsulinemia. 

Além disso, defeitos na atividade da IDE estão ligados ao desenvolvimento de DM2 e 

doença de Alzheimer (DA). Curiosamente, animais nocaute para a IDE (IDE-KO) 

apresentam acúmulo do Aβ-amiloide no cérebro (uma característica da DA), além de 

hiperinsulinemia e intolerância à glicose. A inativação da IDE em camundongos IDE-

KO induz hiperinsulinemia e RI (FARRIS et al., 2003). A hiperinsulinemia resulta do 

aumento na secreção de insulina, associado à redução do seu clearance, em resposta 

à RI. Desse modo, reduzir a insulinemia pode ser uma estratégia para o tratamento 

de doenças relacionadas à obesidade e ao DM2. 

Dentre os tratamentos indicados para a obesidade e DM2, destaca-se a cirurgia 

bariátrica, a qual é utilizada no tratamento de pacientes obesos mórbidos (IMC>40 

Kg/m2), pois promove redução sustentada do peso, além de melhora nas 

comorbidades associadas, normalizando as concentrações de glicose e insulina, e 

controlando a DM2 (DÉJARDIN et al., 2004; ZIMMET et al., 2011; STRATMANN et 

al., 2016). Dentre as operações bariátricas mais realizadas no mundo, destaca-se a 

gastrectomia vertical (GV), uma cirurgia do tipo restritiva, em que o estômago tem o 

volume reduzido a 20% do seu tamanho original, formando um tubo gástrico contínuo 
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entre o esôfago e o estômago. A GV promove rápido esvaziamento gástrico e trânsito 

intestinal acelerado, aumento da saciedade, aumento no GLP-1, PYY, remissão no 

DM2, redução de quadros de hipertensão, entre outros benefícios. Além disso, é 

considerada uma cirurgia de baixa complexidade técnica e possui baixo índice de 

complicações cirúrgicas (ALBANOPOULOS et al., 2015; UCLA, 2019).  

A GV melhora a secreção, a sensibilidade à insulina, a tolerância à glicose e 

promove remissão a DM2, mesmo antes da redução do peso corporal 

(ALBANOPOULOS et al., 2015; DOUROS et al., 2019; ZETU et al., 2018), contudo, 

não existem estudos que mostram os efeitos da GV sobre o clearance de insulina e a 

sua relação com a IDE. 

Com este trabalho, pretendíamos elucidar se a GV tem efeitos na melhora do 

clearance de insulina e para isso, avaliamos em camundongos obesos, submetidos a 

gastrectomia vertical, se ocorre aumento no clearance de insulina e se esse aumento 

é dependente de alterações na IDE hepática, apresentando a hipótese de que após a 

gastrectomia vertical ocorre melhora no clearance de insulina através de alterações 

na IDE, permitindo o reestabelecimento da normoinsulinemia. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 

 

Avaliar se ocorre aumento no clearance de insulina hepática após a 

gastrectomia vertical em camundongos obesos por dieta hiperlipídica e se esse 

aumento está relacionado à atividade da IDE em camundongos obesos por dieta 

hiperlipídica. 

 

Objetivos Específicos 

 

Avaliar os efeitos da GV em camundongos obesos pela dieta hiperlipídica sobre 

o peso corporal, glicemia e insulinemia. 

Avaliar se a GV promove alterações no clearance de insulina e na atividade da 

enzima degradadora de insulina (IDE) hepática, em camundongos obesos por dieta 

hiperlipídica. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

Obesidade 

 

A obesidade é uma doença multifatorial, definida como acúmulo excessivo de 

gordura local ou generalizada (LUZ; ENCARNAÇÃO, 2008; WHO, 2018a), decorrente 

do desequilíbrio energético ou balanço energético positivo, em que a energia 

consumida excede o gasto, levando ao ganho de peso (HILL; COMMERFORD, 1996; 

CABALLERO, 2007). Essa doença se manifesta em todas as faixas etárias e grupos 

econômicos, tornando-a um dos maiores problemas atuais de saúde pública no 

mundo atualmente (CABALLERO, 2007; CHAVES; DESTEFANI, 2016; ABESO, 

2019). 

A prevalência mundial da obesidade triplicou nos últimos 40 anos. Segundo a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), em 2016, cerca de 1,9 bilhões de adultos 

apresentavam excesso de peso e, destes, mais de 650 milhões eram obesos, 

incluindo cerca de 340 milhões de crianças ou adolescentes acima do peso ou obesas 

(WHO, 2018a). Estima-se que, em 2025, cerca de 2,3 bilhões de adultos estarão com 

sobrepeso e mais de 700 milhões, obesos (ABESO, 2019). No Brasil, a obesidade 

vem crescendo rapidamente. Segundo o Ministério da Saúde, entre 2006 e 2018, a 

incidência de obesidade aumentou 67,8%. A Pesquisa Nacional de Saúde mostrou 

que, em 2019, a frequência de adultos com excesso de peso foi de 60,3% e a 

frequência de adultos obesos foi de 26,8% (BRASIL, 2019a; BRASIL, 2020).  

Para o diagnóstico de sobrepeso e obesidade em adultos, o método mais 

utilizado é o Índice de Massa Corporal (IMC), definido como o peso em quilogramas 

dividido pelo quadrado da altura em metros (kg/m²). Indivíduos com IMC entre 25,0 e 

29,9 Kg/m2 são classificados com sobrepeso; aqueles com IMC iguais ou superiores 

a 30,0 Kg/m2 são considerados obesos (WHO, 2018a) (Tabela 1). 
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Tabela 1: Classificação de peso segundo o Índice de Massa Corporal (IMC) para adultos 

Fonte: Associação Brasileira para o Estudo da Obesidade e da Síndrome Metabólica 
(ABESO) 

 

 

O desenvolvimento da obesidade é multifatorial e está relacionado com o 

aumento do sedentarismo aliado à redução ou nenhuma prática de exercícios físicos. 

Além disso, a mudança na dieta ocidental, em que alimentos ricos em carboidratos 

complexos, fibras, frutas, verduras são facilmente substituídas por alimentos ricos em 

carboidratos refinados, de rápida ingestão, ricos em gorduras animais e óleos 

vegetais, pré-processados, associados a fast foods e bebidas doces, que contribuem 

para a prevalência da obesidade (BLEIL, 1998; VEDANA et al., 2008; BIDDLE et al., 

2010; WHO, 2018a; NICOLAIDIS, 2019). Esse excesso de energia ingerido é 

armazenado principalmente na forma de gordura que se acumula comumente nos 

adipócitos subcutâneos e ao redor dos órgãos (MALONE; HANSEN, 2019). Além 

disso, outros fatores podem levar à obesidade, dentre eles estão os fatores: genéticos, 

endócrinos, metabólicos, ambientais e, principalmente, comportamentais, resultados 

da interação entre a predisposição genética e influências ambientais por meio de 

mecanismos epigenéticos (HUBERT et al., 1983; BIDDLE et al., 2010; 

KRZYSZTOSZEK; WIERZEJSKA; ZIELIŃSKA, 2015; DI CIAULA; PORTINCASA, 

2017). 

A obesidade é considerada um fator de risco à saúde humana, pois traz consigo 

diversas comorbidades associadas, agravando o quadro clínico da doença. Entre 

estas, doenças cardiovasculares, dislipidemias, hipertensão, doenças respiratórias e 

distúrbios metabólicos, como a hiperinsulinemia. A inflamação dos adipócitos 
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decorrente da obesidade, além da produção de citocinas pró-inflamatórias, podem 

causar estresse oxidativo e levar à inativação do transportador de glicose (GLUT4), 

produzindo hiperinsulinemia (VECCHIÉ et al., 2017; MALONE; HANSEN, 2019). 

Associado a isso, defeitos no clearance de insulina também resultam em 

hiperinsulinemia (NAJJAR; PERDOMO, 2002). Pacientes obesos hiperinsulinêmicos 

estão propensos a desenvolver RI, que é uma disfunção metabólica base do DM2 

(SOWERS, 1998; WANG; BEYDOUN, 2007; SBEM, 2008; ROSIEK et al., 2015; REIS 

et al., 2016). A hiperinsulinemia está associada a doenças cardiovasculares e alguns 

tipos de câncer (STOLAR, 1988; BALKAU et al., 2001; PAN; HONG, 2014; LIU et al., 

2016; WILLIAMS; WU, 2016).  

Indivíduos com IMC acima de 35 (obesidade grau II e grau III) apresentam 

menor taxa de depuração (clearance) de insulina, quando comparados com pacientes 

com IMC normal, havendo uma correlação inversa, em que o clearance de insulina 

diminui à medida que o IMC aumenta (ERDMANN et al., 2009). A exposição crônica 

à hiperinsulinemia leva à RI, portanto, reduzir a insulinemia apresenta-se como uma 

estratégia para a prevenção e tratamento de doenças relacionadas à obesidade e à 

RI. 

 

Insulina 

 

A insulina é um hormônio essencial para a homeostase glicêmica. Esse 

hormônio é produzido pelas células β no pâncreas. Em condições fisiológicas normais, 

sua produção é estimulada em concentrações de glicose limiares no plasma, entre 2-

4 mM, permitindo que o estoque de insulina nessas células seja mantido em 

quantidades suficientes para garantir sua liberação adequada (BOLAND; RHODES; 

GRIMSBY, 2017).  

A insulina é formada por uma cadeia A e uma cadeia B, unidas por duas 

ligações de dissulfeto. Sua síntese acontece em três etapas, iniciando pela tradução 

do mRNA, formando o peptídeo pré-pró-insulina; esse peptídeo é clivado no retículo 

endoplasmático por meio da remoção da sua porção N-terminal chamada de peptídeo 

sinal formando a pró-insulina; a pró-insulina é transportada ao complexo de Golgi, 

onde ocorre a excisão do peptídeo C, convertendo então a pró-insulina em insulina. A 

insulina e o peptídeo C são armazenados em grânulos e liberados em concentrações 
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equimolares em resposta ao aumento da concentração de glicose (BOLAND; 

RHODES; GRIMSBY, 2017; VAKILIAN; TAHAMTANI; GHAEDI, 2019). 

O principal regulador da secreção de insulina nas células β é a concentração 

de glicose circulante no plasma. Apesar de a glicose ser o principal mediador da 

secreção desse hormônio, aminoácidos, ácidos graxos, incretinas, alguns 

neurotransmissores e outros hormônios também podem influenciar sua secreção 

(BOLAND; RHODES; GRIMSBY, 2017). 

Em roedores, a secreção de insulina pelas células β pancreáticas ocorre após 

o influxo de glicose por meio de uma proteína integral de membrana chamada 

transportador de glicose do tipo 2 (GLUT2). Após a internalização da glicose, ela é 

fosforilada em glicose-6-fosfato (G6P) pela enzima glicoquinase (GK), e segue por 

meio da glicólise, até formar 2 moléculas de piruvato que são transportadas para a 

mitocôndria, onde são oxidadas e geram energia na forma de adenosina trifosfato 

(ATP). O aumento da razão ATP/ADP resulta no fechamento dos canais de potássio 

(K+) sensíveis a ATP (ou ATP dependentes), impedindo que o K+ deixe a célula, 

despolarizando, assim, a membrana plasmática. Essa despolarização leva à abertura 

de canais de Ca2+ voltagem dependentes, e grande influxo deste cátion ocorre por 

meio desses canais. O Ca2+ dentro da célula, agora em concentrações maiores, 

estimula o processo de fusão dos grânulos de insulina com a membrana plasmática e 

a exocitose de insulina na corrente sanguínea (JAHN; FASSHAUER, 2012; RUTTER 

et al., 2015) (Figura 1).  
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Figura 1: Mecanismo de secreção de insulina pelas células β no pâncreas de roedores 

Fonte: Castiello, Heilemana e Tabriziana (2015) 

  

A ação da insulina nos tecidos-alvos ocorre quando ela se liga ao seu receptor 

(IR). Esse receptor é formado por duas subunidades α e duas subunidades β. A 

insulina se liga à subunidade α, levando à autofosforilação da subunidade β, 

promovendo uma sequência de reações intracelulares, geralmente anabólicas, 

incluindo a translocação do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) para a membrana 

celular, permitindo a captação dessa hexose (GUO, 2014).  

A insulina é responsável por aumentar a captação de glicose, principalmente 

nos tecidos adiposo e muscular, estimular a síntese proteica e de glicogênio, reduzir 

a produção de glicose pelo fígado, por meio do bloqueio da gliconeogênese e 

glicogenólise, induzir a lipogênese no fígado e no tecido adiposo, além de reduzir a 

lipólise (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002; ZECCHIN; CARVALHEIRA; SAAD, 

2004). O aumento na secreção de insulina é o resultado compensatório à RI, ao 

contrário, a redução do clearance de insulina resulta em hiperinsulinemia. Após a 

liberação da insulina e sua entrada na veia porta, ela passa primeiramente pelo fígado, 

onde cerca de 50 a 80% dela é degradada (NAJJAR, 2002). Dessa forma, o fígado é 
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considerado um regulador da concentração de insulina que chega aos tecidos 

periféricos, por meio de um processo chamado depuração ou clearance de insulina. 

Visto isso, a manutenção da concentração de insulina plasmática depende, 

basicamente, de dois processos: a secreção de insulina pelo pâncreas e a sua 

remoção, chamada de clearance de insulina.  

 

Enzima Degradadora de Insulina (IDE) 

 

O clearance de insulina é realizado principalmente pela enzima degradadora 

de insulina, do inglês: “insulin degrading enzyme” (IDE). Essa enzima é uma zinco-

metaloproteinase presente em vários compartimentos, incluindo citoplasma, vesículas 

intracelulares, membrana plasmática, mitocôndrias, meio extracelular e, 

principalmente, o fígado. Além da insulina, essa enzima também é responsável por 

degradar glucagon, amilina e β amiloide (VALERA MORA et al., 2003; PIVOVAROVA 

et al., 2016; TANG, 2016). A IDE é formada por dois domínios IDE-N e IDE-C com 55 

kDa, conectados por um ligante, formando uma proteína final de 110 kDa, permitindo 

que a enzima apresente pelo menos dois estados conformacionais, aberto e fechado. 

Na ausência de substrato, a IDE se apresenta no estado conformacional aberto e, em 

contato com um substrato (insulina), seu estado conformacional é alterado para 

fechado (TANG, 2016). 

A meia-vida curta da insulina circulante, apenas seis min, se deve, 

provavelmente, à alta eficiência no mecanismo de depuração, que se dá por três 

passos: a) a insulina se liga ao seu receptor na membrana plasmática; b) o complexo 

insulina-IR é internalizado; e c) a IDE cliva a insulina, gerando fragmentos não 

funcionais (DUCKWORTH; BENNET; HAMEL, 1998; BRANDIMARTI et al., 2013; 

MANOLOPOULOU et al., 2009).  

A falha no clearance de insulina pode resultar em hiperinsulinemia, e o mesmo 

ocorre com a redução de sua atividade, que também foi relacionada à RI e obesidade 

(NAJJAR; PERDOMO, 2019). Pacientes com DM2 e doença hepática gordurosa não 

alcoólica (DHGNA) expressam menos IDE no fígado, quando comparados com 

pacientes com DHGNA sem DM2 ou pacientes saudáveis. Ainda, verificou-se menor 

expressão de IDE hepática em pacientes obesos, comparados a indivíduos magros 
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não diabéticos, propondo-se que uma redução na atividade da IDE poderia ser o elo 

primário de algumas doenças (PIVOVAROVA et al., 2015).  

Camundongos nocaute de IDE (IDE-KO) apresentam diminuição no clearance 

de insulina em torno de 48-58% em comparação com os animais controles (FARRIS 

et al., 2003). Ressalta-se que camundongos IDE-KO possuem intolerância à glicose 

e hiperinsulinemia, indicando que a deficiência na IDE pode levar ao desenvolvimento 

do DM2 (FAKHRAI-RAD et al., 2000). Camundongos IDE-KO apresentam fenótipo 

diabético aos seis meses de vida, resultante de um efeito compensatório à 

hiperinsulinemia crônica, causada pela deleção completa de IDE ao longo da vida, 

quando comparados com os animais controle (ABDUL-HAY et al., 2011). 

Consequentemente, um desequilíbrio entre a secreção e o clearance de insulina pode 

alterar significativamente a insulinemia, podendo levar a quadros de hiperinsulinemia 

e ao desenvolvimento de DM2 (ERDMANN et al., 2009; NAJJAR; PERDOMO, 2019).  

O DM2 é uma doença caracterizada inicialmente pela RI e por um defeito na 

secreção e/ou ação desse hormônio pelas células β-pancreáticas, o que gera um 

mecanismo de compensação dessas células objetivando um aumento na produção e 

secreção de insulina. A produção excessiva de insulina resulta na falha das células β, 

estabelecendo a DM2 (PRENTKI; NOLAN, 2006; OKWECHIME; ROBERSON; ODOI, 

2015). De acordo com a Federação Internacional de Diabetes, 436 milhões de 

pessoas apresentam diabetes no mundo e, destes, 90% apresentam DM2, e 

estimativas mostram que, em 2045, cerca de 700 milhões de pessoas estarão com 

essa doença. No Brasil, em 2019, 16,8 milhões de pessoas estavam com diabetes e 

esse número subirá para 26 milhões em 2045 (IDF, 2019). Dentre os fatores que 

podem levar ao desenvolvimento do DM2, estão fatores genéticos, idade, 

sedentarismo, excesso de peso e obesidade (ALBERTI; ZIMMET; SHAW, 2007). 

 

Cirurgia Bariátrica 

 

O tratamento da obesidade e, consequentemente, as comorbidades 

associadas a esta doença, é complexo e multidisciplinar. Atualmente, existem formas 

de tratar a obesidade, como mudanças no estilo de vida por meio de dietas restritivas 

associadas à atividade física e aos tratamentos farmacológicos. O objetivo maior é a 

redução e manutenção duradoura do peso corporal, bem como melhora das 



28 
 

comorbidades associadas à obesidade. Contudo, esses tratamentos se tornam 

insuficientes em casos de pacientes com obesidade mórbida (IMC> 40 Kg/m2), 

geralmente refratários ao treinamento físico. Dessa forma, a cirurgia bariátrica surge 

como alternativa eficaz para o tratamento desses pacientes, em longo prazo.  

Além da perda de peso prolongada, os procedimentos bariátricos promovem 

redução de comorbidades como osteoartrite, melhora na disfunção respiratória, na 

qualidade de vida e redução de fatores de risco cardiovasculares, com os pacientes 

apresentando redução na concentração plasmática de triglicerídeos, melhora no 

controle glicêmico e controle do DM2 (KARAMANAKOS et al., 2008; ABU-JAISH; 

ROSENTHAL, 2010; CHANG et al., 2014; MINGRONE et al., 2015; LEE; ALMALK, 

2017).  

O número de cirurgias bariátricas vem aumentando nos últimos anos. Segundo 

a Federação Internacional de Obesidade e Cirurgia Metabólica (IFSO), foram 

realizadas 833.687 cirurgias bariátricas no mundo em 2019. Somente no Brasil, entre 

2011 e 2018, o número de procedimentos aumentou 84,73%, e em 2019 foram 

realizadas 68.530 cirurgias bariátricas (BRASIL, 2019b; SBCBM, 2020). O Sistema 

Único de Saúde (SUS) apresentou aumento de 215% no número de cirurgias entre 

2008 e 2017 (SBCBM, 2018), sendo que, apenas em 2019, foram realizadas cerca de 

12.568 mil cirurgias pelo sistema público, aumento de 10,2%, se comparado com 

2018, obviamente acarretando despesas da ordem de dezenas de milhões de reais 

(BRASIL, 2019b; SBCBM, 2020). De acordo com a Sociedade Brasileira de Cirurgia 

Bariátrica e Metabólica (SBCBM), existem no Brasil cerca de 4,9 milhões de pessoas 

elegíveis a cirurgia bariátrica (SBCBM, 2018). São considerados elegíveis para a 

cirurgia bariátrica pacientes que apresentam obesidade mórbida (IMC> 40,0 kg/m²), 

ou pacientes que possuem IMC> 35,0 kg/m² com comorbidades associadas, como 

DM2, hipertensão, dislipidemias e apneia obstrutiva do sono (FRIED et al., 2014).  

As cirurgias bariátricas podem ser classificadas de três formas: restritivas, 

disabsortivas e mistas (DÉJARDIN et al., 2004; ABU-JAISH; ROSENTHAL, 2010). 

Nos procedimentos restritivos, ocorre a modificação do estômago, com o objetivo de 

reduzir a cavidade gástrica e, como consequência, o paciente terá a sensação de 

saciedade com ingestão de volume menor de alimento. Os procedimentos 

disabsortivos envolvem alterações no trato intestinal que provocam a redução da área 

de absorção de nutrientes. Enquanto nos procedimentos mistos, além da redução no 

volume do estômago, o intestino delgado do paciente também é alterado (redução da 
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área absortiva), associando-se assim ambos os procedimentos anteriores (DAMASO; 

TOCK, 2005; TACK; DELOOSE, 2014) (Figura 2).  

 

D G Y R B a n d a  G á s tr ic a G a s tr e c to m ia

V e r t ic a l

D e r iv a ç ã o

B il io p a n c re á t ic a
 

Figura 2: Tipos de cirurgias bariátricas. Em destaque a GV, utilizada neste trabalho 

Fonte: Al-Najim, Docherty e Roux (2018) 

 

Atualmente, um dos procedimentos bariátricos mais realizados no mundo é a 

gastrectomia vertical (GV) (CLAYTON; CARUCCI, 2018). Essa cirurgia é do tipo 

restritiva, com preservação do piloro e redução de 80% do volume do estômago, ao 

longo da curvatura maior, formando um tubo gástrico em continuidade com o esôfago 

e o duodeno (Figura 2). A GV promove rápido esvaziamento gástrico, trânsito intestinal 

acelerado e aumento da saciedade. Pacientes submetidos a GV apresentaram 

aumento na produção de glucagon, GLP-1, PPY e redução da produção de grelina 

(GOITEIN et al.; 2012; BENAIGES et al., 2015). Como consequência, promove 

redução no peso corporal, redução da massa gorda e melhora na tolerância à glicose, 

redução da hipertensão, da dislipidemia, da apneia do sono e compensação da DM2 

(ALBANOPOULOS et al., 2015; UCLA, 2019). Contudo, as desvantagens incluem o 

risco de complicações de grampeamento, refluxo gastroesofágico e sua 

irreversibilidade (FREZZA, 2007; BENAIGES et al., 2015). 

A redução de peso em pacientes que realizaram GV foi de 24,7 ± 6,6%, 

enquanto nos tratados apenas com medicação tradicional (estipulado pela Associação 

Americana de Diabetes) foi de apenas 5,2 ± 7,7% (SCHAUER et al., 2012). Em 

pacientes submetidos a GV, a taxa de remissão de diabetes foi de 93,3% um ano após 
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o procedimento (ZETU et al., 2018). Um estudo comparando pacientes submetidos a 

cirurgia bariátrica com pacientes submetidos a tratamento farmacológico intensivo 

(hipoglicemiantes via oral ou insulina) mostrou remissão do DM2 em 80% dos 

pacientes submetidos a cirurgia, além de melhora da síndrome de apneia do sono e 

redução do uso de medicamentos para hipertensão e dislipidemias, em comparação 

com os pacientes submetidos ao tratamento farmacológico em que, além de 

permanecerem diabéticos, continuaram ou aumentaram o uso de medicamentos para 

hipertensão e dislipidemias (LEONETTI et al., 2012). 

A GV melhorou a secreção de insulina e a depuração de glicose em 

camundongos obesos por dieta hiperlipídica, quando comparados ao falso operado 

(DOUROS et al., 2019). Pacientes que foram submetidos a GV apresentaram melhora 

no metabolismo glicêmico no décimo dia após a cirurgia e essa melhora se manteve 

após 6 meses (SIEBER et al., 2014; SMEU et al., 2015; CASELLA et al., 2016). Diante 

disso, pode-se concluir que a GV tem efeitos benéficos na melhora do metabolismo 

glicêmico e controle do DM2, porém, ainda não foram descritos todos os mecanismos 

responsáveis por essa melhora e se essas alterações podem ser decorrentes de 

mudanças no clearance de insulina e atividade da IDE.  

 

Modelo de Obesidade 

 

Atualmente, têm-se utilizado modelos de indução de obesidade, visando à 

compreensão dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia da obesidade. Dentre 

eles, estão indução de obesidade por mutações genéticas e modelos de indução de 

obesidade por alimentação, tendo como espelho o hábito alimentar humano, por 

exemplo, dieta de cafeteria, dietas hipercalóricas e dietas hiperlipídicas (DARKHAL et 

al., 2015).  

A dieta hiperlipídica se assemelha ao hábito alimentar da população atual, 

contendo alimentos gordurosos, carboidratos, alimentos ultraprocessados e açúcares. 

Além disso, essa dieta apresenta respostas metabólicas em roedores semelhantes às 

decorrentes em humanos, estando associada com diversas doenças crônicas e fatais, 

como doenças cardiovasculares, esteatose hepática, DM2 e outras desordens 

metabólicas (ROSINI et al., 2012; DARKHAL et al., 2015). A dieta hiperlipídica 
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promove aumento do tecido adiposo, ganho de peso, RI e aumento no peso do fígado 

(GHIBAUDI et al., 2002; LEE et al., 2015; LIN et al., 2016). 

Camundongos alimentados com dieta hiperlipídica apresentaram aumento de 

peso corporal e adiposidade, quando comparados com os animais do grupo controle, 

apesar do consumo alimentar ter sido menor (LANG et al., 2019). Além do aumento 

do peso, animais alimentados com dieta hiperlipídica apresentaram hiperinsulinemia, 

intolerância à glicose, RI e aumento no peso do fígado e tecido adiposo com 12-14 

semanas de dieta hiperlipídica (KOTHARI et al., 2016). A dieta hiperlipídica também 

levou à inflamação do tecido adiposo gonadal com expressão de citocinas pró-

inflamatórias, como TNF e esteatose hepática a partir da 24ª semana de dieta 

hiperlipídica (HEIJDEN et al., 2015).  

Camundongos que receberam dieta hiperlipídica tiveram uma redução na 

depuração de insulina, quando comparados com os animais do grupo controle 

(FOLEY et al., 2020). A redução na depuração ou clearance de insulina e RI são 

fatores que podem levar ao desenvolvimento do DM2; dessa forma, fica claro que 

mais estudos são necessários acerca do clearance de insulina, visando ao 

desenvolvimento de novos tratamentos para esses pacientes. 
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METODOLOGIA 

 

Animais 

 

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57Bl/6 com 3 semanas 

de vida. Os animais foram obtidos no Biotério Central da Universidade Estadual de 

Campinas – UNICAMP e mantidos no Departamento de Biologia Estrutural e 

Funcional – UNICAMP sob condições de temperatura (22 ± 2ºC) e ciclo claro-escuro 

de 12h. Os animais permaneceram em aclimatação até os 30 dias de vida e 

receberam ração padrão (Nuvital, Brasil) e água à vontade. Foram alocados quatro 

animais por caixa. Todos os experimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética no 

Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas (protocolo nº 5242-1/2019). 

A partir da 4ª semana de vida, os animais foram separados em dois grupos: 1) 

Grupo Controle (CTL), que recebeu dieta padrão para roedores e água à vontade 

durante todo o experimento; e 2) Grupo Dieta Hiperlipídica (DH) que recebeu dieta 

hiperlipídica e água à vontade durante todo o experimento. Com 14 semanas de vida, 

os animais do grupo DH foram subdivididos em dois grupos (Figura 3):  

1) Grupo Dieta Hiperlipídica + Falso Operado (DH-FO), em que os animais 

foram submetidos à falsa operação; 

2) Grupo Dieta Hiperlipídica + Gastrectomia Vertical (DH-GV), em que os 

animais foram submetidos à gastrectomia vertical. 

Os animais foram eutanasiados com 20 semanas de vida. Na Figura 3, 

apresentamos o delineamento experimental. 
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Figura 3: Delineamento experimental                                                                                                                       

Fonte: A autora 

 

Dietas 

 

A dieta padrão (DP) para roedores foi obtida no Biotério Central da UNICAMP 

(Nuvital, Brasil); ela possui 3,8 kcal/g e 10% de gordura na sua composição. A dieta 

hiperlipídica (DH) foi adquirida da empresa PragSoluções (Brasil) e possui 4,9 kcal/g 

e 45% de gordura na sua composição.  

 

Avaliação do peso  

 

Semanalmente, a partir da 4ª semana de vida até o dia da eutanásia, os animais 

foram pesados individualmente para acompanhamento da evolução do peso corporal.  

 

Cuidados pré-operatórios  

 

Durante os cuidados pré-operatórios e pós-operatórios, os medicamentos 

utilizados foram: antibiótico Enrofloxacin (Chemitril®, Chemitec®, SP, Brasil) 20 
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mg/kg, anti-inflamatório Meloxican (Eurofarma®, SP, BR) 2 mg/kg, analgésicos 

Tramadol (Vitalis®, Bogotá, Colômbia) 5 mg/kg. Para hidratação dos olhos, a pomada 

Liposic® (Bausch & Lomb Incorporated, Berlim, Alemanha) e 3 ml de Ringer Lactato 

(JP Industria Farmacêutica S.A., Ribeirão Preto, BR). 

Uma semana antes dos procedimentos, todos os animais receberam dieta 

líquido-pastosa. No dia da cirurgia, os animais permaneceram em jejum por 12h e, 

através de intubação nasotraqueal, foram anestesiados com isoflurano a 1% 

(BioChimico, Rio de Janeiro, Brasil), sob oxigênio a 1 L/min em ventilação espontânea. 

Receberam, cinco min antes do início da cirurgia, dose única de profilaxia antibiótica 

intramuscular, anti-inflamatório e analgésico subcutâneo, e foi utilizada pomada para 

hidratar os olhos do animal durante a cirurgia. Foi utilizada técnica asséptica para 

preparação do campo operatório e da parede abdominal. Para hidratação, foi 

realizada injeção subcutânea de solução de Ringer Lactato (3 ml). A temperatura 

corporal adequada do camundongo foi garantida durante o procedimento cirúrgico 

pelo uso de aquecedores de mesa.  

 

Procedimentos cirúrgicos 

 

Para a falsa cirurgia, foi realizada uma incisão na linha média epigástrica do 

abdome dos animais do grupo DH-FO. A cavidade abdominal foi exposta e as alças 

intestinais foram massageadas, utilizando um cabo de bisturi esterilizado. Antes da 

sutura, os animais receberam uma dose de antibiótico e analgésico na cavidade 

abdominal. A laparotomia foi fechada com sutura contínua, por planos, com fio de 

polipropileno 6-0, assim como a pele.  

Para a GV, o abdome dos animais do grupo DH-GV foi aberto por uma incisão 

na linha média epigástrica. Foi realizada a secção gástrica com uma tesoura a partir 

do ângulo de His proximal do duodeno com ressecção aproximada de 80% do volume 

total do estômago, incluindo-se a ressecção completa do fundo gástrico. Foram 

realizados pontos separados no estômago com fio polipropileno 7-0 no nível do ângulo 

de His, região medial do corpo e na porção distal do antro. Esses procedimentos 

asseguram que o estômago residual corresponda ao volume de apenas 20% do total 

do volume estomacal. Foi administrada, na cavidade abdominal ainda aberta, uma 

dose de antibiótico e analgésico, como descrito anteriormente. A laparotomia foi 
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fechada com sutura contínua, por planos, com fio de polipropileno 6-0. A pele também 

foi fechada com sutura contínua, utilizando fio de polipropileno 6-0 (Figura 4). 

 

 

Figura 4: Esquema representativo final após a gastrectomia vertical 

Fonte: A autora 

 

Cuidados pós-operatórios 

 

No pós-operatório imediato, os animais receberam solução de Ringer Lactato 

subcutâneo para hidratação. Na primeira noite após o procedimento, os animais 

receberam solução de Ringer Lactato com antibiótico, anti-inflamatório e analgésico. 

Para os dias subsequentes, o procedimento foi o seguinte:  

• 1º dia de pós-operatório: Ringer Lactato, antibiótico, anti-inflamatório e 

analgésico de 12/12 horas. 

• 2º dia de pós-operatório: Antibiótico, anti-inflamatório e analgésico de 12/12 

horas e hidratação com água de coco associada a 20% de glicose no 

bebedouro.  

• 3º dia de pós-operatório: Antibiótico e hidratação com água de coco associada 

a 20% de glicose no bebedouro. 
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• 4º e 5º dias de pós-operatório: Antibiótico, hidratação com água de coco 

associada a 20% de glicose no bebedouro e dieta hiperlipídica liquidificada e 

coada no bebedouro. 

• 6° dia de pós-operatório: Antibiótico, água, dieta líquida no bebedouro e dieta 

pastosa na placa de petri. 

• 7º e 8º dias de pós-operatório: Água, dieta líquida no bebedouro e dieta pastosa 

na placa de petri.  

• 9º, 10º e 11º dias de pós-operatório: Água e dieta pastosa.  

A partir do décimo segundo dia, os animais receberam água no bebedouro e 

dieta hiperlipídica à vontade até o dia da eutanásia. Durante os 12 dias de pós-

operatório, os animais permaneceram em caixas individuais e, a partir do 8º dia, foi 

introduzida maravalha na caixa. Após o 12º dia de cirurgia, foram alocados 4 animais 

por caixa novamente. 

 

Teste de tolerância à glicose (ipGTT) e Teste de tolerância à insulina (ipITT) 

 

Foram realizados os testes ipGTT e ipITT pré-operatório com 14 semanas de 

vida e pós-operatório com 20 semanas de vida. 

Para o ipGTT, após jejum de 12 horas, foi feita a coleta de sangue através da 

cauda dos animais para mensuração da glicemia de jejum (tempo 0), por meio de um 

glicosímetro (Accu-chek®, Roche, Basileia, Suíça). A seguir, os animais receberam 

uma injeção intraperitoneal (ip) de solução de glicose (2 g/Kg de PC). A glicemia foi 

avaliada, novamente, nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 min após a aplicação de 

glicose. 

Para o ITT, os animais permaneceram em jejum por 4 horas. A glicemia de 

jejum (tempo 0) foi avaliada; em seguida, foi administrada insulina regular HUMULIN 

R (LILLY FRANCE S.A.S., Fegersheim, França) (1U/Kg de PC) via intraperitoneal, e 

a glicemia foi avaliada nos tempos 3, 6, 9, 12, 15 min após a administração.  
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Dosagem de insulina e peptídeo C 

  

Com 20 semanas de vida, foi realizada a dosagem de insulina e peptídeo C. As 

amostras de sangue foram coletadas através da cauda dos animais e a glicemia foi 

medida pelo glicosímetro. A coleta de sangue dos animais foi realizada, primeiro após 

jejum de 12h e, em seguida, após a realimentação (30 min de acesso livre à dieta). As 

amostras de sangue foram centrifugadas a 11000 g por 15 min a 4ºC para obtenção 

do plasma.  

Para a dosagem de insulina, foi utilizado o Kit Mercodia Mouse Insulin ELISA 

(10-1247-1, Sylveniusgatan, Suécia) e, para a dosagem do peptídeo C, o Kit ELISA 

Rat/Mouse C-Peptide 2 (Cat. EZRMCP2-21K, Darmstadt, Germany), de acordo com 

as instruções do fabricante. A razão peptídeo C/insulina da mesma amostra foi 

calculada para quantificação do clearance de insulina. 

 

Eutanásia 

 

Após 8 horas de jejum, os animais foram pesados e a glicemia de jejum foi 

mensurada. Após essas avaliações, os animais foram dessensibilizados com 

isoflurano e decapitados para coleta de sangue. Em seguida, foi realizada laparotomia 

e coletado o fígado. 

 

Atividade enzimática da IDE 

 

A atividade da IDE foi avaliada, utilizando-se o Kit comercial SensoLyte® 520 

IDE Activity (Cat. AS-72231, AnaSpec, Fremont, CA). Fragmentos de fígado foram 

homogeneizados em tampão proveniente do kit comercial e, em seguida, 

centrifugadas a 10000 g, 4ºC por 15 min para coleta do sobrenadante. Em uma placa 

de 96 poços, primeiramente foi realizada a curva padrão e, em seguida, foram 

adicionados 5 µL de cada amostra, junto com 100µL de substrato para IDE. Foi 

realizada a leitura da fluorescência de 5 em 5 min durante 60 min em temperatura de 

37ºC. Princípio do método: quando a IDE quebra o substrato, isso resulta em aumento 

de 5-FAM fluorescente, sendo monitorado em emissão= 490 nm /520 nm. 
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Análises estatísticas 

 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média. Para as 

avaliações estatísticas dos dados pré-operatórios, foi utilizado o teste de normalidade 

Shapiro-Wilk; para variáveis que estavam em normalidade, foi utilizado o teste T de 

Students; e, para amostras que não apresentaram normalidade, foi utilizado o teste 

não paramétrico de Mann-Whitney.  

Para os dados pós-operatórios, foi utilizado o teste de normalidade Shapiro-

Wilk; para as variáveis que apresentaram normalidade, foi utilizado o teste de análise 

de variância ANOVA fator único, seguido de post-hoc test Tukey; e, para amostras 

que não apresentaram normalidade, foi realizado o teste não paramétrico de Kruskal-

Wallis fator único, seguido do post-hoc test de Dunn. O nível de significância adotado 

foi p < 0,05. As análises foram realizadas no programa estatístico GraphPad Prism 

versão 6.0 para Windows (GraphPad Software©). 
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Abstract 

Aims: To determine the effect of sleeve gastrectomy (SG) upon insulin clearance in obese mice.  

Materials and methods: 30 days old C57BL/6 mice were fed on chow (CTL) or high-fat diet 

(HFD) during 10 weeks. After the development of an obese phenotype, HFD mice were 

randomly assigned into two groups: Sham-surgical (HFD-SHAM) and SG-surgical (HFD-SG). 

After postoperative care, we evaluated body weight gain and glucose-insulin homeostasis 

through glucose and insulin tolerance tests (ipGTT and ipITT). In addition, we evaluated in 

vivo insulin clearance by calculating the plasma c-peptide and insulin ratio in fast and after a 

refeeding. Hepatic IDE activity was also measured.  

Results: Here, we confirmed that SG reduced insulinemia (Fasting: 1.9±0.3 ng/mL HFD-

SHAM, 0.9±0.1 ng/mL HFD-SG; Fed: 3.4±0.03 ng/mL HFD-SHAM, 1.9±0.1 ng/mL HFD-

SG) by reducing insulin secretion, accessed by the analysis of plasmatic c-peptide content 

(Fasting: 243.2±1.7 ng/mL HFD-SHAM, 194.4±2.9 ng/mL HFD-SG; Fed: 322.3±2.2 ng/mL 

HFD-SHAM, 232.2±2.1 ng/mL HFD-SG), and increasing insulin clearance, which was 

evaluated through the calculation of plasmatic C-peptide:insulin ratio (Fasting: 146.8±20.7 

HFD-SHAM, 219.4±16.0 HFD-SG; Fed: 95.2±1.2 HFD-SHAM, 123.5±4.0 HFD-SG). 

However, liver IDE activity was not altered (0.0032±0.0001/per ug total protein HFD-SHAM, 

0.0030±0.0004/per ug total protein HFD-SG), suggesting that other mechanisms may be related 

to an increment of insulin clearance in SG mice.  

Conclusions: In summary, our results indicate that SG mice models seem to successfully 

simulate the improvements of insulin-glucose homeostasis, observed in humans, reinforcing the 

usage of SG mice as a proper experimental model of bariatric surgery. 

Keywords: insulin degrading enzyme, hepatic insulin clearance, hyperinsulinemia, bariatric 

surgery, high-fat diet, obesity 
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Introduction 

Bariatric surgery is a very effective measure to counteract obesity complications, i.e., 

glucose intolerance, insulin resistance and hyperinsulinemia 1-5. The reduction in the plasmatic 

insulin level, after Roux-en-Y gastric bypass surgery (RYGB), has been acquainted to a major 

role of augmented insulin clearance than reduced insulin secretion in humans 6-10. An increase 

in the human insulin clearance after sleeve gastrectomy (SG) also has been reported 10,11. 

Around 80% of insulin is degraded in the hepatocytes during its first liver passage, and 

the insulin degrading enzyme (IDE) seems to be crucial for this process 12,13. Indeed, IDE-KO 

mice develop insulin resistance, associated with a dramatic hyperinsulinemia 14.Also, insulin 

resistant obese mice, fed on high-fat diet, develop reduction in insulin clearance associated to a 

reduced liver IDE activity. The recovery of insulin sensitivity by the physical exercise 

performance or bile acid TUDCA administration restored the insulin clearance and liver IDE 

expression in those mice 15,16. 

The majority of the studies that explored the insulin clearance after bariatric surgery 

have been done in humans, impeding the analysis of the possible involvement of liver IDE in 

this context. Keeping this outline in mind, we sought to verify whether the mice model of GS 

mirrors the outcomes related to insulin clearance observed in humans, and if liver IDE activity 

regulated it.  

Here, we demonstrated that GS partially recovered the insulin clearance in obese mice. 

However, it was not associated with the liver IDE modulation, which indicates that other 

mechanism might be involved in the GS-induced insulin clearance.  

 

Materials and methods 

Animals 
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3-week-old C57BL6/J male mice were obtained from the University of Campinas 

Facilities and maintained at 22 ± 2ºC on 12-h light-dark cycle. From the 4th week-old, the 

animals were divided into two groups: control group (CTL), which received standard chow 

(Nuvital, PR, Brazil), and high-fat diet group (HFD), which received a diet containing 45% kcal 

from lipid (Prag Soluções, SP, Brazil). At 14-week-old, HFD mice were divided into two 

groups, being that one group was submitted to sleeve gastrectomy (HFD-SG), and the other 

group underwent sham operation (HFD-SHAM). Mice were weighted once a week until the 

end of the experimental period. Euthanasia was performed at 20-week-old. All experiments 

were approved by the Animal Care Committee at UNICAMP (License Number: 5242-1/2019). 

Sleeve gastrectomy and Sham operations 

After 12 h of fasting, mice were anesthetized with 1% isoflurane (BioChimico, Itatiaia, 

Brazil) with nasotracheal intubation (1L/min O2). For the Sham group, an incision was made 

in the epigastric midline of the abdomen, then, the stomach and abdominal cavity were exposed, 

and the small intestine was massaged using a sterile scalpel handle. Before suturing, a dose of 

20 mg/kg of Enrofloxacin (Chemitril®, Chemitec®, SP, Brazil) and 5 mg/kg of Tramadol 

(Vitalis®, Bogotá, Colômbia) were administered to the abdominal cavity. The laparotomy was 

closed with continuous suture, with 6-0 polypropylene thread, as well as the skin. For SG, an 

incision was made in the epigastric midline of the abdomen, and the stomach was exposed. The 

incision was performed from the angle of His and 80% of the volume of the stomach was 

removed, including complete resection of the gastric fundus, forming a gastric tube that 

connected the esophagus to the duodenum 17. Before suturing, a dose of 20 mg/kg Enrofloxacin 

(Chemitril®, Chemitec®, SP, Brazil) and Tramadol (Vitalis®, Bogotá, Colômbia) 5 mg/kg 

were administered to the abdominal cavity. The laparotomy was closed with continuous suture, 

with 6-0 polypropylene thread, as well as the skin. Mice received 20 mg/kg of Enrofloxacin 

(Chemitril®, Chemitec®, SP, Brazil), for 7 days after surgery, and 2 mg/kg of Meloxicam 
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(Eurofarma®, SP, Brazil) plus 5 mg/kg of Tramadol (Vitalis®, Bogotá, Colômbia) for 2 days. 

Mice were kept on liquid diet for 5 days after surgery. On day 6, mice were given doughy HFD, 

and they were switched back to solid HFD on day 12. 

Intraperitoneal glucose (ipGTT) and insulin (ipITT) Tolerance tests  

For ipGTT, mice were subjected to 12h of fasting. Blood glucose level was measured 

by a glucometer (Accu-chek®, Roche, Basileia, Switzerland) at time 0' and 15, 30, 60, 90, and 

120 min after they received an intraperitoneal glucose dose of 2 g/kg. For ipITT, after 4h of 

fasting, blood glucose level was measured (time 0’) by a glucometer (Accu-chek®, Roche, 

Basileia, Switzerland). Following, mice received an intraperitoneal administration of insulin of 

1 U/kg; thereafter, glycemia was measured at 3, 6, 9, 12, and 15 min. Both tests were performed 

with 14-week-old (preoperative) and 20 week-old (postoperative). 

 

Plasma Insulin and C-Peptide Measurements 

Mouse insulin (Catalog #10-1247-1, Mercodia, Sylveniusgatan, Sweden) and C-peptide 

Elisa Kits (Catalog #EZRMCP2-21K, Millipore, Darmstadt, Germany) were used to measure 

plasma insulin and C-peptide. Plasma samples were obtained by centrifugation of blood 

samples at 11000 rpm for 15 min at 4ºC. The assays were performed as indicated by the kit 

protocol. The blood samples for insulin and C-peptide measurements were collected in fed and 

fasted states at the end of the treatment. The c-peptide:insulin ratio of the same samples was 

calculated to quantify the insulin clearance 18. 

IDE activity Measurements 

Liver IDE activity was measured using SensoLyte 520 IDE Activity Assay Kit (Catalog 

#AS‐72231; AnaSpec, Fremont, Canada) by following the manufacturer’s instructions. Total 

IDE activity was calculated as described previously 15 and normalized per μg of protein content 
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determined using the Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Catalog #5000006, 

BioRad, CA, USA). 

Statistical Analysis 

The data are presented as the mean ± standard error of the mean (SEM). To evaluate 

data normality, we applied the Shapiro–Wilk test. When normal, we used the parametric 

Student’s t-test (to compare two groups) or One-Way ANOVA with an unpaired Tukey’s post-

hoc test (to compare 3 groups); otherwise, the non-parametric Mann–Whitney test (to compare 

two groups) or Kruskal-Wallis test (to compare 3 groups) were adopted. The difference between 

groups was considered statistically significant if P ≤ 0.05. 

 

 

Results 

High-fat diet increases body weight gain and impairs glucose tolerance and insulin 

sensitivity in mice 

Firstly, we evaluated body weight gain of mice during the course of ten weeks receiving 

a high-fat diet. As expected, HFD mice displayed higher body weight gain compared to CTL 

mice (Fig. 1A), as confirmed by the area under the curve (AUC) (Fig. 1B).  

Next, to investigate the effects of the high-fat diet on glucose homeostasis, we 

performed intraperitoneal glucose and insulin tolerance tests (ipGTT and ipITT). We observed 

that HFD mice presented impaired glucose tolerance, as determined by the higher AUC of blood 

glucose during ipGTT (Fig. 1C and D). Furthermore, HFD also displayed insulin resistance 

(Fig. 1E and F). 
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Figure 1. High-fat diet increases body weight gain, impairs glucose tolerance and insulin 

sensitivity in mice. Body weight over the course of the experimental period (A) and its 

respective area under the curve (AUC) (B) of CTL and HFD. Blood glucose of CTL and HFD 
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during the intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT) (C). Area under the curve (AUC) of 

total blood glucose concentration of CTL and HFD during ipGTT (D). Blood glucose of CTL 

and HFD during the intraperitoneal insulin tolerance test (ipITT) (E). Area under the curve 

(AUC) of total blood glucose concentration of CTL and HFD during ipITT (F). Data are the 

mean ± SEM. *P ≤ 0.05 (N=4-6) (Student’s t-test or Mann–Whitney test). 

 

SG reduces body weight gain and improves glucose tolerance and insulin sensitivity in 

HFD-SG mice 

Once HFD mice presented overweight, glucose intolerance and insulin resistance, we 

divided them into two other groups: HFD-SHAM and HFD-SG. After that, each group 

underwent its respective surgical procedure and body weight was measured once a week, after 

postoperative care. As observed in Fig. 2A, before the surgical procedure HFD-SHAM and 

HFD-SG mice presented similar body weight, which was higher than CTL mice. In addition, 

due to the postoperative care, they lost weight achieving values close to those of CTL mice 

(week 1). In the subsequent weeks, HFD-SHAM mice displayed increased body weight gain, 

recovering similar values to those of the preoperative period. Whereas, body weight gain in 

HFD-SG mice was less pronounced, confirming the efficacy of the sleeve gastrectomy (Fig. 

2B). To access the effect of sleeve gastrectomy on glucose homeostasis of HFD mice, we 

performed postoperative ipGTT and ipITT, and HFD-SG mice presented improved glucose 

(Fig. 2C and D) and insulin (Fig. 2E and F) tolerance compared to HFD-SHAM.  
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Figure 2. Sleeve gastrectomy reduces body weight gain, improves glucose tolerance and 

insulin sensitivity in HFD-SG mice. Postoperative body weight (A) and its respective area 

under the curve (AUC) (B) of CTL, HFD-SHAM and HFD-SG. Blood glucose of CTL, HFD-

SHAM and HFD-SG during the intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT) (C). Area under 



49 
 

the curve (AUC) of total blood glucose concentration of CTL, HFD-SHAM and HFD-SG 

during ipGTT (D). Blood glucose of CTL, HFD-SHAM and HFD-SG during the intraperitoneal 

insulin tolerance test (ipITT) (E). Area under the curve (AUC) of total blood glucose 

concentration of CTL, HFD-SHAM and HFD-SG during ipITT (F). Data are the mean ± SEM. 

Different letters indicate statistic differences between groups, P ≤ 0.05 (N=4-8) (One-Way 

ANOVA or Kruskal-Wallis test).  

 

SG reduces fasting and fed insulin and C-peptide and increases insulin clearance in HFD-

SG mice 

Evidences suggest that glucose homeostasis improves after bariatric operations due to, 

at least in part, an increase in insulin clearance. Thus here, we evaluated insulin clearance in 

obese mice after performing sleeve gastrectomy operation by the calculation of C-

peptide:insulin ratio in fasting and fed states. HFD-SHAM displayed higher plasma insulin 

compared to CLT in fasting (Fig. 3A) and fed states (Fig. 3B). However, HFD-SG presented 

lower plasma insulin compared to HFD-SHAM mice, in both fasting (Fig. 3A) and fed (Fig. 

3B) states. When we evaluated plasma C-peptide, HFD-SHAM showed higher values compared 

to CTL mice (Fig. 3C and D). In addition, HFD-SG presented lower plasma C-peptide levels 

than HFD-SHAM mice, and even lower levels than CTL mice, in fasting (Fig 3C) and fed state 

(Fig. 3D). These results suggest an increase in insulin clearance, confirmed by the increased C-

peptide:insulin ratio in the HFD-SG, compared to HFD-SHAM mice (Fig. 3E and F). 
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Figure 3. High-fat diet increases fasting and fed insulin and C-peptide, and reduces insulin 

clearance in mice, whereas sleeve gastrectomy restores these parameters.  Plasma insulin 

in fasting (A) and fed (B) state of CTL, HFD-SHAM and HFD-SG. Plasma C-peptide in fasting 

(C) and fed (D) state of CTL, HFD-SHAM and HFD-SG. C-peptide:insulin ratio in fasting (E) 

and fed (F) state of CTL, HFD-SHAM and HFD-SG. Data are the mean ± SEM. Different 

letters indicate statistic differences between groups, P ≤ 0.05 (N=5-7) (One-Way ANOVA or 

Kruskal-Wallis test).  

 

SG did not alter IDE activity in the liver of HFD-SG mice 

Hepatic IDE is the major enzyme responsible for insulin clearance. In this way, we 

evaluated IDE activity in the liver. We observed that both HFD-SHAM and HFD-SG presented 

reduced IDE activity, compared to CTL (Fig. 4A and B). However, there was no difference 

between HFD-SHAM and HFD-SG regarding IDE activity (Fig. 4A and B), demonstrating that 

sleeve gastrectomy did not alter the activity of this enzyme. 

 

Figure 4. Sleeve gastrectomy did not alter insulin degrading enzyme (IDE) activity in the 

liver of HFD-SG mice. Kinetic of IDE activity assay (A) and total IDE activity (B) in the liver 

of CTL, HFD-SHAM and HFD-SG. Fluorescent intensity at Ex/Em = 490/520 nm was recorded 
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every 5 min for 60 min. 5-FAM concentration was calculated using a standard curve and 

normalized per µg of total protein. Data are the mean ± SEM. Different letters indicate statistic 

differences between groups, P ≤ 0.05 (N=6-9) (One-Way ANOVA or Kruskal-Wallis). 

 

Discussion 

As expected, we demonstrated that SG mice model exhibited beneficial effects upon 

glucose homeostasis and body weight, in agreement with previous studies 19-22. In addition, we 

observed here that HFD-SG mice presented increased insulin clearance, as observed in humans 

10,11. These results support previous findings, suggesting the SG mice as an experimental model 

that accurately mimics the effects observed in humans. 

To measure insulin clearance, we assessed the plasma concentration of C-peptide and 

insulin, in fasting state and after re-feeding, and calculated the ratio between these molecules 

23. Insulin and C-peptide are co-secreted by the pancreatic β cells (ratio 1:1); however, C-

peptide has a longer half-time than insulin 15,18,24. Thus, decrease in the C-peptide:insulin ratio 

indicates reduction in the insulin clearance. As expected, insulin clearance was reduced in HFD-

SHAM mice compared to controls (Fig. 3E and F). The SG surgery partially recovered it, as 

judged by the elevation of C-peptide:insulin ratio of HFD-SG compared with HFD-SHAM mice 

(Fig. 3E and F). These findings are in agreement with human studies 10,11. 

Liver is the most important site for insulin degradation, where it mainly occurs by the 

action of IDE 12,13. As expected, obese mice showed reduced IDE activity (Fig. 4A and B).  

However, we did not observed differences in the IDE activity between the HFD-SHAM and, 

HFD-SG mice (Fig. 4A and B), which indicate that other mechanisms may be involved. 

In fact,  IDE degrades insulin in the endosomes that are formed after the insulin binds to 

insulin receptor 12,13,25. Considering that the insulin sensitivity was improved after the SG 

surgery, it is plausible to speculate that more insulin is present in the endosomes, increasing the 
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capacity of IDE to interact with its substrate, augmenting the insulin degradation without 

altering its activity. 

In summary, we confirmed that SG mice model accurately represents the human surgery 

outcomes and, subjoined the SG-induced increased insulin clearance as another parameter to 

prove it. Nevertheless, the higher insulin clearance observed in the HFD-SG mice was 

independent of liver IDE activity. It indicates that the improvement of insulin sensitivity that 

occurs after the surgery might be sufficient to increase the insulin degradation by itself.   
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Figure legends 

Figure 1. High-fat diet increases body weight gain, impairs glucose tolerance and insulin 

sensitivity in mice. Body weight over the course of the experimental period (A) and its 

respective area under the curve (AUC) (B) of CTL and HFD. Blood glucose of CTL and HFD 

during the intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT) (C). Area under the curve (AUC) of 

total blood glucose concentration of CTL and HFD during ipGTT (D). Blood glucose of CTL 

and HFD during the intraperitoneal insulin tolerance test (ipITT) (E). Area under the curve 

(AUC) of total blood glucose concentration of CTL and HFD during ipITT (F). Data are the 

mean ± SEM. *P ≤ 0.05 (N=4-6) (Student’s t-test or Mann–Whitney test). 

 

Figure 2. Sleeve gastrectomy reduces body weight gain, improves glucose tolerance and 

insulin sensitivity in HFD-SG mice. Postoperative body weight (A) and its respective area 

under the curve (AUC) (B) of CTL, HFD-SHAM and HFD-SG. Blood glucose of CTL, HFD-

SHAM and HFD-SG during the intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT) (C). Area under 

the curve (AUC) of total blood glucose concentration of CTL, HFD-SHAM and HFD-SG 
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during ipGTT (D). Blood glucose of CTL, HFD-SHAM and HFD-SG during the intraperitoneal 

insulin tolerance test (ipITT) (E). Area under the curve (AUC) of total blood glucose 

concentration of CTL, HFD-SHAM and HFD-SG during ipITT (F). Data are the mean ± SEM. 

Different letters indicate statistic differences between groups, P ≤ 0.05 (N=4-8) (One-Way 

ANOVA or Kruskal-Wallis test).  

 

Figure 3. High-fat diet increases fasting and fed insulin and C-peptide, and reduces insulin 

clearance in mice, whereas sleeve gastrectomy restores these parameters.  Plasma insulin 

in fasting (A) and fed (B) state of CTL, HFD-SHAM and HFD-SG. Plasma C-peptide in fasting 

(C) and fed (D) state of CTL, HFD-SHAM and HFD-SG. C-peptide:insulin ratio in fasting (E) 

and fed (F) state of CTL, HFD-SHAM and HFD-SG. Data are the mean ± SEM. Different 

letters indicate statistic differences between groups, P ≤ 0.05 (N=5-7) (One-Way ANOVA or 

Kruskal-Wallis test).  

 

Figure 4. Sleeve gastrectomy did not alter insulin degrading enzyme (IDE) activity in the 

liver of HFD-SG mice. Kinetic of IDE activity assay (A) and total IDE activity (B) in the liver 

of CTL, HFD-SHAM and HFD-SG. Fluorescent intensity at Ex/Em = 490/520 nm was recorded 

every 5 min for 60 min. 5-FAM concentration was calculated using a standard curve and 

normalized per µg of total protein. Data are the mean ± SEM. Different letters indicate statistic 

differences between groups, P ≤ 0.05 (N=6-9) (One-Way ANOVA or Kruskal-Wallis). 
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CONSIDERAÇÕES/CONCLUSÕES FINAIS 

 

O objetivo principal deste trabalho foi o de avaliar em camundongos obesos, 

por dieta hiperlipídica, se ocorre aumento no clearance de insulina hepática após a 

gastrectomia vertical, e se esse aumento está relacionado à atividade da IDE.  

Inicialmente, observamos que camundongos tratados durante 12 semanas, 

com dieta DH, apresentaram aumento no peso corporal, hiperglicemia e RI, quando 

comparados ao grupo controle, confirmando a eficácia da dieta na indução da 

obesidade e comorbidades associadas (LIU et al., 2015). Essas observações são 

importantes, uma vez que a redução do clearance de insulina nos animais obesos 

pode indicar que essa deficiência esteja associada à redução na expressão e 

atividade da IDE (ERDMANN et al., 2009). Ainda, em roedores, o mau funcionamento 

da IDE contribuiu para o desenvolvimento de RI e hiperglicemia (FARRIS et al., 2003).  

A GV é utilizada no tratamento da obesidade e suas comorbidades, 

promovendo melhora da homeostase glicêmica e, muitas vezes, remissão do DM2, 

antes mesmo da redução de peso corporal. Neste trabalho, mostramos que a GV 

atenuou os efeitos provocados pela dieta hiperlipídica, reduzindo o ganho de peso 

corporal, diminuindo a glicemia e insulinemia, melhorando a sensibilidade à insulina e 

a tolerância à glicose dos animais DH. A melhora na tolerância à glicose e à insulina 

observada pelo ipGTT e ipITT, respectivamente, é resultante da maior captação de 

glicose pelos tecidos e do clearance mais eficaz da insulina, após a cirurgia 

(DOUROS; TONG; D’ALESSIO, 2019). Segundo Li e colaboradores, a GV reduziu o 

peso corporal, melhorou a hiperglicemia e RI em camundongos obesos por dieta 

hipercalórica, sugerindo que a melhora desses parâmetros pode ser decorrente do 

aumento no gasto energético (LI et al., 2019). Além disso, a GV reduziu fatores 

inflamatórios, provocados por dieta hipercalórica, bem como a deposição de gordura 

no fígado (HUA et al., 2021). Portanto, nossos resultados reforçam achados da 

literatura, sugerindo que a GV atenuou os efeitos induzidos pela ingestão da dieta 

hiperlipídica nos animais DH, com destaque para a normalização dos níveis 

plasmáticos de glicose e insulina. 

A insulinemia é resultado do equilíbrio entre a secreção de insulina pelas 

células β e o seu clearance, que ocorre preferencialmente no fígado. Um fenômeno 

interessante que ocorre com a secreção de insulina é que, juntamente com esse 

hormônio, é secretado o peptídeo C (também um hormônio), produto da clivagem da 
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pró-insulina. A insulina e o peptídeo C são co-secretados em concentrações 

equimolares pelas células β, porém, a meia-vida do peptídeo C (20-30 min) é maior 

do que a da insulina (3-5min). Essa diferença na meia-vida dos dois hormônios permite 

a avaliação precisa do quanto de insulina secretada foi degradada em determinado 

período de tempo (JONES; HATTERSLEY, 2013; VAKILIAN; TAHAMTANI; GHAEDI, 

2019). Resumindo, quando a razão peptídeo C/insulina no plasma é alta, isso indica 

que muita insulina já foi degradada, sendo o contrário verdadeiro.  

Assim, pela avaliação da razão peptídeo C/insulina, observamos que animais 

DH, submetidos a GV, apresentaram melhora no clearance de insulina que estava 

diminuído pela dieta hiperlipídica, o que explica, pelo menos em parte, a redução da 

insulinemia nos animais do grupo DH-GV. Esses resultados convergem com o 

mostrado por um estudo em pacientes sedentários e atletas, em que atletas 

apresentaram maior sensibilidade à insulina e maior taxa de clearance em 

comparação com os sedentários (AHRÉN; THORSSON, 2003). A seguir, avaliamos 

se o aumento observado no clearance da insulina está relacionado a alterações na 

IDE, no fígado desses animais e mostramos que a atividade da IDE nos animais DH-

GV foi similar ao DH-FO e menor, quando comparada ao CTL, ou seja, a GV não 

alterou a atividade da IDE, dessa forma, a melhora no clearance de insulina pode ser 

decorrente de outros mecanismos.  

Concluindo, os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a GV foi 

capaz de aumentar o clearance de insulina em animais obesos sem alterar a atividade 

da IDE. Mais estudos são necessários para compreender o mecanismo envolvido no 

aumento do clearance de insulina, porém, esses resultados indicam a IDE como um 

possível alvo para o tratamento de pacientes obesos e intolerantes à glicose. 
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ANEXO I – PARECER COMITÊ DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 
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ANEXO II – NORMAS PARA SUBMISSÃO REVISTA DIABETES, OBESITY AND 

METABOLISM 
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ANEXO III – COMPROVANTE DE SUBMISSÃO DO ARTIGO 

 
 

 

 


