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Resumo:

O presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito da quercetina
microencapsulada (QM), 10mg/Kg sobre as células intersticiais de Cajal
(CIC) do jejuno de ratos diabetizados com estreptozootocina (35mg/k). Ratos
machos Wistar foram distribuidos em 4 grupos (n=6): Normoglicémicos (N);
normoglicémicos administrados com quercetina (NQM); Diabéticos (D) e
diabéticos administrados com quercetina (DQM) por gavagem. Apos 60 dias
de protocolo experimental os ratos aos 150 dias de idade foram mortos e o
jejuno coletado e processado para a realizacdo da técnica
imunohistoquimica para CIC (marcador Ano1l-TMEM16A) na tunica muscular
longitudinal e na muscular circular profunda. A quantificacéao foi realizada em
32 campos microscépicos aleatérios. Foi observada uma reducdo da
densidade das CIC MY e DMP nos animais diabéticos em relacdo aos
normoglicémicos (grupo N) (p < 0,0001). A administragdo com quercetina
microencapsula (Grupo DQ) restaurou a densidade em 49 % e 18 % para as
CIC -MY e DMP, respectivamente (p < 0,0001). No grupo NQ houve um
aumento da densidade da CIC-MY e DMP em relacdo ao grupo N (p <
0,0001). O Diabetes reduziu a densidade das CIC-DMP e MY imunorreativas
a proteina Anol no jejuno de ratos e a administracdo com quercetina
(10mg/Kg) foi capaz de prevenir essa alteracdo apresentando um possivel
efeito proliferativo nas células de Cajal, o que poderia estar atuando
positivamente no controle da motilidade do trato gastrintestinal.

Introducao

O diabetes mellitus, em consequéncia de uma hiperglicemia crénica, leva a
um estresse oxidativo reduzindo da atividade de enzimas antioxidantes e
elevando a producéo de radicais livres que podendo induzir a apoptose das
células intersticiais de Cajal (CIC). Estas células sdo responsaveis pela
contracdo coordenada das células musculares lisas do intestino por atuarem
COmo marca-passo na conexao entre as células musculares e os neurénios
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entéricos (Kostitska et al, 2015). Dessa maneira, a utilizacdo de uma terapia
antioxidante poderia ter um efeito positivo, reduzindo os efeitos da produgéo
descontrolada de radicais livres em pacientes com diabetes crénico. A
guercetina tém sido estudada para esse fim como tendo relevante potencial
antioxidante, e em nanoparticulas de polimero, a quercetina apresentou
melhora na inibicdo da producgéo de radicais livres (Pool et al, 2012). Sendo
assim o objetivo desse trabalho foi analisar os efeitos da quercetina
microencapsulada (10mg/Kg) sobre a densidade das CIC do jejuno de ratos
diabéticos.

Materiais e métodos

Foram utilizados 24 ratos machos Wistar que iniciaram o experimento com
90 dias de idade (protocolo n.073/2014). Os animais foram distribuidos em 4
grupos com 6 animais cada: normoglicémicos (N); normoglicémicos tratados
com quercetina microencapsulada (10mg/Kg - CQM); Diabéticos (D) e
diabéticos administrados com quercetina microencapsulada (10mg/Kg -
DQM). O diabetes foi induzido por estreptozootocina (35mg/ Kg endovenoso)
e apos 4 dias iniciou-se o periodo experimental de tratamento que durou 60
dias onde administrou-se o flavondide por gavagem diariamente. Apds o0s
ratos foram anestesiados com tiopental (40mg/Kg) e mortos, o jejuno foi
coletado sendo fixados e dissecados para obtencédo de preparado total da
camada muscular longitudinal (CIC-MY) e muscular circular profunda (DMP),
processados para a realizacdo de técnicas de imunohistoquimica para
evidenciacéo das CIC (marcador Anol-TEMEM16A). Na sequéncia foi feita a
captura de 32 imagens aleatorias em objetiva de 40x, seguida de
quantificacdo no programa Image Pro Plus4. Todos os resultados foram
submetidos a ANOVA seguida do teste de Fisher pelo programa Statistic 7.1.
O nivel de significancia foi de 5%.

Resultados e Discusséo

Foi observada uma reducéo da densidade das CIC MY e DMP nos animais
diabéticos em relacdo aos normoglicémicos (grupo N) (p < 0,0001). A
administragdo com quercetina microencapsulada (Grupo DQ) restaurou a
densidade em 49 % e 18 % para as CIC -MY e DMP, respectivamente (p <
0,0001, Tabelal). No grupo NQ houve reducéo da densidade da CIC-DMP
em relacdo ao grupo N (p < 0,0001, Tabelal).

A reducédo no numero de CIC imunorreativas a Anol nas células do tipo MY
e DMP nos animais diabéticos ¢ um fenbmeno esperado, uma vez que a
literatura demonstra que diabetes mellitus aumenta o estresse oxidativo
levando a apoptose dessas células (Kostitska et al, 2015). O uso da
guercetina microencapsulada conseguiu reverter este quadro nos animais
diabéticos tratados, como também, estimulou a proliferacéo destas células
nos grupos normoglicémicos tratados, esta evidéncia foi observada nos
dois tipos celulares estudados. Esse aumento se deve provavelmente a
uma plasticidade celular induzida pela quercetina, que aumenta a
expressao de proteinas mitocondriais em neurdnios e células musculares
facilitando a divisdo celular (Diaz; Moraes, 2008). Esse aumento da
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maquinaria celular foi observado em outros tipos celulares de origem
mesenquimal, como células musculares e em neurénios em estudos feitos
com esse flavoinoide, por estimulacdo da expressdo de RNA mitocrondrial
e citocromo c (Davis et al, 2009).

Tabela 1- Resultados de quantificacdo de CIC/cm? nos preparados totais das
CICs MY e DMP dos grupos: N (normoglicémicos), D (diabéticos), NQM
(normoglicémicos tratados com quercetina) e DQM (diabéticos tratados com
uercetina) 10 mg/kg. Resultados expressos em média + erro padrdo (n = 6).

GRUPOS N NQM D DQM

MY 18.155+350 18.501+ 320* 13.116 +300* 19.572 £330**

DMP 13.694+260 14.854+240* 12.912+240* 15.874 £250**

Médias seguidas por simbolos diferentes na mesma linha sdo significativamente diferentes, *onde p<0,001 quando
comparado a N e ** p<0,0001quando comparado a D.

Ao contrastar a densidade de células nos grupos D e DQM, é possivel
observar um aumento significativo no nimero dessas no grupo tratado, esse
fato se deve provavelmente, ao efeito antioxidante da quercetina reduzindo a
apoptose celular induzida por dano oxidativo-parece estimular cascatas de
sobrevivéncia em neurbnios, como outros flavonoides, quando em baixas
concentragcfes plasmaticas, bloqueando a fosforilagdo das proteinas JNK e
p38 MAPK, que participam das vias pro-apoptoticas (Spencer, 2013). Além
da possivel plasticidade induzida por proliferacdo mitocondrial j& descrito por
acima por Dauvis et al (2009).

Conclusbes

O diabetes melittus por um periodo experimental de 60 dias, reduziu a
densidade das CIC- MY e DMP imunorreativas a proteina Anol, em contra
partida, o tratamento com a quercetina microencapsulada reverteu este
quadro atuando no aumento destas células e uma provavel melhora nos
quadros de dismotilidade intestinal causado pela doenga.
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