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RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM) ¢ um distarbio enddécrino que em condigdes cronicas acarreta
danos celulares e neurais responsaveis pelas alteragdes morfométricas nos tecidos intestinais,
alteragdes na absor¢do gastrointestinal e sintomatologia caracteristica. A hiperglicemia
desempenha um grande papel no aumento do estresse oxidativo responsavel pelo dano celular.
Compostos ricos em antioxidantes vem sendo utilizados como prevengao ou tratamento do
DM como uma estratégia empregada para combater o estresse oxidativo. O objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos do tratamento combinado de L-glutamina, a-tocoferol e
quercetina na parede intestinal de ratos diabéticos. Foram utilizados ratos adultos distribuidos
em quatro grupos: normoglicémico (N), normoglicémico tratado (NT), diabético (D) e
diabético tratado (DT). O DM foi induzido através da estreptozotocina e o tratamento
utilizado foi a combinacdo de glutamina 200 mg/dia, oa-tocoferol 1g/Kg e quercetina
microencapsulada 100 mg/Kg administrados por gavagem. Ao final de 60 dias os animais
foram mortos € o coélon submetido as técnicas histoldgicas para analise morfométrica e
quantitativa de parametros intestinais. Verificou-se diminui¢do da parede total nos grupos NT
e DT. A tanica submucosa demonstrou um aumento no grupo D e uma diminui¢do no grupo
DT em relagdo aos animais N. Quanto a tinica mucosa, ficou evidenciado aumento nos
grupos D e DT em relagdo a N e na camada muscular da mucosa houve atrofia nos grupos NT,
D e DT em relagdo a N. Os animais D e DT demonstraram maior profundidade das criptas em
relacdo aos animais N. Notou-se aumento da tinica muscular nos grupos NT e DT e
diminui¢do no grupo D. Os animais D apresentaram uma area ganglionar menor em relacao
aos animais N, e os animais DT obtiveram maior area ganglionar em comparagao com 0s
animais D. Os animais DT e NT tiveram reducdo na proporcao de linfocitos intra-epiteliais. A
quantidade de células caliciformes aumentou nos animais D e DT. Conclui-se que a indugao
do DM pela STZ promoveu alteragdes nos extratos intestinais colonicos e hiperplasia de
c€lulas caliciformes. Por outro lado, o tratamento combinado dos antioxidantes ndo protegeu
o colon dos danos provocados pelo DM, evidenciando a necessidade de maior investigagcdo
das doses combinadas utilizadas no presente estudo.

PALAVRAS- CHAVE: Antioxidantes; Diabetes Mellitus; Intestino; Estresse Oxidativo.
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ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is an endocrine disorder that, in chronic conditions, causes cellular
and neural damage responsible for morphometric changes in intestinal tissues, changes in
gastrointestinal absorption and characteristic symptoms. Hyperglycemia plays a large role in
increasing oxidative stress responsible for cellular damage. Compounds rich in antioxidants
have been used to prevent or treat DM as a strategy used to combat oxidative stress. The
objective of this work was to evaluate the effects of combined treatment with L-glutamine,
a-tocopherol and quercetin on the intestinal wall of diabetic rats. Adult rats divided into four
groups were used: normoglycemic (N), treated normoglycemic (NT), diabetic (D) and treated
diabetic (DT). DM was induced through streptozotocin and the treatment used was a
combination of glutamine 200 mg/day, a-tocopherol 1g/kg and microencapsulated quercetin
100 mg/kg administered by gavage. At the end of 60 days, the animals were killed and the
colon was subjected to histological techniques for morphometric and quantitative analysis of
intestinal parameters. There was a decrease in the total wall in the NT and DT groups. The
submucosa showed an increase in the D group and a decrease in the DT group in relation to
the N animals. As for the mucous membrane, an increase was evident in the D and DT groups
in relation to N and in the muscular layer of the mucosa there was atrophy in the NT groups,
D and DT in relation to N. Animals D and DT demonstrated greater depth of the crypts in
relation to animals N. An increase in the muscular tunica was noted in groups NT and DT and
a decrease in group D. Animals D presented a smaller ganglionic area compared to N animals,
and DT animals had a larger lymph node area compared to D animals. DT and NT animals
had a reduction in the proportion of intraepithelial lymphocytes. The number of goblet cells
increased in D and DT animals. It is concluded that the induction of DM by STZ promoted
changes in colonic intestinal extracts and goblet cell hyperplasia. On the other hand, the
combined treatment of antioxidants did not protect the colon from damage caused by DM,
highlighting the need for further investigation of the combined doses used in the present
study.

KEYWORDS: Antioxidants; Diabetes Mellitus; Intestine; Oxidative stress.
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) compreende um grupo de doengas heterogéneas, que tém em
comum o aumento das concentracoes de glicose no sangue (Harreiter; Roden, 2023).
Constitui um distarbio endocrino metabolico de grande prevaléncia na populagao,
representando um problema de satide publica. No ano de 2021, nimeros alarmantes foram
demonstrados, a Federacdo Internacional de Diabetes mostrou que cerca de 537 milhdes de
adultos (20-79 anos) vivem com o DM no mundo e 15,7 milhdes de adultos (20-79 anos) sao
brasileiros (Federagao Internacional de Diabetes, 2021).

E uma condigio complexa e cronica que requer cuidados continuos com estratégias
multifatoriais de reducdo de risco além do controle da glicose (Elsayed et al., 2023). A falta
de controle glicémico aumenta os riscos de desenvolvimento de comorbidades que afetam
sistemas organicos responsaveis por fungdes criticas, sendo que alteragdes das fungdes
gastrointestinais sdo comumente encontradas nos pacientes cronicos, inferindo diretamente na
deterioragdo da qualidade de vida dos diabéticos. A neuropatia autondmica no diabetes
demonstra que a participagdo do sistema nervoso entérico e mecanismos adjacentes como o
estresse oxidativo estdo relacionados com a fisiopatologia do DM e com as complicagdes
gastrointestinais (Galvao-Alves; Souza, 2023).

A hiperglicemia causada pelo DM propicia a inflamagdo mediada pelo estresse
oxidativo, causando aumento das citocinas pro-inflamatdrias levando a danos em diversos
orgaos, tendo um papel central nessa doenga (Reis et al., 2008). Sendo o estresse oxidativo o
principal fator relacionado com a neuropatia diabética, os radicais livres decorrentes das vias
moleculares causam prejuizo nas fungdes sensorial, motora e hormonal do trato
gastrointestinal (TGI), gerando complicagdes como dor abdominal, pirose, diarreia,
constipacdo, incontinéncia fecal, ndusea, €émese e disfagia, associados a desordens da
motilidade (Rodrigues; Motta, 2012).

Visto que ha diferentes vias e mecanismos que provocam danos as células do TGI,
diversas sdo as consequéncias nocivas para o sistema digestorio. Nao somente ha alteragdes
estruturais e funcionais dos tecidos do TGI, mas também altera¢des na inervagao entérica,
hiperplasia e hipertrofia da mucosa intestinal e aumento de células caliciformes nas
vilosidades constituindo uma forma de adaptacdo morfofuncional para protecdo do intestino
contra os efeitos cronicos do DM (Barreto et al., 2023; Da Rosa et al., 2015; Uranga-Ocio et
al., 2015; Chen; Zhao; Gregersen, 2012).

Atualmente, vem destacando-se a utilizagdo de compostos antioxidantes para a

compensa¢do do mecanismo antioxidante enddgeno atuando no tratamento das alteracdes
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morfoldgicas e neuronais do intestino no DM (Barreto et al., 2023). Diversos antioxidantes
sdo relatados frequentemente, ganhando notoriedade a L-glutamina (Hermes-Uliana et al.,
2014; Pereira et al., 2016; Zanoni et al., 2011), a vitamina E (Tronchini ef al., 2012) ¢ a
quercetina (Sehaber-Sierakowski et al., 2021; Martins-Perles et al., 2019) demonstrando
eficacia na prevencdo dos danos celulares causados pelo estresse oxidativo decorrente da
hiperglicemia cronica. Essas substancias demonstraram resultados promissores quando usadas
de forma isolada, no entanto ndo existem estudos com a associacdo dos antioxidantes para
avaliar a possibilidade de um efeito sinérgico no intestino. Dessa maneira, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito do tratamento combinado de L-glutamina, o-tocoferol e

quercetina microencapsulada na parede do colon de ratos diabéticos.

METODOLOGIA

Obtenc¢ao dos Grupos de Estudo

Neste estudo, foram utilizados 22 ratos adultos machos, da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus), variedade albinus, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de
Maringa (UEM). O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Conduta Etica no Uso
de Animais em Experimentacdo (CEAE) da Universidade Estadual de Maringa (UEM), sob
parecer sob o parecer CEUA n° 073/2014.

Aos 86 dias de idade, os animais foram transferidos para o Biotério Setorial para
adaptacdo ao novo ambiente, onde permaneceram alojados em caixas de polipropileno com
dimensdes 40x33x17 cm (comprimento, largura e altura) providas de bebedouro e comedouro,
e mantidos em condi¢des ambientais controladas de temperatura (22°C) e iluminagao (ciclo
12 h claro/12 h escuro).

Apos, os ratos com 90 dias de idade foram disponibilizados para o periodo
experimental que teve duragdo de 60 dias. Para tal fim, os animais foram distribuidos em
quatro grupos (n= 5 para N, NT e D; n=7 para DT), segundo os tratamentos a que foram
submetidos: animais normoglicémicos (N) e animais diabéticos induzidos pela
estreptozotocina (D), os quais receberam ragao balanceada padrao; animais normoglicémicos
tratados (NT) e animais diabéticos tratados (DT) que receberam tratamento de trés
antioxidantes: glutamina (200 mg/dia), a-tocoferol (1g/Kg) e quercetina microencapsulada

(100 mg/Kg), com sete animais.

Inducio do Diabetes Mellitus por Estreptozotocina



Os animais dos grupos D e DT foram submetidos a jejum prévio de quatorze horas,
antes de serem submetidos a indu¢do do DM tipo 1 através de injecdo de estreptozotocina
(Sigma, St. Louis, MO, EUA) por via endovenosa (veia peniana), na dose de 35 mg/kg de
peso corporal para indugdo de DM tipo 1. Apos dois dias, foi confirmada a condicdo de DM
com teste rapido por meio de fitas reagentes (Accu-Chek Active glucosimetro, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, BW, Alemanha). Ap6s um periodo de 72 h de indugdo do
DM, os ratos diabéticos com glicemia > 250 mg / dL foram utilizados para este estudo

(Pereira et al., 2011).

Tratamento dos Animais
Todos os animais receberam ragdo balanceada padrao Nuvital (Nuvilab, Colombo, PR,
Brasil) e agua sem restri¢ao. Nos animais dos grupos NT e DT o tratamento ocorreu através
da administra¢do de gavagem oral de L-glutamina na dose de 200 mg/dia, dissolvida em 4gua,
a-tocoferol na dose de 1g/Kg, dissolvido em 6leo mineral e quercetina microencapsulada na
dose de 100 mg/Kg, dissolvido em dgua, administrados isoladamente com diferenca de uma
hora entre cada antioxidante, na seguinte ordem: gavagem com quercetina, gavagem com
L-glutamina e gavagem com a-tocoferol. As doses foram escolhidas a partir de estudos
prévios realizados pelo grupo de pesquisa e por estudos da literatura. Os animais dos grupos
N e D receberam apenas veiculo sem os antioxidantes.
Para a preparacao de microcapsulas sem quercetina, dispersoes aquosas de caseina (USP,
CP Kelco, Limeira, Brasil) e pectina (Kauffman & Co., Kehl, Alemanha) (8,34%, p/v) foram
realizadas sob agitacdo mecanica constante. As microcapsulas inertes e carregadas com
quercetina foram obtidas a partir de dispersao aquosa de pectina/caseina e depois, foram secas
utilizando um secador por pulverizacdo (LabPlant, SD-05) (Freitas et al, 2007). As
microcapsulas de pectina e caseina foram consideradas inertes quando avaliadas in vivo por

meio da sua distribui¢do no trato gastrointestinal (Guazelli et al., 2013).

Eutanasia e coleta de amostras

Ao final do experimento experimental, os animais foram pesados e na sequéncia
anestesiados com tiopental (40 mg/kg) (Laboratério Abbot, Chicago, IL, EUA) por via
intraperitoneal. O sangue coletado por puncdo cardiaca para a realizagdo da dosagem de
glicose sanguinea (método-glicose oxidase, kit reagente Laborclin). Posteriormente, os

animais foram mortos por deslocamento cervical e sob o aproveitamento da anestesia. Na



necropsia, o segmento ascendente do coOlon foi removido, lavado e processado

histologicamente.

Processamento Histologico

O material coletado foi segmentado em anéis de dois centimetros do colon ascendente,
abertos pela borda mesocolica, fixados em isopor com auxilio de espinhos e colocados em
fixador Bouin por 6 horas. Para obtencdo do material, os segmentos intestinais emblocados
em parafina foram sujeitos a cortes transversais semi-seriados de 4um, realizados em
microtomo (KEDEE, semi-automatico, KD-3358, China) e dispostos em laminas de vidro. Os
cortes passaram por baterias de desparafinizagdo e hidratacdo e em seguida corados com:
Hematoxilina ¢ Eosina (HE) para morfometria da parede intestinal e quantificagdo dos
linfocitos intraepiteliais, Acido Periédico de Schiff (PAS) para quantificagdo de células
caliciformes secretoras de mucinas neutras e morfometria da area ganglionar mientérica,
Alcian Blue pH 1 (AB pH 1) para quantificacdo de células caliciformes (CC) secretoras de
sulfomucinas ¢ Alcian Blue pH 2,5 (AB pH 2,5) para sialomucinas.

Analise de parede intestinal

Para a andlise da parede intestinal foram utilizados os cortes transversais semi-seriados
corados em HE, a partir de imagens capturadas por intermédio de uma camera digital (USB
2.0 motic) acoplada a um microscopio Optico Zeiss Prima Star na objetiva de 20x. Foram
realizadas medidas da parede total, da tinica submucosa, da tunica muscular, da tunica da
mucosa, da muscular da mucosa e da profundidade e largura das criptas. Por meio do software
de andlise de imagens Motic Images Plus versdo 2.0 foram obtidas 50 medidas por animal,
para cada parametro, distribuidas uniformemente em toda circunferéncia intestinal de cada

rato.

Analise da area do ganglio

Imagens histologicas das laminas coradas com PAS de 15 plexos neurais por animal
foram realizadas em microscopio (Zeiss Prima Star) em aumento de 40x. As capturas
dirigiam-se para a camada muscular, mais especificamente entre a circular interna e a
longitudinal externa, onde foram localizados os ganglios mientéricos. Utilizando o software
Motic Images Plus versdao 2.0, a area dos ganglios foi delimitada e os resultados foram

expressos como a area média dos perfis ganglionares do plexo mientérico em pm?
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Quantificacio de células caliciformes (CC) e linfocitos intra-epiteliais (LIE)

A contagem de CC nas técnicas PAS, AB pH 1 e AB pH 2 e LIE na técnica HE
consecutivamente com 2500 enterodcitos diretamente no microscopio (Leica DMS500) na
objetiva de 20x. Este procedimento permitiu o calculo do numero de células caliciformes/ 100
células epiteliais e LIEs/100 células epiteliais (Hernandes; Pereira; Alvares, 2003; Chott ef al.,

1997).

Tratamento estatistico

Os dados foram submetidos ao teste D"Agostino-Pearson ou de Shapiro-Wilk para
verificar o tipo de distribui¢do. Dados com distribuicdo normal foram apresentados como
média £ desvio padrdo. Neste caso, para comparar os grupos, foi utilizado a andlise de
variancia (ANOVA): seguida pelo teste de Tukey. Dados com distribuigdo livre foram
comparados pelo teste de kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn. Em todos os testes
estatisticos, valores de p<0,05 foram considerados significantes. As analises estatisticas foram

realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.01.

RESULTADOS

Dados fisiolégicos

Ao final do experimento os animais diabéticos (grupos D e DT) apresentaram
diminui¢do da massa corporal em relagcdo aos animais normoglicémicos (p<0,05). Os animais
diabéticos e diabéticos tratados obtiveram glicemia final aumentada quando comparados com
os animais normoglicémicos (p<0,05), com médias de 433,80 + 32,47 e 457,40 £ 11,14,
respectivamente. Houve aumento no consumo de ragdo e dgua nos grupos NT, D e DT em
relacdo aos animais normoglicémicos (p<0,05), e maior nos animais diabéticos tratados em

relacdo aos animais diabéticos (p<0,05; Figura 1).
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Figura 1- Parametros fisiologicos do peso inicial (g), peso final (g), glicemia final
(GF/mg/dL), consumo de racao (g/dia) e consumo de agua (mL/dia) de ratos dos grupos
normoglicémico (N), normoglicémico tratado com glutamina, a-tocoferol e quercetina (NT),
diabético induzido pela estreptozotocina (D) e diabético induzido pela estreptozotocina e
tratado com glutamina, a-tocoferol e quercetina (DT). Os valores médios seguidos por
*comparado ao grupo N e # comparado ao grupo D sdo estatisticamente diferentes de acordo
com o teste de Tukey p<0,05. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. n =5
ratos para os grupos N, NT e D; n=7 para o grupo DT.

Analise da parede intestinal

Verificou-se que a espessura da parede intestinal total dos grupos tratados NT e DT
foram menores em comparagdo com o grupo N, e os animais DT apresentaram uma medida
menor de parede total quando comparados com os animais D (p<0,05). Na tunica
submucosa, observou-se aumento do grupo D em relagdo a N e diminui¢dao do grupo DT em
relagdo aos animais D (p<0,05). Quanto a tinica mucosa, ficou evidenciado aumento nos
grupos D e DT em relacdo a N (p<0,05) e na camada muscular da mucosa houve diferencas
significativas nos grupos NT, D e DT em relacdo a N (p<0,05). No que tange as criptas da
mucosa intestinal, os animais D demonstraram maior profundidade das criptas em relagao aos
animais N, os animais DT maior profundidade que os animais D e os animais NT obtiveram

menor largura das criptas em relagdo ao N (p<0,05; Figuras 2 e 3).
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Figura 2 — Medidas (um) da parede total, tela submucosa, muscular da mucosa, tinica
mucosa, profundidade e largura das criptas do colon ascendente de ratos dos grupos
normoglicémico (N), normoglicémico tratado com glutamina, a-tocoferol e quercetina (NT),
diabético induzido pela estreptozotocina (D) e diabético induzido pela estreptozotocina e
tratado com glutamina, a-tocoferol e quercetina (DT). * p<0,001 comparado ao grupo N e #
p<0,001 comparado ao grupo D. Os grupos foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn. Os dados sdo apresentados em graficos com valores minimos e
maximos, mediana e intervalo interquartil. n = 5 ratos para os grupos N, NT e D; n=7 para o
grupo DT.
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Figura 3- Fotomicrografia de cortes transversais o colon ascendente de ratos dos grupos
normoglicémico (N), normoglicémico tratado com glutamina, a-tocoferol e quercetina (NT),

diabético induzido pela estreptozotocina (D) e diabético induzido pela estreptozotocina e
tratado com glutamina, a-tocoferol e quercetina (DT) corados por HE. Barra: 100pm.

Analise da tinica muscular e ganglio mientérico

Acerca da tunica muscular notou-se aumento da espessura nos grupos NT ¢ DT e
diminui¢do no grupo D quando comparado com os animais normoglicémicos, houve um
aumento significativo dos animais DT em relacdo aos animais D (p<0,05). Os animais D
apresentaram uma area ganglionar menor em relagdo aos animais N, e os animais DT
obtiveram maior area ganglionar em comparagdo com os animais D, com médias de areas

ganglionares de 976.0 e 702.2, respectivamente (p<0,05; Figura 4).
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Figura 4 — Medidas da tGnica muscular (um) (A) e da 4rea de ganglios mientéricos (um?2) (B)
do colon ascendente de ratos dos grupos normoglicémico (N), normoglicémico tratado com
glutamina, a-tocoferol e quercetina (NT), diabético induzido pela estreptozotocina (D) e
diabético induzido pela estreptozotocina e tratado com glutamina, a-tocoferol e quercetina
(DT). # p<0,05 comparado ao grupo D. Os grupos foram comparados pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Os dados sdo apresentados em graficos com valores
maximos e intervalo interquartil. n = 5 ratos para os grupos N, NT e D; n=7 para o grupo DT.
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(C) Fotomicrografia de cortes transversais do célon ascendente corados por PAS. Setas
indicam ganglios mientéricos.

Quantificacao de linfocitos intra-epiteliais e células caliciformes

Na quantificagdo dos linfocitos intraepiteliais o grupo D ndo demonstrou alteracdo
significativa e os grupos NT e DT tiveram menores quantidades de linfocitos intra-epiteliais
comparados ao grupo N (p<0,05). Quanto as células caliciformes, as secretores de mucinas
neutras (PAS) apresentaram maior propor¢ao nos grupos D e DT em relagdo ao grupo N
(p<0,05), as secretoras de sulfomucinas (AB pH 1,0) apresentaram aumento significativo nos
animais D em relagdo a N e diminui¢do na quantidade de CC nos animais DT quando
comparados aos D (p<0,05) e as secretoras de sialomucinas tiveram um aumento

significativo no grupo DT em relagdo ao grupo N (p<0,05; Figura 5).
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Figura 5 — Proporcao de linfécitos intra-epiteliais(LIEs)/100 células epiteliais e células
caliciformes/100 células epiteliais marcadas por Acido Periodico de Schiff (PAS) e Alcian
Blue (AB) pH 1,0 e pH 2,5 do co6lon ascendente de ratos dos grupos normoglicémico (N),
normoglicémico tratado com glutamina, a-tocoferol e quercetina (NT), diabético induzido
pela estreptozotocina (D) e diabético induzido pela estreptozotocina e tratado com glutamina,
a-tocoferol e quercetina (DT). Os valores médios seguidos por *comparado ao grupo N e #
comparado ao grupo D sdo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Tukey
p<0,05. n =5 ratos para os grupos N, NT e D; n=7 para o grupo DT.
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DISCUSSAO

O modelo experimental de inducdo de DM pela estreptozotocina (SZT) ¢ bem
caracterizado em roedores, mimetiza os efeitos periféricos relacionados ao DM do tipo 1
(Shehata et al., 2017). A SZT destroi as células beta pancreaticas, causando prejuizo no
metabolismo da glicose e diminuicdo ou extingdo da secrecdo de insulina no animal
(Rodrigues et al., 2019). Dessa forma, os animais dos grupos diabéticos (D e DT) tiveram
niveis glicémicos superiores a 250 mg/dL, confirmando o estabelecimento do modelo
experimental (Pereira et al., 2011). Além disso, ao longo do experimento os animais
diabéticos apresentaram manifestagcdes clinicas comumente encontradas no DM como
poliuria, polidipsia e perda de peso apesar da polifagia (Gross et al., 2002). Isto ocorre devido
as alteragdes osmoticas plasmaticas causadas pela hiperglicemia que aumentam a excregao de
agua, estimula a restauragcdo do equilibrio osmético provocando sede excessiva (polidipsia),
ademais a deficiéncia de insulina altera o metabolismo dos lipidios e proteinas gerando um
desequilibrio energético que aumenta o apetite (polifagia) concomitante com a perda de peso
devido a proteolise e lipolise consideravel (Zanoni et al., 2011).

Vale ressaltar que o tratamento combinado com L-glutamina, a-tocoferol e quercetina
ndo interferiu na concentracdo de glicemia nos grupos tratados, mantendo o quadro de
diabetes no grupo DT, no entanto, promoveu aumento no consumo de ra¢do, dgua e reducdo
na massa corporal. Resultados semelhantes aos descritos foram encontrados na literatura com
a utilizacdo dos antioxidantes quercetina (Gomes et al., 2014), glutamina (Da Rosa et al.,
2015) e vitamina E (Roldi et al., 2009) isolados, como também quando utilizados de forma
associada (Da Purificacdo et al., 2022). A influéncia dos antioxidantes no aumento do
consumo de rac¢do e agua nos animais higidos observada no grupo NT ainda ¢ desconhecido.

Apesar da manutengdo na espessura da parede total, os estratos que compdem a parede
colonica foram alterados pela indugdo do DM pela STZ. A hipertrofia da mucosa intestinal e
de seus componentes evidenciada nos animais diabéticos estd em consonancia com outros
modelos experimentais (Chen; Zhao; Gregersen, 2012; Da Rosa et al., 2015), relacionando-se
com a diminuicao absortiva intestinal na condicao de hiperglicemia (D'Addio ef al., 2015) e a
dificuldade de captacdo de glicose na auséncia da insulina, atribuindo uma atividade
compensatdria a obten¢do de nutrientes ao aumento da tunica mucosa (Mayhew; Carson,
1989). Além disso, o aumento no tamanho das criptas, pode estar relacionado ao maior
consumo de ragdo e dgua (Santi-Rampazzo et al., 2015) e a necessidade de aminoacidos para
a sintese proteica utilizada na proliferagdo celular nas criptas intestinais pode explicar a

diminui¢do da muscular da mucosa (Barreto et al. 2023).
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Por outro lado, 0 DM provocou atrofia na tinica muscular, sendo que a diminuigdo
dessa tunica ¢ consequéncia da perda da densidade neuronal (Roldi et al, 2009)
principalmente de neurdnios nitrérgicos relacionados a diminuicdo do tonus muscular
associados a motilidade intestinal e a maior dimensao do célon (Miranda Neto et al., 2017).
Outro fator associado a diminuicdo da tinica muscular ¢ a inibicdo da sintese proteica
ocasionada pela auséncia de insulina, esse processo aumenta a biodisponibilidade de
aminoacidos que sdo utilizados como fonte energética (Barreto ef al., 2023). Divergindo do
presente estudo, alguns trabalhos revelam que os animais ao serem submetidos ao modelo de
diabetes desenvolvem hipertrofia da tinica muscular (Zanoni et al., 1997; Zhao; Yang;
Gregersen, 2003).

A atrofia da tinica muscular foi acompanhada por diminui¢do da area ganglionar nos
animais diabéticos, sugerindo alteragdes neuronais provocadas pela exposicao aos altos niveis
glicémicos e pela remodelacdo apds aos danos teciduais, indicando degeneragdo da inervagao
mientérica responsavel pelos distirbios da motilidade gastrointestinal (Furlan; Molinari;
Miranda Neto, 2002). Aspectos como a desidratacdo celular em fungdo da desregulagdo
osmotica e o dano celular causado pela hiperglicemia (Stevens; Feldman; Greene, 1995),
alteram o metabolismo do tecido nervoso e estdo associados a redugdo da area ganglionar no
diabetes (Souza; Furlan, 2011). A hiperglicemia cronica desencadeia aumento nos produtos
finais de glicacdo avangada e ativacao das vias do poliol, da hexosamina e proteina quinase C
responsaveis pela exacerbacao de mediadores inflamatdrios, € consequentemente, alteracdo do
estado oxidativo gerando dano celular (Vicente et al, 2004; Brownlee, 2005;
Sehaber-Sierakowski et al., 2021).

Os linfocitos intraepiteliais, importantes componentes na regulacdo homeostatica de
defesa intestinal, normalmente mostram-se aumentados em processos infecciosos e
inflamatorios regulando a resposta imune no intestino (Sheridan; Lefrancois, 2010). Nao foi
evidenciado linfocitose intraepitelial nos animais diabéticos, corroborando com esse achado
Cabral ef al. (2009) nao encontrou diferenca na densidade de linfocitos duodenais entre
pacientes diabéticos tipo 1 e controles.

Outro achado observado pela inducdo do DM foi a alteragdo no perfil secretério de
mucinas neutras e acidas, avaliados pela hiperplasia de células caliciformes PAS e AB,
respectivamente. Entende-se que o aumento na populacio das células caliciformes também ¢
uma adaptacdo morfofuncional para prote¢do da mucosa contra o DM (Uranga-Ocio et al.,
2015). A camada de muco que recobre o epitélio ¢ um componente importante em

mecanismos de defesa do 6rgdo por desempenhar protecdo mecanica, quimica e bioldgica, e
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manter a homeostase do 6rgdo. O muco configura uma importante interface entre o contetido
luminal e o tecido do hospedeiro, que fornece um habitat para a microbiota intestinal e
protege o epitélio intestinal (Etienne-Mesmin et al., 2019; Paone; Cani, 2020). Estudos
revelam que o aumento da produ¢do de mucinas pela mucosa intestinal ¢ um importante fator
desencadeador do quadro de diarreia do DM (Remedio et al., 2012).

A associacdo dos antioxidantes L-glutamina, a-tocoferol (vitamina E) e quercetina ndo
promoveu protecdo na parede do colon contra os efeitos do DM, ainda a parede colonica foi
atrofiada com o tratamento combinado. A quantidade de antioxidantes administrados pode ter
alterado as necessidades endogenas do sistema antioxidante (Cerqueira; Medeiros; Augusto,
2007) e a suplementagdo de L-glutamina ocasiona aumento da atividade enzimatica da
glutaminase, a maior biodisponibilidade de L-glutamato promove efeito neurotoxicos
desregulando a proliferagdo celular no intestino que pode ter contribuido para a hipertrofia da
mucosa e da profundidade das criptas (Sengul et al., 2011; Da Rosa et al., 2015) como
mecanismo compensatorio para atrofia evidenciada na submucosa.

A submucosa do colon apresenta grande importancia, ja que é responsavel pela
estruturacdo do intestino grosso, portanto alteracdes morfologicas nesta regido podem
prejudicar a funcionalidade deste 6rgdo como um todo (Remedio et al., 2012). A atrofia da
tunica submucosa nos animais DT pode estar relacionada ao aumento da glicemia e a
disfungdo da distensdo intestinal. Os altos niveis de glicemia propiciam a glicacdo de
proteinas desencadeando a perda de fibras colagenas (Sadowska-Bartosz; Bartosz, 2015; Da
Rosa et al., 2015). Possivelmente a combinagdo e/ou a quantidade de antioxidantes aumentou
a lipoperoxidacdo apresentando efeitos pré-oxidantes (Iwanaga et al., 2018). Corroborando
com esses achados, Purificacdo et al. (2022) evidenciou aumento de estresse oxidativo
sistémico com a combinagdo de quercetina, glutamina e alfa-tocoferol em animais diabéticos
tratados.

O aumento no consumo de ragdo nos animais DT pode ter influenciado na hipertrofia
da tunica mucosa. Além disso, alteracdes na tinica submucosa € em sua inervagao causam
prejuizos na regulacdo da proliferagdo celular contribuindo para o aumento da mucosa
intestinal (Zanoni; Pereira, 2008). Apesar dos relatos da literatura demonstrarem aumento da
muscular da mucosa frente a utilizagdo de bioextratos antioxidantes (Barreto et al., 2023), o
presente estudo demonstrou que o tratamento combinado promoveu atrofia. Mecanismos
podem ser propostos para elucidar a diminui¢do da muscular da mucosa, relacionando-se a
vitamina E que além de desempenhar agdo de prevencdo da oxidagdo de colesterol pode atuar

em fun¢des ndo antioxidantes promovendo a inibicdo da proliferagdo de células musculares
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lisas (Cerqueira; Medeiros; Augusto, 2007), como demonstrado nas células da parede arterial
em modelos animais (Munteanu; Zingg; Azzi, 2004; Azzi, 2004).

Efeitos neuroprotetores dos antioxidantes quercetina (Sehaber-Sierakowski et al.,
2021; Souza et al., 2017), L-glutamina (Hermes-Uliana et al., 2014; Zanoni et al., 2011) e
vitamina E (Roldi ef al., 2009) tém sido demonstrados, apresentando aumento da area dos
corpos celulares nos animais diabéticos e efeitos neuroprotetores através do restabelecimento
da area neuronal (Sehaber-Sierakowski ef al., 2021; Souza et al., 2017; Hermes-Uliana et al.,
2014; Zanoni et al., 2011; Roldi et al., 2009). Entretanto, no presente estudo a area ganglionar
dos animais diabéticos tratados com a associacdo de antioxidantes foi restabelecida
aproximando-se da area dos animais normoglicémicos, possivelmente a diminuicdo da area
ganglionar nos animais diabéticos estd relacionada com a diminui¢do dos corpos celulares
e/ou ao dano celular (Souza; Furlan, 2011). Sugere-se que o tratamento promoveu efeito
neurotrofico nos animais DT, evidenciando a necessidade de maior investigagdo para a
comprovagao de efeito neuroprotetor.

Em conformidade com a area ganglionar, os animais DT obtiveram aumento da tinica
muscular. Tal fato pode estar atrelado a deple¢do proteica caracteristica do DM e a deficiéncia
de aminodcidos, que com a suplementagdo de L-glutamina favorece a sintese de proteina
muscular (Romano; Borges, 2007) sendo utilizado em altas taxas para o aceleramento da
divisdo celular (Garcia Junior; Pithon-Curi; Curi, 2000; lorio; Avellaneda, 2016).

Além disso, a hiperplasia de células caliciformes observados nos animais DT, podem
alterar a lubrifica¢do intestinal com a presenga de mais muco, comprometendo a fungao
celular pelas alteragcdes na absor¢do de dgua e eletrolitos, agravando a condicdo clinica de
diarreia caracteristica do DM (Remedio et al., 2012). O aumento de mucinas neutras (PAS+)
em detrimento da redugdo de mucinas acidas (AB) promove maior protecao intestinal, pois o
muco neutro apresenta-se mais denso que o muco acido, num meio aquoso, atribuindo-se ao
primeiro uma maior capacidade de protecdo e lubrificagdo (Shiraishi et al., 2009).

O aumento do estresse oxidativo e a insuficiéncia na capacidade do sistema
antioxidante no diabetes implicam nas complicagdes tipicas do DM (Ferreira; Belém; Oda,
2015). As principais fontes de moléculas reativas ao oxigénio incluem as vias moleculares:
via de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs), via de ativagdo de PKC (Proteina
Quinase C), via do poliol e via da hexosamina. Comumente, a via de oxidagdo da glicose
(glicolise) no DM possui uma producdo aumentada de ROS, sendo responsavel pela ativacao
das demais vias moleculares (Reis et al., 2008; Ighodaro, 2018). A citotoxicidade das espécies

reativas de oxigénio e dano celular causado induzem respostas imunes mediadas por células
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epiteliais, macrofagos e células dendriticas. A capacidade antioxidante reduz o estresse
oxidativo, intervindo nos mecanismos de sinalizacdo celular reduzindo a resposta inflamatoria
(Ferreira; Belém; Oda, 2015), relacionando-se a diminui¢ao dos linfocitos intraepiteliais nos
animais DT e NT. Nutrientes e bioativos como compostos fendlicos, carotendides, vitamina
C, vitamina E e 4cidos graxos demonstram grande poder modulatério no processo
inflamatorio (Valente et al., 2014). Nesse sentido, Purificacdo et al. (2022) evidenciou que o
uso combinado de quercetina, glutamina e alfa-tocoferol em animais diabéticos provocou
aumento na dosagem da IL-10, uma citocina anti-inflamatéria que inibe a acdo de outras
citocinas pro-inflamatorias.

Ressalta-se que a administracdo de antioxidantes depende da necessidade endogena do
organismo, no caso dos animais NT o tratamento combinado de antioxidantes promoveu
danos celulares resultando em atrofia da parede total, da muscular da mucosa, diminuigao da
largura das criptas e hipertrofia da muscular. Estudos experimentais revelam que o
desequilibrio entre os fatores oxidantes e antioxidantes resulta em oxidagdo de biomoléculas e
um desequilibrio homeostatico causando dano contra células e tecidos (Halliwell; Whiteman,
2004). No caso do a-tocoferol, em ambientes com baixos niveis de radicais livres, pode
ocorrer a interacdo com acidos graxos regenerando o a-tocoferol gerando um radical lipidico
(L*) que reage com moléculas de oxigénio formando radicais peroxil lipidicos (LOO*) que
interagem novamente com o-tocoferol originando hidroperoxidos lipidicos (LOOH)
reiniciando o ciclo de formacdo de radicais livres aumentando o estresse oxidativo,
promovendo um efeito pré-oxidante (Upston; Terentis; Stocker, 1999; Martins et al., 2004).
Além disso, a quercetina pode reagir com ferro e tornar-se uma biomolécula pré-oxidante

(Gaspar et al., 1993; Cerqueira; Medeiros; Augusto, 2007).

CONCLUSAO

Conclui-se que a indu¢ao do DM pela STZ promoveu hipertrofia da tinica mucosa e
da tela submucosa e atrofia da tunica muscular, no entanto mesmo com estas alteragdes nos
extratos colonicos a espessura da parede total do colon foi mantida. Ainda, houve hiperplasia
de células caliciformes PAS e AB pH 1,0 o que pode desencadear maiores produgdes de
mucinas provendo maior prote¢do e lubrificacdo intestinal o que pode agravar o quadro de
diarreia do DM, o desenvolvimento de novas pesquisas como bioquimica e biologia molecular
sdo importantes para confirmar esta relagdo. Por outro lado, apesar da associacao de
L-glutamina, o-tocoferol e quercetina promover protegdo da area ganglionar mientérica,

provocou atrofia da espessura da parede total e da submucosa e hipertrofia da tinica mucosa
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e muscular, além de reducdo dos LIE e alteracdes quantitativas de células caliciformes,
evidenciando a necessidade de maior investigagdo das doses combinadas, a fim de reduzir o
estresse oxidativo sem que haja sobrecarga do sistema antioxidante endogeno desencadeando

efeitos pro-oxidantes.
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