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RESUMO: A populagéo diabética tem aumentado significativamente nos ultimos anos, chegando a um
namero de quase 380 milhdes de portadores no mundo. Com isso, hd um aumento de problemas
gastrintestinais como dispepsia, constipa¢ao intestinal, dores abdominais, diarreia, neuropatias, entre
outros. Isso pode estar relacionado a producgéo de radicais livres, também chamado de estresse oxidativo,
responsével por lesionar células e levar a apoptose. Como consequéncia, os neurdnios do plexo
submucoso sado afetados, perdendo suas fun¢des e comprometendo o funcionamento do trato
gastrintestinal. O estresse oxidativo excede a capacidade do organismo de produzir substancias
antioxidantes, sendo necessaria suplementa¢éo, para auxiliar na eliminacao dos radicais livres. O objetivo
deste estudo foi avaliar a capacidade antioxidante da quercetina sobre os neurénios do plexo submucoso do
cOlon de ratos diabéticos.

PALAVRAS-CHAVE: Quercetina, neurdnios entéricos, diabetes.

ABSTRACT: The diabetic population has increased significantly in recent years, reaching a number of
almost 380 million carriers worldwide. Thus, there is an increase of gastrointestinal problems such as
dyspepsia, constipation, abdominal pain, diarrhea, neuropathy, among others. This is due to the production
of free radicals, also called oxidative stress is responsible for injured cells and lead to apoptosis. As a result,
the neurons of the submucosal plexus are injured, losing its functions and affecting the gastrointestinal tract.
Oxidative stress exceeds the body's ability to produce antioxidants, supplementation being necessary to
assist in the elimination of free radicals. The aim of this study was to evaluate the antioxidant capacity of
guercetin on neurons of the submucosal plexus of the colon of diabetic rats.
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INTRODUCAO

Atualmente, ha mais de 371 milhdes de pessoas com diabetes no mundo. Sendo
que, 4,8 milhdes de pessoas morrem em decorréncia da doenca (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2012). No Brasil, existem aproximadamente 12 milhfes de
diabéticos, dados baseados no Censo IBGE 2010 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2012).

O diabetes mellitus € um disttrbio metabdlico lipidico e protéico, que possui a
hiperglicemia decorrente da resisténcia a insulina, secrecéo insuficiente do horménio ou
ambos (FRAGUAS et al., 2009). O diabetes é caracterizado por hiperglicemia em jejum,
podendo apresentar outros estados. Seus efeitos incluem lesdo a longo prazo, disfungéo
e insuficiéncia de vérios 6rgaos, principalmente olhos, rins, coracdo e vasos sanguineos.
A doenca pode apresentar sintomas caracteristicos como polidipsia, poliuria, viséo turva,
perda de peso e polifagia (KAHN et al.; 2009).

Os tipos mais comuns de diabetes s&o: Diabetes mellitus do tipo 1 ou
insulinodependente e diabetes do tipo 2 ou insulino ndo-dependente. O diabetes do tipo 1,
acomete 5 a 10% da populacdo do hemisfério ocidental. E caracterizada pela deficiéncia
grave de insulina, devido a destruicdo de células beta pancreédticas causada por
mecanismo auto-imunes, onde as concentracfes de insulina sdo insignificantes ou
inexistentes. Geralmente pacientes com DM do tipo 1, apresentam além de hiperglicemia,
predisposicdo a acidose. Sendo assim, esses individuos sdo dependentes de insulina
para sobreviver (INZUCCHI et al., 2007). O diabetes do tipo 2 é causada pela resisténcia
periférica a insulina e uma resposta inadequada das células beta pancreéticas, 90 a 95%
da populacdo diabética apresenta DM do tipo 2, e a grande maioria das pessoas sdo
obesas (KUMAR et al.,, 2010). A doenca quando né&o tratada pode desenvolver
complicacdes como, hiperglicemia, cetoacidose, acidose e desidratagdo. A longo prazo,
aterosclerose, retinopatia, nefropatia e neuropatia (SAAD et al., 2007).

De acordo com Troncon et al. 2001, a presenca de queixas digestivas de
pacientes diabéticos sdo frequentes, sendo disfagia, dispepsia, dor abdominal,
constipacao intestinal, diarreia e incontinéncia fecal, como sendo sintomas mais comuns.
Essas queixas podem estar associadas ao estresse oxidativo, que é um estado de
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade
antioxidante endogena, que ocorre frequentemente em pacientes diabéticos (REIS et al.,
2008).

A hiperglicemia € a principal alteracéo clinica, pois contribui com o aumento de
ligacdes da glicose circulante com proteinas plasmaticas como a albumina (SAAD et al.,
2007). Essa ligacdo é responsavel pela formacao de produtos avancados da glicosilacao
ndo-enzimatica, esses produtos resultantes pioram a neuropatia diabética, pois reduzem a
velocidade de conducao nervosa e fluxo sanguineo para os nervos periféricos (REIS et al
., 2008).

A neuropatia diabética é caracterizada pela perda de funcdo dos neurdnios
afetados, e possui diferentes formas clinicas como a polineuropatia distal, que acomete
principalmente pernas e pés causando dores, queimacdo e formigamento; a neuropatia
autonbmica causa hipotensdo postural, impoténcia sexual e problemas no trato
gastrointestinal; e ainda a neuropatia focal, que se desenvolve quando o fluxo sanguineo
€ interrompido (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2013).

O estresse oxidativo ocorre devido a um desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade antioxidante enddgena, causando
assim graves complicacdes. A lesdo celular oxidativa causada por radicais livres, contribui
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para o desenvolvimento do diabetes do tipo 1. As espécies reativas de oxigénio sdo ions
gue contém oxigénio com um elétron ndo pareado, caracterizados por grande
instabilidade a alta reatividade podendo reagir com radicais livres, que através de eventos
bioquimicos, levam ao estresse oxidativo, causando lesdo e morte celular (REIS et al.,
2008). Grande parte dos diabéticos possuem problemas gastrointestinais devido aos
danos causados aos neurdnios do plexo mioentérico e submucoso do intestino (GOWER,
2007).

O Sistema Nervoso Entérico atua independentemente do Sistema Nervoso
Central e reveste toda a parede do tubo digestivo por uma rede de ganglios de neurdnios
motores, sensitivos e interneurdnios. Se distende da faringe até o esfincter anal, onde os
neurdnios dos plexos submucoso e mioentérico exercem o controle da motilidade,
proliferacdo celular, transporte de ions pela mucosa e liberacdo de hormonios
gastrointestinais. Os dois plexos, embora espacialmente separados, compreendem uma
unidade integradora (FURNESS; COSTA, 1980).

Os neurdnios liberam alguns neurotransmissores importantes, dentre eles,
destaca-se o 6xido nitrico. E uma substancia que possui capacidade potencializadora,
atua como mensageiro intra ou extracelular e também pode atuar como toxina. O 6xido
nitrico € uma molécula simples, produzida pela reacédo de oxirreducédo da L-arginina. No
sistema nervoso, quando atua como mensageiro, auxilia na conservacdo da memoria
tardia, fluxo sanguineo e controle visual e olfativo. Quando atua como toxina, causa
neurotoxicidade, aumento da irritabilidade, enxaqueca e hiperalgesia (REIS et AL., 2008;
BARBOSA et al.,, 2006). Sendo o Oxido nitrico um neurotransmissor e também uma
toxina, sua alteragcdo em pacientes diabéticos pode estar relacionada com sintomas
intestinais, essa alteracdo pode ser observada de acordo com a fung¢édo do neurdnio, que
podem ser marcados com a técnica nNOS, para observagdo em microscépio
(GALVANINI; 2013). Como consequéncia pode ocorrer oxidacdo celular,processo que
pode ser neutralizado por antioxidantes como a quercetina (ZANONI et al, 2005).

A quercetina é um flavonoide antioxidante efetivo devido a sua capacidade de
sequestrar radicais livres e por quelar ions metdlicos, protegendo os tecidos dos radicais
livres e peroxidacdao lipidica. A capacidade antioxidante atua sobre o radical hidroxil (OH)
e 0 anion superoxido (02-), que sdo espécies altamente reativas envolvidos no dano
tecidual. Esse flavondide esta associado benéficamente na melhora de doencas
cardiovasculares, cancer e funcado hepatica (ANTUNES; BIANCHI; et al., 2004). A
guercetina é encontrada em muitas plantas, como a cebola, brécolis e cha. A quercetina
atenua as complicacbes do diabetes, pois apresenta um grande efeito antioxidante se
combinado com espécies de radicais livres para formar radicais fenoxi menos reativos
(MARTINEZ et al., 2008).

Vérios trabalhos tem demonstrado que o tratamento com antioxidantes como a
guercetina previne a formacao ou neutraliza radicais livres oriundas do estresse oxidativo,
minimizando complicacées do diabetes (ALVES et al., 2010; ANTUNES; BIANCHI, 2004;
GALVANINI, 2013; MARTINEZ, 2008). Espera-se que o flavonoide atue também sobre os
neurdnios entéricos diminuindo os sintomas gastrointestinais causados pela liberacdo de
radicais livres.

2 OBJETIVO

Avaliar os efeitos da quercetina sobre aspectos morfolégicos de neurdnios
HU/nNOS do plexo submucoso do célon de ratos diabéticos.

3 DESENVOLVIMENTO
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3.1 MATERIAIS E METODOS
3.1.1 Preparacao dos Grupos Experimentais

Todos os procedimentos experimentais descritos no presente artigo estdo de
acordo com 0s principios éticos estabelecidos de acordo com a Lei Federal n°. 11.794
(outubro/2008) e o Decreto n°. 66.689 (Julho/2009) da Sociedade Brasileira de Ciéncia
em Animais de Laboratorio (SBCAL) e foram previamente submetidos a andlise e
posteriormente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual de Maringa (UEM) com o Parecer n°. 053/2009.

Foram utilizados 24 ratos machos Wistar (Rattusnorvegicus) provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa. Os animais foram divididos em
guatro grupos (n = 6), sendo eles: normoglicémicos (N), normoglicémicos suplementados
com quercetina (NQ), diabéticos (D) e diabéticos suplementados com quercetina (DQ).

Os ratos foram mantidos em caixas de polipropileno por um periodo de 120 dias,
com foto-periodo de 12 horas (6:00 — 18:00) e temperatura controlada (24 + 2°C),
recebendo ad libitum racdo padréo balanceada Nuvilab® (Nuvital, Colombo, PR, Brasil).

Aos 90 dias de idade os animais dos grupos D e DQ foram submetidos a jejum
prévio de quatorze horas, antes de serem injetados com estreptozootocina (Sigma, St.
Louis, MO, EUA) por via endovenosa (veia peniana), na dose de 35 mg/kg de peso
corporal para inducdo do diabetes tipo 1. ApGs trés dias, uma gota de sangue, obtida a
partir da cauda, foi utilizada para a determinacdo da glicose pelo exame de glicose-
oxidase (Accu-Chek Active; Roche Diagndstics, Mannheim, Alemanha) para confirmar o
estabelecimento do diabetes nos animais.

Apoés a injecdo de estreptozootocina e confirmacao do diabetes, os animais dos
grupos NQ e DQ receberam diariamente agua suplementada com quercetina na dosagem
de 40 mg/dia. Os animais dos grupos N e D receberam dgua sem suplementacéo.

Para o célculo da quercetina (40 mg/dia) foi realizada uma avaliacdo prévia da
ingestao de agua pelos animais dos grupos NQ e DQ por trés dias consecutivos a fim de
obter a média da quantidade de &gua consumida por cada animal e ainda, os animais
foram pesados periodicamente e a média do grupo foi usada para ajustar a quantidade de
quercetina que foi administrada durante o periodo experimental.

Coleta e processamento do material

Apébs os 120 dias, os animais foram mortos apds serem pesados e anestesiados
com 40 mg/kg intraperitoneal de Tiopental (Abbott Laboratories,Chicago, IL, EUA).
Através de puncao cardiaca, o sangue foi coletado para determinacdo dos niveis de
glicose no plasma utilizando o método de glicose-oxidase (Hu, 1974). A celiotomia foi
realizada e o célon dos animais foi coletado e submetidos as técnicas imunohistoquimicas
HuC/D e Oxido Nitrico Sintase neuronal (nNOS).

Dupla marcacao Imunohistoquimica para Proteina HUC/D e enzima nNOS

Os célons de todos os animais foram coletados, lavados em tampao fosfato
salinado (PBS, 0,1 M, pH 7,3) e cuidadosamente inflados com fixador Zamboni (Stefanini
e De Martino et al., 1967). Em seguida, os coélons foram mantidos por 18 horas na mesma
solucédo a 4°C. Apos a fixagao, os colons foram cortados ao longo da borda mesocolica e
sucessivamente lavados em alcool 80% até a remocao visivel do fixador. A desidratacao
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em séries crescentes de alcool (95 e 100%), a clarificacdo em xilol e a reidratacdo em
séries decrescentes de alcool (100, 90, 80, e 50%) foram realizadas. Os coélons foram
entdo armazenados a 4°C em PBS com a adi¢cao de azida sodica 0,08%.

Os colons foram dissecados sob estereomicroscopio para obtencdo de preparados totais
da tunica muscular para avaliar o plexo submucoso. O célon foi fragmentado em amostras com
cerca de 1cm?.

A imunohistoquimica para HUC/D (Lin et al., 2002) e nNOS (Wrzos et al., 1997) foi
realizada em conjunto através da dupla marcacéo, para estudo da populagéo total de
neurdnios e da subpopulacdo de neurdnios nitrérgicos, respectivamente.

Para a dupla marcag&o imunohistoquimica da proteina HUC/D e da enzima nNOS,
0s preparados totais foram incubados em solucdo contendo ambos 0s anticorpos
primarios: anti-HUC/D (produzido em camundongo; 1:500; Molecular Probes, Eugene,
Oregon, EUA) e anti-nNOS (produzido em coelho; 1:500; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, EUA), respectivamente. Apo6s 48 h de incubacdo, os colons foram
lavados duas vezes em solucdo de PBS contendo Triton X-100 0,5% por 10 min e
incubados por 2 h em temperatura ambiente com 0s seguintes anticorpos secundarios:
AlexaFluor 488 IgGanti-camundongo produzido em burro (1:250; Molecular Probes,
Eugene, Oregon, EUA), como um marcador de HuC/D, e AlexaFluor 568 IgGanti-coelho
produzido em burro (1:500; Molecular Probes, Eugene, Oregon, EUA), como um marcador
de nNOS. Os preparados totais foram entdo lavados duas vezes em solucdo de PBS,
montados em laminas com glicerol tamponado. Para o controle negativo, o anticorpo
primario foi omitido.

3.1.4 Anéalise Morfométrica

As areas dos corpos celulares neuronais submucosos HUC/D-IR e nNOS-IR foram
mensuradas usando um sistema computadorizado de analise de imagens Image Proplus
4.1, ap0s serem capturadas através de um microscopio éptico com camera acoplada. A
area (um?) de 100 corpos celulares neuronais para cada animal foi mensurada usando o
Image-Pro Plus, com um total de 600 areas por grupo.

3.1.5 Anédlise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando os programas Statistica 7.1
e GraphPadPrism 5.1 e sdo expressos como média + erro padrdo. Dados morfométricos
foram submetidos ao delineamento em blocos seguido pelo teste de Tukey. Valores de P
< 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1- Area do corpo celular (umz) de neur6nios do plexo submucoso (PS) HuC/D, nNOS no célon de
ratos: normoglicémicos (N), normoglicémicos suplementados com quercetina (NQ), diabéticos (D),
diabéticos suplementados com quercetina (DQ).

N NQ D DQ
HU | PS 149.10+3.27% 150.33+3.65° 174.67+4.75° 164.38+3.95"
nNOS | PS | 158.68+3.78" | 166.57+2.91% | 181.00+2.88° | 173.69+2.98"
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Os valores médios seguidos por letras diferentes na mesma coluna séo estatisticamente diferentes de
acordo com o teste de Tukey (p < 0.05). Os resultados foram expressos como média + erro padréo. n =6
ratos por grupo.

Figura 1- O gréfico a baixo demonstra a variagdo de peso dos animais do grupo normal (N), em relacédo ao
grupo suplementado com quercetina (NQ).

normais suplementados com quercetina (NQ)

- B Normal

50%

Normal
J suplementado com
0% quercetina

O grupo N obteve um ganho de peso heterogénio, variando de 30 a 80%. Nos
animais do grupo NQ, o ganho de peso variou de 23% a 46%. Embora estatisticamente
nao haja diferenca significativa entre os dois grupos, nota-se que em média o ganho de
peso nos animais do grupo NQ foi menor e mais homogéneo que no grupo N. Segundo
Shisheva e Shichter (1992), a quercetina inibe o efeito estimulador da insulina no
transporte, oxidacao e conversao de glicose em lipidios nos adipécitos de ratos, podendo
ser relacionados os resultados deste experimento com a inibicdo da lipogénese.

O peso corporal dos grupos D e DQ apresentaram-se muito variaveis, indicando
gue a quercetina ndo trouxe efeitos benéficos sobre o metabolismo de lipideos e
carboidratos a ponto de prevenir a perda de peso ocasionada pelo diabetes. Portanto, a
guercetina ndo atua na reducdo do ganho de peso corporal em diabéticos como nos
normoglicémicos. Os resultados vao de encontro com os resultados obtidos por Lopes et
al., 2012.

Por meio da analise morfométrica, estatisticamente ndo foram observadas
diferencas entre os grupos N e NQ assim como em D e DQ. Porém, sabe-se que o
diabetes causa intenso desgaste celular e alteracdes fisiopatoldégicas que podem levar a
aumento no tamanho dos corpos celulares (CHANDRASEKHARAN et al., 2011;
TRONCHINI et al., 2012; LOPES et al., 2012). As areas neuronais do grupo D aumentou
em relacdo ao grupo N, podendo ser atribuido ao aumento da producdo de
neurotransimissores, efeito da perda neuronal no DM ou alteragcdes metabdlicas que
conduzem a edema intracelular (VINCENT A.M, 2004). Observou-se pequena reducao
nos grupos DQ em relacdo ao grupo D que pode ser atribuivel a uma menor perda
neuronal em comparag¢do com o grupo diabético sem suplementacao e efeito antioxidante
da quercetina, que possivelmente restaurou processos oxidativos, reduzindo a producao
de radicais livres e dano celular.

Em relagdo aos neurénios nNOS (nitrérgicos), sugere-se que 0 aumento se deve
a expressao de outros neurotransmissores localizados com NO (SHOTTON, H.R., 2007),
acumulacdo de nNOS no corpo neuronal causada por defeitos no transporte axonal
(CELLEK S., 2004.) e alteracdes metabdlicas que conduzem a edema celular (VINCENT
A.M., 2004).

Os dados do presente estudo mostram que a quercetina causou acao
neuroprotetora nos neurdnios de ratos diabéticos, embora os dados estatisticos nao
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tenham mostrado diferenca significativa. Sua acdo neuroprotetora € evidenciada pela
diminuicao da area do corpo neuronal de ratos diabéticos suplementados com quercetina.

5 CONCLUSAO

Concluimos com o presente estudo que a quercetina obteve acado neuroprotetora
nos neurdnios Hu/ NNOS do plexo submucoso do célon de ratos diabéticos, atuando
como antioxidante.
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