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Resumo:

O objetivo desse trabalho foi avaliar a subpopulacdo de neurbnios
mioentéricos nitrérgicos de ratos diabéticos administrados com quercetina
microencapsulada sobre o aspecto morfométrico. Foram utilizados 24 ratos
machos Wistar divididos em 4 grupos: normoglicémicos (N), normoglicémicos
tratados com quercetina (NQ), diabéticos (D) e diabéticos tratados com quercetina
(DQ). Os animais dos grupos D e DQ sofreram indu¢éo do DM por injecéo de
Estreptozootocina por via endovenosa. Os grupos N e D foram submetidos a
gavagem utilizando veiculo, enquanto que os grupos NQ e DQ foram submetidos,
diariamente, & gavagem com quercetina microencapsulada (100 mg/kg). Aos 150
dias de idade, os ratos foram mortos e o jejuno coletado para a realizacdo das
técnicas imunohistoguimicas. A analise morfomeétrica dos neurbnios mioentéricos
nitrérgicos foi feita com o programa Image-Pro Plus. Os resultados foram
submetidos ao teste de One-way Blocked Analysis of Variance (ANOVA) com
pbs-teste de Fischer. O nivel de significancia foi de 5%. A andlise morfométrica
revelou aumento de aproximadamente 22% nas areas celulares entre os grupos
N e D, aumento de aproximadamente 26% entre os grupos N e NQ e de
aproximadamente 16% entre os grupos D e DQ. Conclui-se que a administracéo
da quercetina microencapsulada na dosagem de 100mg/kg de peso corporal é
capaz de favorecer a expressao da enzima nNOS sintetase em ratos saudaveis e
em ratos diabéticos.

Introducéo

O DM pode resultar em disfuncbes neuronais relacionadas ao sistema
nervoso entérico, com consequentes complicacbes gastrointestinais, como
alteracdes de motilidade. Associa-se o desenvolvimento de neuropatia autonémica
diabética com essa condicdo, afetando os neurbnios intrinsecos, células
intersticiais de Cajal (CIC) e o musculo liso do trato gastrintestinal (TGI). O
movimento peristaltico do intestino delgado € controlado por neurbénios secretores
de neurotransmissores excitatorios e inibitorios, que em conjunto regulam a
contracdo e o0 relaxamento do mdusculo liso da parede do TGIl. (NEZAMI,
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SRINIVASAN, 2010). A hiperglicemia crénica no DM estimula vias celulares que
ocasionam o acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROS) no organismo e a
consequente deplecéo do sistema antioxidante endogeno, por meio da reducdo do
oXigénio molecular. Em excesso, os EROs sao prejudiciais, pois podem agredir as
proteinas dos tecidos, enzimas, carboidratos e DNA, além de realizar peroxidacao
dos lipidios de membrana, estado chamado de estresse oxidativo. (LIMA,
ABDALLA, 2001).

Um dos principais neurotransmissores inibitérios no TGl é o 6xido nitrico
(NO), o qual medeia o relaxamento do musculo liso de forma n&o-colinérgica e
ndo-adrenérgica, inibindo as respostas a estimulagbes elétricas para contragdo. A
expressdo da enzima nNOS (Oxido Nitrico Sintetase), responsavel pela conversio
da L-arginina em oxido nitrico, pode ser avaliada e correlacionada com a producéo
do neurotransmissor no SNE, sendo utilizada em diversos estudos como marcador
de neurbnios produtores de NO. Diversos estudos tém demonstrado que a
administracdo de antioxidantes pode apresentar beneficios no manejo das
complicagbes do DM. Nesse contexto, os flavonoides ganham importancia, por
estarem presente na dieta humana e possuirem uma estrutura que facilita o
sequestro de radicais livres. Dentre esses, destaca-se a quercetina, principal
flavondide da dieta humana e que possui a capacidade de inibir a peroxidacdo
lipidica (BARREIROS, DAVID J M, DAVID J P, 2006). Dessa forma, objetiva-se
com esse trabalho avaliar morfometricamente a subpopulacdo de neurdnios
mioentéricos nitrérgicos do jejuno de ratos diabéticos administrados com
guercetina microencapsulada, na dosagem de 100 mg/kg de peso corporal.

Materiais e métodos

Todos os procedimentos com animais foram realizados de acordo com os
principios éticos da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL) e foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(ndmero de protocolo: 073/2014) da UEM. Foram utilizados 24 ratos machos
Wistar (Rattus norvegicus) inicialmente com 90 dias de idade, divididos em 4
grupos: animais normoglicémicos (N), animais normoglicémicos administrados
com quercetina microencapsulada 100mg/kg (NQ), animais diabéticos induzidos
pela estreptozootocina (D) e animais diabéticos administrados com quercetina
microencapsulada 100mg/kg (DQ).

Os animais dos grupos D e DQ foram submetidos a jejum prévio de
quatorze horas, antes de serem injetados com estreptozootocina por via
endovenosa (veia peniana), na dose de 35 mg/kg de peso corporal. Foram
considerados diabéticos quando os niveis de glicose estivessem acima de 200
mg/dl, valores fornecidos por meio de glicemia capilar. Apos confirmacdo do
estabelecimento do modelo experimental, os animais dos grupos D e DQ estavam
aptos para a experimentacdo. Os grupos N e D foram submetidos & gavagem
utilizando veiculo, enquanto que os grupos NQ e DQ foram submetidos a
gavagem com quercetina microencapsulada na dosagem de 100 mg/kg de peso
corporal.

Ao final do periodo experimental, todos os animais foram pesados e
mortos. Apos celiotomia, o jejuno foi coletado, fixado e dissecado para obtencéo
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de preparados totais da tunica muscular. Posteriormente, foi realizado a
imunohistoquimica para evidenciacdo dos neurénios mioentéricos imunorreativos
a nNOS (nNOS-IR). As imagens foram capturadas em microscopio de
fluorescéncia, com ampliacéo de 40X, para a realizagdo da andalise morfométrica.

Foram mensuradas as areas (em micrometros quadrados) de 100 corpos
celulares de neurbnios mioentéricos imunorreativos para nNOS, por animal, por
meio do software Image-Pro Plus. Os dados morfométricos foram submetidos ao
delineamento em blocos (ANOVA Blocked) seguido de Teste de Fisher (Programa
Statistic 7.1). O nivel de significancia foi de 5%.

Resultados e Discussao

A tabela 1 demonstra os dados fisiologicos de cada grupo estudado. Os
resultados foram expressos em meédia + erro padrdo. Observa-se o
estabelecimento do modelo experimental.

Tabela 1 — Dados fisiol6gicos dos grupos de estudo. (n=6)
Grupos Peso inicial (g) Peso final Glicemia final
©) (mg/d)

438,5+9,2 128,1+3,2

3515+7,7

334,8 +8,6* 403,0 +5,3* 1140+7,5
364,5 + 8,4* 291,7 +8,7% 428,0 +10,8*
367,1 +4,0* 284,7 +8,0" 399,2 +16,0*

Os valores médios seguidos por simbolos diferentes na mesma linha sdo significativamente diferentes de acordo
com teste de Fisher (p < 0,001), * quando comparado a N e *quando comparado a D. Os resultados s&o expressos
como média * erro padréo.

A tabela 2 apresenta os valores médios encontrados para as areas dos
neurénios mioentéricos NNOS-IR dos grupos estudados. Os resultados foram
expressos em média + erro padrao.

Tabela 2 — Média da area em pm 2 dos corpos celulares dos neurdnios

mioentéricos NNOS-IR dos grupos estudados. (n=6)
N NQ D DQ

Area 318,8+49 400,7 £4,8* 389,7 +4,9* 4529 £ 6,47

As médias seguidas de simbolos diferentes na mesma linha representam diferencas significativas pelo teste de Fisher, * quando
p<0.0001 quando comparado a N e * p<0.001 quando comparado a D.

Em relacéo aos grupos N e D, verificou-se aumento de aproximadamente
22% na area média dos corpos celulares dos neurbnios mioentéricos nNOS-IR,
achado que estd de acordo com observacdes prévias de outros estudos. Foi
observado um aumento aproximado de 26% na area dos neurénios mioentéricos
NNOS-IR, na comparacéo entre os grupos N e NQ, demonstrando que a
guercetina possui a capacidade de up-regulate a expressdo da enzima nNOS
sintetase no plexo mioentérico em ratos saudaveis. No entanto, € importante
ressaltar que maiores consequéncias em relacdo ao aumento da expresséo de

NO ndo foram avaliadas nesse estudo, considerando que 0 aumento da
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expressao de um neurotransmissor pode ter significado de neuroprotecdo ou
neurotoxicidade (DEMEDTS et al., 2013).

Também foi verificado um aumento de 16% da area média do corpo celular
de neurbnios mioentéricos NNOS-IR comparando-se o grupo D com o grupo DQ.
Isso demonstra que a quercetina microencapsulada, na dosagem de 100mg/kg de
peso corporal, foi capaz de prevenir a reducdo na expressdo de NO ocasionada
pelo DM, além de aumentar sua expressao para além ja demonstrada no grupo N.
Futuros estudos deverdo ser realizados para esclarecer as consequéncias do
aumento da area do corpo celular de neurénios mioentéricos NNOS-IR de ratos
diabéticos administrados com quercetina na dosagem de 100mg/kg de peso
corporal.

Conclusoes

Conclui-se que a administracéo da quercetina microencapsulada na dosagem de
100mg/kg de peso corporal é capaz de favorecer a expressao da enzima nNOS
sintetase em ratos saudaveis e em ratos diabéticos.
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