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Resumo:

Considerando os sintomas caracteristicos do diabetes mellitus e que muitas
de suas complicacbes sao resultantes do estresse oxidativo, a
suplementacdo com antioxidantes pode ter relevancia no tratamento da
doenca. Este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos do tratamento
com resveratrol sobre os neurénios do plexo mientérico do colo de ratos com
diabetes induzida por estreptozocina, através de imunofluorescéncia para
evidenciar a populacdo neuronal total (HuC/D") e subpopulagdo nitrérgica
(NNOS™). Foram utilizados 4 grupos experimentais, normoglicémico controle
(C), normoglicémico suplementado com resveratrol (CR), diabético (D) e
diabético suplementado com resveratrol (DR), onde os animais tratados
receberam doses diarias de resveratrol. O resveratrol ndo foi capaz de
impedir a perda neuronal caracteristica do modelo experimental, mas
amenizou em partes os danos aos neurdnios mientéricos no grupo DR. O
tratamento com resveratrol ainda foi capaz de melhorar alguns parametros
fisiologicos dos ratos diabéticos, como a perda de peso e consumo de agua.

Introducéo

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabdlica de origem multipla,
caracterizada pela hiperglicemia resultante de defeitos na secrecdo e/ou
acdo da insulina. Os danos ao sistema nervoso entérico (SNE) observados
na neuropatia diabética sao atribuidos a hiperglicemia, principal responsavel
pelo aumento do estresse oxidativo e redugdo na capacidade antioxidante
(KUMAR et al., 2007). Compostos antioxidantes que atuem na reducao do
estresse oxidativo, como o resveratrol, podem ter um papel relevante no
tratamento da doenca. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos



23 a 25 de setemibro
o

do tratamento com resveratrol sobre o SNE do colo distal de ratos com DM
experimental induzido por estreptozotocina.

Materiais e métodos

Delineamento experimental

Foram utilizados 24 ratos Wistar machos (Rattus norvergicus) provenientes
do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa, que
permaneceram em biotério setorial com temperatura e ciclo claro/escuro
controlado. Com 90 dias de idade os ratos foram distribuidos em 4 grupos
experimentais (n = 6): grupo normoglicémico controle (C), grupo
normoglicémico suplementado com resveratrol (CR), grupo diabético (D) e
grupo diabético suplementado com resveratrol (DR). Para a inducdo do
diabetes os animais receberam uma dose endovenosa de streptozotocina
(35 mg/kg de peso corporal), sendo considerados diabéticos os animais com
glicemia acima de 250 mg/dL apos 4 dias. Os grupos CR e DR receberam
suplementacdo diaria com resveratrol (10 mg/kg de peso corporal), via
gavagem, até o final do experimento. O consumo de racdo, agua, excrecao
de urina e velocidade de transito gastrointestinal foram avaliados na dltima
semana do periodo experimental.

Coleta e processamento do material de estudo

Apds 120 dias de experimento, os ratos foram mortos com dose letal de
anestésico e o sangue foi coletado por puncéo cardiaca para avaliacdo da
glicemia sanguinea (glicose oxidase). O colo distal de cada animal foi
coletado e fixado em paraformaldeido 4 %. Segmentos menores foram
dissecados para obtencdo de preparados totais da tdnica muscular,
utilizados para a marcacdo do plexo mientérico por imunofluorescéncia
(SOUZA et al., 2015). Para a dupla marcacédo foram utilizados os anticorpos
anti-HUC/D, marcador da populacéo geral neuronal, e anti-nNOS, marcador
da populagéo neuronal nitrérgica.

Analises neuronais e estatistica

A quantificacdo neuronal foi realizada por meio de imagens capturadas das
laminas montadas ap6s imunofluorescéncia, com auxilio do programa Image
Pro Plus 4.5. Para as analises quantitativas, todos 0s neurdnios presentes
em 30 imagens por animal foram quantificados. Para a morfometria, a area
de corpos celulares neuronais HUC/D*, nNOS"™ e nNOS’ foi mensurada num
total de 100 células para cada subpopula¢do por animal. Os dados foram
analisados nos programas Statistica 7.1 ou GraphPad Prism 5, através da
analise de variancia One-way ANOVA seguida de Tukey.

Resultados e Discussao
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Os animais diabéticos (grupo D) apresentaram parametros fisiologicos
caracteristicos desse modelo experimental, como elevados niveis de
glicemia final, aumento no consumo de &gua e racdo, perda de massa
corporal e aumento na velocidade do transito gastrointestinal, comparados
ao grupo C (Tabela 1). O tratamento dos ratos diabéticos com resveratrol
(grupo DR) amenizou algumas dessas alteracdes, como a perda de massa
corporal e consumo de 4gua. A Figura 1 mostra o plexo mientérico, com a
imunofluorescéncia para marcacdo da populacdo neuronal geral e
subpopulacdo nitrérgica. O diabetes causou perda neuronal de 39 % na
populacao geral mientérica do colo distal (Tabela 1), em relagéo ao grupo C;
resultados similares foram observados nos neurdnios nitrérgicos, onde
ocorreu perda neuronal de 35 % no grupo D, comparado ao grupo C. O
tratamento com resveratrol ndo foi capaz de previnir a perda neuronal,
quando comparados os grupos DR e D. Entretanto, também ndo houve
diferenca significativa entre os grupos C e DR, indicando que o resveratrol
nao previniu totalmente a perda neuronal, mas foi capaz de amenizar os
danos causados aos neurdnios. Embora a propor¢cdo de neurdnios
nitrérgicos nao tenha sofrido alteracdo, a perda neuronal observada nos
diabéticos pode ter afetado o equilibrio entre neurbnios excitatérios e
inibitérios, comprometendo a motilidade (CHANDRASEKHARAN e
SRINIVASAN, 2007). A morfometria do corpo celular neuronal mostrou que o
diabetes alterou o perfil celular somente nos neurbnios excitatorios,
negativos para nNOS, reduzindo sua area quando comparados os grupos D
e C. Curiosamente, o tratamento com resveratrol reduziu a area das trés
subpopulagées (HUC/D*, nNOS™ e nNOS") tanto no grupo CR quanto DR,
comparados aos seus respectivos controles.

Figura 1. Ganglio no plexo mientérico do colo distal de um animal do grupo DR, visualizado
por imunofluorescéncia em dupla marcac¢édo. HUC/D — populacdo neuronal geral; nNOS —
subpopulac¢éo nitrérgica; Merge — sobreposi¢cdo das imagens

Tabela 1. Parametros fisiologicos e neuronais: glicemia final (mg/dL); peso
final (g); consumo de &gua (mL/dia) e racdo (g/dia); tempo de transito
gastrointestinal (min); densidade neuronal geral (neurdnios/cm?) e nitrérgica
(neurdnios/cm?); proporcdo de neurbnios nitrérgicos (%); area do corpo
celular de neurdnios HUC/D*, NNOS* e nNOS™ (um?).
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Grupos C CR D DR
Glicemia 146 +5 160 + 6 498 + 22?2 412 + 36
Peso 510 + 19 486 + 12 208 + 13° 409 + 15°
Agua 30+2,9 45 +0,2 164 +10,6% | 113+11,4°
Ragao 26 +0,8 27 +0,2 41 +17° 36+25
Transito 565 + 20 477 + 33,2 449 + 9,32 499 + 36°
Densidade 20350 + 20080 + 12289 + 16334 +
geral 2474 2410 538% 1419
Densidade 5372 +482 | 5311 +602 | 3467 +219% | 4354 +380
nitrérgica

Proporcéao 27+1.6 27 +0.9 28+1.1 2720
Area HuC/D* 363+6 309 + 62 345 + 6° 313 + 5%
Area nNOS* 349 +5 330 +5° 336 +4 297 + 4%
Area nNOS 365 + 6 307 +6° 337 +5° 310 + 5%

2p < 0,05 versus C; °p < 0,05 versus CR; °p < 0,05 versus D. Resultados expressos como média + erro padréo; n =
6 por grupo.

Conclusbes

O tratamento com resveratrol em ratos com diabetes induzido por
estreptozotocina melhorou alguns parametros fisiol6gicos caracteristicos da
doenca e, apesar de nao ter prevenido totalmente a perda neuronal no plexo
mientérico, o resveratrol foi capaz de amenizar os danos causados aos
neurdnios do colo distal.
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