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RESUMO: O presente trabalho teve como objetivos investigar possiveis alteragdes no niimero e a area do corpo celular
dos neur6nios mioentéricos NADH-diaforase reativos (NADH-dr) da regido aglandular do estdmago de ratos diabéticos e
o efeito da suplementag@o com AA (1g/L de agua) nos referidos parametros. Para tanto, 15 ratos (Rattus norvegicus) foram
separados em trés grupos (n = 5): controle (C); diabético (D); e diabético suplementado com AA (DS). O DM foi induzido por
estreptozootocina (35 mg/kg de peso corporal). Apos 120 dias de experimento, os animais foram anestesiados para obtencio
do estdbmago. Os neurdnios mioentéricos foram evidenciados pelo método da NADH-diaforase. Por meio de microscopio
de luz foram contados os neurénios NADH-dr e, pelo programa computadorizado para analise de imagens, foi mensurado o
perfil do corpo celular (PCC) desses neur6nios. O niimero de neurdnios NADH-dr ndo variou significativamente entre os trés
grupos estutados (P>0,05). A média dos PCCs foi maior (P<0,05) para os neuronios dos grupos D e DS do que para o grupo
C. Ocorreu aumento na incidéncia de neurdnios com PCC superior a 200 um?no grupo D quando comparada aos grupos DS e
C. Os resultados sugerem que a suplementagdo com AA teve efeito neuroprotetor sobre os neurdnios mioentéricos NADH-dr
representado pela diminuicdo da freqiiéncia de neuronios grandes na regido aglandular A e B do grupo DS.
PALAVRAS-CHAVE: Neurdnios mioentéricos. Regido aglandular do estomago. Diabetes mellitus. Acido ascorbico.

QUANTITATIVE AND MORPHOMETRIC EVALUATION OF MYENTERIC
NEURONS OF THE FORESTOMACH OF STREPTOZOTOCIN-INDUCED
DIABETIC RATS SUPPLEMENTED WITH ASCORBIC ACID
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ABSTRACT: The aims of the present study were to investigate the possible alterations in the number and size of NADH-dr
stained myenteric neurons of the forestomach of diabetic rats and the effect of the AA-supplementation (1g/1 of water). For
that, 15 rats (Rattus norvegicus) were divided into three groups (n = 5): controls (c); diabetic (d); and diabetic supplemented
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with AA (ds). DM was induced by streptozotocin (35 mg/kg of body weight). 120 days later, the animals were anesthetized
for obtaining their stomachs. The myentric neurons were stained employing the NADH-dr method. We counted the NADH-dr
neurons employing the light microscope and we measured the cellular body profile (CBP) using an image analysis software.
The number of NADH-dr neurons didn’t vary significantly among the three groups studied (p<0.05. The average of CBPs
was larger (p<0.05) for neurons of groups D and DS than for group C. There was an increase in the incidence of neurons
with CBPs over 200 um? in group D when compared to groups DS and C. The results suggest that the AA supplementation
had a neuroprotector effect on the NADH-dr myenteric neurons represented by the decrease of big neurons in the A and B

forestomach areas of group DS.

KEY-WORDS: Myenteric neurons. Forestomach. Diabetes mellitus. Ascorbic acid.

Introducao

O diabetes mellitus (DM) ¢é caracterizado por
anormalidades endocrino-metabolicas que levam entre
outros fatores, a hiperglicemia.

Entre as alteragdes provocados pelo DM esta a
neuropatia diabética autondmica que em nivel gastrointestinal
promove distarbios motores, sensoriais e na fungdo reflexa
dos neurdnios, manifestados como lentiddo do transito
gastrointestinal (YANG et al, 1984; IBER et al., 1993),
estase e dilatacdo gastrica com diminui¢do ou aumento de
contragdes peristalticas, bem como quadros gastricos mais
graves como a gastroparesia (KATZ & SPIRO, 1966).

No rato existem duas regides gastricas distintas,
uma regido glandular e outra aglandular. A regido
aglandular possui epitélio de revestimento do tipo escamoso
estratificado queratinizado, semelhante ao epitélio esofagico
(BANKS, 1992; LUCIANO & REALE, 1992). Porém, a sua
importancia funcional ndo esta totalmente elucidada, sendo-
lhe atribuidas as fun¢des de maceragao inicial dos alimentos,
de armazenamento e de absor¢do de ions por meio de uma
atividade mecanica (BROWNING et al, 1983; MARTENS
et al, 1991).

Acredita-se que a neuropatia diabética autondmica
se manifesta em fungdo de lesdes de fibras nervosas
periféricas por alteragdes na microcirculagdo dos nervos
e no metabolismo dos neurénios (CLEMENTS JR., 1979;
ARAUJO, 1996; STEVENS etal, 1995) e por os neurénios do
plexo mioentérico, localizados entre os estratos longitudinal
e circular da tunica muscular, apresentarem varia¢des
quantitativas, morfométricas, funcionais ¢ neuroquimicas nos
diferentes segmentos do trato gastrointestinal e em diversas
espécies animais (FURNESS & COSTA, 1987; STERNINI,
1988; ROMANO et al, 1996; HERNANDES et al., 2000;
FREGONESI et al., 2001) decorrentes do diabetes mellitus.

Com o DM ocorre o aumento da concentracdo de
sorbitol e, consequentemente, alteragdes da osmolaridade
intracelular, resultando em edema e lesdo neuronal, com
interup¢do da condugdo de impulsos nervosos (COTRAN
et al., 1996; HOSKING; BENNETT & HAMPTON, 1978;
LINDSAY et al., 1998). O estresse oxidativo ¢ intensificado
pelaredugdo daconcentragio de enzimas que atuamno sistema
antioxidante (PARTHIBAN et al., 1995; OBROSOVA et
al., 2002) e também pela reducdo nos niveis de substancias
antioxidantes como o acido ascorbico (YOUNG; TORNEY
& TRIMBLE, 1992).

Por este motivo, este trabalho teve por objetivo
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verificar qual a influéncia da suplementa¢do com acido
ascorbico no numero e na area do perfil celular dos neurénios
mioentéricos NADH-diaforase reativos da regido aglandular
do estdbmago de ratos portadores de diabetes cronico induzido
por estreptozootocina.

Material e métodos

Foram utilizados os estdbmagos de 15 ratos adultos
machos com 90 dias de idade, da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus) provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringa. O presente estudo foi aprovado pela
Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina e Zootecnia
da Universidade de Sdo Paulo (Protocolo n°® 214/2002).

O periodo experimental que teve duragdo de 120
dias, e os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés
grupos de cinco repetigdes cada, segundo os tratamentos
a que foram submetidos como segue: grupo C - animais
normoglicémicos; grupo D - animais diabéticos induzidos
pela estreptozootocina e; grupo DS - animais diabéticos
induzidos pela estreptozootocina e suplementados com acido
ascorbico.

Os animais foram pesados aos 90 dias de idade e no
final do experimento com 210 dias de idade.

O consumo de agua e de ragdo, bem como o volume
urinario, foram mensurados sete dias consecutivos por més.

Apos jejum prévio de 14 horas, os animais dos
grupos D e DS receberam dose tinica de estreptozootocina
(35 mg/kg de peso corporal) dissolvida em tampao citrato 10
mM, pH 4,5, por meio de injecdo endovenosa, para indugéo
do diabetes ¢, os animais do grupo C receberam a mesma
dosagem de veiculo (tampao citrato 10 mM).

A partir do primeiro dia do experimento, apods
a injecdo de estreptozootocina, os animais do grupo DS
passaram a receber diariamente agua suplementada com
acido ascorbico na dosagem de 1g/L/dia (YOUNG et al,
1993).

Ao final do experimento, com 210 dias de idade,
os animais foram sacrificados com inje¢@o intraperitonial de
tiopental (40mg/kg de peso corporeo) e laparotomizados.

De cada animal foi coletado sangue, por puncéo
cardiaca, destinado as dosagens de glicose pelo método da
glicose oxidase, de hemoglobina glicada para confirmar a
condigdo de diabetes e de acido ascorbico (HENRY et al.,
1980).

Imediatamente apds o sacrificio dos animais, os
estdmagos foram retirados e lavados com solugdo de Krebs.
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Cada estomago foi ligado por fio de sutura em uma de suas
extremidades e levemente preenchido com solugéo de Krebs.
O método da NADH-diaforase foi utilizado para evidenciar
os neurdnios mioentéricos e ganglios nos preparados de
membrana. Para tanto, os estomagos foram permeabilizados
em solugdo de Krebs contendo Triton X-100 por cinco
minutos, lavados por duas vezes em solu¢do de Krebs por
periodo superior a 10 minutos e transferidos para um meio
de incubagdo contendo nitro-blue tetrazolium.

O meio de reagdo (pH 7,3) foi composto de 25 ml
de solugdo estoque de Nitro Blue Tetrazolium (NBT, solugédo
estoque na concentragdo de 0,5 mg/ml), 25 ml de tampao
fosfato de sodio, 0,1 M, 50 ml de agua destilada e 0,05g de
B-NADH.

Cada estomago foi microdissecado para a remogdo
da camada queratinizada e da tela submucosa e preservagio
das tiinicas muscular e serosa.

Os preparados de membrana obtidos foram
desidratados em série crescente de alcoois e diafanizados
por trés imersdes consecutivas em xilol. Cada preparado de
membrana foi entdo colocado entre ldmina e laminula de
vidro e montado com resina Permount.

A por¢do aglandular do estdmago foi dividida
em duas regides, uma na regido central proximo a prega
limitante (regido A) e outra localizada na curvatura maior do
estdmago (regido B).

A quantificacdo dos neurénios foi feita por
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amostragem em 80 campos por preparado de membrana,
sendo 40 da regido A e 40 da regido B. Foi estabelecido o
numero de neur6énios por mm? de cada regido analisada do
estdmago.

As imagens dos neuronios mioentéricos NADH-
diaforase reativos evidenciadas nos preparados de membrana
foram capturadas por cadmara de alta resolucdo acoplada
ao microscopio Olympus BX40, e transmitidas para
microcomputador, e por meio do programa computadorizado
de analise de imagens ImagePro Plus, versdo 3.0.1, foi
mensurado o perfil do corpo celular em um? (PCC) de 100
neurdnios obtidos ao acaso, por preparado de membrana,
sendo 50 da regido A e 50 da regido B.

Apds a obtengdo da média e do erro padrdo das
mensuragdes os neurdnios foram agrupados em intervalos de
100 pm?.

Para a analise estatistica foram utilizados os
testes de Tukey, Kruskal-Wallis ea-Quadrado ¢ o nivel de
significancia para todas as analises foi P<0,05 e os resultados
foram expressos como médiaterro padrio.

Resultados
Os resultados referentes as dosagens sangiiineas

de glicose, hemoglobina glicada e acido ascorbico estdo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Média' das dosagens sangiiineas de glicose, hemoglobina glicada e acido ascorbico dos animais dos grupos
controle (C), diabético (D) e diabético suplementado com acido ascérbico (DS) — Siao Paulo, 2004.

Parametros C D DS
Glicose (mg.dl") 129 £3,92¢ 466,4+24,59° 493£10,02%
Hemoglobina glicada (%) 4,1+0,3* 8,1+0,2° 7,9+0,5%
Acido ascérbico (pg.ml") 24,58+5,53¢ 12,6+1,85 33,0542,49¢

"Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

As dosagens sangiiineas de glicose e de hemoglobina
glicada foram maiores (P<0,05) nos grupos D e DS e a
dosagem de acido ascdrbico menor (P<0,05) no grupo D.

Também foram analisados os dados referentes ao

peso inicial e final dos animais dos trés tratamentos, bem
como, os dados relacionados ao consumo de agua, ao volume
urinario e ao consumo de ragdo (Tabela 2).

Tabela 2. Média' do peso corporal inicial e final (g), do consumo de agua (ml), do volume urinario (ml) e do consumo de
alimento (g) dos grupos controle (C), diabético (D) e diabético suplementado com acido ascérbico (DS) — Sao Paulo, 2004.

Parametros C D DS
Peso inicial (g) 339,4+12,36° 329,6+8,48* 339+12,45°
Peso final (g) 456,2+14,57¢ 318,6 822 304,5+20,29%¢
Agua (ml) 64,86+5,92° 158,6+8,38" 133,6+5,41°
Volume urinario (ml) 3,3+0,42 59,3+7,1° 72,4+4,0%
Ragdo (g) 30,7+1,06° 49,84+1,68° 43,443,78°

"Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

O ganho de peso foi menor (P<0,05), enquanto que
o consumo de ragdo foi maior (P<0,05) para os animais dos
grupos D e DS. O consumo de agua diferiu (P<0,05) entre os
trés grupos sendo maior para o grupo D e menor para o grupo

C. E o volume médio de urina eliminada foi maior (P<0,05)
nos grupos D e DS.

Em todos os grupos, ao microscopio de luz, os
neuronios mioentéricos NADH-diaforase reativos foram
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evidenciados reunidos em ganglios interligados a semelhanca
de uma rede (Figura 1).

b ~. i't-krri ook !’j

Figura 1. Fotomicrografia de preparado de membrana
do estomago de rato evidenciando a rede ganglionar de
neurdnios mioentéricos NADH-d reativos (objetiva 20x,
barra=200pm).

Os resultados da quantificagdo e da morfometria
dos corpos celulares dos neurdnios mioentéricos NADH-
diaforase reativos das regides aglandular (A e B) do estdmago
dos animais dos grupos C, D e DS estdo apresentados na
Tabela 3.

CLEBIS et al.

Nio houve diferengas significativas (P>0,05) entre
os trés grupos na quantidade de neur6énios por mm? presentes
na regido aglandular A e aglandular B.

Em todas as regides analisadas, a média do perfil do
corpo celular dos neur6nios mioentéricos NADH-diaforase
reativos foi maior (P<0,05) para os grupos D e DS do que
para o grupo C.

Naregido aglandular A, a distribui¢do dos neurdnios
em relagéo a area do perfil celular em intervalos de 100um?
demonstrou diferenca significativa (P<0,05) na comparacdo
do grupo C, onde 44,8% dos neurdnios tinham entre 0 e
100um?, com os grupos D e DS, onde 41,2% e 42,67% dos
neurdnios tinham area entre 100 e 200um?, respectivamente.
Na regido aglandular B, ndo foram constadas diferengas
significativas (P>0,05) na distribui¢do dos neurdnios dos
grupos C, com 56,8% com drea entre 0 ¢ 100mm2, D com
33,2% com area entre 200 ¢ 300mm2 ¢ DS com 50% com
area entre 100 e 200mm?2 (Figura 2 e 3).

Discussao

As alteragdes funcionais descritas com o DM tém
sido atribuidas a mudangas do sistema nervoso auténomo,
com comprometimento do sistema nervoso entérico
Verificou-se que a dosagem sangiiinea de glicose (em mg.dl
1 foi maior (P<0,05) nos animais dos grupos D (466,4 +
24,59) e DS (493 £10,02) do que nos do grupo C (129+3,92),

Tabela 3. Nimero médio! de neurdnios mioentéricos NADH-diaforase reativos das regides aglandular (A e B) e média’
do perfil do corpo celular (PCC) dos neurdnios mioentéricos NADH-diaforase reativos da regiio aglandular (A e B) do
estomago dos animais dos grupos controle (C), diabético (D) e diabético suplementado (DS) — Sdo Paulo, 2004.

Densidade Neuronal ! Perfil do Corpo Celular?
Grupos Regido A Regido B Regido A Regido B
C (n=5) 57,5+4,12 22,8+2,1° 123,7+19,11° 121,2 £12,822
D (n=5) 41,4+4,9° 22,8426 213,6 £ 18,27° 207,1 £17,87°
DS (n=5) 55,3+4,32 19,6+0,8" 199,6 & 7,7% 218 £22,77%

M¢édias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Kruskal-Wallis ! e pelo teste de Tukey? (P<0,05).

Figura 2. Grafico demonstrando a freqiiéncia dos neurénios mioentéricos NADH-d reativos da regifio aglandular A
(AA) do estomago de ratos dos grupos controle (C), diabético (D) e diabético suplementado (DS) segundo os valores

do perfil do corpo celular (PCC) em intervalos de 100 pm?.
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Figura 3. Grafico demonstrando a freqiiéncia dos neurdnios mioentéricos NADH-d reativos da regido aglandular B
(AB) do estdomago de ratos dos grupos controle (C), diabético (D) e diabético suplementado (DS) segundo os valores

do perfil do corpo celular (PCC) em intervalos de 100 pm?.
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confirmando, portanto, a presenga de hiperglicemia quando
da eutanasia dos animais.

A hiperglicemia ¢é resultante da diminuigdo dos
niveis de insulina provocada por danos e necrose das células
beta pancreaticas quando administrada a estreptozootocina
em animais em jejum.Uma vez no interior dessas células,
essa substancia destroi o DNA e reduz o NAD*, provocando
morte celular (SAINI et al.; 1996; YANG & WRIGHT JR,
2002).

As concentragdes de hemoglobina glicada nos
animais do grupo D (8,120,2%) e do grupo DS (7,8+0,5%)
foram significativamente maiores (P<0,05) do que a
encontrada para o grupo C (4,1+£0,3%). Esses resultados estao
em conformidade com os relatos de LINDSAY et al (1998)
que também verificaram maior concentragdo de hemoglobina
glicada em ratos diabéticos induzidos pela estreptozootocina
(11,9£1,4%) do que em ratos normoglicémicos (2,8+0,2%).
Porém, ndao houve diferenca (P>0,05) na concentragdo de
hemoglobina glicada entre os grupos D e DS, o que nos
permite afirmar que os animais de ambos os grupos foram
submetidos a mesma severidade de diabetes.

Além da hiperglicemia, no estado diabético podem
ser observadas perda de peso, polidipsia, polifagia e politiria
(COTRAN et al., 1996).

No inicio de nosso experimento, ndo havia
diferenga significativa (P>0,05) no peso corporeo (em
gramas) dos animais entre os grupos C, D e DS. Contudo,
ao final do experimento constatamos que, ao longo dos
120 dias, ocorreu perda de peso nos animais dos grupos D
(318+£8,22) e DS (304,5£20,29) quando comparados com
o grupo C (456,2+14,57) e estes achados estdo de acordo
com a literatura, onde animais diabéticos tém apresentado
menor peso corporal (LINDSAY et al.,1998; FURLAN et al,
2002).

No DM, devido a glicosuria, ha perda de agua e

de eletrdlitos, levando a diminuigdo extra ¢ intracelular
desses componentes. Nessas condigdes, os centros da sede
localizados no encéfalo deflagram mecanismos neurais que
levam a polidipsia, ou seja, maior vontade de ingestdo de
agua (COTRAN et al.,1996).

A quantidade média de agua ingerida (em ml) pelos
animais de nosso estudo foi maior (P<0,05) nos grupos D
(158+8,38) e DS (133,6+5,41) quando comparada com o
grupo C (64,86+92), comprovando o estabelecimento da
polidipsia diabética. Quando comparados os grupos D e
DS, o consumo foi menor (P<0,05) para o grupo DS e estes
resultados estdo podem indicar um efeito da suplementagéo
com AA sobre os neurénios do centro da sede, pois 0 aumento
na quantidade de agua ingerida é observado no DM (SOUZA
& FURLAN, 2001; FURLAN et al, 2002).

No presente estudo, constatou-se aumento
significativo (P<0,05) do consumo de alimento (em
gramas) para os animais do grupo D (49,8446,8) e DS
(43,443,78) quando comparados com o consumo do grupo
C (30,7£1,06). A polifagia pode ocorrer como uma resposta
a falta de glicose nas células dependentes de insulina para o
transporte de glicose, ja que no DM ocorre diminui¢do da
insulina circulante, dificultando, assim, a captagio da glicose
pelas células (CARLTON & MCGAVIN, 1998). Contudo,
o acréscimo do consumo de alimento ndo é revertido em
ganho de peso para o animal, pois se verifica diminui¢do na
conversdo alimentar (FURLAN et al, 2002).

Elevado nivel de glicemia acarreta, entre outros
fatores, a politria, ou seja, aumento do débito urinario com
a finalidade de eliminar o excesso de glicose circulante
(JUNOD et al., 1967; SOUZA & FURLAN, 2001).

Neste estudo, foi possivel observar aumento
significativo (P<0,05) no volume urinario (em ml) eliminado
pelos animais dos grupos D (59,3+7,1) e DS (72,4+4) quando
comparado com o grupo C (3,3+0,4), explicitando a politiria
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caracteristica do DM.

Em longo prazo, os disturbios metabolicos
verificados no DM sdo responsaveis por complica¢des
cronico-degenerativas que levam ao comprometimento
vascular e nervoso (COTRAN et al., 1996).

As alteragdes provocadas pelo DM no sistema
nervoso entérico estdo incluidas na neuropatia diabética
autondmica (ARAUJO, 1996). Contudo, a etiologia deste
tipo de neuropatia ndo esta totalmente esclarecida. Inimeros
fatores sdo propostos, incluindo alteragdes microvasculares e
metabdlicas que acabam tendo efeito deletério sobre sistema
nervoso (CLEMENTS JR., 1979; LINDSAY et al., 1998).
Além disso, a intensificagdo do estresse oxidativo no DM
tem sido relatada como uma das causas das lesdes neuronais
(KSIAZEK & WISNIWSKA, 2001; DAVISON et al., 2002).

A utilizagdo de substancias antioxidantes e
de substincias inibidoras da enzima aldose-redutase —
imprescindivel para a via do poliol — tem sido amplamente
investigada com o intuito de encontrar formas de minimizar
ou evitar os efeitos deletérios resultantes do DM. Dessa
forma, foi proposta a utilizacdo do acido ascdrbico que tem
acdo antioxidante (LEVINE, 1986) e também inibidora da
aldose-redutase (WILL & BYERS, 1996) para averiguar
seus efeitos no referido plexo sob condi¢des de diabetes.

A dosagem sangiiinea de acido ascdrbico (em
pg.ml-1) foi maior (P<0,05) nos grupos C (24,58+5,53)
e DS (33,05+2,49) quando comparadas com o grupo D
(12,6+1,85). Menor concentragdo de acido ascorbico em
diabéticos ¢ também relatada em ratos (McLENNAN et
al., 1988; YOUNG et al, 1993) ¢ em humanos (LYSY &
ZIMMERMAN, 1992), pois a hiperglicemia dificulta a
captacdo do acido ascorbico pelos tecidos (MOSER &
WEBER, 1984). Além disso, ela também inibe a reabsor¢éo
deste acido nos rins, aumentando sua excre¢do na urina
(CUNNINGHAM, 1998).

No presente trabalho, contudo, a suplementagdo com
acido ascorbico ndo reduziu a glicemia e nem a hemoglobina
glicada nos animais do grupo DS para os niveis normais
comprovando que a administracdo de acido ascorbico ndo
influenciou esses pardmetros.

Para estudar os efeitos do DM e da suplementagéo
com AA sobre os neurdnios mioentéricos foi utilizada
neste trabalho a técnica histoquimica da NADH-diaforase
(GABELLA, 1969) que detecta a atividade da enzima NADH-
diaforase, ¢ este método evidencia a populagdo neuronal com
maior atividade metabolica (SANT’ANA et al., 1997).

Dessa forma, foi realizada a quantificagdo dos
neurdnios mioentéricos NADH-dr por mm? de cada regido
do estdmago, bem como a mensuracdo do perfil do corpo
celular (PCC) de 100 neurdnios mioentéricos NADH-dr por
preparado de membrana.

Na regido aglandular A, o nimero de neurdnios
mioentéricos NADH-dr por mm? foi menor no grupo D
(41,44+4,3). Contudo, quando comparado aos grupos C
(57,5+4,1) e DS (55,3+4,9) ndo foi evidenciada diferenga
estatisticamente significativa (P>0,05). O mesmo ocorreu
na regido aglandular B (AB), proximo a curvatura maior
do estomago, na qual o nimero de neurdnios por mm? do
grupo D (22,842,6), do grupo DS (19,6+0,8) e do grupo C
(22,8+2,1) foram estatisticamente equivalentes (P>0,05).
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Embora n3o tenham sido observadas altera¢des
estatisticamente significativas no nimero de neurdnios por
mm? na regifo aglandular do estomago, verificamos que na
regido aglandular A, a suplementag¢do aumenta o numero de
neur6nios no grupo DS em relagdo ao grupo D. Porém, o
mesmo ndo foi observado para a regido aglandular B (AB).
Outras pesquisas também encontraram diminui¢do do numero
de neuronios em diferentes segmentos intestinais em animais
diabéticos confirmando nossos achados (HERNANDES et
al., 2000; FREGONESI et al., 2001; FURLAN et al, 2002;

ZANONI et al., 2003).
Em relagdo a média do PCC dos neurdnios
mioentéricos NADH-dr, observou-se que esta foi

significativamente maior nos grupos D (213,6+9,11) e
DS (199,6+7,7) em relagdo ao grupo C (123,7+£19,1) na
regido aglandular A. Embora ndo tenha ocorrido diferenga
significativa (P>0,05) entre os grupos D e DS, verificou-se
que a area do PCC dos neurdnios mioentéricos NADH-dr
do segundo grupo foi menor que a do primeiro. Ja na regido
aglandular B, ndo foi verificada diminuigéo na area do PCC
dos neurdnios do grupo DS (218+22,7) em relag@o ao grupo
D (207,1£17,8). Porém, em ambos os grupos a area do PCC
dos neurdnios mioentéricos NADH-dr foi maior (P<0,05)
que aquelas do grupo C (121,2+12,8).

Quanto a distribuicdo de freqiiéncia, foram
evidenciadas  difereng¢as  significativas  (P<0,05) na
comparagdo dos grupos C com D e DS, mas na regido
aglandular B ndo foram encontradas diferengas significantes
entre os trés grupos analisados. Para ambas as regides,
predominaram neurénios com maior PCC nos grupos D e
DS em relagéo ao grupo C.

Freqiiéncia aumentada de neurénios grandes foi
relatada em estudos com ratos diabéticos decorrentes da
degeneragdo neuronal e também ao acumulo de lipofucsina
decorrente do envelhecimento (BUTTOW et al, 1997).

Todavia, a suplementagdo com acido ascorbico
preveniu o aumento do PCC de neurdnios mioentéricos
NADH-dr do ileo de ratos diabéticos e dos neurdnios
imunoreativos para o peptideo intestinal vasoativo no
plexo submucoso do ileo (ZANONI et al., 2003), o0 mesmo
ocorrendo na regido aglandular A do presente estudo.

No entanto, apesar da fun¢do antioxidante e
inibidora da aldose redutase, o acido ascorbico ndo restaurou
para niveis normais as concentragdes sangiiineas de
glicose e de hemoglobina glicada, ndo impedindo, assim, a
instauragdo de poliuria e da polidipsia no grupo DS. Também
ndo proporcionou ganho de peso aos animais diabéticos
suplementados.

Contudo, acreditamos que o tratamento com acido
ascorbico associado a outras substdncias antioxidantes ou
inibidoras de etapas das vias metabodlicas que se encontram
alteradas no diabetes deva ser investigada, pois poderia
culminar em uma ag¢@o sinérgica eficaz.
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