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RESUMO: Diabetes mellitus (DM) ¢ uma desordem metabolica caracterizada pelo aumento nos niveis de glicose no sangue. O DM
pode promover alteragdes degenerativas do sistema nervoso entérico, porque a hiperglicemia aumenta a formagdo de espécies reativas
de oxigénio e, consequentemente, aumenta o estresse oxidativo. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementag@o com acido
ascorbico (AA) nos neurdnios NADH-diaforase reativos (NADH-dr) do plexo mioentérico do estdmago de ratos com diabetes induzida
por estreptozootocina. Para tanto, 15 animais foram divididos em trés grupos (n = 5): Grupo C (ratos normoglicémicos), Grupo D (ratos
diabéticos) e DS Grupo (ratos diabéticos tratados com acido ascorbico). A técnica histoquimica da NADH-diaforase foi empregada e, a
densidade neuronal (neurénios/mm?) e a area do perfil dos corpos celulares de 500 neurénios NADH-d de todos os grupos foi investigada.
A densidade neuronal no grupo DS foi maior do que nos grupos C (P> 0,05) e D (P <0,05). A area dos neurdnios mioentéricos (NADH-dr)
foi menor nos grupos C (P <0,05) e DS (P> 0,05) que o grupo D. Estes resultados sugerem que a suplementagdo com ascorbico promoveu
um efeito neuroprotetor nos NADH-dr neurdnios mioentéricos do estdmago dos ratos diabéticos.
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EFFECTS OF ASCORBIC ACID SUPPLEMENTATION ON MYENTERIC NEURONS IN THE STOMACH OF DIABETIC
RATS

ABSTRACT: Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder characterized by an increase in blood glucose levels. DM can promote
degenerative changes in the enteric nervous system due to the hyperglycemia increasing the formation of reactive oxygen species and,
consequently increasing the oxidative stress. The aim of this study was to evaluate the effect of ascorbic acid (AA) supplementation on
the NADH-diaphorase reactive neurons (NADH-dr) in the myenteric plexus of the stomach of streptozotocin-induced diabetic rats. In
order to do this, 15 animals were divided into three groups (n=5): C Group (normoglicemic rats), D Group (diabetic rats) and DS Group
(diabetic rats treated with ascorbic acid). The NADH-d histochemistry technique was employed and the neuronal density (neurons/mm?)
and the cell body profile area of 500 NADH-d-stained neurons from all groups were investigated. The neuronal density in the DS group
was higher than in the C (P>0.05) and D (P<0.05) groups. The area of the (NADH-dr) myenteric neurons was smaller in the C (P<0.05)
and DS (P>0.05) groups than in the D group. These results suggest that ascorbic supplementation promotes a neuroprotective effect on the
NADH-drmyenteric neurons from the stomach of diabetic rats.

KEYWORDS: Myenteric neurons; Stomach; Diabetes mellitus; Ascorbic acid.

Introducao

O diabetes mellitus (DM) é uma doenga endocrino
metabolica (TRONCHINI et al 2013) que leva, de maneira
geral, a hiperglicemia (LEPARD; CELLINI, 2013) e intole-
rancia a glicose (HARRIS, 2004).

De acordo com Rolo et al. (2006) a hiperglicemia
pode ativar as vias dos poliois levando ao aumento dos com-
postos reativos do oxigénio e, consequentemente, do estresse
oxidativo (KASHYAP; FARRUGIA, 2011). Sabe-se que o
aumento do estresse oxidativo pode provocar lesdes em di-
versos Orgdos, inclusive danos neurodegenerativas e, estas

ultimas decorrentes do DM s@o conhecidas como neuropa-
tias diabéticas, as quais atingem inclusive o sistema nervo-
so entérico (SNE) (RIVERA et al., 2011). Entre os compo-
nentes do SNE estdo os plexos mioentéricos e submucoso,
o primeiro sendo responsavel pelo controle do peristaltismo
(ZANONI et al., 2011). Desta forma, ¢ possivel observar em
portadores do DM sintomas de motilidade gastrointestinal,
entre eles gastroparesia (CHOI et al., 2008). Para minimi-
zar os efeitos do DM no sistema nervoso entérico, muitos
estudos tém sido realizados com o uso de substancias an-
tioxidantes que visam diminuir o estresse oxidativo, como
por exemplo, o Ginkgo biloba (PEREZ DA SILVA, et al,,
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2011), a vitamina E (ROLDI et al., 2009; TRONCHINI et al.,
2010; TRONCHINTI et al., 2012), a L-glutamina (PEREIRA
et al., 2011;ZANONI et al., 2011), a Quercetina (LOPES et
al., 2012; FERREIRA et al., 2013), a L-glutationa (TRON-
CHINI et al., 2013; HERMES-ULIANA et. al., 2014), além
do proprio acido ascorbico (ZANONI et al., 2003; ZANONI
et al., 2005) e, consequentemente os danos que acometem o
SNE. Porém, a maioria desses estudos utilizou o intestino
delgado e o intestino grosso. Segundo Gabella (1994) tanto
o niimero quanto o perfil do corpo celular dos neurénios po-
dem variar e acordo com o segmento do trato gastrointestinal
estudado, por esta razdo, este trabalho teve por objetivo ana-
lisar a densidade ¢ a morfometria dos neurénios mioentéricos
NADH-diaforase reativos da por¢ao glandular do estdmago
de ratos com diabetes induzido por estreptozootocina e, su-
plementados com acido ascorbico.

Material e Método

Foram utilizados os estdmagos de 15 ratos adultos
machos, da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) provenien-
tes do Biotério Central da Universidade Estadual de Marin-
ga. O presente estudo foi aprovado pela Comissao de Bioéti-
ca da Faculdade de Medicina e Zootecnia da Universidade de
Séo Paulo (Protocolo da Comissdo de Bioética n® 214/2002).

Aos 90 dias de idade, os animais foram disponibili-
zados para o periodo experimental que teve duragdo de 120
dias. Para tanto, foram distribuidos aleatoriamente em trés
grupos de cinco animais, segundo os tratamentos a que foram
submetidos como segue: Grupo C - animais normoglicémi-
cos; Grupo D - animais diabéticos induzidos pela estrepto-
zootocina e; Grupo DS - animais diabéticos induzidos pela
estreptozootocina e suplementados com acido ascorbico.

F oi fornecida ragdo comercial referéncia para ratos
(Nuvital”) e agua ad libitum para os animais dos trés grupos.

Para a indugdo do diabetes mellitus, apos jejum de
14 horas, os animais dos grupos D e DS receberam dose tini-
ca de estreptozootocina (35 mg/kg de peso corporal, Sigma®,
USA) dissolvida em tampao citrato 10 mM, pH 4,5, por meio
de injecdo endovenosa, para indugdo do diabetes. Ja os ani-
mais do grupo C receberam a mesma dosagem de veiculo
(tampao citrato 10 mM).

A partir do primeiro dia do experimento, apds a
inje¢do de estreptozootocina, os animais do grupo DS pas-
saram a receber diariamente agua suplementada com acido
ascorbico (Sigma®, USA) na dosagem de 1g/L/dia (YOUNG
et al., 1992).

Ao final do experimento, com 210 dias de idade, os
animais foram pesados, anestesiados com injecd@o intraperi-
tonial de tiopental (40mg/kg de peso corpodreo, Sigma, USA)
e laparotomizados e os estdmagos foram retirados.

Os estdmagos dos animais dos trés grupos foram
utilizados para evidenciar a populagdo de neurdnios mioen-
téricos NADH-diaforase reativos segundo Gabella (1969). O
referido método utilizou solug@o de Krebs (pH 7,3) consistiu
de 1,3 g de NaHCO, (Sinth®, BRA), 0,24 g de MgCl,.6H,0O
(Sinth®, BRA), 0,44 g de KCI (Sinth®, BRA), 0,165 g de
NaH, PO, (Sinth®, BRA), 7,05 g de NaCl (Sinth®, BRA) e
0,27 g de CaCl, (Sinth®, BRA) em 1 litro de dgua destilada.
Foi utilizado também um meio de reagdo (pH 7,3), compos-
to de 25 ml de solugdo estoque de Nitro Blue Tetrazolium
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(NBT, solugdo estoque na concentra¢do de 0,5 mg/ml, Sig-
ma®, USA), 25 ml de tamp@o fosfato de sodio (Sinth®, BRA),
0,1 M, 50 ml de agua destilada ¢ 0,05g de B-NADH (Sigma®,
USA).

Cada estomago coletado foi lavado com solucdo de
Krebs e o seguinte protocolo foi utilizado: duas lavagens de
10 minutos em solu¢do de Krebs; permeabilizagdo em Kre-
bs contendo Triton X-100 (Sigma®, USA) a 0,3% por cinco
minutos; duas lavagens de 10 minutos em solugdo de Krebs;
incubagdo por 45 minutos em meio de reagdo; fixagdo em
solucdo de formol a 10% em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,3.

Preparados totais de membrana foram obtidos da
regido glandular do estdmago, e estes foram desidratados em
série crescente de alcoois (90%, 95% e absoluto) e diafaniza-
dos por trés imersdes consecutivas em xilol (Synth®, BRA).
Cada preparado de membrana foi entdo colocado entre 1a-
mina e laminula de vidro e montado com resina Permount
(Synth®, BRA).

A porgdo glandular do estomago foi dividida em
duas regides, uma proxima a curvatura gastrica menor (re-
gido A) e outra localizada proxima a curvatura gastrica maior
(regido B) (Figura 1).

Figura 1: Fotografia da regido externa do estdmago. 1) Regido
Aglandular; 2) Regido Glandular; A) Regido proxima a curvatu-
ra géstrica menor ¢ B) Regido proxima a curvatura géstrica maior.
Esofago (seta). Barra = 10mm.

A andlise quantitativa dos neurénios NADH-diafo-
rase reativos foi realizada no microscopio Olympus BX40,
objetiva de 40x em 40 campos microscopicos por regido, ou
seja, 40 campos da Regido Glandular A e 40 da Regido Glan-
dular B (area total analisada foi de 8,96 mm?) (Tabela 1).

A analise morfométrica da area dos perfis dos cor-
pos celulares dos neurénios NADH-diaforase reativos (um?)
foi realizada em 100 neurdnios por preparado de membrana,
ou seja, 50 da Regido Glandular A e 50 da Regido Glandular
B, por meio do software ImagePro Plus, versdao 6.0 (Tabela
2).

Os dados quantitativos foram analisados estatisti-
camente pelo teste Kruskal-Wallis e os morfométricos pelo
teste de Tukey e Shapiro-Wilks (o ultimo para a analise de
normalidade). O nivel de significincia para todas as analises
foi p<0,05 e os resultados foram expressos como médiaterro
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padrio.
Resultados

De com os dados quantitativos obtidos da Regido
Glandular do Estomago (Tabela 1) podemos observar que
a densidade neuronal (neurdnios/mm?) foi na porgdo A me-
nor nos animais do grupo D em relagdo aos grupos C e DS
(P<0,05) e, na porgdo B esta também foi menor em relagdo
ao grupo DS (P<0,05) e C, embora nesta ultima relagdo a
diferenca ndo tenha sido significativa (P>0,05). Identificou-
-se também que em ambas a regides a densidade dos neurd-
nios NADH-diaforase positivos nos animais do grupo DS foi
maior que os do grupo C, embora tal diferenca ndo tenha sido
estatisticamente significativa.

Tabela 1: Densidade dos neurdnios NADH-diaforase reati-
vos (neurénios/mm?) das por¢oes A e B da Regido Glandular
do Estdmago de Ratos, dos grupos C, D ¢ DS (média + erro
padrio).

Grupos Glandular A Glandular B
C 82,9+06,16a 44,77+0,8a

D 64,5+9,11ab 36,76+4,13ab
DS 108,52+11,39ac 60,95+6,93ac

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca estatistica significativa pelo teste de Kruskal-Wallis
(P<0,05).

A analise dos dados obtidas na mensuracdo dos
perfis celulares dos neurénios pelo teste Shapiro-Wilks de-
monstrou que os valores do PCC dos neurdénios mioentéricos
NADH-diaforase reativos apresentaram distribui¢do normal.

Em relagdo aos dados morfométricos podemos
observar que a area do perfil celular dos neur6nios NADH-
-diaforase reativos foi tanto na por¢do A quanto na por¢do B
estatisticamente menor nos animais do grupo C se compa-
rados com os demais grupos (P<0,05). Verificamos que os
animais do grupo DS apresentou area menor que os do grupo
D, embora tais diferengas ndo tenham sido significativas es-
tatisticamente em ambas as por¢des da regido glandular do
estomago de ratos (P>0,05) (Tabela 2).

Tabela 2: Area do perfil do corpo celular (PCC) dos neurd-
nios NADH-diaforase reativos (um?) das por¢des A ¢ B da
Regido Glandular do Estomago de Ratos, dos grupos C, D ¢
DS (média + erro padrio).

Grupos Glandular A Glandular B

C 123 +7,45a 137,8 £ 15,05a
D 255,6 £37,87b 320,9 + 31,57b
DS 212,5+9,38bc 252,8 £ 6,47bc

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca estatistica significativa pelo teste de Kruskal-Tukey
(P<0,05).

Em relagdo a frequéncia (%) de neurdnios mioen-
téricos NADH-reativos em relagdo a area do perfil do corpo
celular (Tabela 3) podemos observar que nos animais do gru-
po C houve incidéncia maior de neurénios com PCC inferior
a 200 m? nas porgdes A (85,2%) ¢ B (82%). No grupo D
ocorreu maior frequéncia de neurénios com PCC entre 101
e 300pum? tanto na porgdo A (56%) quanto na B (74,4%). No
grupo DS foi maior o nimero de neurdnios com PCC entre
101 € 200 um? nas porgdes A (55%) e B (74,5%).

Tabela 3: Frequéncia (%) dos neur6nios mioentéricos NADH-diaforase reativos (um?) das por¢des A e B da Regidao Glandu-
lar do Estdmago de Ratos, dos grupos C, D e DS segundo a area do perfil do corpo celular (PCC), em intervalos de 100 um?.

Frequéncia (%) de neurdnios/grupo em relagdo a area do perfil celular

Area (um?) Porcao A Por¢do B

C D DS C D DS
<100 46,4 4,4 4 40,4 3,6 4,5
101 -| 200 38,8 39,6 51 41,6 22 70
201-| 300 10,4 31,6 30 11,6 30,4 14,5
301 400 4 9,6 10,5 4,4 18,4 7
4014 500 0,4 7,6 2 2 11,2 2,5
501 600 4 1,5 8 1,5
>600 --- 3,2 1 - 6,4 -
TOTAL 100 100 100 100 100 100

Discussio chineses espontaneamente diabéticos observa-se distensdo e

Na neuropatia autondmica ¢ relatada gastroparesia
com alteragdo da motilidade gastrica que pode levar a esta-
se, atonia ¢ dilatagdo gastrica com aumento ou diminui¢do
no peristaltismo (CAMPBELL, 1977; FELDMAN, 1983;
MA et al., 2009; KLOETZER et al., 2010; CELLINI, et al.
2011; LEE et al, 2012; RAVELLA et al. 2012). Em hamster
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atonia do estomago e do intestino quando comparados a ratos
nao diabéticos (DIANI et al., 1979). Para verificarmos pos-
siveis altera¢des do tonus muscular, mensuramos o perfil do
estomago dos animais dos trés grupos.

Na regido glandular A, na curvatura menor do es-
tomago, ndo ocorreram diferencas significativas (P>0,05)
quanto ao nimero de neurdnios mioentéricos NADH-diafo-
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rase reativos entre os grupos C (82,9+6,16) ¢ D (64,5+9,11)
e entre C e DS (108,52+11,39). Contudo, a0 compararmos os
grupos D e DS, verificamos aumento significativo de neur6-
nios no grupo DS (P<0,05). Constatamos aumento de 40,5%
no numero de neurdénios nos animais suplementados com
acido ascorbico em relag@o aos diabéticos ndo suplementa-
dos e aumento de 23,6% em relagdo aos normoglicémicos,
embora este tltimo ndo tenha sido significativo (P>0,05).

Na regido glandular B, na curvatura maior do esto-
mago, situagdo similar foi detectada, ou seja, ocorreu aumen-
to significativo (P<0,05) de 39,7% no niimero de neurdnios
no grupo DS (60,954+6,93 mm?) quando comparado ao grupo
D (36,76+4,13mm?). Em relacéo ao grupo C (44,77+0,8mm?)
verificou-se a presenga de 26,5% neurdnios a mais no grupo
DS, porém como observado na regido glandular A, este ulti-
mo aumento ndo foi estatisticamente significativo (P>0,05).

Fregonesi et al. (2001) avaliaram quantitativamente
neurdnios NADH-diaforase no corpo do estomago de ratos
de 75 dias de idade, diabéticos induzidos por estreptozooto-
cina, e mantidos diabéticos pelo periodo de dois meses. Neste
estudo, os autores verificaram diminui¢ao de neurénios junto
a curvatura menor do estdbmago e ndo na curvatura maior.
O fato de ndo termos encontrado diminui¢do no nimero de
neurdnios, diferenciando, assim, nossos resultados daqueles
relatados por Fregonesi et al. (2001), pode ser justificado
pelo tempo de manutengdo do diabetes. Em nosso experi-
mento os ratos permaneceram diabéticos por quatro meses,
tempo este possivelmente suficiente para que os neurdnios
que iniciaram processos degenerativos em fungdo dos efeitos
toxicos da estreptozootocina pudessem completar o processo
de regeneragdo como também ressaltado por Zanoni et al.
(1997) ao comparar a densidade neuronal no ceco de ratos
com tempo de diabetes de dois e de oito meses.

As diferengas entre os resultados obtidos por nds
e por Fregonesi et al. (2001) também podem ser explicadas
pela distensdo da regido pildrica do estdomago mencionada
nos animais utilizados por aqueles pesquisadores. Esta dis-
tensdo, embora ndo mensurada por eles, poderia também
estar presente em outras regides do estdmago favorecendo
maior dispersdo dos neurdnios e contribuindo para a dimi-
nui¢do da densidade neuronal por area, fato este ndo consta-
tado em nosso experimento.

Outro fator a ser considerado ¢ a idade do animal
quando da indug@o do diabetes, pois os nervos de ratos mais
jovens sdo mais suscetiveis a alteragcdes morfologicas e fisio-
loégicas. O mesmo poderia estar ocorrendo com os neurdnios
do plexo mioentérico. Fregonesi et al. (2001) induziram o
diabetes em ratos que apresentavam 75 dias de idade, portan-
to mais jovens. J4, como em nosso experimento, Zanoni et al.
(1997) utilizaram ratos de 90 dias de idade.

Apesar de ndo termos encontrado diminuigdo esta-
tisticamente significativa no nimero de neurénios nos ani-
mais do grupo D em todas as regides analisadas, ao contrario
do esperado, ndo podemos, contudo, afirmar que ndo ocorreu
perda de neurdnios mioentéricos em fungdo do diabetes, uma
vez que o método empregado por nos para detec¢ao de neuro-
nios (histoquimica da NADH-diaforase) ndo evidencia toda
a populag@o neuronal. De acordo com Young et al. (1993) o
método da NADH-diaforase permite evidenciar 80% da po-
pulagdo total de neurénios no plexo mioentérico.

Portanto outros neurdnios ndo reativos a NADH-
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-diaforase podem ter sido alterados ou perdidos. Esses re-
sultados sdo reforgados pelo fato da neuropatia autondmica,
apesar de ndo ser seletiva (BELAI et al., 1991), ndo acometer
simultaneamente todos os tipos neurénios com a mesma in-
tensidade e extensdo (VISON et al., 1989).

Ballmann ¢ Conlon (1985), por exemplo, consta-
taram aumento de reatividade ao VIP e a substancia P no
estdmago de ratos mantidos diabéticos por dez semanas e
diminui¢do no intestino. Wrzos et al. (1997), por sua vez,
relataram diminui¢do de neurdnios nitrérgicos no antro do
estdmago de ratos diabéticos, mas ndo em outros segmen-
tos. Karakida, Ito ¢ Homma (1989) verificaram aumento de
substancia P no "extrafundo" do estdmago e Takahashi et
al. (1997) constataram diminui¢do no niumero de neurdnios
mioentéricos NADPH-diaforase reativos no corpo do esto-
mago de ratos mantidos diabéticos por seis meses. Ressalta-
-se que os métodos utilizados pelos referidos autores também
ndo evidenciam toda a populag@o neuronal, mas sim sub-po-
pulagdes.

Analises quantitativas da populagdo total de neuro-
nios mioentéricos sdo possiveis com a utilizagdo, por exem-
plo, da coloragdo por azul de metileno (BARBOSA, 1978)
e também detectando os neurénios reativos a miosina-V
(DRENGK et al., 2000).

Intimeras pesquisas utilizaram o azul de metileno
ou a miosina-V juntamente com a histoquimica da NADH-d
para quantificar neurdnios do plexo mioentérico em diferen-
tes segmentos do trato gastrointestinal de ratos diabéticos.
Nesses estudos, alteragdes na densidade neuronal na popula-
¢d0 neuronal total, mas ndo nos neurénios NADH-dr foram
detectadas no ceco (ZANONI et al., 1997), no colo proximal
(FURLAN; MOLINARI; MIRANDA-NETO, 2002) ¢ no
colo como um todo (ROMANO; MIRANDA-NETO; CAR-
DOSO, 1996).

Nossos resultados sdo sugestivos de que a suple-
mentagdo com acido ascorbico para ratos diabéticos apre-
sentou um efeito neuroprotetor para neurénios mioentéricos
NADH-dr, minimizando a perda neuronal no grupo DS, ao
menos na regido glandular A e B, embora a suplementacéo
com acido ascorbico ndo tenha impedido a perda de neuro-
nios reativos a miosina-V e nem alterado o numero de neu-
ronios NADHP-dr no ileo de ratos (ZANONI et al., 2003).
Nossa afirmagdo ¢ justificavel pelo maior nimero de neuro-
nios encontrados na regido glandular A e B do estdmago dos
ratos do grupo DS do que no grupo D.

Sabe-se que o envelhecimento leva a diminui¢ao
no namero de neurénios do plexo mioentérico (SANTER;
BAKER, 1988; GABELLA, 1989; SOUZA et al., 1993). Os
ratos foram mantidos diabéticos durante o periodo de 90 a
210 dias de idade. Este fato poderia explicar os resultados
obtidos na contagem dos neurdnios, o acido ascérbico pro-
vavelmente por sua ac¢do antioxidante, minimizou os efei-
tos do envelhecimento aos quais os animais dos trés grupos
estavam submetidos, atuando como neuroprotetor no grupo
suplementado, explicando a maior densidade neuronal neste
grupo quando comparada ao grupo D.

Os processos degenerativos que levam a perda de
neuronios o fazem de maneira diferenciada conforme a sub-
-populagdo considerada. Diminui¢@o na populagdo de neuro-
nios no intestino de ratos e cobaia (SANTER; BAKER, 1988)
e no intestino delgado e grosso de seres humanos (SOUZA
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et al., 1993; GOMES; SOUZA; LIBERTI, 1997) tem sido
atribuida ao envelhecimento, independentemente das condi-
¢Oes fisiopatologicas. Em nosso experimento, somaram-se
aos efeitos do envelhecimento a condi¢do de diabetes que
por si ja ¢é debilitante.

Em relagdo a média do PCC dos neurdnios mioen-
téricos NADH-dr na regido glandular A ¢ B, podemos ob-
servar que no grupo DS ela foi 16,8% e 21,23% menores,
respectivamente, do que os presentes nas regides correspon-
dentes do grupo D. Porém estas diminui¢des ndo foram es-
tatisticamente significativas (P>0,05). Aumento na média do
PCC de neurdnios nitrérgicos do corpo do estomago de ratos
diabéticos por estreptozootocina foi observado também por
Fregonesi (2003).

Nas regides glandulares A e B observamos aumento
na frequéncia de neurénios com PCC inferior a 200 pm? no
grupo DS (55% e 74,5%) quando comparado com o grupo D
(44% e 25,6%). Nesta regidao do estdbmago, o grupo controle
apresentou 85,2% e 82% do niimero total de neurdnios com
dimensdes inferiores a 200 um?. Com o aumento de neurd-
nios com perfil inferior a 200 um? no grupo DS, acabou-se
por verificar diminui¢do de neurénios com dimensdes supe-
riores a 200 pm? para o referido grupo (45% ¢ 25,5%) e au-
mento destes no grupo D (56% ¢ 74,4%).

Esses resultados sao indicativos de que, embora nido
tenha alterado o ntimero de neurdénios NADH-dr no grupo D
quando comparado com o controle, ocorreu no grupo D inci-
déncia maior (P<0,05) de neurdnios com dimensdes superio-
res a 200 pm? principalmente na regido glandular. Ja, para o
grupo DS ocorreu diminuiggo (P<0,05) de neurénios grandes
e médios e aumento de neurdnios pequenos se aproximando
mais dos resultados observados para o grupo C, sugerindo,
mais uma vez, um efeito neuroprotetor do acido ascorbico
nos neurénios NADH-dr desta regido do estomago.

Em ratos diabéticos tratados com a mesma dosagem
de acido ascorbico utilizada por nés, Zanoni et al. (2003)
verificaram que o PCC de neurdnios nitrérgicos dos ratos
diabéticos suplementados era menor do que a dos ratos dia-
béticos ndo tratados. O aumento do tamanho dos neurdnios
mioentéricos em ratos diabéticos ¢ uma constatagio frequen-
te (BUTTOW; MIRANDA-NETO; BAZOTTE, 1997; ZA-
NONI et al., 1997; ZANONI et al. 2003).

Frequéncia aumentada de neur6nios grandes foi re-
latado por Biittow, Miranda-Neto e Bazotte (1997) no duo-
deno de ratos diabéticos. Os referidos pesquisadores atribui-
ram o fato a degeneragdo neuronal e também ao acimulo de
lipofucsina decorrente do envelhecimento. Este fato poderia
também ser a justificativa para a incidéncia maior de neur6-
nios com PCC superior a 200 um? na regido glandular A e
B, ambas do grupo D. Durante o envelhecimento e sob con-
di¢des de diabetes o nimero de neurénios médios e grandes
¢ aumentado e sdo os primeiramente perdidos (ROMANO;
MIRANDA-NETO; CARDOSO, 1996).

Schmeichel, Schmelzer e Low (2003) comentam
que, no DM, a progressiva disfungdo celular oriunda da
confluéncia dos distirbios metabdlicos e vasculares levam
ao comprometimento da fung@o neural e a perda de suportes
neurotrdficos, que, a longo prazo, pode resultar em apoptose
de neurdnios, células de Schwann e de elementos gliais no
sistema nervoso periférico.

Brownlee (2001) postula que tanto a inibi¢do do
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acimulo de superoxido verificado no DM como a euglice-
mia podem restaurar o equilibrio metabolico e vascular e
bloquear o inicio e a progressdo das complica¢des presentes
no diabetes.

A suplementagdo com acido ascorbico preveniu o
aumento do PCC de neur6nios mioentéricos NADPH-dr do
ileo de ratos diabéticos (ZANONI et al., 2003), assim como
preveniu o aumento do PCC de neurdnios imunoreativos
para o peptideo intestinal vasoativo no plexo submucoso do
ileo (ZANONI et al., 2001). Ao contrario do observado por
noés no estdbmago dos animais do grupo D, em todas as regi-
Oes do estomago analisadas nos grupos DS e C predomina-
ram neurdnios com PCC inferior a 200 pm?. A diferenca foi
mais ressaltada ainda na regido glandular B onde o grupo DS
apresentou 65,7% neurdnios a mais com PCC inferior a 200
um? do que o grupo D.

Feldman (2003) comenta que atualmente ndo ha
tratamento para as neuropatias além daqueles que tratam a
condigdo diabética em si, ¢ que cada vez mais se deve buscar
o desenvolvimento de novas terapias. Segundo o autor, blo-
queando a agdo de componentes das inimeras vias envolvi-
das na patogénese do DM, bloquear-se-ia as multiplas causas
do estresse oxidativo, prevenindo, assim, danos ao sistema
nervoso.

Conclusao

Portanto, de modo geral, a partir dos resultados ex-
postos anteriormente podemos inferir que a suplementagéo
com acido ascorbico protegeu os neurénios mioentéricos
NADH-diaforase reativos da regido glandular do estoma-
go minimizando os efeitos deletérios do diabetes. Contudo,
acreditamos que o tratamento com acido ascorbico associado
a outras substancias antioxidantes ou inibidoras de etapas das
vias metabdlicas que se encontram alteradas no diabetes deva
ser investigada pois poderia culminar em uma agéo sinérgica
eficaz.
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