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Resumo:

O objetivo deste estudo foi avaliar as células imunorreativas a serotonina (5-
HT-IR) na mucosa do jejuno de ratos, com Tumor de Walker-256,
suplementados com L-glutamina através da racdo. Foram tratados 20 ratos
por 14 dias, distribuidos em: C (animais controle), CG (animais controle
suplementados com L-glutamina a 2%), T (animais portadores de tumor de
Walker-256) e TG (animais portadores de tumor de Walker-256
suplementados com L-glutamina a 2%). Apo6s 14 dias de periodo
experimental os jejunos foram coletados e processados para realizagao de
técnica imunohistoquimica para evidenciacdo de células imunoreativas a 5-
HT na mucosa intestinal. As imagens foram analisadas através do programa
Image Pro Plus a qual foram contadas 50 unidades cripto/vilo e apos
submetidos a analise estatistica pelo programa GraphPadPrism 6, nivel de
significancia adotado foi de 5%. Foi evidenciado um aumento no niumero de
células 5-HT-IR de 38,9% no grupo G em relagédo ao grupo C (p <0,001). No
entanto, houve uma reducao de 31,7% no numero de células serotonérgicas
no grupo T em comparagdo com o grupo C (p <0,001). No grupo TG, o
namero de células 5-HT-IR foi preservado em 35,1% em relacdo ao grupo T
(p <0,001). Os resultados mostraram que a suplementacdo com L-glutamina
2% acarretou no desenvolvimento de efeito toOxico em animais saudaveis
visto através do aumento de células 5-HT-IR no grupo G. Ademais, o tumor
Walker-256 apresentou efeitos negativos na expressao de 5-HT no jejuno.
Contudo, a suplementacdo com L-glutamina exibiu um efeito neuroprotetivo
atraves da preservacao da perda de células 5-HT-IR.

Introducao

Sabe-se que aproximadamente 90% da quantidade de 5-HT do organismo
encontram-se nas ceélulas enterocromafins, onde exerce a funcdo de
propulsdo da musculatura lisa intestinal. As células enterocromafins estao
localizadas junto as células da mucosa, principalmente no intestino delgado
(DELUCIA et al., 2007). O cancer é uma patologia que tem feito milhares de
vitimas fatais por todo o mundo. Uma das formas mais drasticas de sua
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manifestacdo é a caquexia. Alteracbes na motilidade intestinal podem ser
consequéncia do fenbmeno da caquexia associado ao estresse oxidativo
intenso presente nesta condicdo. Como modelo experimental para induzir
caquexia em ratos utilizou-se o tumor Walker-256, devido ao seu
desenvolvimento rapido, uniforme e com caracteristicas tumorais bem
definidas (ANGELO et al, 2009). Doencas inflamatorias, diabetes, cancer,
envelhecimento e exercicios extenuantes podem depredar a glutationa
enddgena, o principal antioxidante do organismo,levando ao estresse
oxidativo. Neste sentido, a suplementacdo com L-glutamina, se mostra
capaz de atuar na reducdo de radicais livres em diversas situacoes,
influenciando assim,na integridade da barreira intestinal e a plasticidade
neural entérica(OLIVEIRA et al., 2010). O objetivo deste trabalho foi avaliar
as células imunorreativas a serotonina (5-HT-IR) na mucosa do jejuno de
ratos com Tumor de Walker-256 suplementados com L-glutamina.

Materiais e métodos

Foram utilizados 20 ratos adultos machos, da linhagem Wistar
(Rattusnorvegicus), com 55 dias de idade. Os animais foram aclimatados no
Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias Morfologicas em caixas de
polipropileno providas de bebedouro e comedouro, e mantidos em condi¢des
ambientais controladas de temperatura (22°+2°C) e iluminacéo (ciclo 12
horas claro/12 horas escuro). Os animais foram distribuidos aleatoriamente
em quatro grupos, contendo 5 animais cada, sendo estes: C (animais
controle), CG (animais controle suplementados com L-glutamina a 2%), T
(animais portadores de tumor de Walker-256) e TG (animais portadores de
tumor de Walker-256 suplementados com L-glutamina a 2%). O periodo
experimental foi de 14 dias.Os animais com tumor Walker-256 (T e TG)
foram inoculados uma suspensdao de células tumorais (Walker-256)
contendo 8,0 x 10’ células tumorais viaveis em 0,5 ml em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) 16, 5 mM, pH 7,5 por animal, no flanco direito.
Nos animais do grupo controle foram inoculados PBS 16,5 mM, pH 7,5 no
mesmo local. Os animais ndo suplementados (grupos C e T) receberam
racdo padrao balanceada para roedores Nuvilab®, enquanto os animais
suplementados (G e TG) receberam L-glutamina incorporada na racgao
padréo a proporcédo de 2 g/ 100g de racdo. Apos o periodo experimental, os
animais foram eutanaziados e os segmentos intestinais foram abertos ao
longo da borda mesentérica e inseridos em pecas de isopor com a ajuda de
espinhos com a superficie mucosa voltada para cima. Em seguida, eles
foram lavados e fixados por 18h em Zamboni, submetidos acrioprotecéo e
congelamento. Posteriormente, realizou-se cortes semi-seriadosde 8um em
criostato para realizacdo de técnica de imunohistoquimica utilizando os
anticorpos RB anti-SHT (1:600) e Donkey anti-RB (1:500). As imagens foram
capturadas por camera de alta resolucdo Moticam® 2500 5.0 Mega Pixel
(Motic China GroupCo., Shanghai, China) acoplada ao microscépio Optico de
fluorescéncia Olympus® BX40 (Olympus Co., Japdo). Em seguida, o
programa Image-Pré Plus foi utilizado para analisar as imagens, que se
baseava na quantificacdo de células 5-HT-IR em 50 unidades
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vilosidades/criptas e lamina prépria da mucosa jejunal. A analise estatistica
foi realizada utilizando o softwareGraphPadPrism 6 e os resultados foram
expressos como media + erro padrdo. Foi aplicado One-way ANOVA,
seguido de pos testeFisher's. O nivel de significancia utilizado foi de 5%.

Resultados e Discusséo

Foram observados parametros que confirmaram o modelo experimental,
como o crescimento tumoral no flanco do animal, pélos erigados, testiculos
arroxeados, olhos opacos e perda de peso.

Observou-se um aumento no numero de células 5-HT-IR de 38,9% no grupo
G em relacdo ao grupo C (p <0,001; Figura 1). Em contraste, houve uma
reducdo de 31,7% no numero de células serotonérgicas no grupo T em
comparacao com o grupo C (p <0,001, Figura 1). No grupo TG, o numero de
células 5-HT-IR foi preservado em 35,1% em relacdo ao grupo T (p <0,001,
Figura 1).

Considerando a funcéo serotonérgica do jejuno, observou-se um aumento
notavel no niumero de células que sintetizam serotonina (5-HT) no grupo G.
Isso pode ter ocorrido como um mecanismo compensatério contra a agao
neurotoxicada L-glutamina para manter a funcdo normal do sistema
digestivo. Além disso, a diminuicdo significativa no nimero de células IR de
serotonina no grupo T demonstra a funcdo serotonérgica reduzida com a
presenca do tumor. No entanto, a suplementacdo com L-glutamina, no grupo
TG, levou a uma preservacdo do numero destas células contendo 5-HT
semelhantes as observadas no grupo C. Estes resultados observados neste
estudo foram muito semelhantes aos resultados encontrados por (ROSA et
al., 2015) que usou um modelo de diabetes tipo 1. Os distarbios
gastrointestinais que surgem de diabetes mellitus também podem estar
relacionados a niveis baixos de serotonina, afetando assim a regulacao
peristaltica e a atividade neuronal entérica (ROSA et al., 2015; GRIDER et
al., 1998).
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Fig. 1-Imagens representativas da quantificacdo de células contendo 5-HT no jejuno. (A) Os
resultados sdo expressos como média + erro padrdo. Os valores seguidos por * (p <0,05)
sdo significantes. N = 6 ratos por grupo. (B) Fotomicrografias de células contendo 5-HT por
imuno-histoquimica no jejuno. Grupos experimentais: controle (C); Controle suplementado
com 2% de L-glutamina (G); Tumor Walker-256 (T); Tumor Walker-256 suplementado com
2% de L-glutamina (TG). Barra de escala = 20um

Conclusbes

Esta pesquisa mostrou que a suplementacao com L-glutamina 2% acarretou
no desenvolvimento de efeito toxico em animais saudaveis visto através do
aumento de células 5-HT-IR no grupo G. Além disso, o tumor Walker-256
apresentou efeitos negativos na expressao de 5-HT no jejuno. No entanto, a
suplementacdo com L-glutamina exibiu um efeito neuroprotetivo através da
preservacao da perda de células 5-HT-IR.
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