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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar a morfometria das varicosidades
imunorreativas ao polipeptideo intestinal vasoativo (VIP), no plexo mientérico
do jejuno de ratos com tumor de Walker 256, administrados com glutationa
1%. Foram utilizados ratos Wistar machos, distribuidos em quatro grupos:
Controle (C); Controle tratado com L-glutationa a 1% (CGT); portadores de
Tumor de Walker-256 (TW); portadores de Tumor de Walker-256 tratados
com L-glutationa a 1% (TWGT). Ao final de 14 dias, os ratos foram
eutanasiados e 0 jejuno coletado para a realizacdo das técnicas imuno-
histoquimicas. Foi realizada uma analise morfométrica das varicosidades
VIPérgicas. Os resultados foram submetidos ao teste One-way (ANOVA),
seguida de teste de Fisher. O nivel de significancia adotado foi de 5%. A
analise morfométrica revelou uma diminuicdo na area das varicosidades no
grupo TW (p < 0,0001). J& nos animais TWGT houve um aumento neste
parametro(p < 0,05), enquanto que no grupo CGT nao apresentou alteragéo
significativa (p > 0,05). Conclui-se que, o tratamento com L-Glutationa 1%
apresentou efeito neurotréfico através do aumento da expressao VIPérgica
no plexo mientérico de ratos portadores de tumor de Walker-256. Porém
sera necessaria uma analise quantitativa para confirmar tais resultados.

Introducao

O cancer € uma doenca caracterizada pelo crescimento anormal de células
resultando no tumor. Quando este apresenta caracteristicas evasivas causa
diversas alteracOes fisiologicas que compromete diversos 6rgaos e tecidos,
inclusive os extras tumorais, como o Sistema Nervoso Entérico (SNE)
(VICENTINI et al., 2016). Dentre as variacdes fisiopatoldgicas provocadas
pelo cancer esta o estresse oxidativo que se caracteriza pela producao
excessiva de espécies reativas (ER). Neste contexto, a interacdo das ER
com macromoléculas celulares leva a um processo de morte celular e dano
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tecidual (CHENG et al.,, 2018). A glutationa € um dos principais agentes
antioxidante das células para combater o excesso de ER. O SNE é
composto por uma rede de neurdnios presente em dois plexos principais no
trato gastrointestinal, 0 mioentérico e o submucoso. A subpopulagéo neural
VIPérgica é uma das mais importantes redes intrinsecas entérica, que faz
parte da classe de neurotransmissores inibitorios ndo adrenérgicos e nao
colinérgicos (NANC). O polipeptideo intestinal vasoativo (VIP), além de sua
participacdo no relaxamento muscular atua também como neuroprotetor, no
equilibrio oxidativo, na inflamacdo e regeneracdo neuronal (HERMES-
ULIANA et al., 2014). O objetivo deste estudo foi avaliar a morfometria das
varicosidades imunorreativas ao VIP, no plexo mientérico do jejuno de ratos
com tumor de Walker 256, administrados com L-glutationa 1%.

Materiais e métodos

Foi utilizado neste estudo o jejuno de ratos machos com 55 dias de idade, da
linhagem Wistar (Rattus norvegicus), provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Maringa sob o n® 7434160316 (CEUA). O periodo
experimental teve duracdo de 14 dias. Os animais foram distribuidos em
quatro grupos: Controle (C); Controle tratado com L-glutationa a 1% (CGT);
portadores de Tumor de Walker-256 (TW); portadores de Tumor de Walker-
256 tratados com L-glutationa a 1% (TWGT). Os animais portadores de
Tumor de Walker 256 (grupos TW e TWGT) foram obtidos por inoculagéo de
uma suspensao de células tumorais (Walker-256) injetadas no flanco direito
traseiro dos ratos. Os animais C e TW receberam racao padrao, enquanto os
animais sujeitos ao tratamento (grupos CGT e TWGT) receberam racéo
incorporada com 1% de L-glutationa (Ajinomoto Interamericana Ind. e Com.
Ltda, Limeira, SP, Brasil) na proporcdo 1g/100g de racdo (HERMES-ULIANA
et al.,, 2014). Ao final do periodo experimental todos os animais foram
submetidos a pesagem e eutanasiados com uma sobredosagem de tiopental
(150 mg/kg). O Jejuno foi coletado e o preparado total do plexo mientérico foi
submetido a técnica de imunohistoquimica utilizando o anticorpo primario
rabbit anti-VIP (1:300). A seguir, as amostras foram incubadas com o
anticorpo secundario Alexa Fluor 568 Donkey anti-rabbit (1:500). Apés a
captura das imagens em um microscopio de fluorescéncia, a area de 300
varicosidades foi mensurada para cada animal (um?2). Os resultados foram
submetidos a andlise estatistica, expressos como meédia * erro padrdo. Foi
realizada analise de variancia One-way (ANOVA), seguida de teste de
Fisher. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Resultados e Discussao

A area das varicosidades VIP-IR apresentaram uma diminuicdo de 7,3% nos
ratos portadores de TW-256 (TW vs C; p < 0,0001; Figura 1l.a). No grupo
TWGT houve um aumento na area do corpo das varicosidades de
aproximadamente 28% (TWGT vs TW; p < 0,0001; Figura 1.a). No grupo
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CGT nédo houve um aumento significativo no do corpo das varicosidades
VIPérgicas (CGT vs C; p = 0.767251; Figura 1.a).
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Figura 1. Analise morfométrica de varicosidades VIP-IR no plexo Mientérico do jejuno. (A)
Area da varicosidade VIP-IR (um2); * p < 0,05 quando comparado com o grupo C; ** p <
0,05 quando comparado com o grupo TW. (B) Fotomicrografias do plexo mientérico de
Jejuno, setas estdo evidenciando varicosidades VIP-IR. Grupos experimentais: C; CGT; TW;
TWGT. n= 6 animais por grupo. Barra de escala com 50 pym.

E sabido dizer, que no SNE na presenca de doencas cronicas
degenerativas, ha uma maior expressao do neuropeptideo VIP para proteger
0S neurdbnios entéricos em resposta a fatores lesivos do processo
inflamatorio e do estresse oxidativo (HERMES-ULIANA et al., 2014;
VICENTINI et al., 2016). Especula-se que um dos mecanismos pelo qual o
VIP executa seus efeitos neuroprotetores, esta ligado a sua capacidade de
modular resposta imunologica, pois a secrecao VIP aumentada pode atenuar
a resposta inflamatéria (CHENG et al., 2018). Além disso, esse
neuropeptideo esta envolvido em atividades antioxidantes e fatores de
crescimento que auxiliam na regeneracdo de neurbnios danificados
(HERMES-ULIANA et al, 2014). No entanto, no presente estudo,
curiosamente o grupo TW apresentou uma diminuicdo na éarea das
varicosidades quando comparado ao grupo controle. Contudo, neste
trabalho foi analisado o tamanho da area das varicosidades e ndo foram
guantificadas as mesmas. Neste caso, possivelmente a expressédo do VIP
pode estar sendo representada na quantidade e ndo no tamanho das
varicosidades. Assim sendo, had a necessidade de futuros estudos para
analisar a densidade dessas varicosidades para apresentar se houve ou néao
uma menor expressao VIPérgica no grupo TW. Haja vista, que em outro
estudo com o0 mesmo modelo experimental, houve um aumento na area das
varicosidades VIP-IR no plexo mientérico do segmento jejunal (VICENTINI et
al., 2016). Além disso, ha estudos com alteracdes VIPérgicas que resultaram
em diminuicdo ou aumento da expressao desse neuropeptideo relacionado a
doencas inflamatérias intestinais. Tais achados podem estar relacionados a
atividade clinica da doenca, que néo reflete necessariamente na presenca
ou auséncia de lesdes significativas (SOUFFLET et al., 2018).
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Por outro lado, a morfometria das varicosidades VIP-IR no grupo TWGT
apresentou um aumento significativo no presente estudo, podendo ser
resultado de uma maior expressao desse neuropeptideo, a fim de, preservar
a integridade dos neurdnios entéricos com sua atividade neuroprotetora na
presenca de possiveis alteracdes fisiologicas decorrentes do tumor de
Walker-256 (VICENTINI et al., 2016).

Conclusodes

Em suma, o tratamento com L-Glutationa 1% apresentou efeito neurotrofico
através do aumento da expressdo VIPérgica no plexo mientérico de ratos
portadores de tumor de Walker-256. Em relacdo a grupo controle tratado
com L-glutationa a 1%, ndo houve variacdo significativa na é&rea da
varicosidade VIPérgica no presente estudo. Porém sera necessaria uma
analise quantitativa para confirmar tais resultados.
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