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Resumo:

Complicacdes cronicas do diabetes mellitus (DM), devido a um longo
periodo com niveis elevados de glicemia, podem levar & comprometimentos
vasculares e nervosos que alteram a motilidade gastrintestinal e sua
inervagdo entérica. O objetivo deste trabalho foi avaliar o tamanho e a
densidade dos neur6nios nitrérgicos do plexo mioentérico de ratos diabéticos
administrados com extrato liquido de Trichilia catigua (T. catigua) (200
mg/Kg). Foram utilizados ratos machos Wistar com 90 dias de idade,
distribuidos em 4 grupos: N- normoglicémicos; NC- normoglicémicos
administrados com extrato liquido T. catigua; D- diabéticos induzidos pela
estreptozootocina; DC- diabéticos induzidos pela estreptozootocina,
administrados com extrato liquido T. catigua. Apés 60 dias de periodo
experimental o jejuno foi coletado e submetido a técnica imunohistoquimica
para nNOS (6xido nitrico sintase neuronal). Foi verificado diferenca
significativa (p<0,05) na area do corpo celular dos neurdnios nitrérgicos
entre todos os grupos estudados. Em relacdo a densidade dos neurénios
mioentéricos nNOS imunoreativos foi observada um aumento quando foram
comparados os grupos D e NC em relacdo ao grupo N (p < 0,05). A
suplementacdo com T. catigua promoveu uma reducdo da area dos
neurdnios nitrérgicos no grupo DC (p < 0,05), o que pode estar relacionado a
alteracdo na sintese de NO e/ou inativacdo pela propriedade antioxidante da
T. catigua.
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O Diabetes mellitus (DM) é um disturbio metabdlico crénico decorrente da
falta de insulina e/ou resisténcia na a¢do deste hormonio sobre os tecidos
alvos, levando a hiperglicemia. Entre as neuropatias que se manifestam no
DM, esta a autonbmica que compromete o trato gastrintestinal, afetando
diferentes tipos de neurbnios entéricos, levando a modificagbes das
atividades motora, secretora/absortiva e vascular. De acordo com
Chandrasekharan e Srinivasan (2007) o neurotransmissor inibitério NO
(6xido nitrico) parece estar diminuido no inicio do diabetes com um aumento
nos estados avancados de diabetes, possivelmente secundarios a
regeneracdao. O aumento de moléculas oxidativas altamente reativas
(radicais livres) dentro das células leva a danos as proteinas, lipideos e
acidos nucléicos, culminando em morte celular por necrose ou apoptose
(VINCENT et al., 2004). Estudos feitos por Tang et al., (2007) conseguiram
verificar uma forte atividade antioxidante da T. catigua e por essa razao se
faz promissor na prevengédo do desenvolvimento da neuropatia entérica de
ratos diabéticos. O objetivo do trabalho foi avaliar o tamanho e a densidade
dos neurbnios nitrérgicos do plexo mioentérico de ratos diabéticos
administrados com extrato liquido T. catigua (200 mg/Kg).

Materiais e métodos

Foi utilizado neste estudo 24 ratos Wistar (Rattus norvegicus, variedade;
albinus) adultos machos, distribuidos em quatro grupos experimentais, com
6 animais em cada grupo: normoglicémicos (N), normoglicémicos
administrados com extrato liquido T. catigua (200mg/Kg) por gavagem (NC),
diabéticos induzidos pela estreptozootocina 35 mg/Kg (D), diabéticos
administrados com extrato liquido T. catigua (200mg/Kg) por gavagem (DC).
Apb6s de 60 dias os animais foram submetidos a eutanasia e os segmentos
de jejuno foram coletados e fixados por 18 horas em solucdo fixadora de
Zamboni. Apo6s fixacdo, os segmentos foram abertos ao longo da borda
mesentérica e sucessivamente lavados em alcool 80% até remocao
completa do fixador. Na sequéncia foi realizada a desidratacdo em série
ascendente de alcoois (95% e 100%), diafanizacdo em xilol e reidratagdo em
série descendente de alcoois (100%, 90%, 80%, 50%) e PBS. Os jejunos
foram dissecados sob estereomicroscopio para obtencdo de preparados
totais da tunica muscular, através da remocao da tunica mucosa e tela
submucosa. Os preparados totais com cerca de 1 cm foram processados
imunohistoquimicamente para a proteina nNOS. Foram capturadas trinta
imagens por lamina em cada segmento intestinal (por animal), em objetiva
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de 40X com camera de alta resolucdo AxioCam (Zeiss, Jena, Germany)
acoplada microscopio de luz com filtros para Axioskop Plus (Zeiss). As
imagens foram digitalizadas em microcomputador com o0 programa
AxioVision version 4.1 A analise quantitativa foi realizada, por amostragem
aleatoria, na regido intermedidria da circunferéncia do jejuno. Para avaliacao
da densidade neuronal no plexo mioentérico, todos os neurdnios de cada
imagem foram contados. A analise quantitativa e a determinagéo da area da
imagem foram realizadas através de programa de analise de imagens Image
ProPlus 4.5 (Media Cybernetics, Inc. Silver Spring, MD, EUA.). A densidade
da subpopulacao nitrérgica foram expressas em numero total de neurénios
por unidade de &rea (cm?). Foram realizadas analises morfométricas da sub-
populacdo de neurénios mioentéricos nitrérgicos, onde as areas em um? de
100 corpos celulares de neurénios por animal foram mensuradas através do
programa Image-Pro Plus. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) seguido de teste de Fisher, nivel significancia usado foi
de 5%.

Resultados e Discussao

Foram observadas caracteristicas clinicas da doenca ao longo de todo o
experimento: polidria, polidpsia e polifagia e perda de peso. Os resultados
mostraram que a T. catigua nao impediu a perda de peso nos animais do
grupo DC quando comparados aos animais do grupo D e também néo
interferiu com os valores da glicemia final. A técnica imunohistoquimica para
NNOS foi utilizada neste trabalho para evidenciacdo dos neurdnios
mioentéricos que expressam para 0 neurotransmissor inibitério NO. Foi
observado nos animais do grupo D e NC um aumento da densidade dos
neurdénios mioentéricos NNOS-IR (nNOS-imunoreativos) quando comparado
a N (p <0,05). Nao foram verificadas alteracdes significativas entre o grupo D
e 0 grupo DC (p>0,05). Foi observado um aumento do tamanho do corpo
neuronal nos animais diabéticos (p < 0,05) e a administracdo da T. catigua
(grupo DC) reverteu este aumento (p < 0,05). Assim como evidenciado por
Zanoni et al. (2003), foi observado um aumento da area do corpo celular de
neurdnios nitrérgicos dos ratos diabéticos provavelmente pelos danos
sofridos pelo estresse oxidativo. Esta alteracdo no tamanho do corpo
neuronal pode estar relacionada com a propriedade antioxidante da T.
catigua (TANG, 2007). A qual pode ser benéfica visto que o NO em elevada
guantidade pode ser considerado citotéxico levando a morte celular e
contribuindo para a neuropatia diabética.
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Conclusbes

A suplementagdo com T.catigua promoveu uma reducdo na area do corpo
celular dos neurbnios nitrérgicos, o que poderia estar associado a um
possivel efeito antioxidante, apesar desses valores ndo terem sido proximos
aos valores de normalidade do grupo normoglicémico. Outros estudos
deverdo ser realizados com o intuito de avaliar os possiveis efeitos
produzidos pela T. catigua com periodos maiores de tratamento e em outras
subpopulac¢des neuronais prejudicadas no diabetes mellitus.
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