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RESUMO: O diabetes mellitus tipo | é resultado da absoluta deficiéncia de insulina,
estando associado a anormalidades no metabolismo. Transtornos no trato gastrointestinal,
tais como vomitos, disfagia e diarreia sdo frequentes no diabetes, sendo relacionados a
alteracdes na morfologia intestinal e no sistema nervoso entérico. Compostos ricos em
antioxidantes vem sendo utilizados como prevencao ou tratamento do diabetes. Agaricus
blazei Murrill possui grande interesse farmacoldgico pelas propriedades anti-inflamato-
rias, hipoglicémicas e antioxidantes. Neste trabalho, avaliamos a integridade estrutural da
parede e inervacdo intrinseca do colon proximal em modelo experimental de diabetes
induzido por estreptozotocina, tratados ou ndo com A. blazei. Ratos Wistar foram dividi-
dos em grupos: normoglicémicos (N), diabéticos (D) e com suplementacdo (NB e DB)
por gavagem do extrato hidroalcodlico de Agaricus blazei (200mg/Kg), por 120 dias.
Amostras do colon proximal foram destinadas a técnicas histoldgicas para analise mor-
fométrica da tinica mucosa, profundidade das criptas, muscular da mucosa, muscular ex-
terna e parede total, nmero de células caliciformes e avaliacdo morfoquantitativa da pop-
ulacdo mioentérica. O diabetes promoveu reducdo da muscular externa e muscular da
mucosa com aumento na profundidade das criptas e area nuclear neuronal. O extrato
promoveu hipertrofia da mucosa e muscular da mucosa. Houve manutengdo na espessura
da parede total, nUmero de células caliciformes e na populacdo neuronal mioentérica no
diabetes e na suplementacdo. Conclui-se que o diabetes induzido por estreptozotocina e
a suplementacdo com o extrato de Agaricus blazei causam ajustes morfologicos nas
thnicas intestinais, sem interferir na parede e inervacdo mioentérica do colon proximal,
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preservando a morfofisiologia absortiva e motora deste segmento.
PALAVRAS-CHAVE: Cogumelo do Sol; Diabetes; Morfologia Intestinal; Ceélulas
Caliciformes; Neurénios Mioentéricos.

MORPHOLOGICAL EVALUATION OF THE PROXIMAL COLON OF
DIABETIC RATS SUPPLEMENTED WITH AGARICUS BLAZEI MURRILL
EXTRACT

ABSTRACT: Type | diabetes mellitus is a result of absolute insulin deficiency and is
associated with abnormalities in metabolism. Disorders in the gastrointestinal tract, such
as vomiting, dysphagia and diarrhea are common in diabetes, being related to changes in
intestinal morphology and enteric nervous system. Antioxidant rich compounds have
been used as prevention or treatment of diabetes. Agaricus blazei Murrill is highly
pharmacologically interested in anti-inflammatory, hypoglycemic and antioxidant
properties. In this work, we evaluated the structural integrity of the wall and intrinsic
innervation of the proximal colon in an experimental model of streptozotocin-induced
diabetes, treated or not with A. blazei Wistar rats were divided into groups:
normoglycemic (N), diabetic (D) and supplementation (NB and DB) by gavage of the
hydroalcoholic extract of Agaricus blazei (200mg / kg) for 120 days. Samples of the
proximal colon were used for histological techniques for morphometric analysis of the
mucosa, depth of the crypts, muscularis mucosa, external muscular and total wall, number
of goblet cells and morpho-quantitative evaluation of the myenteric population. Diabetes
promoted reduction of muscularis mucosa and external muscular with increased depth of
the crypts and nuclear neuronal area. The extract promoted mucosa and muscular of the
mucosa hypertrophy. There were maintenance of total wall thickness, number of goblet
cells and in the myenteric neuronal population in diabetes and supplementation. It is
concluded that streptozotocin-induced diabetes and supplementation with Agaricus blazei
extract cause morphological adjustments in the intestinal tunica, without interfering with
the wall and myenteric innervation of the proximal colon, preserving the absorptive and
motor morphophysiology of this segment.

KEYWORDS: Cogumelo do Sol; Diabetes; Intestinal Morphology; Goblet Cells;
Myenteric Neurons.

EVALUACION MORFOLOGICA DEL COLON PROXIMAL DE RATAS
DIABETICAS SUPLEMENTADAS CON EXTRACTO DE AGARICUS BLAZEI
MURRILL

RESUMEN: La diabetes mellitus tipo | es el resultado de la deficiencia absoluta de
insulina y se asocia con anomalias en el metabolismo. Los trastornos del tracto
gastrointestinal, como vomitos, disfagia y diarrea son frecuentes en la diabetes, estando
relacionados con cambios en la morfologia intestinal y en el sistema nervioso entérico.
Los compuestos ricos en antioxidantes se han utilizado como prevencion o tratamiento
de la diabetes. Agaricus blazei Murrill estd muy interesado farmacolégicamente en
propiedades antiinflamatorias, hipoglucémicas y antioxidantes. En este trabajo, se evaluo
la integridad estructural de la pared e inervacion intrinseca del colon proximal en un
modelo experimental de diabetes inducida por estreptozotocina, tratada o no con ratas A.
blazei Wistar, divididas en grupos: normoglucémico (N), diabético (D) y suplementacion
(NB y DB) por sonda del extracto hidroalcohdlico de Agaricus blazei (200mg/kg) por
120 dias. Se utilizaron muestras del colon proximal para técnicas histoldgicas de analisis
morfometrico de la mucosa, profundidad de las criptas, mucosa muscular, pared externa
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muscular y total, nimero de células caliciformes y evaluacion morfo-cuantitativa de la
poblacién mientérica. La diabetes promovid la reduccion de la muscular de la mucosa y
de la muscular externa con el aumento de la profundidad de las criptas y del &rea neuronal
nuclear. El extracto promovid la hipertrofia mucosa y muscular de la mucosa. Hubo
mantenimiento del espesor total de la pared, nimero de células caliciformes y en la
poblacién neuronal mientérica en diabetes y suplementacion. Se concluye que la diabetes
inducida por estreptozotocina y la suplementacion con extracto de Agaricus blazei causan
ajustes morfoldgicos en la tunica intestinal, sin interferir con la pared e inervacion
mientérica del colon proximal, conservando la morfofisiologia absortiva y motora de este
segmento.

PALABRAS CLAVE: Cogumelo do Sol; Diabetes; Morfologia Intestinal; Células
Caliciformes; Neuronas Mientéricas.

1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) tipo | possui origem autoimune ou idiopética, em que
ha destruigdo das células B pancreaticas resultando na absoluta deficiéncia de insulina, e
aumento das concentracfes de glicose sanguinea circulante, associados com
anormalidades no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos (OLIVEIRA;
VENCIO, 2016). Atualmente, o DM tipo | atinge 8,4 milhdes de pessoas em todo o
mundo, e a estimativa é que em 2040 este nimero aumente para 13,5-17,4 milhdes
(GREGORY et al., 2022). Entre as complicacOes sistémicas destacam-se doencas
cardiovasculares, insuficiéncia renal, anemia e infec¢des (OLIVEIRA; VENCIO, 2016).

Algumas hipoteses ja foram descritas acerca dos mecanismos moleculares
induzidos por hiperglicemia, sendo a formacéo de produtos finais de glicacdo avancada
(AGEs) considerada a de maior relevancia para as complicagdes da patologia
(BROWNLEE, 2001). Este fenbmeno ocorre pela formacdo de ligacGes cruzadas da
glicose com proteinas, formando AGEs, que interferem com as fungdes proteicas (SINGH
et al., 2014). Outra alteracdo induzida por este processo € a autoxidacdo, na qual os
acucares reduzem a molécula de oxigénio, resultando em intermediarios como 0%, H,0?
e *OH e a-cetoaldeidos, que induzem danos em biomoléculas (ELGAWISH et al., 1996).

Transtornos no trato gastrointestinal (TGI) sdo frequentes em portadores de DM,
e os sintomas relatados incluem nauseas, vomitos, dor abdominal, disfagia, regurgitacao,
azia, constipagdo e diarreia (RODRIGUES; MOTTA, 2012). Esses sintomas estio
relacionados a alteragdes na morfologia intestinal de individuos diabéticos, em que alguns
estudos constataram aumento na espessura da parede total, altura dos vilos, tinica mucosa
e profundidade de criptas no jejuno (ZHAO; YANG; GREGERSEN, 2003; DA ROSA et
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al., 2015). AlteracGes no sistema nervoso entérico (SNE) também sdo observados no DM,
como reducgdo na densidade neuronal mioentérica jejunal (FREITAS et al., 2008).

A utilizacdo de compostos nutritivos e ricos em antioxidantes para a prevengéo
e/ou tratamento do diabetes s&o frequentemente relatados (FERREIRA; BELEM; ODA,
2015). Dentre estes, destaca-se 0 acido ascorbico (FREITAS et al., 2008), L-glutamina
(PEREIRA et al., 2016), vitamina E (ROLDI et al., 2009) e quercetina (LOPES et al.,
2012) que demonstraram efeitos benéficos sobre a morfologia intestinal, profundidade de
criptas e inervacao intrinseca intestinal.

Estudos com basidiomicetos superiores, principalmente da espécie Agaricus
blazei Murrill (ABM), demonstra propriedades anti-cancerigenas, anti-inflamatdrias,
hipoglicemiante, antioxidante (GUTERREZ et al.,, 2004; WU et al., 2014), anti-
lipidémico e anti-arteriosclerotica (KIM et al., 2005), além de ser fonte de carboidratos,
proteinas, minerais e fibras (SHIBATA; DEMIATE, 2003). Em modelo experimental de
diabetes induzido foi constatado que ABM ou suas fragdes suprime aumentos da glicemia
em jejum e da hemoglobina glicada, recupera a perda de peso, aumenta 0s niveis séricos
de insulina, reduz a producao de superperoxido, melhora a massa de células -
pancreaticas (NIWA; TAJIRI; HIGASHINO, 2011) e eleva a relacdo de eficiéncia
alimentar (KIM et al., 2005).

Pesquisas indicam potencial benéfico e promissor do extrato de Agaricus blazei
sobre o trato gastrointestinal. Segundo Santi-Rampazzo et al. (2015), a administracdo de
extrato aquoso de A. blazei impediu a morte neuronal e das células gliais mioentéricas no
jejuno durante o proceso de envelhecimento em ratos Wistar. Resultados obtidos por
Ferreira (2016) demonstram gue o tratamento com extrato de ABM esté associado a maior
capacidade absortiva do jejuno, maximizando os paramétros morfométricos da parede
total, tunica mucosa e altura de vilos em ratos diabéticos. A auséncia de trabalhos que
investigam a acdo do ABM sobre a morfologia e sobre a inervacao intrinseca mioentérica
do intestino grosso em animais diabéticos aliada as propriedades farmacoldgicas ja
descritas para 0 ABM, justificam este estudo.

Desta forma, temos como objetivos avaliar os efeitos do diabetes (DM tipo 1)
induzido por estreptozotocina e do tratamento com extrato hidroalcoolico de Agaricus
blazei Murrill sobre parametros morfoquantitativos da parede e dos neurbnios

mioentéricos do colon proximal de ratos.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material Bioldgico e Metodologia de Extracdo Hidroalcoolica

Os basidiomicetos de A. blazei desidratados foram adquiridos de um produtor de
Ibema - PR, Brasil (25°6’50”Sul, 53°0°53”Qeste), com padrdo comercial classificado
como grau A. Foram triturados até que se convertessem a pé fino, acondicionado em
sacos de polietileno de alta densidade, hermeticamente fechados, e assim armazenados
em temperatura ambiente na auséncia de luz, e com silica gel para controle da umidade.

Posteriomente foram entdo submetidos a extracdo hidroalcoodlica de acordo com
Oliveiraetal. (2010), sendo adicionado um volume de 1000ml de etanol 70% a cada 100g
do p6 armazenado do basidiomiceto, solucdo esta que foi mantida sob agita¢éo (130 rpm)
por 3 horas, em temperatura ambiente. Os sélidos residuais foram removidos através de
filtracdo, em papel filtro Whatman n°1, a vacuo e submetido a duas novas extracoes,
totalizando trés processos. Posteriormente, o filtrado resultante foi rotavaporizado,

liofilizado e conservado em freezer -20°.

2.2 Animais, Inducéo do Diabetes e Tratamento

Neste estudo foram utilizados 20 ratos albinos machos (Rattus novergicus),
linhagem Wistar, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Maring4,
0s quais a partir dos 90 dias de idade, foram mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Ciéncias Morfologicas (DCM), em caixas de polipropileno, com
iluminacdo de claro e escuro de 12 horas e temperatura de 22 + 2 °C. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos (n=5): ratos normoglicémicos (N),
diabéticos (D), normoglicémicos tratados com extrato hidroalcoolico de A. blazei (NB) e
diabéticos tratados com extrato hidroalcodlico de A. blazei (DB).

O diabetes melittus foi induzido nos grupos D e DB por meio de injecdo
endovenosa de estreptozotocina (STZ, 45mg/Kg de peso corporal; Sigma-Aldrich®, St.
Louis, MO, EUA) dissolvida em tampéo citrato, pH 4.5 (10 mM) aos 90 dias de idade,
apos jejum de 10 horas. Para confirmacao do estado diabético, a glicemia foi determinada
(em jejum de 10 horas) 4 dias apds a inducéo, através de coleta de sangue caudal e
dosagem por glicosimetro (tiras de dosagem OptiumXceed Point Of Care). Animais que
apresentaram glicemia superior a 200 mg/dL foram considerados diabéticos (LAPSHINA
et al., 2006).

Todos os grupos receberam agua e ragcdo padréo para roedores ad libitum durante
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o0 periodo experimental. Foi avaliada a média da ingestdo alimentar (em gramas) e de
liquidos (em mililitros) mensalmente, pela subtracdo entre a quantidade oferecida
diariamente e as sobras na gaiola. A evolucdo da massa corporal (em gramas), ocorreu
semanalmente. Os grupos NB e DB receberam diariamente, via gavagem, extrato
hidroalcdolico de A. blazei na concentracdo de 200mg/Kg de peso corporal, durante 120
dias, enquanto os grupos N e D receberam 0,5 mL de agua.

2.3 Coleta de Tecidos

Ao final do periodo experimental, os animais foram anestesiados com Tiopental
Sédico-Thionembutal® (45 mg/kg, via endovenosa), e realizada coleta de sangue por
puncdo cardiaca para dosagem glicémica. Logo apo6s, foi injetada uma dose letal do
anestésico (100 mg/kg, via intraperitoneal) para a realizacdo de laparotomia mediana e
coleta e fixagdo do intestino grosso. Amostras do célon proximal foram destinadas a
processamento histolégico para analise morfométrica da parede intestinal e determinagéo
do numero de células caliciformes, e a técnica de Giemsa para estudo morfoquantitativo
dos neurdnios mioentéricos. O processamento e analise das amostras foi realizado na
Universidade Estadual do Norte do Parand/Campus Luiz Meneghel.

Todos os procedimentos envolvendo o uso de animais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maringa
(Protocolo N° 042/2014).

2.4 Processamento Histoldgico

Amostras do colon proximal foram abertas na borda mesocdlica, lavadas com
solucdo salina, fixadas em Bouin por 6 horas, armazenados em alcool 70%, desidratadas
posteriormente em séries de concentragfes crescentes de etanol (80%, 90% e 100%),
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina para obtencéo de cortes histolgicos semi-

seriados com 6 ¢ 5 um de espessura em microtomo rotativo.

2.5 Morfologia e Anélise Morfométrica da Parede Intestinal

Cortes de 6 um foram corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (H.E.) para a
avaliagdo morfoldgica e morfométrica da parede colonica. Foram mensurados 100 pontos
da parede total (PT), tinica mucosa (TM), muscular da mucosa (MMU), tlnica muscular

externa (TME) e a profundidade das criptas (PC) orientadas longitudinalmente em 12

Arquivos de Ciéncias da Salide da UNIPAR, Umuarama, v.27, n.7, p. 3604-3623, 2023. ISSN 1982-114X 3609




% UNIPAR

cortes histolégicos/animal, a partir de imagens capturadas em objetiva de 10X em
microscopio de luz Zeiss Axio Scope.Al® acoplado com cdmera AxioCam ERc5s®, e

analisados com o software Image-Pro Plus® 4.5, sendo os resultados expressos em pm.

2.6 Histoquimica e Anélise Quantitativa de Células Caliciformes

Cortes de 5 um foram submetidos a técnica histoquimica com o Acido Periddico
de Schiff (P.A.S.) para evidenciar as células caliciformes produtoras de mucinas neutras.
A quantificacdo da populacdo de células caliciformes foi realizada com auxilio do
software Image-Pro Plus® 4.5, em 50 imagens microscopicas por animal capturadas em
microscopio de luz Zeiss Axio Scope.A1® acoplado com cdmera AxioCam ERc5s®, em
objetiva de 40X.

2.7 Evidenciacéo dos Neur6nios do Plexo Mioentérico

A populagdo total dos neurdnios mioentéricos do célon proximal foi evidenciada
pelo método de coloracdo de Giemsa, a base de azul de metileno (BARBOSA, 1978).
Para realizar a coloracdo, as amostras coletadas foram lavadas em solucéo salina 0,9% e,
posteriormente, armazenadas em fixador de Giemsa. Apds a fixagdo, preparados totais da
tinica muscular foram obtidos através da remocdo das tunicas mucosa, submucosa e
tunica muscular circular de amostras do colon proximal, por meio de dissec¢do sob
estereomicroscopio com trans-iluminacdo. Os preparados de membrana obtidos foram
corados por 24 horas pelo método de Giemsa em tampdo fosfato de Sorensen 0,1N (pH
6.9), a temperatura ambiente e protegidos da luz. Posteriormente, foram desidratados em
séries de concentracdes crescentes de etanol (80%, 90% e 100%), diafanizados em xilol
e montados entre ldmina e laminula com resina sintética Permount®, sendo mantidos sob

pressao de um peso metalico durante 5 dias para evitar a formacédo de bolhas de ar.

2.8 Analise Morfoquantitativa Neuronal

Para a quantificacdo da populacdo neuronal mioentérica, foram realizadas
contagens dos corpos celulares neuronais em 50 ganglios por animal/preparado de
membrana, em imagens microscopicas capturadas nas regides intermediaria e
antimesocolica da circunferéncia intestinal (25 imagens/regido), utilizando objetiva de
40X.

Para a analise morfométrica neuronal, a partir das imagens capturadas, foi
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realizada a mensuracdo da 4rea (um?) de corpos celulares e nicleos de 100
neurénios/animal (50 neurénios/nlcleos/regido) do colon proximal de cada animal,
perfazendo um total de 500 células/ndcleos por grupo. A area do citoplasma foi estimada
pela subtracdo da area do nucleo da area do perfil do corpo celular.

A captura de imagens dos ganglios mioentéricos foi efetuada em microscépio de
luz Zeiss Axio Scope.Al® acoplado com cdmera AxioCam ERc5s®, e a andlise
morfoquantitativa realizada com auxilio do software de analise de imagem Image-Pro
Plus® 4.5 — Media Cibernetics.

2.9 Anélise Estatistica

Os dados numéricos obtidos foram submetidos ao teste Kolmogorov-Smirnov
para a verificacdo da normalidade, através do software GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad
Software, Inc.). Todos os dados foram paramétricos. Os dados foram analisados
utilizando-se do teste de Analise de Variancia (one-way ANOVA) seguido pelo pés-teste
de Tukey, com os resultados expressos como média * erro-padrdo, com nivel de

significancia de 5% (p<0,05).

3. RESULTADOS

A partir dos cortes histoldgicos corados com H.E., verificou-se as caracteristicas
morfoldgicas tipicas na organizacdo do coélon proximal, independentemente do grupo
experimental (Fig.1A). A tinica mucosa se caracterizava pela presenca de pregas e criptas
longitudinais regulares revestidas por epitélio do tipo simples cilindrico, sendo
evidenciados enterocitos, células caliciformes e celulas fonte. A tela submucosa
apresentou-se reduzida com intensa vascularizacao e presenca de ganglios submucosos.
A tlnica muscular externa estava organizada em estrato circular interno e estrato
longitudinal externo de mdusculo liso e entre estas, havia a presenca dos ganglios
mioentéricos, sendo a parede intestinal finalizada por uma serosa tipica.

Na analise morfométrica intestinal, constatou-se manutencdo na espessura da
parede col6nica em todos os grupos de estudo (Fig.1B), apesar de observadas variacGes
em algumas tunicas intestinais. O diabetes ndo alterou a espessura da tunica mucosa
(p>0,05), porém aumentou (p<0,05) a profundidade das criptas e reduziu (p<0,05) a
camada muscular da mucosa quando comparado aos animais normoglicémicos (Fig.1C-

E). O tratamento com A. blazei promoveu hipertrofia da tinica mucosa nos grupos DB e
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NB (Fig.1C), aumentando significativamente a espessura da muscular da mucosa no
grupo diabético tratado (Fig.1E). N&o se constatou efeito do A. blazei sobre a
profundidade das criptas (Fig.1D). Houve atrofia da tanica muscular externa nos animais
diabéticos em relacéo aos controles, todavia sem nenhum efeito do extrato hidroalcodlico

sobre este parametro (Fig.1F).

Figura 1 - Fotomicrografia do colon proximal (A) evidenciando a parede total (PT), tinica mucosa (TM),
profundidade das criptas (PC), muscular da mucosa (MMU) e tlnica muscular externa (TME). Colorac&o:
H.E. (Ampliacéo total: 100X). Médias morfométricas (um) da parede total (B) tinica mucosa (C),
profundidade das criptas (D), muscular da mucosa (E) e muscular externa (F) do c6lon proximal de ratos
normoglicémicos (N), diabéticos (D) e tratados com extrato hidroalcodlico de Agaricus blazei (NB e DB).
As barras representam a média + erro padrdo (n=5).=Indica diferenca estatistica significante (p<0,05) com
o grupo N, e b indica diferenca estatistica significante (p<0,05) com o grupo D. One-way ANOVA,

segg\i?do pelo pos-teste de Tukey.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Com relacdo a populacdo de células caliciformes produtoras de mucinas neutras
(P.A.S.), 0 padrdo de distribuicdo destas células presentes nas criptas intestinais foi
semelhante entre os grupos (Fig.2A), ndo apresentando diferenca estatisticamente
significativa no namero de células (Fig.2B).
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Figura 2 - Fotomicrografia da mucosa colénica (A) com células caliciformes (em vermelho) evidenciadas
pela técnica histoquimica do P.A.S. (Ampliacdo total: 400X). NUumero médio de células caliciformes (B)
na tdnica mucosa do c6lon proximal de ratos normoglicémicos (N), diabéticos (D) e tratados com extrato
hidroalcoolico de Agaricus blazei (NB e DB). Dados sem diferenga estatistica significante (p>0,05). As
barras representam a medla + erro padrao (n=5). One-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey.
2 1 B. Células caliciformes

250

200

150

Nidmero

N D NB DB
Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Na analise morfoquantitativa mioentérica realizada a partir de preparados de
membrana corados pelo método de Giemsa, 0 nimero de neurdnios por ganglio e as areas
dos corpos celulares e do citoplasma neuronal ndo revelaram alteragdes significativas no
diabetes ou no tratamento com A. blazei Contudo, aumento (p<0,05) no tamanho nuclear

foi constatado no grupo diabético em comparacdo ao grupo normoglicémico (Tabela 1).

Tabela 1 - Nimero médio de neurnios mioentéricos por ganglio e areas (um?) do corpo celular, nicleo e
citoplasma neuronal no célon proximal de ratos normoglicémicos (N), diabéticos (D) e tratados com
extrato hidroalcodlico de Agaricus blazei (NB e DB). Resultados expressos como média + erro padrado

(n=5).
N D NB DB
Neuronios/ganglio 20,24 £ 1,27 20,88 £ 0,42 20,88 £ 0,18 21,71+0,48
Corpo celular (um?2) 280,00 £ 11,86 315,00 £5,82 281,40 £ 6,34 315,00 £10,64
Nucleo (um?) 112,00 + 3,32 127,50 £ 3,022 115,80 £ 2,90 124,80 £ 2,24»
Citoplasma (um?) 168,00 + 8,77 187,60 + 4,86 165,60 + 3,76 190,20 + 8,93

aIndica diferenca estatistica significante (p<0,05) com o grupo N. One-way ANOVA, seguido pelo pds-
teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

4. DISCUSSAO
4.1 Parametros Fisiol6gicos

O estabelecimento do modelo e estado nutricional dos animais foi realizado
preliminarmente no Laboratorio de Histotécnica Animal da UEM. O modelo de diabetes
foi comprovado com elevagdo da glicemia, reducdo da massa corporal e peso de gorduras
e aumento do consumo de racdo e agua. Agaricus blazei reduziu a ingestdo de alimento e
liquido dos animais diabéticos mas sem influéncia sobre a glicemia e o peso das gorduras,
acentuando a reducéo de massa corporal (FERREIRA, 2016). Considerando que A. blazei
é rico em carboidratos e proteinas, justifica-se a reducdo na ingesta alimentar com
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repercussdo sobre o consumo de liquidos dos ratos diabéticos tratados (OLIVEIRA et al.,
1999).

4.2 Morfologia e Morfometria do colon Proximal

A parede do colon proximal é constituida morfologicamente por quatro tunicas:
mucosa, submucosa, muscular externa e serosa (SCHOFFEN et al., 2014). A mucosa € a
camada mais interna (em contato direto com o Iimen) responsavel por grande parte da
absorcéo, protecdo bacteriana através da producao de muco e degradacao de carboidratos
complexos e proteinas ndo digeridas através da fermentagéo, sendo esta tdnica constituida
de subcamadas, com um epitélio glandular que forma estruturas cilindricas denominadas
criptas, lamina propria e presenca de uma camada muscular (ZHAO; LIAO; ZHAO,
2017). Neste estudo o padrdo de organizacdo morfologica e espessura da parede total
intestinal foram mantidas em todos os grupos, porém, as caracteristicas morfométricas de
algumas tunicas analisadas indicaram diferencas significativas.

O diabetes ndo foi capaz de alterar significativamente a espessura da tunica
mucosa, mas aumentou a profundidade das criptas (31,45%) e reduziu em 20,34% a
camada muscular da mucosa. Nossos resultados divergem de estudos realizados em
outros segmentos do intestino delgado (CHEN; ZHAO; GREGERSEN, 2012; DA ROSA
et al., 2015), nos quais a hipertrofia da mucosa intestinal com aumento na profundidade
das criptas induzido pelo diabetes, porém, para o célon proximal, a manutencdo em
espessura da tanica mucosa é um achado comum no diabetes crénico (TASHIMA et al.,
2007; ROLDI et al., 2009), demonstrando manutengdo funcional da mucosa coldnica,
apesar dos ajustes morfoldgicos ocorridos em seus elementos.

Chen, Zhao e Gregersen et al. (2012) observaram relacdo entre o acimulo de
produtos de glicagéo final (AGES) e seus receptores (RAGE) ao aumento na espessura de
diferentes tunicas (mucosa, submucosa, musculo circular e longitudinal) da parede jejunal
e ileal, porém, nas tanicas do cdlon, em que AGEs ndo foram observados, ndo houve
aumento em espessura, fato que corrobora com nossos resultados. Estudos realizados em
outros tecidos observaram inducdo de hipertrofia através do fator do crescimento do
tecido conjuntivo (matriz extracelular renal) (ZHOU; LI; CAI, 2004), fator de
crescimento endotelial vascular (retina) (MURATA et al., 1997) e interacdo entre AGE e
RAGE (miofibroblasto renal) (OLDFIELD et al., 2001), os quais poderiam, por vias

similares, agir como indutores da proliferacdo nos tecidos do intestino delgado. Vale
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destacar que, hipertrofia na tinica mucosa esta relacionado a reducdo na capacidade
absortiva intestinal durante a hiperglicemia (D'ADDIO et al., 2015) e que o diabetes afeta
diferentemente os intestinos, com o intestino delgado sendo mais susceptivel do que o
intestino grosso (BELAI et al., 1991).

Tashima et al. (2007), utilizando modelo de diabetes cronico com o mesmo
periodo experimental do nosso trabalho, ndo verificou alteragdes significativas no indice
metafasico das células e na profundidade das criptas na mucosa do colon proximal,
ocorrendo possivelmente uma adaptacdo fisioldgica frente a condicdo patologica
induzida. O aumento na profundidade das criptas observada em animais diabéticos de
nossa pesquisa, diverge dos resultados encontrados por Tashima e colaboradores (2007),
o qual acreditamos ter ocorrido devido a maior concentracdo de estreptozotocina utilizada
por nés para inducgdo do diabetes (45 mg/kg) quando comparado a dose utilizada por estes
autores (35 mg/kg).

O aumento na profundidade das criptas também pode estar relacionado ao maior
consumo de racdo e de dgua encontrado no grupo diabético, uma vez que estes fatores
contribuem para a hiperplasia das células da mucosa (SANTI-RAMPAZZO et al., 2015),
ou ainda, poderia relacionar-se ao maior indice proliferativo das células fonte, resultado
também evidenciado em outros estudos (FREITAS et al., 2008; DA ROSA et al., 2015).
Com relacdo a atrofia observada na muscular da mucosa, isto pode ter ocorrido a fim de
se obter aminoacidos para sintese de proteinas nas células proliferativas e/ou
hiperplésicas nas criptas intestinais. Contudo, inferimos que nenhum prejuizo absortivo
tenha ocorrido, ja que a integridade da mucosa foi preservada semelhante a dos animais
normoglicémicos.

Contrariamente ao diabetes, o extrato hidroalcodlico de A. blazei causou
hipertrofia (44,23% e 68,91% respectivamente) da tinica mucosa no grupos tratados (NB
e DB) e aumentou na ordem de 38,95% a muscular da mucosa no grupo DB, sem interferir
no tamanho das criptas quando comparado D a DB. Possivelmente as necessidades
nutricionais dos animais diabéticos tratados, sinalizado pelo menor peso corporal e menor
consumo de racgdo e agua, levaram a necessidade de maior aproveitamento dos nutrientes
presentes no extrato de A. blazei (COUTINHO; GENTIL; TORAL, et al., 2008) Desta
forma, o tratamento aumentou significativamente a tinica mucosa e a camada muscular
da mucosa como um ajuste para melhorar a absorcao de nutrientes da dieta. Maior efluxo

de aminoécidos exdgenos podem também ter contribuido para aumento da sintese
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proteica nestes estratos, aumentando assim suas espessuras. Ressalte-se que o extrato de
ABM é rico em aminoacidos e proteinas (KIM et al., 2009; SOARES et al., 2013).

Com relagdo a tanica muscular externa, constatamos atrofia (p<0,05) nesta
camada (25,65%) nos animais diabéticos em relagdo aos controles. Atrofia na
musculatura lisa intestinal j& foi observada no colon proximal (ROLDI et al., 2009) e no
jejuno (FERREIRA et al., 2016) de ratos induzidos ao diabetes cronico. A privacao de
insulina inibe a sintese de proteinas na mucosa intestinal, tornando os aminoacidos
circulantes mais facilmente disponiveis para a sintese de proteinas essenciais
(CHARLTON; AHLMAN; NAIR, 2000), assim, a deficiéncia insulinica no diabetes
crénico pode ter atenuado a sintese proteica tanto na muscular externa quanto na muscular
da mucosa, contribuindo deste modo para sua reducdo. Deste modo, este processo pode
disponibilizar aminoéacidos como fonte energética e aumentar a possibilidade de producéo
de proteinas indispensaveis para homeostase do organismo. O tratamento com Agaricus
blazei ndo provocou efeitos sobre este componente da parede.

4.3 Populacéo de Células Caliciformes

As células caliciformes presentes nas criptas, possuem funcdo de secrecdo de
mucinas, que recobre o epitélio intestinal, formando a primeira linha de defesa da mucosa
colbnica. Elas variam em nimero ao longo dos diferentes segmentos intestinais, sofrendo
aumento gradual em direcdo as porcdes finais JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Apds
a secrecdo, as mucinas hidratam a superficie do epitélio, gerando uma camada de muco
que contém entre outros, agua, eletrélitos e imunoglobulinas, que constituem uma barreira
fisica e quimica protegendo o epitélio de agentes presentes no Iimen como bactérias,
toxinas ambientais e compostos ingeridos que podem causar danos a integridade da
camada (SPECIAN; OLIVER, 1991). Reducdo quantitativa dessas células pode diminuir
a espessura da camada de muco protetora do epitélio e aumentar chances de infeccéo do
0rgdo (SANTI-RAMPAZZO et al., 2015). No diabetes foi observado reducdo destas
células no jejuno (FERREIRA, 2016), resultado também constatado em outras condices,
como no envelhecimento e na restrigdo alimentar de roedores (SANTI-RAMPAZZO et
al., 2015; BELEM et al., 2015).

Neste trabalho ndo se verificou alteragcfes significativas quanto ao numero de
células caliciformes ao longo das criptas intestinais em nenhum dos grupos. No ileo e no

célon proximal de ratos com diabetes crénico este resultado também ja foi observado
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(ROLDI et al., 2009; TRONCHINI et al., 2013), com aumento na profundidade das
criptas (TRONCHINI et al., 2013) no grupo diabético. Contrariamente, Ferreira (2016)
verificou reducdo na quantidade destas células no jejuno do grupo D e restauracéo de seu
numero com A. blazei. Isto nos permite inferir que o diabetes e o extrato hidroalcoolico
de ABM né&o interferem na quantidade de células caliciformes e/ou na producéo de
mucinas das porcdes finais do trato digestdrio, desta forma, garantindo prote¢do a mucosa
colonica.

Ettarh e Carr (1997) sugerem que o aumento no numero de células caliciformes
esta diretamente relacionado com o aumento da tinica mucosa. Mesmo demonstrando
modificacbes morfométricas na profundidade das criptas e no tamanho da camada
muscular da mucosa, nossos resultados demonstram que a tunica mucosa do célon
proximal foi preservada em sua espessura quando comparamos 0s grupos N x D e NB x
DB, assim justificando a manutencdo nesta populacdo celular como uma adaptacéo

morfofuncional a condicdo de diabetes cronico.

4.4 Inervacao Intrinseca Intestinal

Pacientes portadores de DM, pelo comprometimento do tubo digestorio com
danos ao sistema nervoso entérico, podem apresentar distarbios especificos de
motilidade, sendo alguns de grande relevancia clinica como gastroparesia diabética,
constipacdo e diarreia (CHANDRASEKHARAN et al., 2011). A hiperglicemia a longo
prazo induz formacdo e acumulacdo dos AGEs, que ocasionam glicacdo mielinica,
levando a secrec¢do de proteases por macréfagos e promove susceptibilidade dos axénios
a fagocitose, desempenhando importante papel na neuropatia diabética. Esta
caracterizada por desmielinizacao segmentar e degeneracdo axonal dos neurbnios
periféricos, junto & anormalidades funcionais como reducdo da conducéo nervosa e fluxo
sanguineo (AHMED, 2005), diminuicdo dos fatores troficos (BROWNLEE et al., 2001),
com consequente reducdo da populagdo neuronal entérica (ROLDI et al., 2009;
CHANDRASEKHARAN et al., 2011; TRONCHINI et al., 2013).

Reducdo no nimero de neurdnios mioentericos em animais diabéticos comparado
aos normoglicémicos € um resultado frequente e esperado em diferentes segmentos do
trato gastrointestinal utilizando-se variadas técnicas de evidenciagdo neuronal
(ROMANO; MIRANDA-NETO; CARDOSO, 1996; BUTTOW; MIRANDA-NETO;
BAZOTTE, 1997; ZANONI et al., 1997; HERNANDES et al.,, 2000; FURLAN;
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MOLINARI; MIRANDA NETO, 2002; ZANONI et al., 2002; ZANONI et al., 2003;
TASHIMA et al.,, 2007). Entretanto, neste estudo ndo foram observadas alteragdes
significativas quanto a densidade da populacdo neuronal mioentérica do célon proximal
entre os grupos de estudo, o que demonstra nenhum efeito do diabetes ou do A. blazei
sobre 0 nimero de neurdnios mioentéricos (populacdo geral) corados pelo Método de
Giemsa.

A perda de neurénios induzida pelo diabetes no célon proximal de ratos ja foi
constatada por Tashima et al. (2007), Zanoni, Pereira e Freitas (2007), Roldi et al. (2009),
no entanto, ressalte-se que nestes trabalhos a contagem das células nervosas foi realizada
por area intestinal, o que resulta em uma dilui¢do na concentracéo de neurénios por area
analisada, uma vez que aumento na dimensdo do Orgdo em animais diabéticos é
frequentemente relatado na literatura para ambos, intestino delgado (BELAI et al., 1991;
ZHAO; YANG; GREGERSEN, 2003; BHOR; RAGHURAM; SIVAKAMI, 2004) e
intestino grosso (BELAI et al., 1991; ROLDI et al., 2009). Em nossa pesquisa, como
efetivamos a contagem dos neur6nios por ganglio mioentérico e ndo por area intestinal,
podemos dizer que 0 nosso resultado ndo teve interferéncia pelo aumento intestinal. Dessa
forma, confirmamos que ndo houve reducdo no nimero de neurénios mioentéricos no
célon proximal dos animais deste estudo.

Com relacdo a analise morfométrica neuronal, as areas dos corpos celulares e do
citoplasma das células nervosas ndo diferiram estatisticamente no diabetes ou no
tratamento com A. blazei Entretanto, ao comparamos o grupo D com o grupo N,
constatou-se hipertrofia nuclear nos animais diabéticos. Manutencdo no perfil celular
neuronal foi observado no colon proximal de ratos (TASHIMA et al., 2007; ZANONI;
PEREIRA; FREITAS, 2007; ROLDI et al., 2009), sendo, portanto, um achado comum
no intestino grosso de animais com esta patologia induzida.

O aumento no tamanho nuclear dos neurénios (13,84%) devido ao diabetes, indica
aumento de sintese proteica neuronal compensando um possivel prejuizo na transmissédo
neuromuscular, podendo estar associado a atrofia constatada na tnica muscular externa,
uma vez que a reducéo deste parametro pode conduzir a desnervacao intrinseca, ja que o
tecido muscular é inervado pelos neurdnios entericos (FREITAS et al., 2008; DA ROSA
et al., 2015). Estas alteracGes podem estar relacionadas também a deplecéo das células
intersticiais de Cajal no plexo mioentérico e musculatura lisa, que retransmitem

informagdes dos neurdnios entéricos para as células da musculatura lisa (RODRIGUES;
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MOTTA, 2012), sendo um achado comum no diabetes mellitus (TOTH; MARTINEZ,
ZOCHODNE, 2007). Nao houve efeitos do ABM sobre os parametros morfométricos
neuronais avaliados, ndo sendo capaz de reverter a hipertrofia nuclear observada com o
diabetes.

Os diferentes segmentos intestinais possuem um comportamento distinto
dependendo do quadro diabético imposto e também frente a resposta tecidual com o
promissor tratamento com ABM. Pesquisar a administracdo do extrato de ABM
considerando as diferentes formas de extracao e concentracfes € necessaria. Assim como,
a analise das subpopulac¢Bes neuronais mioenteéricas, fator que pode ser considerado uma
limitacdo deste estudo, deve ser objeto de investigacOes futuras.

5. CONCLUSAO

Conclui-se que o diabetes induzido por estreptozotocina e a suplementagdo com
extrato hidroalcodlico de Agaricus blazei Murrill (200mg/Kg) causam ajustes
morfoldgicos nas tunicas intestinais, sem interferir na espessura da parede total, no
namero de células caliciformes e na populacdo de neurdnios mioentéricos do colon
proximal de ratos Wistar, desta forma, preservando a morfofisiologia absortiva e motora
deste segmento intestinal.
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