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Resumo 

 
As células intersticiais de Cajal (CIC) fornecem um mecanismo de controle para o 
peristaltismo do trato gastrointestinal (TGI). Na camada muscular longitudinal 
externa, próximo ao plexo mientérico (MY), as CIC-MY formam uma rede 
tridimensional, com função de gerar e propagar ondas lentas na musculatura. Na 
camada muscular circular interna, próximo ao plexo muscular profundo (DMP), as 
CIC-DMP se apresentam em redes frouxas com processos finos, com função de 
sinalizar a neurotransmissão. A proteína transmembrana Ano1, atua na regulação 
dos canais de Ca2+ e Cl-, e apresenta expressão específica e elevada nas CIC, 
sendo utilizada para evidenciação das mesmas. O óxido nítrico (NO) parece estar 
envolvido na sobrevivência dessas células. O câncer promove a caquexia, o 
aumento de processos inflamatórios e do estresse oxidativo, que pode levar à 
disfunções na motilidade intestinal. Substâncias com ação antioxidante, que 
participam na redução do estresse oxidativo, podem prevenir os danos provocados 
pelo tumor. A L-glutamina é um aminoácido que participa indiretamente no aumento 
da síntese protéica muscular esquelética e é precursor da glutationa. Portanto, 
objetivou-se investigar os efeitos da suplementação com L-glutamina a 2% sobre as 
redes das CIC-MY e CIC-DMP e sobre a enzima óxido nítrico sintase neuronal 
(nNOS, tipo I). Rattus norvegicus machos Wistar com 57 dias de idade foram 
divididos em quatro grupos: controle (C), controle suplementados com L-glutamina 
(CG), portadores de Tumor de Walker-256 (TW), portadores de Tumor de Walker-
256 suplementados com L-glutamina (TWG). Após 14 dias de suplementação, os 
jejunos foram coletados e processados para técnicas imunohistoquímicas de 
preparado total e criocortes, e para análise do Western blot. Análises quantitativas 
foram realizadas para Ano1 e nNOS. Ocorreu a redução da densidade das CIC e o 
aumento da expressão da proteína Ano1 no grupo TW em comparação com o grupo 
C (p < 0,05). A redução da densidade pode estar relacionada ao estresse oxidativo, 
que é elevado no câncer. A maior produção de NO pela maior expressão da nNOS-
IR, estimulou a proliferação e manutenção das redes CIC-DMP. Ocorreu presença 
da caquexia nos grupos portadores de tumor, sendo menor no grupo TWG (p < 
0,05). A suplementação com L-glutamina aumenta a síntese de proteínas 
prevenindo o desenvolvimento de caquexia. A suplementação com L-glutamina no 
grupo TWG promoveu elevada plasticidade das CIC, devido sua ação antioxidante. 
Os mecanismos de reparo das CIC não estão elucidados, porém é possível concluir 
que a suplementação com L-glutamina parece estar envolvida na regulação dos 
canais de Ca+ e Cl-. O NO pode interagir com as CIC, e, juntamente com o 
tratamento antioxidante, parecem contribuir na proteção e reparação dessas células, 
preservando a homeostasia intestinal no modelo de Tumor de Walker-256. 
 
Palavras-chave: Motilidade intestinal, Sistema Nervoso Entérico, Câncer, 
Antioxidantes, Imunohistoquímica.  
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of Cajal in Walker 256 tumor-bearing rats. Master degree. Programa de Pós-
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Abstract  
 
Interstitial cells of Cajal (ICC) provides a mechanism to control the peristalsis of the 
gastrointestinal (GI) tract. In outer longitudinal muscle layer, near the myenteric 
plexus (MY), ICC-MY form a three-dimensional network, with function to generating 
and propagating slow waves in the muscles. In inner circular muscle layer, near the 
deep muscular plexus (DMP), ICC-DMP are presented in loose networks with fine 
processes, with function to signal neurotransmission. The transmembrane protein 
Ano1, participates in the regulation of Ca2+ and Cl- channels, and presents specific 
and high expression in the CIC and is used to show of the same. Nitric oxide (NO) 
appears to be involved in the survival of these cells. Cancer cachexia promotes the 
increase of inflammatory processes and oxidative stress, which can lead to 
abnormalities in intestinal motility. Substances with antioxidant action, participating in 
the reduction of oxidative stress, can prevent the damage caused by the tumor. L-
glutamine is an amino acid involved indirectly in increasing skeletal muscle protein 
synthesis and precursor of glutathione. Therefore the aim of the present study was to 
investigate the effects of supplementation with L-glutamine to 2% on the networks of 
ICC-MY and ICC-DMP and on neuronal nitric oxide synthase (nNOS, type I). Rattus 
norvegicus Wistar males with 57 days of age were divided into four groups: control 
(C), control supplemented with L-glutamine (CG), with Walker-256 tumor (WT), 
Walker-256 tumor patients supplemented with L-glutamine (WTG). After 14 days of 
supplementation, jejunums were collected and processed for immunohistochemical 
techniques whole-mount and cryosections prepared, and Western blot analysis. 
Quantitative analyzes were performed to Ano1 and nNOS.  
The reduced density of ICC and the increase in Ano1 protein expression was 
observed in the WT group compared to the C group (p <0.05).  Reduction in density 
can be related to oxidative stress, which is high in cancer. Greater production of nitric 
oxide (NO) stimulated proliferation and maintenance of ICC-DMP network. Cachexia 
was lower in the WTG group compared to WT (p <0.05). Supplementation with L-
glutamine increases protein synthesis by preventing the development of cachexia. L-
glutamine in the WTG group promoted high plasticity in ICC, due to its antioxidant 
action. The repair mechanisms of ICC have not been explained, but it is possible to 
deduce that L-glutamine may be involved in the regulation of Ca+2 e Cl- channels. NO 
can interact with the ICC, and, together with the antioxidant treatment appear to 
contribute to the protection and repair of these cells, maintaining intestinal 
homeostasis in the Walker-256 tumor model. 
 
Keywords: Intestinal motility, Enteric Nervous System, Cancer, Antioxidants, 
Immunohistochemistry. 
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supplemented with L-glutamine (CG), Walker 256 tumor (WT) and 
Walker 256 tumor supplemented with L-glutamine (WTG). 
Calibration bar 15 µm........................................................................... 
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Figure 3 3A. Figure 3A. Density for ICC-MY (A) and ICC-DMP (B). Results 

were expressed as mean ± standard error. * p < 0,05 when 
compared to C. n = 8 rats per group. 3B. Photomicrographs of the 
histological section of ICC-MY and ICC-DMP. The arrows indicate 
co-localization of ICC/DAPI. Calibration bar 30 µm. Groups: control 
(C), control supplemented with L-glutamine (CG), Walker 256 tumor 
(WT) and Walker 256 tumor supplemented with L-glutamine (WTG).. 
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Figure 4 4A. Space occupancy by the ICC-MY (A) and ICC-DMP (B) cellular 

networks. Results were expressed as mean ± standard error. Mean 
values followed by different letters are statistically different (p <0.05). 
n = 8 rats per group. 4B. Photomicrographs of whole-mount 
preparations of ICC-MY (A) and ICC-DMP (B), 16-bit images. 
Calibration bar 15 µm. Groups: control (C), control supplemented 
with L-glutamine (CG), Walker 256 tumor (WT) and Walker 256 
tumor supplemented with L-glutamine (WTG)...................................... 
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Figure 5 5A. Space occupancy by the nNOS-IR neurons myenteric (A) and 

submucosal (B). Results were expressed as mean ± standard error. 
p < 0,05 when compared to C. n = 8 rats per group. 5B. 
Photomicrographs of whole-mount preparations of nNOS-IR 
myenteric (A) and submucosal (B), 16-bit images. Calibration bar 30 
µm. Groups: control (C), control supplemented with L-glutamine 
(CG), Walker 256 tumor (WT) and Walker 256 tumor supplemented 
with L-glutamine (WTG)....................................................................... 
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Figure 6 Photomicrographs to Ano1 (ICC-MY), nNOS and ICC-MY/nNOS. 
Calibration bar 30 µm. Groups: control (C), control supplemented 
with L-glutamine (CG), Walker 256 tumor (WT) and Walker 256 
tumor supplemented with L-glutamine (WTG)...................................... 

 
 
 
124 



 

   
Figure 7 Photomicrographs to Ano1 (ICC-DMP), nNOS and ICC-DMP/nNOS. 

Arrowheads indicate examples of nNOS-IR nerve fibers and 
networks of ICC-DMP co-located. Calibration bar 30 µm. Groups: 
control (C), control supplemented with L-glutamine (CG), Walker 256 
tumor (WT) and Walker 256 tumor supplemented with L-glutamine 
(WTG)................................................................................................... 
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Figure 8 Immunoblot for Ano1 and nNOS. 8B. Results expressed by the 

percentage of the control group. * p < 0,05 when compared to C. n = 
4 rats per group. Groups: control (C), control supplemented with L-
glutamine (CG), Walker 256 tumor (WT) and Walker 256 tumor 
supplemented with L-glutamine (WTG)................................................ 
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1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1 CÂNCER   

 

O câncer é considerado um problema de saúde pública, devido a elevada 

taxa de morbidade e mortalidade, e, também, por estar se tornando cada vez mais 

comum mundialmente. O quadro característico da neoplasia é o descontrole no ciclo 

celular, levando à multiplicação desordenada do número de células e/ou 

desequilíbrio no controle da morte celular programada (apoptose) em tecidos e 

órgãos (PASTERNAK, 2002).  

As células cancerosas tendem a formação de tumores e a possibilidade de 

disseminação por tecidos e órgãos vizinhos ou distantes, caracterizando o evento 

conhecido como metástase (INCA, 2014). A metástase ocorre devido a 

angiogênese, que é a proliferação de vasos sanguíneos que irrigam o tumor. Os 

novos vasos, no entanto, não são bem formados e são facilmente danificados, de 

modo que as células do tumor podem penetrar nestes vasos e atingir também vasos 

linfáticos, alcançando órgãos distantes (PEREIRA, 2008). 

Os diferentes tipos de câncer envolvem os vários tipos de células do 

organismo. Desta maneira, se a neoplasia maligna tem início em tecidos epiteliais 

como pele ou mucosas este é denominado carcinoma. Se o mesmo tem início em 

tecidos conjuntivos como ossos, músculos ou cartilagens é chamado de sarcoma 

(INCA, 2013).  

O câncer em humanos e nos modelos experimentais em animais cresce, 

geralmente, por períodos variáveis de tempo, sem perturbar a fisiologia do 

organismo hospedeiro. A carcinogênese caracteriza-se por um processo múltiplo, no 

qual um acúmulo de eventos genéticos levam a uma aparência celular 

progressivamente displásica, com desregulação da multiplicação celular e, 

finalmente, ao carcinoma (PEREIRA, 2008).  

A carcinogênese pode ser estudada em três estágios: iniciação, promoção e 

progressão, e, com raras exceções, os estágios de promoção e progressão 

aparecem até décadas após a iniciação (TSAO et al., 2004). Contudo, uma vez que 

os primeiros sinais de distúrbios homeostáticos tornam-se evidentes, há uma 

evolução rápida e fulminante (GUIMARAES et al., 1999). 
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A incidência de neoplasias malignas sofre variações regionais, de etnias, de 

ocupação e pela exposição a agentes desencadeadores de câncer, sendo sua 

origem multifatorial. O perfil epidemiológico no Brasil, aumenta a busca pelo 

conhecimento sobre a situação da doença, para que possam ser estabelecidas 

prioridades e recursos de forma direcionada à modificação positiva desse cenário 

(INCA, 2013).  

As neoplasias malignas, conforme dados do Ministério da Saúde, aparecem 

oito vezes na lista das vinte doenças que mais matam no Brasil. As estimativas do 

Instituto Nacional do Câncer (2014), para os anos de 2014/2015, apontam para a 

ocorrência de aproximadamente 576 mil novos casos, reforçando a magnitude do 

problema no país. O câncer de pele do tipo não melanoma aparece como o mais 

incidente, com 182 mil casos novos; seguidos pelos tumores de próstata (69 mil), 

mama feminina (57 mil), cólon e reto (33 mil), pulmão (27 mil), estômago (20 mil) e 

colo do útero (15 mil) (INCA, 2014). No âmbito global, as estimativas apontam para o 

surgimento de 27 milhões novos casos anuais, 17 milhões de óbitos e 75 milhões de 

portadores em 2030, dos quais 60% ocorrerão em países em desenvolvimento 

(INCA, 2014). 

O câncer instalado, dependendo do tipo, localização e tratamento, além dos 

aspectos psicológicos, conduz à alterações físicas e sociais, tanto para o portador 

como para as pessoas que convivem com ele. Para o paciente, o câncer altera todos 

os aspectos da vida, incluindo modificações em seus hábitos, comprometendo a 

capacidade e habilidade de suas atividades rotineiras e certamente prejudicando a 

sua qualidade de vida (MICHELONE et al., 2004).  

A equipe multidisciplinar no acompanhamento do paciente oncológico é 

essencial na redução da morbi-mortalidade e na melhora da qualidade de vida do 

portador e de seus familiares. Assim, fica evidente a necessidade de investimentos 

em ações abrangentes para o controle do câncer, nos diferentes níveis de atuação: 

detecção precoce, assistência aos pacientes, formação de recursos humanos, 

pesquisa e demais setores ligados ao tema (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009).  

No momento do diagnóstico do câncer, muitas vezes, ocorre um período de 

muita ansiedade e angústia, desencadeando quadros depressivos. Esta condição 

vem associada a sintomas somáticos, como perda de apetite e fraqueza, que 

também podem estar relacionadas ao catabolismo da doença ou ao seu tratamento 

(SILVA, 2006). Uma das consequências do câncer é a observação de um 
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emagrecimento generalizado, resultante da anorexia e consequente perda de massa 

magra tecido adiposo.  

É constante a observação de anemia e a atrofia dos órgãos viscerais. Estas 

situações podem caracterizar o estado de caquexia, muito comum, no paciente 

oncológico (KOWATA et al., 2009). A caquexia cancerosa gera um estado de 

inflamação sistêmica, que há algum tempo tem sido apontada como principal 

responsável pela alteração funcional de diversos órgãos (VIOLATO, 2013). O 

sintoma mais frequente na caquexia é a rápida e acentuada perda de peso, que 

atinge cerca de metade dos pacientes com câncer e está presente em mais de dois 

terços dos pacientes em estágio terminal (MORLEY, 2002).  

 

1.2 CAQUEXIA E ANOREXIA NO CÂNCER 

 

O termo caquexia significa má condição, do grego, “kakos”: má e “hexis”: 

estado/condição (INUI, 2002). De acordo com Muscaritoli et al. (2010) e Fearon et al. 

(2011) a caquexia pode ser definida como uma síndrome multifatorial, na qual há 

perda contínua de massa muscular. É característico o estado fraqueza generalizada; 

anemia; disfunção imune; anorexia e mudanças na ingestão e má absorção de 

nutrientes (KOWATA et al., 2009). 

A característica clínica proeminente em adultos é a perda de peso e em 

crianças é a falta de crescimento (EVANS et al., 2008). A caquexia cancerosa é 

influenciada por aumento do estado inflamatório e da proteólise muscular, 

deficiência do metabolismo de carboidratos (intolerância à glicose e resistência 

periférica à ação da insulina) e depleção de lipídeos e proteínas (NUNES, 2008; PAZ 

et al., 2011). O estado caquético é mediado por citocinas, que alteram o 

metabolismo de carboidratos, proteínas e gorduras nesses pacientes (SILVA et al., 

2012). 

A perda de peso é uma manifestação frequente em doenças inflamatórias 

crônicas e degenerativas e a perda de massa muscular é o fator mais impactante na 

perda de peso corporal total, sendo reflexo tanto da anorexia, quanto da má 

absorção de nutrientes, mediadas pelas células tumorais. Essa condição não 

apresenta capacidade de ser totalmente revertida pela terapia nutricional 

convencional, conduzindo ao emagrecimento acentuado e comprometimento 
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funcional progressivo do organismo (EISENCHLAS, 2006; CONSENSO 

BRASILEIRO DE CAQUEXIA/ANOREXIA, 2011).  

Nos pacientes com câncer, a anorexia que também é um sintoma muito 

frequente, aparece no diagnóstico ou posteriormente ao crescimento do tumor. De 

acordo com Eley et al. (2007), é a perda espontânea e não intencional de apetite, 

um sintoma corriqueiro no câncer em estado terminal. Geralmente é resultado das 

alterações do paladar e olfato ou mudanças na regulação hipotalâmica 

(FRIEDENREICH; ORENSTEIN, 2002). Segundo Silva (2006), a anorexia está 

associada ao câncer em 60% dos pacientes adultos em fase avançada e em 80% 

dos pacientes infantis que vieram à óbito.  

O termo síndrome da anorexia-caquexia (SAC) tem sido usado com 

frequência, devido a forte relação entre estas duas condições. A SAC compromete 

mais de 50% dos portadores de câncer (TISDALE, 2003; DAVIS et al., 2004; SILVA, 

2006). Mas a síndrome caquética pode ocorrer independentemente da anorexia e/ou 

má absorção de nutrientes, apontando como fatores-chave o aumento da depleção 

dos tecidos muscular e adiposo, mediado pela estimulação de vias metabólicas 

catabólicas e inibição de vias anabólicas (TISDALE, 2002; VICENTINO et al., 2002). 

Um dos sintomas mais comuns da SAC no câncer é a fadiga que atinge 74% 

dos portadores, seguida por perda de apetite (53%), perda de peso (46%), 

modificações no paladar, êmese e saciedade precoce (aproximadamente 23%). 

Além disso, ainda há alteração no perfil hormonal plasmático, reduzida atividade de 

hormônios anabólicos e disfunção hipotalâmica (FEARON et al., 2011; CONSENSO 

BRASILEIRO DE CAQUEXIA/ANOREXIA, 2011). 

O quadro de SAC oncológico compreende diversas alterações metabólicas, 

hormonais e fisiológicas, caracterizadas pelo alto consumo energético imposto pela 

neoplasia, a liberação de fatores sacietogênicos e citocinas produzidas pelo 

hospedeiro e pelo tumor (SILVA, 2006; CHOUDRY et al., 2006). 

Metabolicamente, no câncer, devido ao desenvolvimento do tumor, ocorre um 

fluxo de nitrogênio do músculo esquelético para o fígado, onde os aminoácidos 

resultantes da proteólise muscular são utilizados para síntese de proteínas de fase 

aguda e produção de glicose (neoglicogênese). Os efeitos da caquexia no câncer 

sobre o metabolismo mostram um aumento da neoglicogênese a partir de alanina, 

vinda da proteólise muscular; de glicerol que é oriundo do tecido adiposo e de 
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lactato que é produzido pelo tumor. Somado a isto, no fígado há intensa 

glicogenólise (CHOUDRY et al., 2006). 

Quanto a proteólise muscular, além da alanina, direcionada para a 

biossíntese de glicose, também há a liberação de glutamina, que é, na maior parte, 

utilizada pelo tumor em processos energéticos e biossintéticos. Já no organismo há 

o aumento da biossíntese de proteínas envolvidas na resposta de fase aguda. O 

tumor em crescimento demanda muitos nutrientes, especialmente aminoácidos 

essenciais, devido a estreita relação entre o crescimento do tumor e a proteólise 

muscular. Ocorre um balanço negativo de nitrogênio e aumento da utilização de 

aminoácidos, principalmente a glutamina (ARGILÉS et al., 2005; CHOUDRY et al., 

2006). Conforme Argilés et al. (2001), a ingestão de aminoácidos pode teoricamente 

poupar a proteína tanto do metabolismo muscular como da neoglicogênese. 

O alto catabolismo protéico, resultado da invasão tumoral, somado à intensa 

mobilização de lipídeos, são direcionados por certos mediadores na caquexia 

(ARGILÉS et al., 2005). Entre estes mediadores produzidos por células tumorais do 

tecido do hospedeiro, encontram-se as citocinas, o fator indutor de proteólise (PIF), 

o fator mobilizador de lipídeos (LMF), os hormônios catabólicos, toxormônios, 

neuropeptídeos e os neurotransmissores (RUBIN, 2003; TISDALE, 2003; RAMOS et 

al., 2004; LOBERG et al., 2007). 

Conforme Mantovani et al. (2004), grande parte das alterações metabólicas 

associadas à caquexia tem sido associada ao estresse oxidativo e também às 

citocinas pró-inflamatórias, liberadas principalmente pelas células do sistema imune, 

exercendo efeitos, através de mecanismos complexos, sobre diversas células do 

organismo (células musculares, adipócitos, células endoteliais e neurônios). Entre 

estas citocinas estão: o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), a interleucina-1 e -6 

(IL-1 e IL-6), o interferon gama (INF-γ) e o fator inibitório de leucemia (LIF) 

(TISDALE, 2000; KOREKANE et al., 2003). 

As citocinas são proteínas liberadas em resposta a estímulos ativadores e 

induzem respostas do organismo à injúria, infecção, tumores e doenças 

inflamatórias (JANEWAY et al., 2002). Estas citocinas direcionam a biossíntese de 

proteínas de fase aguda da inflamação, as quais se apresentam aumentadas na 

caquexia associada ao câncer. Assim, esta condição, direcionada, em grande parte 

por citocinas, representa um quadro inflamatório crônico mediado por agentes pró-

inflamatórios, os eicosanóides (FENNEKOHL et al., 1999; ARGILÉS et al., 2005). 
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A caquexia associada ao câncer vem sendo estudada, com muita freqüência, 

em modelos animais. Em ratos portadores de tumor de Walker-256, o modelo 

consolidado de caquexia é observado em uma grande perda de massa magra que é 

atribuída a uma redução na síntese de proteínas, um aumento na degradação das 

mesmas ou ambos (LAZO, 1985; MUND, 2004).   

 

1.3 TUMOR DE WALKER-256 

 

O Tumor de Walker-256 é uma neoplasia que possui comportamento 

biológico agressivo, sendo localmente invasivo e com alto poder de metástase por 

via linfática e hematogênica. Assim, o modelo tem sido amplamente usado nos 

estudos de fisiopatologia do câncer (IKEDA et al., 2004; MAO-YING et al., 2006).  

Foi descoberto em 1928 pelo professor George Walker a partir de uma massa 

tumoral espontânea na glândula mamária de uma rata albina prenhe (YANO et al., 

2008). O exame histopatológico revelou um adenocarcinoma (SILVA et al., 2006) e a 

possibilidade de seu transplante foi comprovada pelo próprio pesquisador (YANO et 

al., 2008).  Desde então, as células do tumor, vem sendo mantidas em laboratórios 

como uma ferramenta valiosa no auxílio à pesquisa em diversas áreas do 

conhecimento, sendo transplantadas por via intraperitoneal, subcutânea, 

intramuscular, intrapleural, intracardíaca e sanguínea (MORAES et al., 2000; SILVA 

et al., 2002; DORNELAS et al., 2006).  

Quando a via subcutânea é utilizada há o desenvolvimento de tumores 

sólidos, inicialmente firmes a palpação, encapsulados e de forma arredondada, que 

provocam infiltração da pele e musculatura adjacente. A inoculação dessas células 

tumorais por meio da via intraperitoneal, resulta no desenvolvimento da forma 

ascítica do tumor (DORNELAS et al., 2006). 

O carcinossarcoma de Walker-256 tem elevado índice de pega do tumor e 

amplas possibilidades para uso em testes laboratoriais (SILVA et al., 2002). Sua 

utilização em ratos vem sendo considerado um modelo experimental adequado na 

compreensão da síndrome da caquexia no câncer devido ao seu desenvolvimento 

ser rápido e uniforme e as características tumorais bem definidas, além da facilidade 

de sua manutenção em laboratório (OLIVEIRA et al., 1998).  

 Este modelo experimental de caquexia é induzido pela presença de um tumor 

sólido e vem sendo utilizado em estudos morfofisiológicos de vários tecidos, 
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principalmente pela sua capacidade de induzir rapidamente um estado caquético 

neoplásico com alterações imunológicas e metabólicas estabelecidas (DE FREITAS 

et al., 2001; PEREIRA et al., 2004).  

Em curto espaço de tempo após sua implantação verificam-se redução no 

peso do animal, dificuldade de ingestão adequada de alimento, catabolismo de 

proteínas, lipídeos e carboidratos. Aos 14 dias após o implante, a massa tumoral 

pode representar uma fração considerável do peso do animal e a morte ocorre após 

este período (VICENTINO et al., 2002).  

O crescimento do câncer induz alterações marcantes no metabolismo 

oxidativo dos tecidos e órgãos do hospedeiro mesmo que distantes do tumor. 

Ocorrem as características clássicas da caquexia como: emagrecimento, 

catabolismo muscular e anorexia, e também alterações metabólicas em parâmetros 

plasmáticos e hepáticos (ANGELO; OLIVEIRA, 2009) sendo que este quadro não é 

devido a um menor consumo de alimento, mas sim a fatores (citocinas) produzidos  

pelo tumor ou pelo hospedeiro em resposta à presença do mesmo. Conforme Tsao 

et al. (2004), os tumores são capazes de aumentar a quantidade de substâncias pró-

oxidantes e reduzir as atividades das enzimas antioxidantes em tecidos extra-

tumorais. Promovem aumento do estresse oxidativo, assim como também reduzem 

a capacidade de resposta celular a esse processo (MANTOVANI et al., 2004; 

VALKO et al., 2007; MENA; ORTEGA; ESTRELA, 2009).  

 

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO E ANTIOXIDANTES 

 

O estresse oxidativo manifesta-se quando há desequilíbrio entre a produção 

de oxidantes e o respectivo sistema de defesa (ABUJA; ALBERTINI, 2001). O 

aumento de moléculas oxidativas altamente reativas dentro das células 

(OBROSOVA et al., 2002) causam danos às proteínas, lipídeos e ácidos nucléicos, 

culminando em morte celular por necrose ou apoptose (VINCENT et al., 2004). 

O estresse oxidativo intrínseco ocorre devido a presença de concentrações 

elevadas das espécies reativas de oxigênio (ERO) nas células cancerosas 

(GIBELLINI et al., 2010). O envolvimento de espécies reativas de oxigênio e também 

espécies reativas de nitrogênio (ERN) tem sido investigado nos mecanismos 

patogenéticos da carcinogênese (LEV et al., 2003; BURTON; JAUNIAUX, 2011). Os 

mecanismos que podem levar ao estresse oxidativo, no paciente com câncer, 
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incluem: o metabolismo energético alterado; ativação crônica não-específica de 

citocinas pró-inflamatórias e o resultado do uso de drogas anti-neoplásicas 

(MANTOVANI et al., 2004).  

As ERO incluem espécies de radicais livres, que são muito reativas em 

decorrência de sua instabilidade, os quais, podem surgir da interação com agentes 

exógenos, pela exposição da célula a xenobióticos, que causam a redução 

incompleta do oxigênio (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A geração de radicais 

livres in vivo é um fenômeno constante que ocorre no metabolismo fisiológico ou por 

alterações patológicas. Radicais livres podem ser definidos como moléculas ou 

fragmentos moleculares contendo um ou mais pares de elétrons desemparelhados 

que conferem um considerável grau de reatividade, e que possuam existência 

independente (livre) (GATÉ et al., 1999).  

Os principais grupos de ERO são as espécies radicalares: hidroxila (OH-°), 

superóxido (O2
•−), hidroperoxila (HO2

•); e as não-radicalares: oxigênio singlete (1O2), 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e ácido hipocloroso (HOCl). Entre as ERN estão o 

óxido nítrico (NO•), a nitroxila (NO−), o óxido nitroso (N2O3), o ácido nitroso (HNO2), 

os nitritos (NO2
−), os nitratos (NO3

 −) e peroxinitritos (ONOO−). Alguns destes podem 

ser muito reativos e danosos.  

Quando uma molécula de oxigênio captura um elétron, ela se torna um ânion 

superóxido (O2
-°), considerado ERO primárias, que pode reagir com outras 

moléculas para formar ERO secundárias. O peróxido de hidrogênio (H2O2), molécula 

que não conta com um elétron desemparelhado, é menos reativo que o superóxido, 

e se difunde mais facilmente, podendo atravessar a membrana plasmática. O radical 

hidroxila (OH-°) pode ser produzido a partir de peróxido de hidrogênio, e essa reação 

é catalisada pela oxidação de elementos como o Fe+2. A OH-° é a molécula oxidante 

mais reativa (GATÉ et al.,1999; VALKO et al., 2007), porém, todos apresentam 

capacidade para oxidar lipídeos de membrana, ácidos nucléicos, carboidratos, 

proteínas e enzimas, provocando dano celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; 

HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).  

Alguns ERO podem provocar reações em cadeia como ocorre com os lipídios 

insaturados de membrana na chamada lipoperoxidação (LPO). Esta LPO tem como 

produto intermediário, os lipoperóxidos, responsáveis por alterações na fluidez e 

permeabilidade da membrana celular, podendo ainda lesar proteínas, enzimas e 

receptores de membrana.  A LPO tem como principal produto final, o malondialdeído 
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(MDA), o qual é importante na gênese de várias doenças e processos 

antiinflamatórios. O MDA pode ser detectado como marcador biológico da 

lipoperoxidação nos organismos (ZHANG et al., 2002; HALLIWELL; WHITEMAN, 

2004). 

O organismo está sob constante ataque oxidativo das ERO, uma vez que o 

metabolismo aeróbio é alto na maioria das células. Assim um complexo e sofisticado 

sistema de defesas antioxidantes evoluiu e ganhou importância na manutenção do 

equilíbrio entre este ataque e sua capacidade de defesa (BURTON; JAUNIAUX, 

2011). As células desenvolveram sistemas enzimáticos que convertem os oxidantes 

em moléculas não-tóxicas, protegendo o organismo do efeito deletério do estresse 

oxidativo (PEREIRA, 2008). 

As defesas antioxidantes são compostas principalmente por enzimas, 

proteínas e moléculas de baixo peso molecular (antioxidantes não-enzimáticos). 

Entre as proteínas, existem as Tiol proteínas: peroxirredoxinas (Prx) e tiorredoxinas 

(Trx); e as ligadoras de metais de transição (principalmente ferro e cobre), tais como 

a ferritina, lactoferrina, albumina e ceruloplasmina. Já entre o compostos de baixo 

peso molecular (não-enzimáticos) estão o ácido úrico (AU); ácido lipóico (AL); 

coenzima Q (CoQ) e glutationa (GSH). O organismo conta também com os 

antioxidantes que tem origem na dieta como o -tocoferol (vitamina-E), β-caroteno 

(pró-vitamina-A), ácido ascórbico (vitamina-C), e compostos fenólicos onde se 

destacam os flavonóides e poliflavonóides (BARREIROS et al., 2006; CERQUEIRA 

et al., 2007).  

Quanto às enzimas pode-se citar a superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa-redutase (GSH-Rd). A enzima 

SOD converte o ânion superóxido em H2O2 e O2, sendo o H2O2 um produto menos 

tóxico. Essa enzima é a primeira linha na defesa celular contra o estresse oxidativo, 

e trabalha juntamente com enzimas que removem H2O2, como a catalase e a 

glutationa peroxidase (GPx). A catalase é a segunda enzima que age na 

desintoxicação celular, pois converte H2O2 em água (H2O) e O2. A GPx converte 

H2O2 em H2O via oxidação da glutationa reduzida (GSH). A glutationa redutase 

permite a conversão da glutationa oxidada em GSH, o que é essencial para a 

viabilidade do GSH in vivo. O GSH é um tripeptídeo que apresenta um importante 

papel celular na síntese de proteínas, transporte de aminoácidos, síntese do DNA e 

na desintoxicação celular (GATÉ et al., 1999).  
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A glutationa-S-transferase (GST) pertence a uma família multigênica de 

isoenzimas que catalisam a conjugação de compostos eletrofílicos à GSH. As várias 

isoformas da GST, podem metabolizar compostos carcinogênicos, poluentes 

ambientais, drogas, xenobióticos e detoxifica compostos endógenos reativos como 

hidroperóxidos de DNA (CNUBBEN et al., 2001).  

Essencialmente, manter os níveis dos sistemas antioxidantes mais elevados 

que os sistemas oxidantes é uma forma de se reduzir os danos induzidos pelo 

estresse oxidativo. Neste sentido, têm sido utilizados, através de suplementação, 

alguns antioxidantes ou ainda seus precursores (CERQUEIRA  et al., 2007). Um 

exemplo é a utilização de L-glutamina, precursora na formação de L-glutationa 

(GSH), o principal antioxidante celular não enzimático do organismo.  

 

1.5 L-GLUTAMINA 

 

Agentes antioxidantes são responsáveis pela inibição e redução de lesões 

causadas pelos radicais livres nas células. De maneira geral, atuam protegendo os 

sistemas biológicos contra os efeitos deletérios dos processos ou das reações que 

levam a oxidação de macromoléculas ou estruturas celulares. 

A L-glutamina (C5H10N2O3) é um L-α-aminoácido, a qual pode ser sintetizada 

por todos os tecidos do organismo. É o aminoácido livre mais abundante no plasma 

e no tecido muscular, sendo encontrada em concentrações relativamente elevadas 

em outros tecidos corporais. Sua biossíntese ocorre a partir do glutamato e da 

amônia, quando catalisada pela glutamina sintetase em uma reação dependente do 

trifosfato de adenosina (ATP, Figura 1). 

 

 
Figura 1 Interconversão glutamina-glutamato (WATFORD et al., 2002) 
 

Considerada como um aminoácido condicionalmente essencial em situações 

críticas do organismo, a L-glutamina, representa até 25% dos aminoácidos do 

plasma, sendo liberada principalmente da degradação protéica do músculo, local de 

seu maior estoque (50-60%) (FÜRST et al.; 2004). Graças aos seus dois grupos de 
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nitrogênio, a L-glutamina atua no transporte de nitrogênio entre vários tecidos 

principalmente do músculo para os órgãos viscerais. 

Em condições fisiológicas normais, a concentração de glutamina é constante, 

sua homeostase depende do equilíbrio da sua produção e utilização (GRIFFITHS, 

2001). Este aminoácido revela-se importante em estados hipercatabólicos, de 

balanço nitrogenado negativo, tais como infecções graves, trauma e câncer, onde há 

intensa proteólise muscular que pode ocorrer aumento da demanda de glutamina 

nestes tecidos, diminuindo seus níveis plasmáticos (ALBERTINI; RUIZ, 2001; BIOLO 

et al., 2006; CURI et al., 2005).  

Algumas células como enterócitos, linfócitos e células tumorais, devido à 

intensa proliferação, demandam mais nutrientes e tendem a consumir mais 

glutamina, pois esta fará parte da síntese protéica, da formação de glutamato e 

glutationa e ainda é precursora das purinas (Figura 2) (COLQUHOUN; 

NEWSHOLME, 1997; ALPERS, 2006; OLIVEIRA et al., 2010). 

 
Figura 2 Utilização da glutamina em forma de glutamato (DE LIMA, 2008). 

 

Alterações fisiológicas adaptativas, como intensa mobilização de proteína 

pelos pulmões e principalmente pelos tecidos musculares, para o aumento da 

síntese desse aminoácido, podem ocorrer em estado de catabolismo intenso, devido 

a competição pela utilização de glutamina por células tumorais e imunitárias 
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(KRZYWKOWSKI et al., 2001; ALPERS, 2006). Partindo desta hipótese, a 

suplementação de glutamina poderia diminuir o efeito do catabolismo, aumentando a 

atividade das células imunitárias.  

O papel antioxidante da L-glutamina se faz através da L-glutationa, um 

tripeptídeo constituído por glutamina, cisteína e glicina, que alterna seu estado redox 

entre GSH (estado reduzido) e o GSSG (estado oxidado). A ação antioxidante da 

glutationa está centrada no grupamento sulfildrila (-SH) doador de elétrons (CAO; 

PRIOR, 1998). Algumas vias da formação de ERO e a participação da GSH no 

equilíbrio do estresse oxidativo estão demonstradas na Figura 3 (VALKO et al., 

2007). 

A L-glutamina no seu processo catabólico gera precursores para a síntese de 

moléculas importantes, tais como a GSH (CURI et al., 2005). A enzima mitocondrial 

fosfato-glutaminase metaboliza a L-glutamina, formando glutamato e amônia, que 

são transportados para o citoplasma, onde através do ciclo gama-glutamil, o 

glutamato é usado na síntese de GSH. Dessa forma, a L-glutamina mantém o pool 

de glutamato intracelular, não permitindo que ocorra a depleção da GSH (AMORES-

SÁNCHES; MEDINA, 1999). 

A GSH é o mais abundante tiol celular de baixa massa molecular; a sua 

concentração é de aproximadamente 2mM e mais de 10 mM em eritrócitos humanos 

e hepatócitos, respectivamente. Este tripeptídeo é encontrado intracelularmente em 

altas concentrações, essencialmente em todos os organismos aeróbicos. Nota-se a 

ligação γ-peptídica pouco usual, a presença da porção γ-glutamil e do grupo α-

carboxilato livre prevenindo a hidrólise da GSH pelas peptidases celulares que 

degradam outros peptídeos pequenos. O seu principal papel é a manutenção do 

balanço redox celular (HUBNER, P. C.; ALMEIDA, W. P.; FATIMA, A., 2008). Possui 

papel central na biotransformação e eliminação de xenobióticos e na defesa das 

células contra o estresse oxidativo, desempenhando o papel de substrato para a 

GSH peroxidase, uma enzima antioxidativa que absorve vários peróxidos (URCINI et 

al., 1985).  

O papel fisiológico da GSH como um antioxidante tem sido descrito e 

fundamentado em numerosas desordens, de tal forma que o aumento da oxidação é 

um resultado do metabolismo anormal da mesma (MEISTER; ANDERSON, 1983; 

ZIEGLER, 1985). Muitos relatos têm demonstrado que a ação da GSH é como um 
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antioxidante endógeno, necessitando de mais estudos relacionando o efeito da 

ingestão na dieta contra o estresse oxidativo (UENO et al., 2002). 

 
Figura 3 Formação de espécies reativas de oxigênio, lipoperoxidação e proteção 
antioxidante (SORIA, 2012; adaptado de VALKO et al., 2007). 

 

As células epiteliais da mucosa intestinal apresentam alta concentração de 

glutaminase, compatível com as altas taxas de captação e consumo de L-glutamina 

(CHWALS, 2004). O intestino se constitui no principal órgão na síntese de GSH, 

mas, na presença de estresse oxidativo, a diminuição da concentração de L-

glutamina se constitui em um fator limitante para a sua síntese. Esse efeito pode ser 

minimizado com o fornecimento de suplementação adicional desse aminoácido 

(ROUSE et al.,1995). 

Situações diversas, como doenças inflamatórias, diabetes, câncer, 

envelhecimento e exercícios extenuantes podem depletar a GSH levando o 

organismo ao estresse oxidativo. A suplementação com L-glutamina tem mostrado 

efeitos positivos na redução de radicais livres em diversas situações, como por 

exemplo, em exercícios físicos exaustivos reduzindo a formação de lesão celular 

pelo aumento de ERO, e  na neuropatia diabética promovendo um efeito 

neuroprotetor no sistema nervoso entérico (SNE) frente ao estresse oxidativo 
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induzido pelo diabetes (ROTH et al., 2002; TOWSEND et al., 2003; BELMONTE et 

al., 2007; ALVES, 2010). 

Níveis de GSH mostram-se aumentados em ratos suplementados com L-

glutamina (ROTH et al., 2002). Adicionalmente, os efeitos benéficos da L-glutamina, 

também foram observados por Pereira et al. (2011) no combate às ERO, estas que 

são consideradas as principais causadoras da morte de neurônios, principalmente 

por provocar danos na membrana celular e fragmentação do DNA. A morte neuronal 

no SNE, relacionada ao estresse oxidativo, pode ser minimizada com a 

suplementação com antioxidantes dietéticos como observado em alguns trabalhos 

(PEREIRA et al., 2004; DE FREITAS et al., 2008). 

Experimentações em ratos, realizadas por Yoshida et al., 2001 e Salomão; 

Gomes-Marcondes, 2012, demonstraram que a L-glutamina, ao contrário do que se 

pensava, não provoca crescimento tumoral, revelando ser uma importante arma na 

redução do crescimento acelerado destas células, provavelmente por reduzir a 

resposta inflamatória. Nos últimos anos, estudos têm sugerido que a suplementação 

com L-glutamina é benéfica para pacientes críticos, uma vez que a mesma influencia 

a resposta inflamatória, o estresse oxidativo, a modulação de apoptose, a 

integridade da barreira intestinal e a plasticidade neural entérica (OLIVEIRA et al., 

2010; ALVES, 2010).  

Em pacientes com câncer, a permeabilidade da membrana intestinal pode 

aumentar, debilitando a barreira da mucosa e predispondo o paciente a maiores 

complicações. Suplementação com glutamina tem mostrado redução da 

permeabilidade da membrana da mucosa intestinal. Isto mantém sua estrutura, 

prevenindo a redução da secreção intestinal de imunoglobulina A (IgA), que 

conserva a concentração, a estrutura e função intestinal e consequentemente, 

melhora o sistema imunitário (SACKS, 1999).  

Os neurônios do trato gastrintestinal (TGI) têm sido objeto de diversas 

investigações utilizando modelos experimentais que induzem ao estresse oxidativo 

como o envelhecimento, diabetes, câncer, doenças parasitárias e atividade física. As 

células neurais do TGI fazem parte de um sistema nervoso próprio da parede 

intestinal, o SNE. Estes estudos observam as disfunções intestinais, as quais, em 

parte, são atribuídas às alterações morfológicas e quantitativas dos neurônios e à 

expressão de neurotransmissores no SNE (ZANONI et al., 1997; MAIFRINO et al., 
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1999; FREGONESI et al., 2001; FURLAN et al., 2002; MAREGA, 2001; KIETZER, 

2002; DE BRITTO et al., 2008, ALVES et al., 2010). 

 

1.6 SISTEMA NERVOSO ENTÉRICO (SNE) 

 

O trato gastrointestinal possui um sistema nervoso intrínseco, denominado 

SNE, e o mesmo, é formado por uma grande concentração de neurônios com ampla 

diversidade funcional. Considerada uma grande e complexa divisão do sistema 

nervoso autônomo (SNA), o SNE, tem função independente, sendo capaz de 

conduzir as funções do TGI, sem depender de comandos centrais. Suas 

características o fazem bastante similar ao cérebro, podendo o mesmo ser descrito 

como o "segundo cérebro", incluindo a organização compacta de elementos gliais e 

neurais, ausência de colágeno, espaço extracelular restrito e neurotransmissores 

comuns (FURNESS, 2012).  

Este SNE distribui-se por todo o sistema digestório tubular, desde o esôfago 

até o canal anal. Sua organização acontece através de plexos, que podem ser 

ganglionados ou não, e interagem por meio de numerosos neurotransmissores. As 

funções são controladas por uma interação dinâmica entre os diferentes tipos de 

células ou por meio de um grande número de moléculas sinalizadoras (MAZZONE; 

FARRUGIA, 2007). 

Além de sua própria rede neuronal, no SNE existem terminações neuronais 

extrínsecas do sistema nervoso simpático e parassimpático, conectadas por fibras 

aferentes e eferentes ao SNC. Entre suas funções, o SNE pode controlar e 

coordenar a motilidade intestinal, as secreções exócrinas e endócrinas, a absorção, 

a microcirculação e o sistema imune local, além de modular a resposta inflamatória 

do TGI (GABELLA, 1984; FURNESS; COSTA, 1987; GABELLA, 1990; GERSHON, 

1999; FURNESS, 2006). 

Os plexos ganglionados (grupos de neurônios com suporte de células da glia 

revestidos por uma lâmina basal e tecido conjuntivo), são interligados por feixes de 

fibras nervosas formando uma rede. Já os plexos não-ganglionados são 

encontrados na musculatura longitudinal e circular, na muscular da mucosa, junto 

aos vasos sanguíneos, nas bases das glândulas endócrinas da mucosa, e no interior 

das vilosidades.  
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Intrinsecamente, as células nervosas do SNE possuem corpos celulares 

inseridos em dois plexos ganglionados, o plexo mientérico e o plexo submucoso. Os 

plexos ganglionados do SNE juntos somam de 400-600 milhões de neurônios, 

dispersos ou reunidos em gânglios, equivalendo-se quase tanto ao que é encontrado 

na medula espinal (FURNESS, 2006; FURNESS, 2012). O plexo mientérico (de 

Auerbach) se localiza entre os estratos circular e longitudinal da túnica muscular, e o 

plexo submucoso (Meissner) localizado na tela submucosa (Figura 4) (FURNESS; 

COSTA, 1987; FURNESS, 2012).  

 
Figura 4 Organização do SNE de mamíferos. O SNE possui plexos ganglionados, o 
plexo mientérico entre as camadas longitudinal e circular da musculatura externa e o 
plexo submucoso, localizado na submucosa. Feixes de fibras nervosas ligam os 
gânglios e também formam os plexos que inervam o músculo longitudinal, músculo 
circular, muscular da mucosa, artérias intrínsecas e mucosa (adaptada de 
FURNESS, 2012). 

 

O gânglio mientérico varia em tamanho, forma e orientação, entre as várias 

espécies e ao longo dos segmentos intestinais. Os neurônios deste plexo são 

responsáveis pelo controle contrátil da musculatura; inervação motora das duas 

túnicas musculares e inervação secretomotora da mucosa. O plexo submucoso 

inerva a muscular da mucosa, células neuroendócrinas e vasos sanguíneos da 

camada submucosa; os neurônios deste plexo regulam principalmente as atividades 

secretomotoras e vasomotoras da mucosa (FURNESS; COSTA, 1983; FURNESS, 
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2006; BREHMER, 2006). Nesses plexos são grandes as variedades de tipos 

neuronais, numerosos neurotransmissores e receptores com diversas propriedades 

funcionais, constituindo uma verdadeira rede de controle da motilidade digestiva e 

vascular (FURNESS; COSTA, 1987; FURNESS, 2012).  

Este sistema complexo é integrado em vários outros sistemas, tais como 

células do sistema imune e as redes de células intersticiais de cajal (CIC). Além dos 

neurônios do SNE, outras células, como as CIC, contribuem para a atividade motora 

peristáltica (WARD et al., 2006; BURNS 2007; FARRUGIA, 2008). O resultado 

dessas interações é a coordenação eficaz da motilidade, secreção e fluxo de sangue 

no trato gastrointestinal.  As CIC geram ondas lentas e estão envolvidas na 

neurotransmissão e no controle eficaz do potencial da membrana do músculo liso 

(MAZZONE; FARRUGIA, 2007). Estão relacionadas anatômica e funcionalmente ao 

SNE (NEWGREEN, 2002). É sugerido que a diferenciação das CIC é dependente da 

localização no SNE e que a redução no número das mesmas está  associado com 

várias doenças que acometem o SNE. 

 

1.7 CÉLULAS INTERSTICIAIS DE CAJAL  (CIC) 

 

 As CIC foram descobertas e descritas pelo pesquisador espanhol Santiago 

Ramón y Cajal (1911), primeiramente classificadas como neurônios primitivos, 

capazes de modificar a contração do músculo liso. Após as descrições de Cajal, 

essas células ganharam importância (1970-1980), sendo identificadas usando 

diferentes nomes, até serem chamadas de células intersticiais de Cajal, como são 

conhecidas na nomenclatura atual (GARCIA-LOPEZ; FREIRE; GARCIA-MARIN, 

2009).  

Existem algumas variações estruturais entre espécies e diferenças devido à 

sua localização no intestino, mas a ultra-estrutura da CIC pode ser caracterizada 

pela presença de várias mitocôndrias; retículo endoplasmático rugoso; junções 

comunicantes com células musculares lisas (HUIZINGA et al., 1995; CAMBOROVÁ 

et al, 2003; BLAIR et al., 2014). 

As CIC apresentam estabelecidas quatro funções distintas. Elas geram ondas 

elétricas lentas que são transmitidas passivamente para o músculo liso 

gastrointestinal (HUIZINGA et al., 1995; WARD et al., 1994; SANDERS et al., 2006). 

Sinalizam a neurotransmissão colinérgica e nitrérgica (BURNS et al., 1996; WARD et 
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al., 2000; WARD; SANDERS, 2006). Regulação de potenciais de ação na membrana 

celular do músculo liso e gradiente de potencial eletroquímico (FARRUGIA et al., 

2003; SHA et al., 2007; GIBBONS; FARRUGIA, 2004) e parecem estar envolvidas 

na mecanotransdução (STREGE et al., 2005; WON et al., 2005). 

As CIC participam do controle da motilidade do TGI. Essas células associadas 

ao SNE geram e propagam “ondas lentas”, espontaneamente, para as camadas 

musculares, constituindo o que é chamado por sistema de marcapasso que 

determina a frequência de contração fásica (SANDERS, 1996; WARD et  al., 2006; 

BURNS, 2007; HUIZINGA et al., 2009). As ondas de contração possuem ritmicidade, 

frequência e amplitude de contração, as quais são determinadas pela atividade 

elétrica de ondas lentas, geradas e propagadas por CIC à musculatura lisa 

(SANDERS et al., 2000). Assim, muitos estudos vêm tentando caracterizar as 

condutâncias responsáveis pelas ondas lentas no TGI, mas a precisão do 

mecanismo da ritmicidade elétrica ainda é debatido (CAMBOROVÁ et al., 2003; 

WARD et al., 2006; BURNS 2007). 

Estão localizadas ao longo de todo TGI, do esôfago até o esfíncter anal 

interno (DANIEL et al., 1984; HAGGER et al., 1998); e a máxima densidade é 

encontrada na parte externa da camada muscular circular, seguida de sua parte 

mais interna. Na camada longitudinal ela diminui progressivamente em direção à 

serosa (WEDEL et al., 2002; RINTALA, 2006; Figura 5). 

 
Figura 5 Descrição das subpopulações das CIC (adaptada de BLAIR et al., 2014). 
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As CIC são classificadas em vários subtipos, baseado em dados morfológicos 

e funcionais e em função da sua localização nas camadas de tecido do TGI 

(GABELLA, 1979; HANANI et al., 2005; GFROERER; ROLLE, 2013). A forma da 

célula e disposição de cada subtipo é determinada principalmente por três fatores: 

(1) a relação com plexos nervosos locais, (2) pela orientação da camada de músculo 

liso que está contida e (3) pela frequência de ligações com outras CIC (HANANI, et 

al., 2005; GFROERER; ROLLE, 2013).  

As CIC podem estar localizadas no estômago (a), intestino delgado (b) e 

cólon (c), podendo ser classificadas e representadas esquematicamente conforme a 

Figura 6.  

 
Figura 6 Visão geral dos subtipos de CIC no TGI. Representações esquemáticas de 
CIC no estômago (A), intestino delgado (B), cólon (C). Camada muscular circular 
(MC) e camada muscular longitudinal (ML). Células intersticiais de Cajal do plexo 
mientérico (CIC-MY). Células intersticiais de Cajal do plexo muscular profundo (CIC-
DMP). (adaptada de LINO; HORIGUCHI, 2006). 
  

 As CIC localizadas no interior do espaço intermuscular entre as camadas 

musculares longitudinal e circular; aderidas a camada muscular longitudinal externa, 

localizadas próximas ao plexo mientérico são conhecidas como CIC-MY. São células 

com citoplasma multipolar, processos citoplasmáticos primários que projetam 

processos secundários, terciários e mais processos de ramificações que se 

interconectam com seus homólogos (junções gap), caracterizando uma rede 

tridimensional (BLAIR et al., 2014). Elas formam uma rede de ¨telefonia¨ celular no 

espaço da camada mientérica, porém é independente do plexo mientérico e as 

mesmas podem apresentar receptores para vários neurotransmissores 

(PATTERSON et al., 2001). Sua função mais específica consiste em gerar ondas 
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lentas na musculatura, se comportando como células marcapasso no estômago e no 

intestino delgado (LINO; HORIGUCHI, 2006; BLAIR et al., 2014).  

 

De uma forma geral, esses subtipos podem ser organizados conforme a Figura 7. 

 
Figura 7 Organização dos subtipos de CIC de acordo com Cajal e a atual 
nomenclatura. Células intersticiais de Cajal do plexo muscular profundo (CIC-DMP 
ou CIC-SMP ou CIC-SM). Células intersticiais de Cajal da camada muscular circular 
(CIC-CM ou CIC-IM). Células intersticiais de Cajal do plexo mientérico (CIC-MP ou 
CIC-MY). Células intersticiais de Cajal da camada muscular longitudinal (CIC-LM ou 
CIC-IM). (adaptada de GARCIA-LOPEZ; FREIRE; GARCIA-MARIN, 2009). 
 

As CIC encontradas entre a camada mais interna e a camada mais externa da 

muscular circular, aderidas a camada circular interna próximas do plexo muscular 

profundo (DMP), são conhecidas como CIC-DMP (MAZZONE; FARRUGIA, 2007). 

Classificadas como células multipolares com processos finos ao longo das fibras 

nervosas no DMP, capazes de interagir com células musculares por meio de junções 

do tipo gap e cavéolas, permitindo-lhes transmitir informações da inervação 

nitrérgica e colinérgica para os músculos (BURNS et al., 1996; BECKETT et al., 

2002; WANG; PATERSON; HUIZINGA et al., 2009; WARD et al., 2006), são em 

menor número, quando comparadas com as CIC-MY, e as suas redes celulares são 

relativamente soltas no intestino delgado (KOMURO, 2006; BLAIR et al., 2014).  

 As CIC da muscular circular (CIC-CM), são principalmente células bipolares 

orientadas ao longo do eixo de células musculares lisas. No entanto, a distribuição e 

densidade das células do CIC-CM diferem consideravelmente de órgão para órgão, 

CIC-CM no intestino delgado mostram frequentemente ramos citoplasmáticos 

secundários e são escassamente distribuídos com feixes nervosos. Em contraste, o 
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CIC-CM do estômago e do cólon mostram uma forma alongada do eixo simples, mas 

são densamente distribuídos ao longo de feixes de nervos (KOMURO, 2006; BLAIR 

et al., 2014). 

 As CIC da muscular longitudinal (CIC-LM), são semelhantes as CIC-CM em 

forma celular, mas são geralmente menos numerosas do que as CIC-CM em quase 

todo o trato gastrintestinal, ou seja, estômago, intestino delgado e cólon (KOMURO, 

2004). Localizadas nas próprias camadas musculares; na muscular longitudinal e na 

muscular circular são juntas referidas como CIC intramuscular (CIC-IM) (SANDERS, 

1996; BLAIR et al., 2014). 

 As CIC da submucosa (CIC-SM; CIC-SMP), são encontrados na interface 

entre o tecido conjuntivo da submucosa e a camada mais interna da circular 

muscular da região pilórica do estômago (HORIGUCHI et al., 2001; SEKI; KOMURO, 

2002; MITSUI; KOMURO, 2003) e do cólon, respectivamente (BEREZIN et al., 1988; 

ISHIKAWA; KOMURO, 1996). Seus eixos celulares são paralelos com a camada 

circular, mas contêm células multipolares com alguns processos secundários e 

parecem formar uma rede frouxa (KUNISAWA; KOMURO, 2004), sendo elas 

responsáveis pela estimulação das glândulas para liberação de seu conteúdo interno 

em direção ao lúmen (BAYGUINOV et al., 2010; BLAIR et al., 2014). As CIC da 

subserosa (CIC-SS), células intersticiais estreladas na camada subserosa foram 

observadas no intestino delgado de ratos (THUNEBERG, 1982) e no intestino 

grosso (VANDERWINDEN et al., 2000).  

As CIC são células de origem mesenquimal e possuem receptores de tirosina 

quinase (c-Kit) em sua superfície (MAWEI, 2009). C-Kit é o produto de um proto-

oncogene que regula o desenvolvimento e diferenciação de células progenitoras das 

linhagens de melanócitos, células germinativas e hematopoéticas (WARD et al., 

1994). Estudos demonstram a importância da expressão de c-Kit para o 

desenvolvimento e manutenção de CIC e, consequentemente para o 

desenvolvimento intestinal normal. O c-Kit parece ser fator indispensável à 

sobrevivência de algumas, mas não de todas as classes de CIC (MAEDA et al., 

1992; TAKAKI, 2003). Vários distúrbios da motilidade gastrintestinal têm sido 

associados com depleção de kit-positivo (C-kit) para CIC (FELDSTEIN et al., 2003; 

FORSTER et al., 2005; HANANI et al., 2005). 

Outra proteína apresenta expressão elevada e específica nas CIC, 

identificada como DOG-1 (WEST et al., 2004; ESPINOSA et al., 2008). É uma 
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proteína transmembrana que atua na regulação dos canais de Ca2+ e Cl- (CaCCs), 

conhecida atualmente como TMEM16A codifica o Anoctamin 1 (ANO1), alternando 

polarização e repolarização das CIC na condução de impulso de ondas lentas, 

possuindo papel importante para as contrações rítmicas do músculo liso intestinal 

(YANG et al., 2008; CAPUTO et al., 2008; SCHROEDER et al., 2008; FERRERA et 

al., 2009; ZHU et al., 2009). 

Ano1 é parte de uma família de 10 produtos de genes (ANO1 a ANO10 ou 

TMEM16A para TMEM16K) com sequências primárias similares e estruturas 

secundárias. A expressão do ANO1 foi descoberta em tumores estromais 

gastrintestinais (WEST et al., 2004; ESPINOSA et al., 2008; STANICH et al., 2011) e 

está relacionada a outras doenças incluídas nas disfunções do trato gastrintestinal, 

principalmente distúrbios da motilidade. A expressão de anoctamins foi analisada 

principalmente em ratos e a proteína Ano1 foi expressa positivamente nos tratos 

gastrointestinais de ratos, seres humanos e primatas não-humanos (Macaca 

fascicularis) (GOMEZ-PINILLA et al., 2009; HWANG et al., 2009; SANDERS et al., 

2012). 

A Ano1 parece ser a condutância dominante das ondas lentas nas CIC, e, é 

mais específico para as mesmas do que o c-Kit, pois o c-Kit também é expresso 

pelos mastócitos no intestino. A imunomarcação para Ano1 e c-Kit mostrou que 

células imunopositivas para Ano1 eram exclusivamente CIC (HWANG et al., 2009; 

GOMEZ-PINILLA et al., 2009).  

Tem sido demonstrado que a atividade elétrica de marcapasso muscular tem 

início através de correntes internas no citoplasma de CIC, conduzidas a partir de 

alterações em canais iônicos, seguido de despolarização da membrana plasmática. 

A condutância é seletiva a canais de cloro, os quais são ativados por canais de 

cálcio (Ca2+), acionados por um processo dependente de voltagem. A entrada de 

Ca2+ e, eventualmente, liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares, pode ser o 

sinal que ativa a grande corrente interna nas CIC (ZHU et al., 2009; BLAIR et al., 

2014; Figura 8 e Figura 9).  

O termo “ondas lentas” faz referência ao ciclo de despolarização e 

repolarização induzido na célula muscular lisa. As CIC contribuem para a 

manutenção do potencial de repouso negativo, o qual assegura uma fase de 

relaxamento entre as contrações (SANDERS et al., 1999). A atividade de 

marcapasso controla o potencial de membrana da célula muscular lisa aumentando 
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a possibilidade de abertura dos canais de Ca2+ e de iniciar o potencial de ação 

nessas células, resultando em excitabilidade muscular (MAZZONE; FARRUGIA, 

2007). 

As CIC fornecem vias necessárias para propagação das ondas elétricas nas 

células musculares lisas de modo indispensável à peristalse (MAZZONE; 

FARRUGIA, 2007). Portanto, a atividade elétrica espontânea através de CIC é uma 

importante via de ativação do músculo liso do TGI, mas não é a única e ocorre 

sobreposta a impulsos regulatórios nervosos, hormonais e parácrinos (SANDERS, 

2000). 

As CIC se encontram fisicamente interpostas entre varicosidades de terminais 

nervosos e fibras musculares lisas adjacentes. Estabelecem contatos sinápticos com 

neurônios e formam junções comunicantes com as células musculares lisas e, ainda 

entre uma CIC e outra, facilitando a neurotransmissão (BECKETT et al., 2002; 

SANDERS; WARD, 2006). 

 
Figura 8 Mecanismo de geração intracelular da atividade de marcapasso das CIC. 
(A) liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares pela ativação transitória dos canais 
anoctamin-1 (Ano1). (B) produção de correntes transitórias espontâneas em células 
de marca-passo primárias. NKCC1 repõem íons Cl- intracelulares. (C) ondas lentas 
despolarizam CIC próximas, desencadeando a ativação de canais voltagem-
dependentes de Ca2+ em células marca-passos secundárias (adaptada de BLAIR et 
al., 2014). 
 

As CIC dentro do trato gastrointestinal possuem uma série de 

neurotransmissores e sua  atividade é influenciada por neurônios motores do SNE, 

colinérgicos ou nitrérgicos, através da liberação dos respectivos neurotransmissores 

(IWASAKI et al., 2006; MAZZONE; FARRUGIA, 2007). Os mediadores não 

adrenérgicos e não colinérgicos (NANC), envolvidos na motilidade intestinal 

englobam um importante sistema de neurotransmissores, dentre eles, o NO que 

aparece como neurotransmissor inibitório NANC dominante no SNE (NEZAMI; 

SRINIVASAN, 2010).  
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Figura 9 Ativação da propagação de ondas lentas. 1° passo: elevação do Ca2+ em 
todas as células. 2° passo: despolarização ativa entrada de Ca2+ e liberação de Ca2+ 
em toda CIC. 3° passo: despolarização ativa propagação de ondas lentas na rede de 
CIC (seta preta horizontal mostra a direção de propagação). 4° passo: ondas lentas 
se propagam pela rede de CIC, e conduzem passivamente para as células 
musculares lisas acopladas eletricamente (adaptada de SANDERS; WARD; KOH, 
2014).  

 

O NO é considerado um mediador inibitório dos neurônios entéricos que 

contém a enzima óxido nítrico sintase (NOS), conhecidos como neurônios nitrérgicos 

(BULT et al., 1990). Segundo Ward (2000), as CIC atuam como um elo fundamental 

na neurotransmissão inibitória entérica. Os neurônios entéricos liberam 

neurotransmissores que ligam-se principalmente aos receptores expressos por CIC. 

Os terminais de neurônios motores entéricos liberam o neurotransmissor, a CIC 
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medeia e traduz impulsos nervosos para as células musculares lisas na forma de 

respostas mecânicas (WARD, 2000).  

Para as CIC estarem envolvidas na neurotransmissão, devem expressar 

receptores e efetores apropriados para ocorrer a transdução de sinais. As respostas 

ao NO no TGI depende da produção de GMP cíclico (cGMP) pela guanilato ciclase 

solúvel. A guanilato ciclase é uma enzima heterodímera composta por duas 

subunidades, α e β e estudos imunohistoquímicos mostraram que ambas as 

subunidades são fortemente expressas em CIC (IINO et al., 2008;) (Figura 10). 

 

Figura 10 Principais alvos da inervação motora entérica. Neurônios motores 
inibitórios e excitatórios. Receptor guanilato ciclase (GC) para NO. Células 
musculares lisas (CLM) (adaptada de WARD; SANDERS, 2001). 
 

A literatura descreve vários trabalhos, os quais sugerem que as CIC 

participem da neurotransmissão dependente de NO (BURNS et al., 1996; WARD et 

al., 1998a; FARRÉ et al., 2007). As CIC expressam seletivamente os canais de íons 

e sistemas de segundos mensageiros, que são necessários para a transdução de 

sinais de NO liberado por neurônios nitrérgicos, e que poderiam ativar vias inibitórias 

em células pós-juncionais (BURNS et al., 1996; WARD et al., 1998b; FARRÉ et al., 

2007). Além disso, baseado em experimentos em cultura, é sugerido que o NO 

derivado de neurônios nNOS desencadeia importante papel na sobrevivência de 

CIC, atuando como molécula citoprotetora. O tratamento com doadores de NO 

promove o aumento do número de CIC, enquanto que o tratamento com inibidores 

do NO leva a diminuição destas células (CHOI et al., 2007).  

Entretanto, segundo alguns autores as evidências do papel de CIC na 

neurotransmissão são indiretas e circunstanciais. As CIC respondem ao SNE, mas 
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não quer dizer que estas células são responsáveis por traduzir sinais neuronais para 

células musculares lisas e não provam que CIC medeiam a neurotransmissão 

(GOYAL; CHAUDHURY, 2010).  

A perda de CIC ou o desmantelamento das redes de células têm sido relatada 

em uma ampla série de doenças do trato gastrintestinal incluindo acalasia 

(FAUSSONE-PELLEGRINI et al., 1985; KHELIF et al., 2003; KRAICHELY; 

FARRUGIA, 2006), pseudo-obstrução intestinal crônica (YAMATAKA et al., 1998; 

FELDSTEIN et al., 2003), doença de Hirschsprung (VANDERWINDEN et al., 1996; 

PIOTROWSKA et al., 2003), doença inflamatória intestinal (RUMESSEN et al., 

1996), constipação de trânsito lento (HE et al., 2000; WEDEL et al., 2002), 

gastroenteropatia diabética (ZARATE et al., 2003; FORSTER et al., 2005), tumor 

(FARRUGIA, 2008), entre outras. Porém, não é possível afirmar se a ausência das 

CIC causam doenças ou se a doença causa a falta das mesmas (BURNS, 2007). 

Muito já se explorou no que se refere ao reconhecimento da importância das 

CIC para a integridade da função motora do digestório (THUNEBERG, 1982), no 

entanto, o interesse em relacionar sua função com as alterações causadas pelo 

estresse oxidativo ainda não está totalmente elucidado (WEST, 2004). 

Disfunções na motilidade intestinal tais como a constipação, têm sido 

descritas em pacientes portadores de neoplasias e em experimentações com ratos 

utilizando tumor de Walker-256 (CHINN; SCHUFFLER, 1988; MCCARTHY; DAUN, 

1992; YAEGASHI et al., 1995; LEE et al., 2001; KIETZER, 2002). A diminuição do 

trânsito intestinal em modelos portadores de tumor pode estar relacionada a 

alterações na musculatura lisa intestinal ou em células do SNE ou em algum 

componente neural extrínseco deste órgão ou ainda em todos simultaneamente 

(MAREGA, 2001). Todo o trato gastrointestinal é afetado pelo tumor, da boca a 

região anorretal, e a disfunção deste sistema contribui para a morbidade desta 

doença e piora a qualidade de vida de seus portadores. Dessa forma, há 

necessidade de melhor entendimento das alterações nesse sistema e da 

compreensão dos mecanismos moleculares que controlam a função; densidade e os 

eventos que desencadeiam a sobrevivência; proliferação e morte celular das CIC. 
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Resumo 
 
Antecedentes/Objetivos  
 
Avaliar os efeitos da suplementação com L-glutamina 2% na caquexia e nas 
desordens da motilidade intestinal do jejuno, e a relação da enzima óxido nítrico 
sintase neuronal imunorreativa (nNOS-IR) com as células intersticiais de Cajal (CIC) 
em ratos portadores de Tumor de Walker-256.  
 
 
Métodos  
 
Trinta e dois ratos Wistar machos foram distribuídos em quatro grupos: controle (C), 
controle suplementados com L-glutamina (CG), portadores de Tumor de Walker-256 
(TW), portadores de Tumor de Walker-256 suplementados com L-glutamina (TWG). 
Após 14 dias, os jejunos foram coletados e processados para técnicas 
imunohistoquímicas de preparado total e criocortes, e para análise do Western Blot. 
Análises quantitativas foram realizadas para Ano1 e nNOS. 
 
Resultados  
 
A redução da densidade das CIC e o aumento da expressão da proteína Ano1 foi 
observada no grupo TW em comparação ao C (p < 0,05). A maior produção de óxido 
nítrico (NO) estimulou a proliferação e manutenção das projeções celulares das CIC. 
A caquexia foi menor no grupo TWG em comparação com o TW (p < 0,05). A 
suplementação com L-glutamina no grupo TWG promoveu elevada plasticidade das 
CIC. 
 
Conclusões  
 
A suplementação com L-glutamina parece estar envolvida na regulação dos canais 
de Ca+2 e Cl-. A expressão aumentada de NO juntamente com o tratamento 
antioxidante, parecem contribuir para a proteção e reparação das CIC no modelo de 
tumor de Walker 256. 
 
Palavras-chave: antioxidantes, síntese protéica, sistema nervoso entérico, câncer. 
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Introdução 

 

 As células intersticiais de Cajal (CIC) foram descobertas e descritas pelo 

pesquisador espanhol Santiago Ramón y Cajal em 1911. Apresentam funções 

estabelecidas de geração e propagação do sinal de condução eletroquímica;10-50 

regulação dos potenciais de ação e do gradiente de potencial eletroquímico na 

membrana celular do músculo liso;22-26-52 sinalização da transmissão neural 

entérica,38-40-64 e, parecem estar envolvidas na mecanotransdução.53-61 

 As CIC são uma classe de células heterogêneas e especializadas, 

classificadas em vários subtipos conforme sua localização nas camadas de tecido 

do trato gastrointestinal (TGI) e suas características morfofuncionais.24-30 Na camada 

muscular longitudinal externa, acopladas ao plexo mientérico (MY), as CIC-MY 

caracterizam-se por possuir citoplasma multipolar e redes densas que se 

interconectam tridimensionalmente no plexo mientérico,7-37 com função específica de 

gerar ondas lentas na musculatura, se comportando como células marca-passo no 

intestino delgado.32-40 Na camada muscular circular interna, próximas ao plexo 

muscular profundo (DMP), as CIC-DMP se apresentam como células multipolares 

com processos finos, capazes de interagir com as células musculares lisas e 

neurônios com funções inibitórias no trato gastrointestinal (TGI). Participam da 

neurotransmissão,5-58,59 e são em menor número quando comparadas com as CIC-

MY.7-37  

 A proteína anoctamin 1, Ano1 (Tmem16A) é um canal de cloro ativado por 

cálcio e apresenta expressão específica e elevada nas CIC.20-60 Alterna a 

despolarização e repolarização na condução do impulso de ondas lentas,23-27-33 

representando papel importante para o estudo das contrações rítmicas do músculo 
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liso intestinal.4-11-51-62-65 A perda ou defeitos nas CIC, podem contribuir para 

distúrbios da motilidade, e as disfunções estão relacionadas aos processos 

inflamatórios, estresse oxidativo e apoptose.17-25-34 

Doenças crônicas não transmissíveis, como o câncer, são capazes de alterar 

a homeostase metabólica, e o quadro característico de desequilíbrio com o 

crescimento do tumor leva a uma síndrome denominada caquexia.57 Os tumores 

aumentam a quantidade de substâncias pró-oxidantes e diminuem as atividades das 

enzimas antioxidantes em tecidos extra-tumorais, promovendo o aumento do 

estresse oxidativo e reduzindo a capacidade de resposta celular a esse processo.42-

44-56 Neste sentido, a suplementação com o uso de antioxidantes tem se mostrado 

eficiente para prevenir ou amenizar esses efeitos.  

A L-glutamina é precursora da glutationa (GSH) que é um importante 

antioxidante endógeno. Em situações de estresse metabólico e de catabolismo 

intenso, a suplementação com L-glutamina resulta na melhora do quadro clínico pelo 

aumento da síntese protéica.1-6-19 Os efeitos benéficos se resumem em potencializar 

as defesas antioxidantes; atenuar o processo inflamatório; preservar a função imune 

e atuar como precursora de nucleotídeos e glicose.2-48 

Apesar da relevância do assunto, ainda faltam informações acerca do papel 

da L-glutamina na proteção das CIC na condição do tumor induzido e o papel da 

neurotransmissão inibitória nessas células. Assim, o presente estudo apresenta 

como objetivo investigar o efeito da suplementação com L-glutamina a 2% sobre as 

CIC-MY e CIC-DMP e a relação da neurotransmissão inibitória dos neurônios nNOS 

mientéricos e submucosos, na porção jejunal de ratos portadores de Tumor de 

Walker-256.  
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Materias e Métodos 

 

Todos os procedimentos descritos no presente trabalho estão de acordo com 

os princípios éticos adotados pela Sociedade Brasileira de Ciências em Animais de 

Laboratório (SBCAL) e foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da Universidade Estadual de Maringá (UEM) pelo parecer 099/2012. 

 

Delineamento experimental 

 

Foram utilizados trinta e dois ratos machos Wistar (Rattus norvegicus) com 57 

dias de idade, pesando 199,42 ± 11,65 g obtidos do Biotério Central da Universidade 

Estadual de Maringá. Os animais foram distribuídos aleatoriamente em quatro 

grupos (n = 8 por grupo): controle (C), controle suplementado com L-glutamina a 2% 

(CG), Tumor de Walker-256 (TW), Tumor de Walker-256 suplementado com L-

glutamina a 2% (TWG). Os ratos foram mantidos em caixas de polipropileno (40 x 33 

x 17 cm) por um período de 14 dias com um ciclo claro/escuro de 12/12/h e 

temperatura controlada (24/±/2 °C). Alimento e água estavam disponíveis ad libitum. 

Nos grupos TW e TWG foram inoculadas, via subcutânea no flanco direito 

traseiro, uma suspensão contendo 8,0 x 107 células tumorais (Walker-256) viáveis, 

em 0,5 mL em tampão fosfato salino (PBS) 16,5 mM, pH 7,5 por animal. As células 

tumorais Walker 256 são mantidas no Laboratório de Fisiopatologia da Universidade 

Estadual de Londrina (UEL). Nos grupos controles (C e CG) foram inoculados 0,5 

mL de PBS 16,5 mM, pH 7,5 no mesmo local.20-29  

A suplementação foi iniciada no mesmo dia após a indução do tumor. Os 

animais não suplementados (grupos C e TW) receberam ração padrão balanceada 
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Nuvital (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil). Para a suplementação experimental dos 

ratos pertencentes aos grupos CG e TWG, a L-glutamina (Deg, São Paulo, SP, 

Brasil) foi incorporada a ração padrão na proporção de 2 g/100 g de ração. A ração 

foi moída e acrescentada a L-glutamina, em seguida reconfeccionada em pellets e 

posteriormente secos em estufas.2 O consumo de ração foi avaliado a cada dois dias 

(g/dia). 

  

Coleta e processamento do material 

 

Ao final do período experimental de 14 dias, os animais foram pesados e 

receberam injeção endovenosa de sulfato de vincristina (0,5 mg/kg de peso corporal; 

Eurofarma Laboratórios, São Paulo, SP, Brasil) 2h antes da eutanásia. Após este 

período foram anestesiados pela via intraperitoneal com tiopental (40 mg/kg de peso 

corporal; Laboratórios Abbott, Chicago, IL, EUA) e mortos sob aproveitamento de 

anestésico. 

Os animais passaram pelo procedimento de retirada da massa tumoral, a qual 

foi pesada para o cálculo da porcentagem (%) de perda de massa corpórea (índice 

de caquexia), de acordo com a equação: 

 % Perda de massa corpórea = [mie – mfe + (mt) + gmc] x 100  

                                                                             (mie + gmc) 

Onde: mie= massa corpórea inicial do animal com tumor; mfe= massa 

corpórea final do animal com tumor; mt= massa do tumor; gmc= ganho de massa do 

grupo controle.  

Os jejunos foram coletados e lavados em tampão fosfato salina (PBS, 0,1 M, 

pH 7,4). Para identificação da dupla marcação da proteína Ano1 e enzima nNOS os 
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jejunos foram preenchidos com fixador acetona P.A 15 minutos a 4°C. Após a 

fixação, os jejunos foram cortados ao longo da borda mesentérica e lavados em PBS 

por 30 minutos. Os mesmos foram então armazenados a 4°C em PBS com a adição 

de azida sódica 0,08%. Para a identificação dos neurônios nNOS, os jejunos foram 

preenchidos com fixador Zamboni, em seguida, foram mantidos por 18 h na mesma 

solução a 4°C. Após a fixação, os jejunos foram cortados ao longo da borda 

mesentérica e lavados em álcool 80% até a remoção visível do fixador. A 

desidratação em séries crescentes de álcool (95 e 100%), a diafanização em xilol e 

a reidratação em séries decrescentes de álcool (100, 90, 80, e 50%) foram 

realizadas. Os mesmos foram então armazenados a 4°C em PBS com a adição de 

azida sódica 0,08%. 

Posteriormente, os segmentos de jejuno foram dissecados sob 

estereomicroscópio Stemi DV4 (Zeiss, Jena, Alemanha) para obtenção de 

preparados totais para avaliar as CIC-MY e neurônios nNOS imunorreativos (nNOS-

IR) mientéricos; e CIC-DMP e neurônios nNOS-IR submucosos.  

 

Procedimentos de imunofluorescência 

 

Os preparados totais foram lavados duas vezes em solução de PBS contendo 

Triton X-100 0,3% (Sigma, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) por 10 min. Após foram 

incubados por 2hrs em solução de bloqueio contendo PBS + Triton X-100 0,3% + 

albumina soro bovino 2% (BSA; Sigma, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA).  

 

Imunohistoquímica para dupla marcação da proteína Ano1 e da enzima nNOS 
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Para a dupla marcação da proteína Ano1 e da enzima nNOS, os preparados 

totais foram incubados em solução contendo ambos os anticorpos primários: anti-

Ano1 (produzido em coelho; 1:200; ABCAM® discover more, EUA) e anti-nNOS 

(produzido em camundongo; 1:500; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 

EUA), respectivamente. Após 48h de incubação a 4 °C, os jejunos foram lavados 

duas vezes em solução de PBS contendo Triton X-100 0,3% por 10 min e incubados 

por 2h em temperatura ambiente com os seguintes anticorpos secundários: Alexa 

Fluor 488 IgG anti-coelho produzido em cabra (1:200; Molecular Probes, Eugene, 

Oregon, EUA), e Alexa Flúor 568 IgG anti-camundongo produzido em  burro (1:500; 

Molecular Probes, Eugene, Oregon, EUA). Os preparados totais foram lavados duas 

vezes em solução de PBS, montados em lâminas com glicerol tamponado (9:1) e 

armazenados a 4°C. Para o controle negativo, o anticorpo primário foi omitido. 

 

Análise da intensidade de brilho emitido nas imunomarcações para CIC nos 

preparados totais 

 

A quantificação do brilho emitido nas imunomarcações para CIC foram 

realizadas por meio de imagens obtidas por amostragem, utilizando 30 imagens de 

cada animal do segmento jejuno nos preparados totais das CIC-MY e CIC-DMP em 

aumento de 40X. As imagens foram capturadas por câmera de alta resolução 

Moticam® 2500 5.0 Mega Pixel (Motic China Group Co., Shanghai, China) acoplada 

ao microscópio óptico de fluorescência Olympus® BX40 (Olympus Co., Japão), 

transferidas para microcomputador pelo software Motic Images Plus® 2.0ML (Motic 

China Group Co., Shanghai, China) e gravadas. 
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O software de análise de imagens ImageJ® versão 1.43o (National Institutes 

of Health (NIH), Bethesda, MD, EUA) foi utilizado para a quantificação da 

intensidade de brilho emitido nas imunomarcações para Ano1 nas imagens gravadas 

para determinação da intensidade de brilho em RGB (Red-Green-Blue). As análises 

foram avaliadas de forma cega. Todas as imagens foram recodificadas antes da 

avaliação e as análises foram realizadas por um único pesquisador. 

 

Modelagem em superfície 3D representativas da intensidade de imunoexpressão da 

proteína Ano1 

 

O plugin Interactive 3D surface plot v2.33 no programa ImageJ® versão 1.43o 

(National Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD, EUA) foi usado para visualizar 30 

imagens do segmento jejuno nos preparados  totais para CIC-MY e CIC-DMP em 

aumento de 40X. A altura de pico e cor são representativos da intensidade de 

imunoexpressão da proteína Ano1. Foram utilizados os mesmos parâmetros de 

tamanho da grade, superfície, perspectiva e iluminação para todas as montagens 3D 

analisadas.15 

 

Ocupação do espaço pelas redes celulares das CIC-MY e CIC-DMP e neurônios 

mientéricos e submucosos nNOS-IR nos preparados totais 

 

 Análise semi-quantitativa da proporção da área imunomarcada para CIC e a 

enzima nNOS realizada por meio de imagens obtidas por amostragem, utilizando 30 

imagens dos preparados totais do jejuno, em aumento de 40X. As imagens foram 

capturadas por câmera de alta resolução Moticam® 2500 5.0 Mega Pixel (Motic 
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China Group Co., Shanghai, China) acoplada ao microscópio óptico de fluorescência 

Olympus® BX40 (Olympus Co., Japão), transferidas para microcomputador pelo 

software Motic Images Plus® 2.0ML (Motic China Group Co., Shanghai, China) e 

gravadas. 

O software de análise de imagens ImageJ® versão 1.43o (National Institutes 

of Health (NIH), Bethesda, MD, EUA) foi utilizado na abordagem semi-quantitativa 

para estimar as variações ocorridas na densidade espacial das imunomarcações 

para Ano1 e nNOS nas imagens gravadas, as imagens foram convertidas para 16 

bits e submetidas a função de binarização para remover a intensidade do fundo.15 As 

análises foram avaliadas de forma cega. Todas as imagens foram recodificadas 

antes da avaliação e as análises foram realizadas por um único pesquisador. 

 

Reações imunohistoquímicas em cortes histológicos obtidos por criostato 

 

 Amostras de jejuno foram esticadas com a mucosa para cima sob cortiça com 

auxílio de espinhos e foram feitas lavagens repetidas com o tampão fosfato salino 

0,1M pH 7,4 (PBS). Imediatamente após a lavagem, os tecidos foram mantidos em 

acetona P.A 15 minutos a 4°C. A seguir foram lavados em PBS por 30 minutos e 

estocados em solução de sacarose 18% em PBS 0,1M, por um período de 24 horas 

para crioproteção. Os tecidos foram cortados e envolvidos em meio de embebição 

(O.C.T. 4583 compound – Tissue-Tek).  Após congelados em nitrogênio líquido e 

armazenados em freezer de -80°C. 

Posteriormente, foram feitos cortes transversais semi-seriados de 10μm em 

criostato (Leica Biosystems CM1860, Heidelberger, Alemanha), que foram dispostos 

em lâminas e armazenadas a -1° C. Dessa forma, os tecidos preparados foram 
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inicialmente bloqueados em solução de Triton 0,3% e BSA (BSA; Sigma, Sigma-

Aldrich, St. Louis, EUA) a 1% por duas horas em temperatura ambiente (T.A).  Após 

o bloqueio, os tecidos foram incubados em solução contendo o anticorpo primário 

anti-Ano1 (produzido em coelho; 1:200; ABCAM® discover more, EUA), por 48 horas 

a 4° C em câmara úmida. O anticorpo primário foi diluído em PBS e BSA 1%.  Em 

seguida os tecidos foram lavados por duas vezes em PBS e incubados com o 

anticorpo secundário Alexa Fluor 488 IgG anti-coelho produzido em cabra (1:200; 

Molecular Probes, Eugene, Oregon, EUA),  diluído em PBS e BSA a 1%, por duas 

horas em temperatura ambiente. A seguir foram feitas três lavagens sucessivas em 

PBS, e montados em lâminas com Prolong Gold antifade com DAPI (Dihidrocloreto 

de 4',6-diamidino-2-fenilindole) (Molecular Probes, Eugene, Oregon, EUA) e 

armazenados na geladeira. O controle negativo foi realizado com a omissão do 

anticorpo primário. 

 

Quantificação das CIC imunoreativas a proteína  Ano1 em cortes histológicos 

 

As imagens foram capturadas por câmera de alta resolução AxioCam (Zeiss, 

Jena, Alemanha) acoplada a um microscópio de luz Axioskop Plus (Zeiss, Jena, 

Alemanha), digitalizadas em um computador usando AxioVision versão 4.1. e 

gravadas em CD. O software de análise de imagens Image-Pro Plus versão 4.5.0.29 

(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA) foi utilizado para a realização da 

quantificação. Para cada animal foram quantificadas todas as CIC presentes em um 

total de 30 imagens, capturadas em objetiva de 40X. Em cada corte foram obtidas 6 

imagens e o total de 5 cortes foram utilizados. As análises foram avaliadas de forma 
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cega. Todas as imagens foram recodificadas antes da avaliação e as análises foram 

realizadas por um único pesquisador. 

 

Análise quantitativa para Ano1 e nNOS por Western Blot 

 

As amostras do jejuno foram lavadas, repetidas vezes, com solução tampão 

de Krebs-Ringer pH 7,4. O tecido foi lisado pela imersão em tampão de 

homogeneização contendo inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 

(Tris HCl 50 mM pH 7,2, NaCl 600 mM, EDTA 1 mM), e posteriormente centrifugado 

por 10 minutos, 4000 rpm. O sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80 °C até 

a sua utilização. A concentração de proteínas totais foi determinada pelo método de 

Bradford8 (BioRad, Hercules, CA, EUA).  

A técnica de Western Blot foi conduzida seguindo procedimentos padrões da 

Bio-Rad Mini Protean System. As alíquotas obtidas correspondente a 40 µg de 

proteína total foram separadas usando gel de poliacrilamida SDS Page 12% para 

Ano1 e nNOS, e foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Bio-Rad, 

Hercules, CA, EUA). Depois de verificar a eficiência da transferência por coloração 

com Ponceau S, as membranas foram bloqueadas com 5% de leite em pó 

desnatado em tampão TBS (Tris base 2,24 g/L e NaCl 8 g/L; pH 7,6) contendo 0,1% 

de Tween-20 por 1h em temperatura ambiente.  

As membranas foram incubadas com os anticorpos primários anti-Ano1 

(produzido em coelho; 1:500; ABCAM® discover more, EUA), anti-nNOS (produzido 

em coelho; 1:500; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) overnight a 4°C, 

depois foram incubadas com anticorpo secundário conjugado com peroxidase anti-

coelho (produzido em cabra; 1:2000; Pierce, Rockford, IL, EUA) por 2h. A 
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imunodetecção foi realizada por meio do método de quimioluminescência com 

gerador de imagens ChemiDoc MP de acordo com as instruções do fabricante (V3 

Western WorkflowTM, Bio-Rad, Hercules, CA, Estados Unidos). O imunoblot foi 

analisado por meio de imagens obtidas do software Image Lab™ (Bio-Rad, 

Hercules, CA, Estados Unidos).  

 

Análise Estatística 

 

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando os programas 

Statistica 7.1 e GraphPad Prism 5.1 e foram expressos como média ± erro padrão. 

Foi utilizada análise de variância one-way (ANOVA) seguida de teste de Tukey e 

teste T não paramétrico. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significantes. 

 

Resultados 

 

Parâmetros fisiológicos 

 

 Não houve diferenças significativas no peso final quando comparados os 

grupos C e CG (p > 0,05). O peso final dos grupos TW e TWG foram menores em 

16,5% e 11,0%, respectivamente quando comparados a C (p < 0,05; Tabela 1). A 

ingestão de alimentos dos quatro grupos durante os 14 dias de tratamento foram 

similares (p > 0,05; Tabela 1).  

 Ocorreu o desenvolvimento de massa tumoral no flanco direito dos animais 

portadores de tumor (TW e TWG) (Tabela 1). A caquexia foi evidenciada pela % de 
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perda de massa corpórea,  no grupo TW foi verificada uma redução de 19,33±3,20% 

e no grupo TWG uma proporção de 9,67±2,87%, sendo significativamente diferentes 

(p < 0,05).  

 

Análise da intensidade de brilho (RGB) e modelagem em superfície 3D para CIC-MY 

e CIC-DMP do jejuno imunomarcadas com Ano1 

 

 Quando comparada a intensidade de brilho (RGB) para CIC-MY não foram 

evidenciadas alterações entre os grupos C e CG (p > 0,05), por outro lado nas CIC-

DMP foi verificado um acréscimo de 14% no grupo CG (p < 0,0005; Figura 1). O 

Tumor de Walker-256 (TW) promoveu um aumento na intensidade de brilho nas 

CIC-MY e CIC-DMP (p < 0,05). A suplementação com L-glutamina (TWG) aumentou 

a intensidade de brilho na CIC-MY (p < 0,000008; Figura 1). Os mesmos resultados 

foram observados na modelagem em superfície 3D, demonstrados na Figura 2.  

 

Densidade das CIC-MY e CIC-DMP 

 

 O número das CIC-MY diminuiu 38% e 36% nos animais TW e TWG em 

relação ao C, respectivamente (p < 0,05; Figura 3). Para as CIC-DMP a densidade 

reduziu no grupo TW em 18% comparado com o C (p < 0,05). Não houve diferença 

significativa na densidade com a suplementação com L-glutamina (TWG) em relação 

ao grupo C (p > 0,05; Figura 3). 
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Ocupação do espaço pelas redes celulares das CIC (Ano1-IR) e neurônios nNOS-IR 

 

 Para a ocupação do espaço das CIC-MY foi verificado um acréscimo de 9% 

entre os grupos C e CG (p < 0,0004), porém nas CIC-DMP não foi evidenciada 

alterações (p > 0,05; Figura 4). O Tumor de Walker-256 (TW) promoveu um aumento 

no espaço ocupado nas CIC-MY e CIC-DMP (p < 0,05). A suplementação com L-

glutamina (TWG) aumentou a ocupação do espaço na CIC-MY em comparação ao C 

(p < 0,000008; Figura 4).  

 Os neurônios mientéricos nNOS-IR tiveram a ocupação do espaço reduzida 

no grupo TWG  (11%) em comparação ao C (p < 0,05). Não foram encontradas 

diferenças entre os grupos C e CG (p > 0,05; Figura 5), ao contrário dos neurônios 

submucosos, em que o CG aumentou 8% em relação ao C (p < 0,05). Não foram 

encontradas diferenças entre os grupos C, TW e TWG (p > 0,05; Figura 5). 

 A dupla marcação para Ano1/nNOS está demonstrado na Figuras 6 e 7. Um 

íntimo contato foi observado entre as fibras nNOS-IR e as redes das CIC-DMP 

(Figura 7), ao contrário com o verificado com as CIC-MY. 

 

Western Blot 

 

 A β-actina, Ano1 e nNOS migraram com uma banda de peso molecular de 

aproximadamente 42 kDa, 114 kDa e 160 kDa, respectivamente (Figura 8). O 

aumento da expressão da proteína Ano1 foi de 80% e 53%, nos grupos TW e TWG, 

respectivamente em relação ao C (p < 0,05; Figura 8A). Para a enzima nNOS houve 

um aumento da expressão em 54% e 48% nos grupos TW e TWG, respectivamente 
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em relação ao C (p < 0,05; Figura 8B). Não foram encontradas diferenças entre os 

grupos C e CG (p > 0,05; Figura 8).  

 

Discussão  

 

 O modelo experimental de Tumor de Walker-256 utilizado neste estudo, foi 

estabelecido pela perda de peso, presença de massa tumoral no flanco e 

confirmação do estado caquético nos animais portadores de tumor (TW e TWG). 

Resultados similares foram encontrados nas mesmas condições experimentais.13-47 

 A caquexia associada ao câncer é caracterizada pela perda de massa 

corpórea maior ou igual a 10% e complexas alterações metabólicas.47-54,55 No 

presente estudo, foi originada em consequência do aumento do catabolismo e com 

ausência da  anorexia, pois não foi verificada alteração da ingestão de alimentos 

entre os grupos de estudo controles e/ou aqueles portadores de tumor. O mesmo 

padrão de desenvolvimento de caquexia foi descrito por Tisdale (2009).  

 Verificou-se que as CIC-MY e CIC-DMP, imunomarcadas pela proteína Ano1, 

apresentaram uma redução da densidade quando comparado o grupo TW 

(portadores de tumor) ao controle. Por outro lado, uma maior expressão dessa 

proteína foi verificada pela análise de Western Blot, aumento da intensidade de 

brilho e da ocupação do espaço pela imunomarcação, no grupo TW em comparação 

com o grupo C. A redução da densidade das CIC parece estar relacionada ao 

estresse oxidativo que é elevado no câncer.44 No diabetes mellitus, doença que 

também apresenta uma elevada produção de espécies reativas de oxigênio, tem 

sido relatado na literatura a redução da densidade das CIC.28-43 Sugerindo então, 

que estas células são de fato sensíveis ao estresse oxidativo.  
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 A redução da densidade das CIC no grupo TW foi acompanhada de uma 

plasticidade celular evidenciada por meio de diferentes análises realizadas. Nesta 

pesquisa, não foi avaliada a proliferação das CIC, entretanto, a plasticidade foi 

evidenciada pela manutenção das redes pelas projeções celulares presentes tanto 

nas imunomarcações para as CIC-MY como para as CIC-DMP. As redes formadas 

pelas projeções das CIC foram mantidas e recuperadas pela plasticidade, e com a 

elevação da expressão da proteína Ano1, a atividade dos canais de Ca2+ e Cl- foram 

mantidas e a homeostasia intestinal provavelmente foi preservada.  

 Gibbons et al. (2009) em experimentos realizados com colo de humanos 

saudáveis, verificaram que as CIC morrem por mecanismos apoptóticos, mas as 

mesmas podem continuamente se regenerar mantendo suas redes intactas. Estudo 

para avaliação da plasticidade das CIC, após dano agudo das redes, mostrou a 

recuperação da função intestinal em 5 semanas, não sendo observado a 

restauração da densidade das CIC.36 Alguns mecanismos vem sendo relacionados à 

plasticidade das CIC: a) reparação e proliferação pelas CIC adultas;21-45 b) reposição 

por suas células precursoras;41 c) proteção pela heme oxigenase-1 (HO-1);18-46 d) 

contribuição das vias de sinalização para a sobrevivência e proliferação, incluindo o 

NO derivado de neurônios.17 

 Foi evidenciado na avaliação de ocupação do espaço e expressão por 

Western Blot, que a enzima nNOS apresentou uma elevação de sua expressão, 

sendo um indicativo de uma maior produção de NO. Tem sido relatado na literatura 

que o NO está intimamente relacionado com a sobrevivência das CIC, podendo 

atuar como uma molécula citoprotetora.18 No presente estudo, evidências 

comprovam que houve uma maior expressão da nNOS e da proteína Ano1 no grupo 

TW, e acreditamos que com a maior produção de NO, as redes de CIC tanto a do 
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tipo MY como a DMP foram estimuladas a proliferar. A íntima relação da enzima 

nNOS foi revelada com a CIC-DMP, e uma menor associação com as CIC-MY, 

corroborando com os resultados Blair et al. (2012). 

 A suplementação com L-glutamina foi utilizada neste estudo, pois a caquexia 

presente no modelo experimental contribui para alterações no metabolismo de 

aminoácidos,39-49 incluindo a depleção de glutamina, como relatado por Choudry et 

al. (2006). Embora os tumores apresentam uma elevada atividade da enzima 

glutaminase, a suplementação com L-glutamina não estimulou o crescimento do 

mesmo, podendo inferir que a L-glutamina foi utilizada por outros tecidos do 

hospedeiro, como pelas células epiteliais do intestino delgado e tecido muscular.12-64   

 A suplementação com L-glutamina parece diminuir a taxa de degradação e 

aumentar a síntese de proteína no músculo esquelético e na mucosa intestinal, e 

com seus níveis aumentados no plasma ajuda na redução da perda de peso.64 No 

grupo suplementado com L-glutamina (TWG) houve o desenvolvimento de caquexia, 

sendo significativamente menor que no grupo TW. Um outro aspecto importante é o 

elevado estresse oxidativo originado em consequência do câncer,56 onde células 

neuronais16-31 e CIC35-63 são susceptíveis aos efeitos deletérios da elevada produção 

de espécies reativas de oxigênio. A defesa antioxidante pode ser melhorada pela 

suplementação com L-glutamina, pois foi relatado que após suplementação os níveis 

de glutationa no jejuno aparecem aumentados.3-64  

 A suplementação com L-glutamina no grupo TWG promoveu elevada 

plasticidade. As CIC-MY aumentaram a expressão da proteína Ano1, e a 

plasticidade celular foi evidenciada pela tentativa do rearranjo espacial das 

projeções celulares pela maior ocupação do espaço. Já para as CIC-DMP, a L-

glutamina preveniu o dano sobre a densidade dessas células, restaurando a mesma. 
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Ainda, a suplementação pode estar estimulando algum mecanismo de resposta das 

CIC na ausência da doença, correspondendo ao aumento da ocupação do espaço 

pelas CIC-MY e maior intensidade de brilho para as CIC-DMP. 

 Os mecanismos de reparo das CIC não estão elucidados, porém é possível 

deduzir que a suplementação com L-glutamina pode estar envolvida na regulação 

dos canais de Ca+2 e Cl-, e que o óxido nítrico pode contribuir para a restauração das 

CIC. A íntima relação entre as fibras nervosas submucosas nNOS-IR e as CIC-DMP 

podem ser evidenciadas pelas análises realizadas, mostrando o mesmo padrão de 

respostas para ambos. Conclui-se que o tratamento com antioxidante melhora o 

quadro de desequilíbrio homeostático provocado pela neoplasia, e parece estar 

contribuindo na proteção e reparação das CIC no modelo de Tumor de Walker-256. 
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Tabela 1. Parâmetros fisiológicos: peso final (PF) (71 dias de idade), consumo de 
ração (CR) e massa tumoral (MT) do flanco direito. Grupos: controle (C), controle 
suplementado com L-glutamina (CG), Tumor de Walker-256 (TW) e Tumor de 
Walker-256 suplementado com L-glutamina (TWG). 

 C CG TW TWG 

PF (g) 298,0±6,7a 286,1±5,2a 248,9±4,9b 265,1±5,6b 

CR (g/dia) 23,3±0,6a 22,9±0,4a 21,4±0,6a 21,4±0,4a 

MT (g) - - 26,8±1,6a 20,9±2,8a 

Resultados expressos como média ± erro padrão. Valores médios seguidos por 
letras diferentes na mesma linha são estatisticamente diferentes (p < 0,05). n = 7 
ratos por grupo. 
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Figura 1A. Intensidade de brilho (RGB) para CIC-MY (A) e CIC-DMP (B). 
Resultados expressos como média ± erro padrão. Valores médios seguidos por 
letras diferentes são estatisticamente diferentes (p < 0,05). n = 8 ratos por grupo. 1B. 
Fotomicrografias em preparado total das CIC-MY (A) e CIC-DMP (B) 
imunomarcadas pela proteína Ano1 no jejuno. Barra de calibração 15 µm. Grupos: 
controle (C), controle suplementado com L-glutamina (CG), tumor de Walker-256 
(TW) e tumor de Walker-256 suplementado com L-glutamina (TWG). 
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Figura 2. Modelagem em superfície 3D representativas da intensidade de brilho 
(RGB) das CIC-MY (A) e CIC-DMP (B). Grupos: controle (C), controle suplementado 
com glutamina (CG), tumor de Walker-256 (TW) e tumor de Walker-256 
suplementado com glutamina (TWG). Barra de calibração 15 µm. 
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Figura 3A. Densidade das CIC-MY (A) e CIC-DMP (B). Resultados expressos como 
média ± erro padrão. * p < 0,05 quando comparado a C. n = 8 ratos por grupo. 3B. 
Fotomicrografias em corte histológico das CIC-MY e CIC-DMP. As setas indicam a 
co-localização das CIC/DAPI.  Barra de calibração 30 µm. Grupos: controle (C), 
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controle suplementado com L-glutamina (CG), tumor de Walker-256 (TW) e tumor de 
Walker-256 suplementado com L-glutamina (TWG).  

 
Figura 4A. Ocupação do espaço pelas redes celulares CIC-MY (A) e CIC-DMP (B). 
Resultados expressos como média ± erro padrão. Valores médios seguidos por 
letras diferentes são estatisticamente diferentes (p < 0,05). n = 8 ratos por grupo. 4B. 
Fotomicrografias em preparado total das CIC-MY (A) e CIC-DMP (B), imagens 16-
bit. Barra de calibração 15 µm. Grupos: controle (C), controle suplementado com L-
glutamina (CG), tumor de Walker-256 (TW) e tumor de Walker-256 suplementado 
com L-glutamina (TWG). 
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Figura 5A. Ocupação do espaço pelos neurônios nNOS-IR miontéricos (A) e 
submucosos (B). Resultados expressos como média ± erro padrão. * p < 0,05 
quando comparado a C. n = 8 ratos por grupo. 5B. Fotomicrografias representativas 
dos nNOS-IR miontéricos (A) e submucosos (B), imagens 16-bit. Barra de calibração 
30 µm. Grupos: controle (C), controle suplementado com L-glutamina (CG), tumor de 
Walker-256 (TW) e tumor de Walker-256 suplementado com L-glutamina (TWG). 
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Figura 6. Fotomicrografias para Ano1 (CIC-MY), nNOS e CIC-MY/nNOS. Barra de 
calibração 30 µm. Grupos: controle (C), controle suplementado com L-glutamina 
(CG), tumor de Walker-256 (TW) e tumor de Walker-256 suplementado com L-
glutamina (TWG). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



L Fracaro et al.  94 

 

 
Figura 7. Fotomicrografias para Ano1 (CIC-DMP), nNOS e CIC-DMP/nNOS. As 
cabeças de setas indicam exemplos de fibras nervosas nNOS-IR e redes das CIC-
DMP co-localizadas. Barra de calibração 30 µm. Grupos: controle (C), controle 
suplementado com L-glutamina (CG), tumor de Walker-256 (TW) e tumor de Walker-
256 suplementado com L-glutamina (TWG). 
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Figura 8A. Imunoblot para Ano1 e nNOS. 8B. Resultados expressos pela 
porcentagem do grupo controle. * p < 0,05 quando comparado a C. n = 4 ratos por 
grupo. Grupos: controle (C), controle suplementado com glutamina (CG), tumor de 
Walker-256 (TW) e tumor de Walker-256 suplementado com glutamina (TWG). 
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Abstract 
 
Background/Aims 
 
Evaluate the effects of supplementation with L-glutamine 2% in cachexia and in 
disorders of intestinal motility in the jejunum, and the relationship between enzyme 
nitric oxide synthase immunoreactive neural (nNOS-IR) and interstitial cells of Cajal 
(ICC) in Walker 256 tumor-bearing rats.   
 
Methods  
 
Thirty-two male Wistar rats were divided into four groups: control (C), control 
supplemented with L-glutamine (CG), Walker 256 tumor (WT), and Walker 256 tumor 
supplemented with L-glutamine (WTG). After 14 days, the jejunums were processed 
for immunohistochemical techniques including whole mounts and cryosections and 
Western blot analysis. Quantitative analyses were performed for Ano1 and nNOS. 
 
Results  
 
The reduced density of ICC and the increase in Ano1 protein expression was 
observed in the WT group compared to the C group (p <0.05).  Greater production of 
nitric oxide (NO) stimulated proliferation and maintenance of ICC-MY and ICC-DMP 
cell projections. Cachexia was lower in the WTG group compared to WT (p <0.05). 
Supplementation with L-glutamine in the WTG group promoted high plasticity in ICC. 
 
Conclusions  
 
Supplementation with L-glutamine seems to be involved in the regulation of Ca+2 and 
Cl- channels. Increased expression of NO together with the antioxidant treatment, 
appear to contribute to the protection and repair of the ICC in the Walker 256 tumor 
model. 
 
Key words: antioxidants, protein synthesis, enteric nervous system, cancer. 
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Introduction 

 

 The interstitial cell of Cajal  (ICC) was discovered and described by the 

Spanish researcher Santiago Ramón y Cajal in 1911. It has been established that its 

function is to generate and propagate electrochemical signaling;10-50 regulate the 

action potentials and gradient of electrochemical potential in the smooth muscle cell 

membrane;22-26-52 enteric neural signaling transmission,38-40-64 and they also appear to 

be involved in mechanotransduction.53-61   

  The ICC are a heterogeneous, specialized class of cells, classified into 

several subtypes depending on their location in the tissue layers of the 

gastrointestinal tract (GIT) and their morphological and functional characteristics.24-30  

In outer longitudinal muscle layer, coupled to the myenteric plexus (MY), ICC-MY 

cells are characterized by multipolar cytoplasm and dense networks that interconnect 

three-dimensionally in the myenteric plexus,7-37 their specific function is to generate 

slow waves in the muscles, behaving as pacemaker cells in the small intestine.32-40 In 

inner circular muscle layer, next deep muscular plexus (DMP), ICC-DMP are 

multipolar cells with thin processes along the nerve fibers in the deep muscular 

plexus, capable of interacting with the smooth muscle cells and neurons with 

inhibitory functions in the GI tract. Participate in neurotransmission,5-58,59 and they are 

fewer in number compared with the ICC-MY.7-37 

  The protein anoctamin 1, Ano1 (Tmem16A) is a calcium-activated chloride 

channel  and presents specific and high expression in the ICC.20-60 It alternates 

despolarization and repolarization in the impulse conduction of slow waves,23-27-33 a 

role that is important to the study of the rhythmic contractions of intestinal smooth 

muscle.4-11-51-62-65 Loss of or defects in ICC can contribute to motility disorders, and 
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dysfunctions are related to inflammatory processes, oxidative stress, and 

apoptosis.17-25-34 

Chronic non-transmittable diseases such as cancer are capable of altering 

metabolic homeostasis, and the characteristic scenario of imbalance with tumor 

growth leads to a syndrome known as cachexia.57 Tumors increase the amount of 

pro-oxidant substances and decrease the activities of antioxidant enzymes in non-

tumor tissues, promoting increased oxidative stress and reducing cellular 

responsiveness to this process.42-44-56 In this sense, supplementation with 

antioxidants has been effective to prevent or mitigate these effects.  

L-glutamine is a precursor of glutathione (GSH), which is an important 

endogenous antioxidant. In situations of metabolic stress and intense catabolism, 

supplementation with L-glutamine results in clinical improvement by increasing 

protein synthesis.1-6-19 The beneficial effects are summarized by enhancing 

antioxidant defenses, attenuating the inflammatory process, preserving immune 

function, and acting as a precursor of nucleotides and glucose.2-48 

 Despite the relevance of this issue, data are still lacking about the role of L-

glutamine in protecting ICC in induced tumors  and the role of ICC in inhibitory 

neurotransmission. Thus, the objective of this present study was to investigate the 

effect of supplementation with L-glutamine 2% on ICC-MY and ICC-DMP and the 

relation inhibitory neurotransmission in the myenteric and submucosal nNOS 

neurons in the jejunum of  Walker 256 tumor-bearing rats.  
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Materials and Methods 

 

All procedures described in this present study are consistent with the ethical 

principles adopted by the Brazilian Society for Laboratory Animal Science (SBCAL) 

and were approved by the Universidade Estadual de Maringá (UEM) Ethics 

Committee on Animal Experimentation in opinion 099/2012. 

 

Experiment design 

 

Thirty-two male 57-day-old Wistar rats (Rattus norvegicus) were used; these 

weighed 199.42 ± 11.65 g, and were obtained from the Central Animal Facility of the 

Universidade Estadual de Maringá. The animals were randomly divided into four 

groups (n = 8 per group): control (C), control supplemented with L-glutamine 2% 

(CG), Walker tumor-256 (WT), and Walker tumor-256 supplemented with L-glutamine 

2%. (WTG). The 57 day old rats were kept in polypropylene cages (40 x 33 x 17 cm) 

for a period of 14 days with a 12h/12h dark/light cycle and a controlled temperature 

(24 ± 2°C). Food and water were available ad libitum. 

In the WTG and WT groups were inoculated subcutaneously in the right rear 

flank, a suspension contained 8.0 x 107 viable tumor cells (Walker 256) in 0.5 ml in 

phosphate buffered saline (PBS) 16.5 mM, pH 7.5 per animal. Walker 256 tumor 

cells are maintained in the Laboratory of Pathophysiology at the Universidade 

Estadual de Londrina (UEL). The controls (C and CG) were inoculated with PBS 16.5 

mM, pH 7.5 in the same location.20-29 

Supplementation was initiated on the same day after induction of the tumor. 

The unsupplemented animals (C and WT groups) received standard balanced 
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Nuvital feed (Nuvilab, Colombo, PR, Brazil). For experimental supplementation of 

rats in the CG and WTG groups, L-glutamine (Deg, São Paulo, SP, Brazil) was 

incorporated into the standard feed in the proportion of 2 g/100 g of feed. The feed 

was ground and the L-glutamine was added; this mixture was then made into pellets 

and subsequently dried in ovens.2 Feed intake was assessed every other day (g / 

day). 

 

Collection and processing of the material 

 

At the end of the experimental period of 14 days, the animals were weighed 

and received  injection of vincristine sulfate (0.5 mg/kg body weight; Eurofarma 

Laboratories, São Paulo, SP, Brazil) two hours before euthanasia. After they were 

anesthetized intraperitoneally with thiopental (40 mg/kg body weight; Abbott 

Laboratories, Chicago, IL, USA) and killed under anesthetic recovery. 

The tumor mass was removed from the animals and then weighed to calculate 

the percent (%) loss of body mass index (rate of cachexia) according to the equation:  

 % Loss of body mass = [ibm – fbm + (mt) + gmc] x 100  

                                                             (ibm + gmc) 

Where: ibm = initial body mass of the tumor-bearing animal; fbm = final body 

mass of the tumor-bearing animal; mt = mass of the tumor; gmc = mass gain of the 

control group.  

The jejunums were collected, washed in phosphate buffered saline (PBS, 

0.1M, pH 7.4). To identify the protein Ano1, the jejunums were filled with acetone PA 

fixative for 15 minutes at 4°C. After fixation, the jejunums were cut along the 

mesenteric border and rinsed in PBS for 30 minutes. They were stored at 4°C in PBS 
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with the addition of 0.08% sodium azide. For identification of nNOS neurons, the 

jejunums were filled with Zamboni fixative, and then was maintained for 18 h in the 

same solution at 4 °C. After fixation, the jejunums were cut along the mesenteric 

border and rinsed in 80% alcohol to remove the fastener visible. The dehydrated in 

increasing ethanol series (95 and 100%), the leaf clearing in xylene and rehydrated 

in decreasing ethanol series (100, 90, 80, and 50%) were obtained. They were then 

stored at 4 °C in PBS with the addition of 0.08% sodium azide. 

Subsequently, the segments of jejunum were dissected under a Stemi DV4 

stereomicroscope (Zeiss, Jena, Germany) to obtain the whole mounts to assess ICC-

MY and myenteric nNOS immunoreactive neurons (nNOS-IR); and ICC-DMP and 

nNOS-IR submucosal neurons.  

 

Immunofluorescence procedures 

 

All total preparations were washed twice in PBS solution containing Triton X-

100 0.3% (Sigma, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) for 10 min. They were then 

incubated for 1 h in blocking solution containing PBS Triton X-100 0.5% + 2% bovine 

serum albumin (BSA; Sigma, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). 

 

Double labeling immunohistochemistry for the Ano1 protein and nNOS enzyme 

 

For double labeling of the Ano1 protein and nNOS enzyme, the whole-mounts 

were incubated in a solution containing both primary antibodies: rabbit anti-Ano1 

(1:200; ABCAM® discover more, USA) and mouse anti-nNOS (1:500; Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), respectively. After 48h incubation at 4°C, the 
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jejunums were washed twice in PBS containing Triton X-100 0.3% for 10 min and 

incubated for 2 h at room temperature with the following secondary antibodies: Alexa 

Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (1:200; Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) and 

Alexa Fluor 568e donkey anti-mouse IgG (1:500; Molecular Probes, Eugene, 

Oregon, USA). Whole-mounts were washed twice in PBS, mounted on slides with 

buffered glycerol (9:1) and stored at 4°C. For the negative control, the primary 

antibody was omitted. 

 

Analysis of the brightness intensity emitted in immunostaining prepared for ICC in the 

whole-mounts 

 

The brightness intensity emitted in immunostaining for ICC was quantified 

through images obtained by sampling, using 30 images of the jejunum in the total 

preparations of ICC-MY and ICC-DMP at 40X magnification. The images were 

captured by a high resolution 5.0 Mega Pixel Moticam® 2500 camera (Motic China 

Group Co., Shanghai, China) coupled to an Olympus BX40 optical fluorescence 

microscope (Olympus Co., Japan), and transferred to the PC using Motic Images 

Plus® 2.0ML software (Motic China Group Co., Shanghai, China) and recorded. 

ImageJ® version 1.43o image analysis software (National Institutes of Health 

[NIH], Bethesda, MD, USA) was used to quantify the brightness intensity emitted in 

immunostaining for Ano1 in the recorded images to determine the brightness in RGB 

(Red-Green-Blue). The analyses were evaluated blindly. All of the images were 

recoded before the evaluation, and the analysis was conducted by one researcher. 
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3D Modeling representing the immunostaining intensity of the Ano1 protein 

 

The Interactive 3D surface plot v2.33 plugin forImageJ® software version 

1.43o (National Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD, USA) was used to view 30 

images of the jejunum in the whole mounts for ICC-MY and ICC-DMP at 40X 

magnification. The peak height and color represent the immunostaining intensity of 

the Ano1 protein The same parameters of grid size, surface, perspective and lighting 

were used for all the analyzed 3D assemblies.15 

 

Space occupancy by the cellular networks of ICC-MY and ICC-DMP and myenteric 

and submucosal nNOS-IR neurons in the whole-mounts 

  

 Semi-quantitative analysis was used to estimate the variations in the 

distribution of flat images of the ICC and nNOS-IR nerve terminals after Walker 256 

tumor induction and supplementation with L-glutamine 2%. The proportion of the 

area immunostained for ICC and the nNOS enzyme was assessed through images 

obtained by sampling, using 30 images of the jejunum in the preparations at 40X 

magnification. The images were captured by a high resolution 5.0 Mega Pixel 

Moticam® 2500 camera (Motic China Group Co., Shanghai, China) coupled to an 

Olympus BX40 optical fluorescence microscope (Olympus Co., Japan), transferred to 

the PC using Motic Images Plus® 2.0ML software (Motic China Group Co., 

Shanghai, China) and recorded. 

ImageJ® version 1.43o imagine analysis software (National Institutes of 

Health (NIH), Bethesda, MD, USA) was used in the semi-quantitative approach to 

estimate the variations in the spatial density of immunostaining for Ano1 and nNOS 
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in the recorded images; the images were converted into 16 bits and subjected to 

binarization function to remove background intensity.15 The analyses were evaluated 

blindly. All of the images were recoded before the evaluation, and the analysis was 

conducted by one researcher. 

 

Immunohistochemical reactions in tissue sections obtained by cryostat 

  

 The jejunal segments were stretched with the mucosa facing up, fixed onto 

cork with the aid of thorns and they were washed repeatedly with 0.1 M phosphate 

buffered saline pH 7.4 (PBS). Immediately after washing, the tissues were 

maintained in acetone PA for 15 minutes at 4°C. Next, they were washed in PBS for 

30 minutes and stored after this process for cryoprotection in 18% sucrose solution in 

PBS 0.1M for a period of 24 hours. The tissues were cut and immersed in the 

soaking medium (OCT 4583 compound - Tissue-Tek). Frozen in liquid nitrogen and 

stored in a freezer at -80 °C. 

Subsequently, semi-serial 10μm cryostat sections were made, arranged on 

slides, and stored at -1°C. For the tissue of each rat, a slide was made with seven 

slices to conduct immunofluorescence for the ICC. 

Accordingly, the prepared tissues were initially blocked in Triton solution 0.3% 

and BSA 1% (BSA; Sigma, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) for two hours at room 

temperature (RT). After blocking, the tissues were incubated in a solution containing 

the rabbit anti-Ano1 primary antibody (1:200; ABCAM® discover more, USA) for 48 

hours at 4° C in a moist chamber. The solution to dilute the primary antibody was 

PBS and BSA 1%. Next, the tissues were washed twice in PBS and incubated with 

the secondary Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG antibody (1:200; Molecular 
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Probes, Eugene, Oregon, USA) diluted in PBS and BSA 1% for two hours at room 

temperature. Subsequently, three successive washes were performed with PBS, and 

the tissues were mounted on slides using Prolong Gold antifade with 4',6-diamidine-

2'- phenylindole dihydrochloride (DAPI) (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) 

and buffered glycerol (9:1) and stored in the refrigerator. The negative control was 

performed by omitting the primary antibody. 

 

Quantification of ICC immunoreactive to the Ano1 protein in histological slides 

 

The images were captured by a high resolution AxioCam camera (Zeiss, Jena, 

Germany) coupled to a Axioskop Plus light microscope (Zeiss, Jena, Germany), 

digitized on a computer using AxioVision version 4.1. software, and recorded on a 

CD. Image-Pro Plus version 4.5.0.29 image analysis software (Media Cybernetics, 

Silver Spring, MD, USA) was used to perform the quantification. For each animal, the 

total ICC present were quantified in a total of 30 images were captured in a 40X 

objective. For each view, 6 images were obtained, and a total of 5 views were used. 

The analyses were evaluated blindly. All of the images were recoded before the 

evaluation, and the analysis was conducted by one researcher. 

 

Quantitative analysis for Ano1 and nNOS using Western blot 

 

The jejunums were removed immediately after the animals were euthanized, 

and were washed with Krebs-Ringer buffer solution pH 7.4 until complete removal of 

the contents. Jejunal samples were obtained by lysis of the tissue in a 

homogenization buffer containing protease inhibitor (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
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USA) (Tris HCl50 mM pH 7.2, NaCl 600 mM, EDTA 1mM) and then centrifuged for 

10 minutes at 4000 rpm. The supernatant was collected and stored at -80°C until 

use. The total protein concentration was determined by the Bradford method8 (Bio-

Rad, Hercules, CA, USA).  

The Western blot test was conducted following the standard procedures of the 

Bio-Rad Mini Protean System. The aliquots obtained corresponding to 40 μg of total 

protein were separated using Page SDS polyacrylamide gel 12% for Ano1 and 

nNOS, and transferred to nitrocellulose membranes (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 

After checking the transfer efficiency by Ponceau S staining, the membranes were 

blocked with 5% nonfat dried milk in TBS buffer (Tris base 2.24g/L and NaCl 8 g/L; 

pH 7.6) containing 0.1% Tween-20 for 1 h at room temperature.  

The membranes were incubated with primary rabbit anti-Ano1 antibodies 

(1:500; ABCAM® discover more, USA), rabbit anti-nNOS antibodies (1:500; Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) overnight at 4° C, then incubated with the 

secondary antibody conjugated with goat anti-rabbit peroxidase (1:2000; Pierce, 

Rockford, IL, USA) for 2 h. Immunodetection was performed using the 

chemiluminescence method with a ChemiDoc MP imager according to the 

manufacturer's instructions  (V3 Western WorkflowTM, Bio-Rad, Hercules, CA, USA).  

Immunostaining was analyzed through images obtained from Image Lab™ software  

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA).   

 

Statistical Analysis 

 

The data were statistically analyzed using Statistica 7.1 and GraphPad Prism 

5.1 software, and were expressed as mean ± standard error. One-way analysis of 
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variance (ANOVA) was used, followed by the Tukey test and nonparametric t test. P 

values <0.05 were considered statistically significant. 

 

Results 

 

Physiological parameters 

  

 There were no significant differences in final weight when comparing groups C 

and CG (p> 0.05). The final weight for groups WT and WTG were lower by 16.5% 

and 11.0%, respectively, when compared to C (p <0.05; Table 1). Food intake for the 

four groups over the 14 days of treatment was similar (p> 0.05, Table 1). 

  The presence of tumor mass in the right flank established the tumor model 

(Table 1). Cachexia was evidenced by loss of body mass: in the WT group a 

reduction of 19.33 ± 3.20% was seen, and in the WTG group  9.67 ± 2.87%, both 

significantly different (p <0.05).  

 

Brightness intensity (RGB) analysis and 3D surface modeling for ICC-MY and ICC-

DMP in the jejunum immunostained with Ano1 

  

 When the brightness intensity (RGB) was compared for ICC-MY, no changes 

were seen between groups C and GC (p> 0.05); on the other hand, for ICC-DMP, an 

increase of 14% was seen (p <0.0005; Figure 1). The Walker 256 tumor (WT) 

provoked an increase in brightness intensity in ICC-MY and ICC-DMP (p <0.05). 

Supplementation with L-glutamine (WTG) increased the brightness intensity of ICC-
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MY (p <0.000008; Figure 1). The same results were observed in the 3D surface 

modeling, shown in Figure 2.  

 

Density of ICC-MY and ICC-DMP 

  

 The number of ICC-MY decreased by 38% and 36% in the WTG and WT 

animals compared to C, respectively (p <0.05; Figure 3). For ICC-DMP, density 

decreased 18% in the WT group compared to C (p <0.05). There was no significant 

difference in density with L-glutamine supplementation (WTG) compared with the C 

group (p> 0.05; Figure 3). 

 

Space occupancy by ICC-MY and ICC-DMP cellular networks (Ano1-IR) and nNOS-

IR neurons 

  

 For the space occupancy by ICC-MY, an increase of 9% was observed 

between groups C and CG (p <0.0004), but in ICC-DMP there was no evidence of 

change (p> 0.05; Figure 4). The Walker 256 tumor (WT) provoked an increase in the 

space occupancy in ICC-MY and ICC-DMP (p <0.05). Supplementation with L-

glutamine (WTG) increased the space occupancy in ICC-MY compared with C (p 

<0.000008; Figure 4).  

 The nNOS-IR myenteric neurons occupied less space in the WTG group 

(11%) compared to C (p <0.05). No differences were found between groups CG and 

C (p> 0.05; Figure 5), which was not the case with the submucosal neurons, where 

CG increased 8% compared to C (p <0.05). No differences were found between 

groups C, WT, and WTG (p> 0.05; Figure 5). 
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 The double labeling for Ano1/nNOS is shown in Figures 6 and 7. Close 

contact was observed between the nNOS-IR fibers and ICC-DMP networks, the 

opposite of what was seen with ICC-MY (Figure 7). 

 

Western Blot 

  

 The β-actin, Ano1, and nNOS migrated with a molecular weight band of 

approximately 42 kDa, 114 kDa, and 160 kDa, respectively (Figure 8). The increase 

in expression of the Ano1 protein was 80% and 53% in the WT and WTG groups 

compared to C (p <0.05; Figure 8A). The increase in expression of the nNOS 

enzyme was 54% and 48% in the WT and WTG groups compared to C (p <0.05; 

Figure 8B). No differences were found between groups C and CG (p> 0.05; Figure 

8).  

 

Discussion 

 

 The experimental model of the Walker 256 tumor used in this study was 

established by weight loss, presence of tumor in the flank, and confirmation of the 

cachectic state in the tumor-bearing animals (WT and WTG). Similar results have 

been observed under the same experimental conditions.13-47  

 The cachexia associated with cancer is characterized by a loss of at least 10% 

of body mass and complex metabolic changes.47-54,55 In this study, was caused by 

increased catabolism, and in the absence of anorexia, because no changes in food 

intake were observed between the control groups and the tumor groups. The same 

pattern of development of cachexia has been described by Tisdale (2009). 
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 it was verified that ICC-MY and ICC-DMP, immunostained by Ano1 protein, 

showed a reduction in density when the WT group (tumor-bearing) was compared 

with the control. Furthermore, enhanced expression of the Ano1 protein was verified 

by Western blot analysis, increased brightness intensity, and occupation of space in 

immunostaining in the WT group compared with group C. The reduced density of ICC 

can be related to oxidative stress, which is high in this disease.44 In diabetes mellitus, 

a disease that also has a high production of oxygen-reactive species, reduced 

density of ICC has been reported in the literature.28-43 This suggests that these cells 

are indeed sensitive to oxidative stress.  

 The reduced density of ICC in the WT group was accompanied by a cellular 

plasticity evidenced by the various analyses which were performed. This study did 

not evaluate the proliferation of ICC, however, plasticity was evidenced by 

maintenance of the network by the cellular projections present in the immunostaining 

for both ICC-MY and ICC-DMP.  The networks formed by the projections of the ICC 

were maintained and recovered by plasticity, and with elevated expression of the 

Ano1 protein, hence Ca2+ and Cl- channel activity was maintained and intestinal 

homeostasis was probably preserved.   

 Gibbons  et al.  (2009), in experiments with healthy human colon, noted that 

ICC die by apoptotic mechanisms, but they can continuously regenerate and 

maintain intact networks. A study evaluating the plasticity of ICC, after acute damage 

of networks, showed recovery of intestinal function in 5 weeks, not observable 

restoration of density of ICC.36 Some mechanisms have been related to the plasticity 

of ICC: a) repair and proliferation by adult ICC;21-45 b) replacement for their precursor 

cells;41 c) protection through the heme oxygenase-1 (HO-1);18-46 d) signaling 
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pathways contribute to the survival and proliferation of ICC, including neuron-derived 

NO.17 

 It was shown in space occupancy evaluation and expression by Western 

blotting that the nNOS enzyme had increased expression, an indicator of greater NO 

production. It has been reported in the literature that NO is closely related to the 

survival of ICC, and can act as a cytoprotective molecule.18 In the experiment, the 

evidence shows that there was a greater expression of nNOS and the Ano1 protein 

in the WT group, and we believe that with the increased production of NO, the ICC 

networks (both the MY type as well as the DMP type) were stimulated to proliferate. 

A close relationship between the nNOS enzyme and ICC-DMP was shown, and a 

smaller association with ICC-MY, in line with the study done by Blair  et al.  (2012). 

  Supplementation with L-glutamine was used in this study, because the 

cachexia present in the experimental model contributes to changes in amino acid 

metabolism,39-49 including glutamine depletion, as reported by Choudry et al.  (2006). 

Although tumors have high glutaminase activity, supplementation with L-glutamine 

did not stimulate tumor growth. It can be inferred that L-glutamine was used other 

tissues in the host, such as the epithelial cells of the small intestine and muscle 

tissue.12-64   

 Supplementation with L-glutamine decreases the rate of degradation and 

increases protein synthesis in the skeletal muscle and intestinal mucosa, and  

increased levels in plasma helps in reducing weight loss.64 The group supplemented 

with L-glutamine (WTG) developed cachexia, but significantly less than in the WT 

group. Another important aspect is the high oxidative stress as a result of cancer,55 

where neuronal cells,16-31 and ICC35-63 are susceptible to the deleterious effects of 

high production of oxygen-reactive species. The antioxidant defense can be 
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improved by supplementation with L-glutamine, as it has been reported that after 

supplementing, glutathione levels in the jejunum appear to increase.3-64 

 Supplementation with L-glutamine in the WTG group promoted high plasticity. 

Expression of ICC-MY increased, and cellular plasticity was evidenced in the attempt 

at spatial rearrangement by the cellular projections to occupy more space. As for 

ICC-DMP, L-glutamine prevented damage to the density of these cells, restoring 

them. Additionally, supplementation may be encouraging some response mechanism 

in the ICC in the absence of disease, corresponding to the increased use of space by 

ICC-MY and greater brightness intensity in ICC-DMP. 

 The repair mechanisms of ICC have not been explained, but it is possible to 

deduce that L-glutamine may be involved in the regulation of Ca+2 e Cl- channels, 

and nitric oxide can contributed to the restoration of the ICC. The intimate 

relationship between submucosal nNOS-IR and ICC-DMP can be evidenced by the 

assays which were conducted and showed the same pattern of responses for both. 

In conclusion the antioxidant treatment improves the homeostatic imbalance of 

process induced by cancer, and appears to be contributing to the protection and 

repair of ICC in Walker-256 tumor model. 
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Table 1. Physiological parameters: final weight (FW) , feed intake (FI) and mass of 
tumor (MT) of the right flank. Groups: control (C), control supplemented with L-
glutamine (CG), Walker 256 tumor (WT) and Walker 256 tumor supplemented with L-
glutamine (WTG). 

 C CG TW TWG 

FW (g) 298,0±6,7a 286,1±5,2a 248,9±4,9b 265,1±5,6b 

FI (g/dia) 23,3±0,6a 22,9±0,4a 21,4±0,6a 21,4±0,4a 

MT (g) - - 26,8±1,6a 20,9±2,8a 

Results were expressed as mean ± standard error. Mean values followed by different 
letters in the same row are statistically different (p <0.05). n = 7 rats per group. 
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Figure 1A. Brightness intensity (RGB) for ICC-MY (A) and ICC-DMP (B). Results 
were expressed as mean ± standard error. Mean values followed by different letters 
are statistically different (p <0.05). n = 8 rats per group. 1B. Photomicrographs of the 
whole-mounts of ICC-MY (A) and ICC-DMP (B) immunostained with the Ano1 protein 
in rat jejunums. Calibration bar 15 µm. Groups: control (C), control supplemented 
with L-glutamine (CG), Walker 256 tumor (WT) and Walker 256 tumor supplemented 
with L-glutamine (WTG).  
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Figure 2. 3D surface modeling representing brightness intensity (RGB) for ICC-MY 
(A) and ICC-DMP (B). Groups: control (C), control supplemented with L-glutamine 
(CG), Walker 256 tumor (WT) and Walker 256 tumor supplemented with L-glutamine 
(WTG). Calibration bar 15 µm. 
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Figure 3A. Density for ICC-MY (A) and ICC-DMP (B). Results were expressed as 
mean ± standard error. * p < 0,05 when compared to C. n = 8 rats per group. 3B. 
Photomicrographs of the histological section of ICC-MY and ICC-DMP. The arrows 
indicate co-localization of ICC/DAPI. Calibration bar 30 µm. Groups: control (C), 
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control supplemented with L-glutamine (CG), Walker 256 tumor (WT) and Walker 256 
tumor supplemented with L-glutamine (WTG). 
 

 
Figure 4A. Space occupancy by the ICC-MY (A) and ICC-DMP (B) cellular networks. 
Results were expressed as mean ± standard error. Mean values followed by different 
letters are statistically different (p <0.05). n = 8 rats per group. 4B. Photomicrographs 
of whole-mount preparations of ICC-MY (A) and ICC-DMP (B), 16-bit images. 
Calibration bar 15 µm. Groups: control (C), control supplemented with L-glutamine 
(CG), Walker 256 tumor (WT) and Walker 256 tumor supplemented with L-glutamine 
(WTG). 
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Figure 5A. Space occupancy by the nNOS-IR neurons myenteric (A) and 
submucosal (B). Results were expressed as mean ± standard error. p < 0,05 when 
compared to C. n = 8 rats per group. 5B. Photomicrographs of whole-mount 
preparations of nNOS-IR myenteric (A) and submucosal (B), 16-bit images. 
Calibration bar 30 µm. Groups: control (C), control supplemented with L-glutamine 
(CG), Walker 256 tumor (WT) and Walker 256 tumor supplemented with L-glutamine 
(WTG). 
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Figure 6. Photomicrographs to Ano1 (ICC-MY), nNOS and ICC-MY/nNOS. 
Calibration bar 30 µm. Groups: control (C), control supplemented with L-glutamine 
(CG), Walker 256 tumor (WT) and Walker 256 tumor supplemented with L-glutamine 
(WTG). 
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Figure 7. Photomicrographs to Ano1 (ICC-DMP), nNOS and ICC-DMP/nNOS. 
Arrowheads indicate examples of nNOS-IR nerve fibers and networks of ICC-DMP 
co-located. Calibration bar 30 µm. Groups: control (C), control supplemented with L-
glutamine (CG), Walker 256 tumor (WT) and Walker 256 tumor supplemented with L-
glutamine (WTG). 
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Figure 8A. Immunoblot for Ano1 and nNOS. 8B. Results expressed by the 
percentage of the control group. * p < 0,05 when compared to C. n = 4 rats per 
group. Groups: control (C), control supplemented with L-glutamine (CG), Walker 256 
tumor (WT) and Walker 256 tumor supplemented with L-glutamine (WTG). 
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