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APRESENTACAO

Esta tese é composta de dois artigos cientifigugsantando resultados de estudos
sobre a neurodegeneracao no sistema nervoso ergérimodelos de obesidade induzida por
dieta hiperlipidica e diabetes experimental. O pimmtrabalho, “Perda neuronal colbnica e
atraso na motilidade em camundongos Swiss comddmsiinduzida por dieta hiperlipidica
€ independente de alteracdes na microbiota”, ilgaesis efeitos da dieta hiperlipidica e da
suplementacdo com inulina sobre o sistema nervos&rieo de camundongos, sobre a
microbiota intestinal e inflamacéo. O segundo tifaia‘Resveratrol protege neurdnios do
plexo mioentérico contra a neurodegeneracdo natinte grosso de ratos com diabetes
experimental”, investiga os efeitos do tratamemm cesveratrol no sistema nervoso entérico
de ratos com diabetes experimental. Em conson&ocaas regras do Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, os artigos foradigidos de acordo com as revistas

PLOS ONEeDigestive Disesases and Sciences:

Beraldi, EJ; Borges, SC; Schneider, LCL; AlmeidaAF Santos, A; Saad, MJA; Buttow,
NC. Colonic neuronal loss and delayed motility wis mice with high-fat diet-induced

obesity is independent of changes in the microbRIt®S ONE

Beraldi, EJ; Kido, KK; Ferreira, PEM; Buttow, NC.eBveratrol protects neurons of the
myenteric plexus against neurodegeneration in dhgel intestine of rats with experimental

diabetesDigestive Disesases and Sciences.



RESUMO GERAL

INTRODUCAO - Diabetes e obesidade s&o condi¢cdes comumertteiaasss a distirbios
gastrointestinais. A obesidade é normalmente @lacia ao atraso na motilidade intestinal e
dietas hiperlipidicas causam a perda de neurdniosntéricos no intestino delgado e grosso,
atribuida a alteragcbes na microbiota associadasglamiacdo. No diabetes, diarreia e dor
abdominal sdo complicacdes frequentemente obsexv@d&uncionamento anormal do trato
gastrointestinal indica complicacbes e danos aerses nervoso entéerico, em especial ao
plexo mioentérico, responsavel pela inervacao dilidaale intrinseca. Além da microbiota,

0 estresse oxidativo € apontado com uma das paiscippusas da neurodegeneracdo e
compostos antioxidantes podem atuar reduzindosei®gfdanosos do diabetes no organismo.
OBJETIVOS - No primeiro trabalho, nés investigamos se a esuphtacdo da dieta
hiperlipidica (DHL) com inulina, um prebidtico mbtdizado pela microbiota principalmente
no intestino grosso, seria capaz de modular aslpgies bacterianas em direcdo a presenca
de comunidades consideradas menos danosas aosongainvestigamos também diferentes
populacdes neuronais mioentéricas para avaliarpgEda neuronal poderia ser amenizada e
seletiva, além de analisar a associacdo da inenawd a motilidade colonica. No segundo
trabalho, investigamos se o tratamento com reseémat ratos com diabetes experimental
seria capaz de minimizar os danos causados pe#ssstoxidativo na inervagdo mioentérica
do intestino grosso, uma vez que € um compostoocoonprovada capacidade antioxidante.
METODOS — Na avaliacéo da obesidade, camundongos Swiss falimentados com dieta
purificada para roedores ou dieta hiperlipidica ¥%cal de gordura), ou a suplementacéo
das dietas com inulina por 17 semanas. Foram aglaliz analises de motilidade intestinal
total e colonica, dosagens bioquimicas sanguirea@jse metagendmica da microbiota

colénica, nivel de expressdao génica dos marcadoflesnatérios TNFe, IL6 e IL1b, e



imunofluorescéncia para analises de densidade maueomorfometria do corpo celular de
diferentes tipos de neurdnios mioentéricos do datal, como as populacdes positivas para
miosina-V, oxido nitrico sintase neuronal, peptidetstinal vasoativo e calretinina. No
estudo com diabetes experimental, ratos com disibetizida por estreptozotocina foram
tratados com resveratrol (10 mg/kg) por 17 semakRasam realizadas a avaliacdo de
parametros fisiologicos e analises de densidadeonalue morfometria do corpo celular
através de imunofluorescéncia no plexo mioentétaoolo distal.

RESULTADOS - A dieta hiperlipidica causou obesidade e atresmotilidade colbnica. A
perda de neurénios mioentéricos no colo distalathirmais obesos afetou todas as populacdes
estudadas, com reducdo na densidade neuronalvpgsdia miosina-V, 0xido nitrico sintase
neuronal, peptideo intestinal vasoativo e calmeéiniEsta perda foi acompanhada de
alteracbes no tamanho do corpo celular neuronahlgomas das subpopulacfes estudadas.
Em especial, os neurbnios marcados para calretpanecem ser mais sensiveis aos efeitos
da dieta. Embora os animais obesos suplementadosimtdina tenham apresentado uma
melhora na motilidade colbnica, a perda neuronalmseteve constante. Tanto a dieta
hiperlipidica quanto a suplementacdo com inulina cgusaram alteracdes significativas no
perfil da microbiota intestinal ou nos niveis depmssdo de citocinas inflamatérias no
intestino. Nos ratos diabéticos, observamos siclanécos tipicos do modelo experimental,
como alta glicemia sanguinea, perda de massa eb@@umento na velocidade do transito
gastrintestinal, além de neurodegeneracdo na priwul@tal e subpopulagcédo nitrérgica. O
resveratrol ndo foi capaz de impedir totalmenteraa neuronal, mas amenizou em parte 0s
danos aos neurbnios mioentéricos em ratos dialkétiodicando seu papel antioxidante e
neuroprotetor. Embora o tratamento também néo teethazido a glicemia dos animais
diabéticos, alguns parametros fisiolégicos tiveramalhoras, como a perda de peso e

consumo de agua.



CONCLUSOES - A alimentacdo com dieta hiperlipidica ou a soq@atacdo com inulina
por longo periodo ndo alterou a microbiota integtiou 0s niveis de expressao génica de
marcadores inflamatorios no colo distal de camugdsrSwiss, indicando que os animais
desta linhagem sdo aparentemente mais resistenteglancas causadas pela dieta nestes
parametros. Ainda assim, os camundongos obesoseapsieam perda neuronal em todas as
subpopulacdes estudadas e consequente atraso ilelaset colénica. No diabetes, o
tratamento com resveratrol em ratos amenizou ossdaausados aos neurbnios do colo
distal, embora ndo tenha prevenido totalmente dapeeuronal no plexo mioentérico. Além

disso, o tratamento melhorou alguns parametrasdigicos caracteristicos da doenca.



GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION - Diabetes and obesity are conditions commonlyo@ated with
gastrointestinal disorders. Obesity is usuallyditiko delayed intestinal motility and high-fat
diets cause loss of myenteric neurons in the samalllarge intestine, a reduction attributed to
changes in the microbiota associated with inflanwnatin diabetes, diarrhea and abdominal
pain are frequent complications. The abnormal fonatg of the gastrointestinal tract
indicates complications and damage to the entedovaus system, especially in the
myenteric plexus, responsible for the intrinsic amoinnervation. In addition to the
microbiota, oxidative stress is indicated as a majause of neurodegeneration and
antioxidants can reduce the damaging effects dfediés in the body.

OBJECTIVES - In the first study, we investigated if supplenaion of a DHL with inulin,

a prebiotic mainly metabolized in the colon by tmécrobiota, is able to modulate the
bacterial populations toward the prevalence of comiies considered less harmful to the
body. We also investigated different myenteric neat populations to assess whether the
neuronal loss could be mitigated and to analyzeads®ciation of innervation with colonic
motility. In the second study, we investigated réatment with resveratrol in rats with
experimental diabetes is capable of acting attémyathe damage to the myenteric
innervation of the colon, since resveratrol is mpound with proven antioxidant capacity.
METHODS - In the obesity study, Swiss mice were fed afjgaridiet for rodents or a high-
fat diet (59% kcal fat), or the diets supplemenagtth inulin for 17 weeks. We investigated
the intestinal and colonic maotility, blood biocheali measurements, metagenomic analysis
of colonic microbiota and gene expression levelshef inflammatory markers TNé&:- IL6
and IL1B. We also performed immunofluorescence riggles for analysis of the neuronal

density and cell body morphometry of different typaf myenteric neurons of the distal

10



colon, such as populations positive for myosin-Wino@al nitric oxide synthase, vasoactive
intestinal peptide and calretinin. In the study hwiexperimental diabetes, rats with
streptozotocin-induced diabetes were treated veisiwaratrol (10 mg / kg) for 17 weeks. We
evaluated physiological parameters and analyzed rigronal density and cell body
morphometry in the myenteric plexus of the distdbn, by immunofluorescence techniques.
RESULTS - High-fat diet caused obesity and delayed colamiatility. The loss of
myenteric neurons in the distal colon of obese atsmaffected all populations studied, with
reduction in neuronal density of myosin-V, neuroméiric oxide synthase, vasoactive
intestinal peptide and calretinin positive neurdrtss loss was accompanied by alterations in
neuronal cell body size in some of the studied epbfations. In particular, calretinin
positive neurons appear to be more sensitive toeffects of the diet. Although obese
animals supplemented with inulin had improved cmomotility, neuronal loss remained
constant. Both the high-fat diet and the suppleatemnt with inulin did not alter the
metagenomic profile of the intestinal tract or éxpression levels of inflammatory cytokines
in the colon. In diabetic rats, we observed typsyahptoms of the experimental model such
as high blood glucose levels, body weight lossianceased speed of gastrointestinal transit,
and neurodegeneration in the total population atrérgic subpopulation. Resveratrol was
not able to completely prevent neuronal loss, bitigated in part the damage to myenteric
neurons in the treated diabetic group, indicatitsgantioxidant and neuroprotective role.
Although the treatment did not reduce the bloodcgbe of diabetic animals, some
physiological parameters were improved such ashwésgs and water consumption.
CONCLUSIONS - High-fat diet or supplementation with inulin farlong time did not
change the intestinal microbiota or gene expreskoels of inflammatory markers in the
distal colon of Swiss mice, indicating that thenaais of this lineage are apparently more

resistant to changes caused by diet these paramélervertheless, obese mice showed
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neuronal loss in all studied neuronal populatiovith consequently delayed colonic motility.
In diabetic rats, resveratrol treatment minimizbd damage to neurons in the distal colon,
although it did not totally prevented neuronal lassthe myenteric plexus. Furthermore,

resveratrol improved some characteristic physialaigbarameters of the disease.
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Abstract

Introduction Obesity has been linked to gastrointestinal dists, especially delayed
intestinal transit. High-fat diets cause loss ofemgric neurons in the small and large
intestine, due changes in the microbiota and infl@tion. We investigated if the prebiotic
inulin is able to modulate the bacterial populasi@nd alleviate neuronal loss in mice fed
high-fat diet.Methods Swiss mice were fed a purified diet for rodenmts digh-fat diet (59%
kcal fat), both with and without supplementatiorthwinulin for 17 weeks. Intestinal transit
analyzes were performed, as well as blood biochaniésts, metagenomic analysis of the
colonic microbiota, genetic expression level of lanfmatory markers and
immunofluorescence for different types of myentareurons of the distal coloiResults
High-fat diet caused obesity and delayed colonandit. Obese mice presented loss of
myenteric neurons positive for myosin-V, neuronalricy oxide synthase, vasoactive
intestinal peptide and calretinin. It was accomedrby alterations in neuronal cell body size
of some of the studied subpopulations. Althoughsebmice supplemented with inulin had
improved in colonic transit, neuronal loss did mbiange. Both the high-fat diet and the
supplementation with inulin did not alter the metagmic profile of colonic microbiota or
the expression levels of inflammatory cytokineshe intestineConclusion High-fat diet or
the supplementation with inulin was not able to ngea the microbiota and promote
inflammation in Swiss mice. Nevertheless, the d#ife studied neuronal populations were

reduced and mice showed delayed colonic transit.
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Resumo

Introducda A obesidade tem sido associada a disturbios igeesttinais, principalmente
atraso no transito intestinal. Dietas hiperlipidicausam a perda de neurdnios mioentéricos
no intestino delgado e grosso, atribuida a altesg@ microbiota associadas a inflamacéao.
Noés investigamos se o0 prebidtico inulina é capaandeular as populacbes bacterianas e
amenizar a perda neuronal em camundongos alimentamo dieta hiperlipidicaViétodos
CamundongosSwissforam alimentados com dieta purificada para roesldAIN-93G) ou
dieta hiperlipidica (59 % kcal de gordura), ambash & sem suplementacdo com inulina,
durante 17 semanas. Foram realizadas analisesirttdr intestinal, dosagens bioquimicas
sanguineas, analise metagendmica da microbiotanicalonivel de expressdo génica de
marcadores inflamatorios e imunofluorescéncia pditerentes tipos de neurbnios
mioentéricos do colo distaResultadosA dieta hiperlipidica causou obesidade e atraso n
transito colonico. A perda de neurénios mioentérioo colo distal dos animais obesos afetou
todas as populacdes estudadas, com reducéo naabtsnsieuronal positiva para miosina-V,
oxido nitrico sintase neuronal, peptideo intestwadoativo e calretinina. Esta perda foi
acompanhada de alteracbes no tamanho do corpoarcetguronal em algumas das
subpopulacdes estudadas. Embora os animais obeglenentados com inulina tenham
apresentado uma melhora no transito colénico, dapeeuronal ndo foi alterada. Tanto a
dieta hiperlipidica quanto a suplementacdo com inaulndo causaram alteracOes
significativas no perfil da microbiota intestinall mos niveis de expressao de citocinas
inflamatorias no intestindConclusédo Houve reducao significativa nas diferentes pogpiga
neuronais estudadas e atraso no transito intestiNal entanto, em camundongos Swiss, a
dieta hiperlipidica ou suplementada com inulina fdiocapaz de alterar a microbiota e

promover inflamacéo.
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Introducéo

A incidéncia da obesidade vem aumentado drasticemess Ultimas décadas e,
juntamente com as complicacbes crénicas associtgtassido motivo de preocupacdo na
saude publica [1]. Novas evidéncias cada vez meaiacionam a obesidade com o
desenvolvimento de doencas crénicas como o digleteser, doencas cardiovasculares e no
sistema nervoso[2]. Além disso, a obesidade tamts#m sido associada a disturbios de
motilidade gastrintestinal [3]. Constipacdo e mamo transito colonico sdo achados
frequentes em modelos de estudos experimentaiguads ha consumo excessivo de gordura
na alimentacéao [4-6].

A motilidade intestinal em niveis fisiologicos eiwa o funcionamento coordenado
da inervacao extrinseca do intestino e do sisteanaso entérico [7], e neurdnios entéricos
sdo capazes de responder diretamente aos carbsjd@aninoacidos e acidos graxos
presentes na alimentacdo [8]. Sabe-se que o condentbetas hiperlipidicas (DHL) em
modelos experimentais causa perda neuronal de mieammioentéricos, relacionados com a
inervacao motora do trato gastrintestinal. Estyda®lataram os efeitos deletérios da DHL
na inervacdo do ceco [9], intestino delgado [9-44itestino grosso [4, 5, 9, 10, 15]. Esta
neurodegeneracao ja foi observada, em diferentessidades, em neurénios que expressam
diversos neurotransmissores e com diferentes fgngées como neurbnios positivos para
HuC/D, periferina, miosina-V, nNOS, VIP, ChAT e rainina. Além disso, varios desses
estudos mostram que acidos graxos encontrados amdegiquantidade na DHL possuem
efeito neurodegenerativo direto em células neusonaiitro [4, 5, 10].

Vérias hipoteses tém sido sugeridas para expligauaodegeneracdo causada pela
DHL. Estudos reportam que dietas ricas em lipidiagsam alteracbes significativas na

microbiota intestinal [4, 16, 17] e aumento na peahilidade do intestino [18], ativando
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processos inflamatérios através da maior produgdolimbpolissacarideoss (LPS) pela
microbiota e ativacdo dos receptofiesdl-like (TLR) [19]. Em modelos experimentais ja foi
encontrado aumento na producéo de citocinas inftamaa, como o fator de necrose tumoral
alfa (TNFw) e interleucina 6 (IL6), no tecido adiposo [20ingestino [18, 21], bem como
aumento na ativacdo de vias de sinalizacdo do TR [n vitro, a ativacdo da via de
sinalizac&o do TLR4 por LPS resulta em morte nalrgh 23, 24]. Acidos graxos saturados
presentes na dieta, como o palmitato, também padermr diretamente a sinalizacdo dos
TLR4 e causar efeitos deletérios em neurdnios ieogr[4, 10, 25], indicando a
lipotoxicidade pelo excesso de lipidios na alimeéta[5]. O processo inflamatério e a
endotoxemia relacionada com o consumo de dietaarlipjolicas podem ser atenuados
através do uso de prebioticos na alimentacdo [4,269 nutrientes ndo digeriveis que
estimulam o crescimento ou atividade de gruposcifspes de bactérias no intestino grosso
[27, 28].

Num estudo anterior realizado pelo nosso grupoergbs-se que a DHL causou
perda neuronal mioentérica no intestino grosso ateuadongos Swiss [15]. Este estudo
demonstrou que os neurbnios do colo distal paresmmos mais afetados. Uma de nossas
hipéteses para explicar a perda neuronal causddaDp¢l foi a inflamacdo associada a
mudancas na microbiota. No presente trabalho,m@&siigamos se a suplementacdo da DHL
com inulina, um prebidtico metabolizado principaihigeno intestino grosso pela microbiota
[29], € capaz de modular as populacdes bacteremadirecdo a presenca de comunidades
consideradas menos danosas ao organismo. Paree@tpamos a analise metagendmica da
microbiota colénica em associacdo com a analisexgeessao de marcadores inflamatérios
no intestino. Investigamos também diferentes p@@s neuronais mioentéricas para avaliar

se a perda neuronal poderia ser amenizada nos ianiatienentados com DHL e
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suplementados com inulina, além de analisar a @as$mcda inervacdo com a motilidade

coldnica.

Métodos

Delineamento experimental

Todos os procedimentos que envolveram o0 uso deasimeste estudo foram
aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Anif@&s/A) da Universidade Estadual de
Maringa (parecer n° 115/2012), e estavam de aamnoos principios éticos adotados pelo
Conselho Nacional de Controle de ExperimentacamAh{CONCEA).

Foram utilizados 20 camundongos adultos, machosgegteécieMus musculus
linhagem Swiss, com idade inicial de 42 dias e pegdlio de 34 g. Os animais foram
provenientes do Biotério Central da Universidadadisal de Maringa e mantidos no biotério
setorial do Departamento de Ciéncias Morfologicagte o periodo de tratamento, em
ambiente com temperatura (22 + 2° C) e iluminagiroladas (ciclo claro/escuro de 12 h).

De acordo com a alimentacdo que receberam, os clmgos foram divididos em
guatro grupos com cinco animais cada: grupo canf{f®), alimentado com a dieta purificada
AIN 93G [30]; grupo controle suplementado (Ci),nantado com a dieta purificada AIN
93G e suplementada com inulina na proporcdo 9upogobeso (H), alimentado com a dieta
AIN 93G modificada rica em gordura saturada (Talig¢ja grupo obeso suplementado (Hi),
alimentado com a dieta AIN 93G modificada e supl@iada com inulina na proporgéao 9:1.
Os grupos foram alimentados por 17 semanas e msl@nimais tiveram acesso a agua e
racaoad libitumdurante o experimento. A avaliacdo do consumadaar foi realizada por 5

dias durante a ultima semana, com resultados esqegesn g/dia por animal.
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Tabela 1 Dieta AIN 93G padrao e dieta hiperlipidica mazhfila

Ingredientes AIN 93G Padréo (g) Hiperlipidica (g)
Amido 397,5 1155
Caseina 200,0 200,0
Amido de milho dextrinizado 132,0 132,0
Sacarose 100,0 100,0
Oleo de soja 70,0 40,0
Banha 0,0 312,0
Celulose microfina (Fibra) 50,0 50,0
Mix minerais 35,0 35,0
Mix vitaminas 10,0 10,0
L-Cistina 3,0 3,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5
Total 1000 1000

Racao hiperlipidica rica em gordura saturada atili&zno tratamento dos animais dos grupos
H e Hi, preparada a partir de alteracbes na quadidle amido, 6leo de soja e a adicao de

banha, tendo como base a racdo purificada AIN 93G.

Tempo de transito gastrintestinal e umidade dassfez
Os camundongos receberam uma solucdo contendonl0,de um corante nao
absorvivel (3 % Carmine Red, 0,5 % metilcelulos¥)] [via gavagem, e o0 tempo até a

eliminacao da primeira pelota fecal colorida foiedminado e expresso em minutos. O teste
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foi realizado na ultima semana de experimento @osindongos foram mantidos em gaiolas
individuais durante a observacdo. Além disso, darams primeiros 60 minutos de

observacédo, as pelotas fecais eliminadas forantaclale e imediatamente colocadas em
microtubos fechados, sendo realizadas as avalia@egso umido, peso seco e volume de

agua nas fezes.

Tempo de transito colonico

Para o teste de expulsdo, uma esfera de metathe @e diametro foi introduzida via
retal & 2 cm da abertura anal, utilizando uma piptsteur levemente lubrificada. O tempo
entre a insercdo até a expulsdo da esfera foindiei@io como tempo de transito colénico,

expresso em minutos.

Coleta dos materiais de estudo

Apos completar o periodo de tratamento, os animeisados em jejum por 12 h
foram pesados e anestesiados com uma dose letalg®@ de peso corporal) de tiopental
(Laboratoérios Abbott, Chicago, IL, EUA), via intexitoneal. O sangue foi coletado por
puncdo cardiaca e apOs a avaliacdo da glicemiaejden j(mg/dl) por fita reativa e
glicosimetro, o restante foi centrifugado a 130@®y5 min e o plasma armazenado a -20 °C
para as analises bioquimicas posteriores. Os dep@# gordura abdominais retroperitonial,
periepididimal e mesentérica foram coletados e dmssasendo expressos como gorduras
abdominais.

O intestino grosso foi removido e a porcéo distat@rréncia das pregas mucosas foi
considerada como colo distal. As pelotas fecaisgmies no limen do colo distal foram

imediatamente coletados em criotubos, congeladastengénio liquido e armazenadas a -80
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°C para a avaliagdo metagendmica da microbiota. of® distal foi mensurado em
comprimento e circunferéncia para a avaliacéo éa distendida, expressa em?cm

Um segmento de aproximadamente 1 cm de comprinfentmletado, rapidamente
lavado com tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7BIS)Pe congelado em nitrogénio liquido,
sendo posteriormente estocados a -80 °C para ksearde PCR quantitativo em tempo real.

O restante do colo distal foi lavado fixado pora2as em solucdo de paraformaldeido
4 % (pH 7,4), posteriormente sendo aberto ao laleyborda mesocodlica e lavado em PBS
para a remocado do excesso de fixador. O intesthedrtado em segmentos transversais
menores de aproximadamente 1 cm de comprimentseadidos com o auxilio de pincas sob
estereomicroscopio para obtencdo de preparados tdéa tinica muscular, através da
remocao da tanica mucosa e tela submucosa. Osrpdegatotais foram entdo armazenados
sob refrigeracdo em PBS e azida sédica 0,08 %,aatealizacdo das técnicas de

imunofluorescéncia.

Analises bioquimicas sanguineas

O plasma armazenado foi utilizado para a dosagenprdeeinas totais (g/dl),
triglicérides (mg/dl) e colesterol total (mg/dl)rpespectrofotometria (analisador bioquimico
semiautomatico, BIO 200FL, Bio Plus, Sédo Paulo, B8sil) e de acordo com as instrucdes

dos kits comerciais (Gold Analisa, Belo Horizo;, Brasil).

Imunofluorescéncia do plexo mioentérico

Os anticorpos primarios e secundarios utilizadasioesesumidos na Tabela 2.
Preparados totais de membrana foram incubados stoo@os imunorreativos (-IR) para as
proteinas: miosina-V (populacdo neuronal geral, sm&V-IR), 6xido nitrico sintase

neuronal (subpopulagcéo nitrérgica, nNOS-IR), peuatichtestinal vasoativo (subpopulacéo
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VIP-IR) e calretinina (subpopulacdo CALR-IR). O iaatpo anti-miosina-V foi utilizado
para a marcacdo da populacdo neuronal geral, urmnaque ele ndo € seletivo para
subpopulacdes especificas e ja foi utilizado enereiftes modelos experimentais e
segmentos intestinais [15, 32-35]. Duplas marcafgiam feitas com nNOS/VIP, enquanto a
miosina-V e CALR foram analisados por marcactegkEis Cada técnica foi realizada em
um preparado de membrana diferente e a omissaontior@o primario ndo mostrou

nenhuma marcacao apos testes de controle negativo.

Tabela 2 Anticorpos

Primario Hospedeirg Empresa Secundario Empresa
Anti-rabbit Alexa| Molecular  Probes,
Miosina-V | Rabbit [36]
Fluor 546 Invitrogen
Anti-rabbit Alexa| Molecular  Probes,
nNOS Rabbit Zymed
Fluor 546 Invitrogen
Peninsula Anti-rabbit Alexa| Molecular ~ Probes,
VIP Rabbit
Laboratories, Inc. | Fluor 350 Invitrogen
Molecular  Probes,
CALR Goat Abcam Anti-goat  Alexa
Invitrogen
Fluor 568

Anticorpos utilizados para as técnicas de imuneéiscéncia. Anti: Miosina-V; 6xido nitrico

sintase neuronal (NNOS); peptideo intestinal vagméV1P); calretinina (CALR).

Os preparados de membrana foram lavados (2 x 1pemnPBS e posteriormente
colocados em uma solugao de bloqueio contendo @B3% de Triton, 2 % de albumina de

soro bovino (BSA) e 10 % de soro de cabra. Depeid @, os preparados foram incubados
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com o anticorpo primario por 48 h em temperaturbiante sob agitacdo, em um meio de
incubacédo contendo PBS, 2 % de BSA e 2 % de soboie. Apds lavagem em PBS (5 x 10
min), os preparados foram incubados com os antisogecundarios utilizando o mesmo
meio de incubac&o acima por 2 h em temperaturaesta)isob agitacdo e ao abrigo da luz.
Por fim, os preparados foram lavados em PBS e mostam laminas histoldgicas com meio
de montagem Prolong® Gold Antifade Reagent (Mokcw®robes, Life Technologies,

Eugene, OR, USA).

Analises quantitativas no plexo mioentérico

As analises quantitativas foram realizadas em im&geapturadas com um
microscopio de fluorescéncia FSX100, transferidas @ computador através do programa
associado e posteriormente analisadas com o aukiliprograma Image-Pro Plus, (Media
Cybernetics, Inc). As imagens foram capturadas emeato total de 170x por amostragem
aleatéria em todo o preparado de membrana na lamst@dgica, sem a escolha de campos
visuais especificos e sem 0 mesmo campo ser cdpturais de uma vez. Todos 0s
neurdnios presentes em 30 imagens capturadas ipwaldoram contados para cada técnica.
A area de cada imagem foi de aproximadamente Or®ara area total quantificada foi de

5,99 mn3, sendo os resultados expressos como neuréniasrpor

Analises morfométricas no plexo mioentérico

Para a morfometria das populacdes neuronais nx pl@oentérico, as imagens
capturadas em aumento total de 170x foram analiseoia o auxilio do programa Image
Pro-Plus. As areas de 100 corpos celulares negrpoaianimal foram mensuradas, para um

total de 500 por grupo. As medidas foram realizagfasneurénios onde era possivel ver
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claramente os limites do corpo celular e os redotamorfométricos foram expressos em

pm?.,

RT-PCR quantitativo em tempo real

O RNA foi extraido do tecido homogeneizado pelotatié@ de reagente Trizol
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) e extracdo ded#cloroformio. A transcricdo reversa
do RNA total foi realizada para 100 ng. A expresd@anRNA foi quantificada por qRT-
PCR utilizando o termociclador em tempo real RaoeyM 3000 (Qiagen), com primers
(Invitrogen) para: TNFe (foward) 5-TCATGCACCACCATCAAGGA-3' e TNR
(reverse) 5-GACATTCGAGGCTCCAGTGAA-3;; IL6 (foward) 5-
CTCTGGGAAATCGTGGAAATG-3 e IL6 (reverse) 5'-
TGCAAGTGCATCATCGTTGTT-3’; IL1b (foward) 5-TCGCTCAGGTCACAAGAAA-
3’ e IL1b (reverse) 5-TCAGAGGCAAGGAGGAAAACA-3'. Oglados foram analisados
com o programa Rotor-Gene Q (Qiagen). A expressamBNA foi normalizada para o

rRNA 18S e expressa como unidades arbitrarias.

Perfil metagendmico da microbiota

Amostras das fezes coletadas diretamente do lGmenld distal foram mantidas em
freezer -80 °C até a anéalise metagenémica. O DNA&Xwaido utilizando o QlAamp DNA
Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) e quardddo. Livrarias foram sintetizadas a
partir de 500 ng de DNA total seguindo as instregde kit Rapid Library Preparation Kit
(Roche Applied Science, Mannheim, Germany). As &rassforam analisadas no
Bioanalyzer com o kit High Sensitive DNA Kit (Agite Technologies Inc., Santa Clara,
California, USA), e submetidas ao PCR de grandeme| seguindo as instru¢cbes do kit

(Roche Applied Science, Mannheim, Germany). Em isegidoram sequenciadas pelo GS
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FLX Titanium, utilizando o kits GS FLX Titanium Ri€iterPlate Kit e GS FLX Titanium
Sequencing Kit XLR70 (Roche Applied Science, Manmhd&sermany). Dados obtidos pelo
sequenciamento foram submetidos ao servidor MG-RASJomparados entre 0s grupos

[37].

Analise estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos foi radfzatravés do programa GraphPad
Prism (v 5.01, GraphPad Software, Inc), sendo egoiecomo media + erro padrdo. Para a
comparacao entre os grupos foram realizadas amalisevariancia one-way (ANOVA),
seguida de testpost hocde Tukey, onde o valor de menor que 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

Resultados

Obesidade, parametros sanguineos e transito imigsti
A DHL promoveu um aumento significativo no pesopawal dos animais do grupo H

apos as 17 semanas de tratamento (Tabela 3), quangm@mrados com o0s grupos controles C
(p < 0,05 e Ci p < 0,01). O peso da gordura abdominal também awment
significativamente no grupo H em relacdo aos grupo® < 0,01) e Ci|§ < 0,05). Nos
grupos suplementados com inulina ndo houve diferengstes parametros, quando
comparados aos seus respectivos controles. Entetamgrupo Hi também néo apresentou
diferenca significativa nestes parametros em relagégrupo C, apenas em relacédo aopCi (

< 0,05).
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Tabela 3 Parametros corporais.

C Ci H Hi

Peso 53,6 + 1,4 51,2+1,4  620+%,8 59,6+27
Gordura abdominal 2,5+0,2 1,7+0,3 43+#0,4 360,
Consumo ragao 44+0,5 3,8%+0,2 46+0,8 4,0+ 0
Transito gastrointestinal 118 £ 21,3 296 £ 21,8 + 764 128 + 17,7
Transito colénico 7,5%0,7 8,7+0,5 13,3+9,5 6,8+0,5
Umidade das fezes 56,1 + 3,4 578+30  38,4%3/4 58,3+1,9
Glicemia 179 +10,6 160 + 10,5 191+ 7,9 167 + 8,
Proteinas 50+0,2 52+0,1 55+0,1 52+0,
Triglicerideos 130+4,9 131 +5,6 119+ 2,8 1334
Colesterol 148 +5,2 125+ 7,3 184 +¥,8| 142+12,%
Area do colo distal 25+0,1 3,6 0,2 3,4+0,3 ,380,3

Parametros corporais avaliados. Peso final (g} ples gorduras abdominais (g); consumo
de racédo (g/dia); tempo de transito gastrointels{man); tempo de transito colénico (min);
glicemia de jejum (mg/dl); proteinas totais sanga (g/dl); triglicerideos sanguineos
(mg/dl) colesterol total sanguineo (mg/ml); areacdio distal (crd). Grupos: controle (C),
controle com inulina (Ci), obeso (H) e obeso comiiiva (Hi). % < 0,05 versus Cp < 0,05

versus Cifp < 0,05 versus H. Resultados expressos como médiaotpadrdo; n = 5 por

grupo.

Tanto o consumo de racdo quanto os parametros isaogude glicemia de jejum,
proteinas totais e triglicerideos ndo apresentaliferencas significativas entre nenhum dos

grupos (Tabela 3). O colesterol total foi o UnicGrgmetro sanguineo alterado, com um
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aumento no grupo H em relagdo aos grupop € 0,05) e Cif§ < 0,05), e uma reducéo
significativa aos niveis padréo no grupo Hi, quacdimparado ao Hy(< 0,05).

A DHL ndo causou alteracdo significativa no temp® tdansito gastrintestinal,
observado pelo teste por gavagem com corante @&peNo entanto, a motilidade colénica
distal foi reduzida no grupo H comparado aos grUpesCi < 0,001), indicada pelo maior
tempo de expulsdo da esfera. A suplementacdo domogrli com inulina melhorou a
motilidade colénica em relacdo ao grupopd(0,001), com valores similares aos do grupo
controle. Em concordancia com os resultados delidaate colénica, a avaliacdo da umidade
nas fezes no grupo H mostrou uma menor quantidadeuda em relacdo aos grupospG (
0,01) e Cip < 0,001), e a suplementacdo no grupo Hi normalesias valores ao nivel do

grupo C p < 0,001).

Densidade neuronal

A area total do colo distal (comprimento x diamptr@o apresentou diferenca
significativa entre nenhum dos grupos (Tabela &), sendo necesséria a utilizacao de fator
de correcdo para as estimativas de densidade mué@ronsumo de DHL por 17 semanas
causou mudancas semelhantes nas quatro populaedesnais mioentéricas avaliadas
(Figura 1). Houve uma reducéo significativa na diade da populacdo neuronal miosina-V-
IR (20,5 %) e subpopulacdes NnNOS-IR (26,2 %), CARRR38,2 %) e VIP-IR (18,1 %),
guando comparados os grupos H & 0,001). A suplementacdo com inulina no grupo Hi
nao resultou em alteracées na densidade neurorainpahuma das populacdes estudadas,
guando comparado ao grupo H. A perda neuronal daysgla DHL se manteve para todas as

subpopula¢des no grupo Hi, quando comparados pegidi e C ) < 0,01).
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Figura 1: Densidade neuronal mioentérica
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Densidade neuronal geral (neurdniosicmo plexo mioentérico do colo distal, neurdnios
marcados para miosina-V, nNOS, calretinina (CALRjIB. Grupos: controle (C), controle
com inulina (Ci), obeso (H) e obeso com inulina)(Rfi < 0,05 versus (p < 0,05 versus Ci.

Resultados expressos como média * erro padrad; mot grupo.

Morfometria neuronal

Diferente dos resultados de densidade neuronaksadtados de morfometria foram
distintos entre as populacdes neuronais avaliada®mlo distal (Figura 2). A area média do
corpo celular na populacdo neuronal geral miosiFi&\hao sofreu alteracdo no grupo H
guando comparado ao grupo C, mas o grupo Hi agmas@ma maior area em relacédo aos
grupos H e C{ < 0,05). A subpopulacdo nNOS-IR apresentou um atonea area do corpo
celular neuronal do grupo H em relacdo agp& (0,05), e a suplementacdo com inulina no

grupo Hi resultou em um aumento ainda maior, quartdoparado aos grupos H e €<
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0,05). Nos neurbnios CALR-IR, a DHL causou uma ¢&duna area do corpo celular no
grupo H em relacédo ao grupo g£< 0,05), enquanto a suplementacdo com inulinarnpogy
Hi restaurou a area do corpo celular neuronal ameres do grupo controle, quando
comparados os grupos Hi e pi<€ 0,05). Na subpopulacéo VIP-IR, a DHL aumentcrea
do corpo celular neuronal nos grupos H e Hi enmcéslaao grupo Cp(< 0,05), enquanto a
suplementacdo com inulina no grupo Hi ndo promoakeracdes no tamanho do corpo

celular guando comparado ao grupo H.

Figura 2: Morfometria do corpo celular neuronal

Morfometria Neuronal
350

Ho
Ho

300 [ ‘ ab
abc

250

o

abc iy e e
200 e ! | ab

150

100

50 | [

Miosina-V nNOS CALR VIP

HC mCi mH mHi

Morfometria do corpo celular neuronal (f)nmo plexo mioentérico do colo distal, neurdnios
marcados para miosina-V, nNOS, calretinina (CALRjIB. Grupos: controle (C), controle
com inulina (Ci), obeso (H) e obeso com inulina)(Bfi < 0,05 versus (p < 0,05 versus Ci;

°p < 0,05 versus H. Resultados expressos como méstiepadréo; n =5 por grupo.
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RT-PCR quantitativo
Na avaliacdo dos marcadores de inflamacéao nodistal por gRT-PCR, tanto a DHL
guanto a suplementacdo com inulina n&o tiveramtosfesignificativos nos niveis de

expressao génica da IL6, IL1b e TNFentre os grupos estudados (Figura 3).

Figura 3: Expressao génica dos marcadores inflamatérios
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Niveis de expressao génica dos marcadores IL6, €. TbiFa (expressao relativa) no colo
distal. Grupos: controle (C), controle com inuli@), obeso (H) e obeso com inulina (Hi).

Resultados expressos como média * erro padrad; pot grupo.

Perfil metagendmico da microbiota

Para investigar se a microbiota intestinal sofrkeracées com as dietas em nossa
colénia de camundongos, o RNA ribossomal 16S damesfefoi analisado por
pirosequenciamento. As comunidades bacteriana®ldadistal ndo apresentaram alteracdes
significativas ao nivel de filo ou classe entreo®ds grupos. Os filoBacteroidetes

Firmicutes e Proteobacteriacorresponderam a mais de 90 % das leituras id=dds ao
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nivel de filo (Figura 4). As classes mais predomies observadas foramBacteroidiae
Clostridia, com mais de 50 % das leituras identificadas (f@idy). Ao nivel de género, os
grupos de interesdgifidobacterium Lactobacillus Oscilospirae Desulfovibriotambém nédo
apresentaram alteracdes significativas entre ogogruexceto por uma reducdo no género

Lactobacillusquando comparados os grupos Ci @& (0,05) (Figura 6).

Figura 4: Perfil da microbiota ao nivel de filo
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Proporcéao relativa (%) dos filos encontrados narabiota colénica. Grupos: controle (C),
controle com inulina (Ci), obeso (H) e obeso comliima (Hi). Resultados expressos como

média + erro padrao; n = 5 por grupo.
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Figura 5: Perfil da microbiota ao nivel de classe
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média + erro padrao; n = 5 por grupo.
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Figura 6: Perfil da microbiota ao nivel de género
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Proporcdao relativa (%) dos géneros de interessenénaclos na microbiota colénica. Grupos:
controle (C), controle com inulina (Ci), obeso (&l)obeso com inulina (Hi). Resultados

expressos como média * erro padréo; n = 5 por grupo

Discussao

Nossos resultados mostraram que a DHL causou atmag@nsito col6nico, perda de
neurdnios mioentéricos no colo distal e alteragéidamanho destes neurbnios em algumas
das subpopulacdes estudadas. Embora os camundoinggess suplementados com inulina
tenham apresentado uma melhora na motilidade ©aldra suplementacdo com esse
prebiotico ndo foi capaz de impedir a perda neuroklam disso, tanto a DHL quanto a
suplementacdo com inulina ndo causaram alterag@esicativas no perfil da microbiota
intestinal ou nos niveis de expresséao de citodnfnatorias no intestino.

Os efeitos da DHL em estudos experimentais dependam somente de sua
composicdo e do tempo de tratamento [38], mas tenmde espécie e linhagem de roedor
utilizado [38, 39]. Os animais do grupo obeso agreEgam um ganho de massa de 15,6 %

em relacdo aos animais do grupo controle, bem cummento de 70,9 % nos depdsitos de
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gordura visceral. Em um trabalho anterior do nogegpo de pesquisa com a mesma
linhagem de camundongos e periodo de tratameniprfies utilizando a racdo padréo para
roedores como dieta controle, a média de pesordogis controle (48,6 g) foi menor do que
os alimentados com a dieta purificada neste expation(53,6 g). E possivel que a dieta
purificada utilizada no presente estudo tenha foido o ganho de peso mais elevado
observado no grupo controle, devido a mudanca disspoarideos de plantas da racéo
padréo para roedores para carboidratos de maiesthdidade da dieta purificada [40]. Os
animais do grupo Hi também apresentaram ganho de perporal e das gorduras
abdominais, mas em uma intensidade um pouco mear®ng grupo H. Isso indica que a
inulina teve algum papel na manutencao do pesmrarseja pelo controle do metabolismo
de lipideos no organismo ou pela regulacdo da t&gesalérica, como ja observado em
outros estudos [29, 41].

Em relacdo ao consumo de racdo e aos parametrgsisaos analisados, nao
observamos diferencas significativas entre os grygasa a glicemia de jejum ou proteinas
totais. Estudos com a DHL em modelos experimentaigando camundongos reportam
resultados variaveis em relacdo a glicemia dos ansirf®, 42], e é provavel que essa
divergéncia seja devida principalmente a linhage® ahimais, a composicédo da dieta e 0
tempo de tratamento. Camundongos Swiss alimenfaatogito semanas com a mesma dieta
do grupo obeso apresentaram maior glicemia de jegamho de peso corporal e das gorduras
abdominais [42], mas com pouca diferenca entre @sigontroles e obesos, e é possivel que
a longo prazo a propria dieta controle acabe lewvamdlicemia aos niveis proximos dos
animais obesos.

A DHL nédo alterou os niveis sanguineos de trigidmws entre os grupos. Nos
animais do grupo H houve um aumento nos niveiobssterol total, resultados semelhantes

aos ja encontrados para esse modelo [42], e nogdipa suplementacdo com inulina
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reduziu o colesterol para os niveis fisiologicabr&s sollveis como a inulina podem atuar
aumentando a secrecao de bile, reduzindo o cadesteal [29], aléem de alguns produtos de
sua fermentacao no intestino pela microbiota serg@pazes de inibir a sintese de colesterol
[29].

Vérios trabalhos associam as DHLs a alteractepadies de motilidade intestinal,
principalmente com atraso no tempo de transitoibeakatividade de propulséo [3, 4, 6, 9].
Embora nossos animais ndo tenham apresentadocétsraignificativas no tempo total de
transito gastrintestinal total, evidenciado pelstdepor gavagem de corante, a motilidade
colonica estava reduzida no grupo H com atrasemp® do teste de expulsédo da esfera, e
essa menor motilidade foi acompanhada pelo memtegdo de agua nas fezes. Assim como
também descrita na literatura a associacéo emascaha motilidade e reducéo na densidade
neuronal mioentérica [3, 4], todas as populacoesomais analisadas em nosso trabalho
apresentaram densidade reduzida no grupo H. Isteresmente, a suplementacdo com
inulina restaurou o transito colénico e a umidads f@zes a niveis fisiologicos nos animais
do grupo Hi, mas sem que houvesse protecdo neuronal

O tamanho do intestino em comprimento e circunf@eémpode ser afetado por
processos patoldgicos, causando a dispersdo oerdoagdo dos neurbnios presentes na area
de analise [43]. Diferentemente de nosso trabalhieriar com esse mesmo modelo
experimental, no qual a area do intestino grosé@sama reducdo de 33 % nos animais
obesos [15], a DHL ou a suplementacdo com inulestenestudo ndo alteraram a area do
colo distal dos camundongos, ndo sendo assim rde@eadutilizacdo de um fator de correcéo
para as analises de densidade neuronal. Essa é&heegprovavelmente se deve a
substituicdo da racédo padréo para roedores pedka plieificada AIN-93 na alimentacdo dos
animais controle, onde a disponibilidade de ingnetdis refinados e de maior digestibilidade

na dieta purificada [40] parece ter adaptado aehagia do intestino.
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As andlises de densidade neuronal miontérica nmostraa reducdo em todas as
populacdes estudadas nos animais obesos. A poputagdonal geral, observada pela
marcacao da proteina transportadora miosina-V pi¢sentou perda neuronal de 20,5 %
nos animais obesos. Nos neurdnios motores inibgpra subpopulacdo nitrérgica estava
reduzida em 26,2 % e a subpopulacéo VIPérgica ein%&os animais obesos, em relacéo
ao grupo controle. A subpopulacdo marcada pareetraira, produzida por neurbnios
motores excitatérios e intrinsecos sensoriais 3, foi a mais afetada entre os animais
obesos e controles, com perda de 38,2 %. No intedé camundongos, neurénios positivos
para calretinina sdo colocalizados quase exclusgméancom neurbnios excitatorios, que
produzem acetilcolina como principal neurotransorisse € extremamente rara a
colocalizacdo com a nNOS [45], indicando que ogareas excitatorios podem ter sido mais
afetados pela DHL que os neurdnios inibitérioséeressantemente, a neurodegeneracao que
ocorre naturalmente com o envelhecimento e atrdbwid estresse oxidativo é também
associada ao atraso no transito colonico e seingstraos neurdnios colinérgicos
(excitatorios), com a subpopulacdo nitrérgica nrasistente e com sua funcdo motora
mantida [47]. Varias hipbteses tém sido sugeridaa pxplicar a neurodegeneracéo causada
pela DHL, incluindo alteracdes na microbiota edanfacédo associada, lipotoxicidade, estresse
oxidativo e do reticulo endoplasmatico [4, 5, 18], 4

O consumo de DHLs em modelos experimentais es&tioglado a alteracdes na
microbiota intestinal de camundongos, particulat@merom a reducdo na quantidade de
Bacteroidetes e aumento de Firmicutes [2, 16-185@P Esta mudanca na composicédo dos
dois filos dominantes tém sido associada a um atomas niveis de endotoxemia sanguinea
e marcadores inflamatorios, facilitados pelo aumerd permeabilidade intestinal também
observado em modelos experimentais com DHL [421826, 51]. Uma de nossas hipoteses

sugeridas para explicar a perda neuronal causddaligéa em nosso trabalho anterior [15]
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seria a alteracdo da microbiota intestinal e camsgg® aumento na ativacdo de vias
inflamatorias no intestino, resultando em danoslaeds. Para investigar se a microbiota
colonica foi alterada pela DHL em nossa coloniacdmundongos, realizamos a analise
metagendmica do DNA presente nas fezes coletadatardente do colo distal e,
curiosamente, ndo houve alteracdo significativaeenls grupos bacterianos no grupo
alimentado com a DHL ao nivel de filo e classe, bemmo nos géneros de interesse
selecionados. Como a suplementacdo com prebigticds modular a microbiota com o
aumento de algumas populacfes bacterianas cordadeb@néficas ao organismo, como o
géneroBifidobacteriume Lactobacillus[4, 26, 52], utilizamos a suplementacdo das dietas
com inulina para investigarmos se a modulacéo deolvibta seria capaz de atuar impedindo
a perda neuronal mioentérica. Entretanto, tambémhio@ve diferencas significativas entre
as proporcdes das comunidades bacterianas colsagupos suplementados com inulina.

N&o esta claro o motivo pelo qual ndo observamimsaglbes na microbiota, mas
podemos sugerir alguns fatores. Em um estudo meadilizando mais de 100 linhagens
diferentes de camundongos alimentados com DLH (¥X2&bde gordura, 8 semanas), Parks
et al [39] observaram que o perfil genético dos watongos exerce um forte papel na
composicdo e plasticidade da microbiota apos aealagtdo com a DHL, com algumas
linhagens apresentando pouca mudanca entre osppisifilos. Notavelmente, a linhagem
Swiss foi uma das linhagens com variacdo partimdate baixa da microbiota em resposta a
DHL. Destacamos também que a grande maioria démlas com DHL e analise da
microbiota utilizam a linhagem C57BL/6 [4, 9, 1B, #0, 50], mais sensivel a DHL [39], e &
provavel que o uso de camundongos Swiss em nosaballio tenha influenciado os
resultados da microbiota.

A alteracdo na microbiota causada pela DHL favoracenaior producdo de

lipopolissacarideos (LPS) e sua absorcéo pelo mman[17, 26]. Os LPS sdo constituintes
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da membrana externa de bactérias Gram-negativé@s esonhecidos pelos receptores Toll-
like (TLR), ativando vias pro inflamatorias e aglibcdo de citocinas, além de induzir a morte
neuronalin vitro [23]. N6s sugerimos anteriormente que a alteragimicrobiota causada
pela DHL e a consequente ativacdo de vias pronmaflérias poderiam ter atuado em
conjunto na perda neuronal observada [15], e igasbs neste trabalho o nivel de
expressao génica intestinal de IL6, IL1b e T&NFnarcadores inflamatorios frequentemente
associados com a DHL em modelos experimentais camuwcdongos. Assim como ha
analise metagen6mica, nao observamos alteracadficstma na expressao desses
mediadores. Camundongos alimentados com DHL (45cé &e gordura, 16 semanas)
apresentaram aumento na expressao de dfNB-ileo, mas n&o no colo [53]. Em outro
estudo, a DHL (60 % kcal de gordura, 12 semanasgotaaumento na expressao de Ti\F-
mas nao de IL6, no colo proximal, associada a wdagio na expressao de proteinas do
complexo juncional epitelial e aumento na perméidale [18]. Em ganglios mioentéricos
isolados do colo proximal de camundongos obesdSHhA (60 % kcal de gordura, 13
semanas) também causou aumento na expressao dédir6,como de TLR4 e genes
envolvidos na sua sinalizacdo [4]. Apesar de essaglos apontarem resultados variados
guanto a expressao dessas citocinas no intestidos tforam realizados com a linhagem
C57BL e também foi observada a alteracdo na migtalvios animais obesos, sugerindo que
nossos resultados da analise metagendmica e dess rie expressdo de mediadores
inflamatorios estéo relacionados.

Além dos LPS, acidos graxos de cadeia curta tangmeiam ativar diretamente a via
de sinalizacdo do TLR4 [21, 25], indicando que oesso de lipidios na DHL pode ter uma
acao direta na neurodegeneracdo causada pelas @HL® palmitato € um acido graxo
saturado livre de cadeia curta que correspondecxiapadamente 30 % do conteudo lipidico

presente na banha utilizada na DHL [13]. Embora seecanismos celulares especificos nos

38



neurénios ainda nao tenham sido investigados, @stadvivo e in vitro sugerem que 0
palmitato tenha um papel significativo nos danos aeurénios entéricos. Voss et al [10]
observaram perda neuronal mioentérica no ileo @ enl camundongos alimentados com
DHL (45 % kcal da gordura, 6 meses), bem como daragativamente crescentes a
neurdnios e células musculares intestinais expestiiferentes concentracdes de palmitato
vitro. No metabolismo do palmitato, o transportador itam palmitoil-transferase nas
membranas de mitocondrias e do reticulo endoplasmi#z a conversdao do palmitoil-CoA
para palmitoilcartinina, um intermediario que pogeomover a desestabilizacdo da
membrana, liberacdo de célcio e ativacao de caspadk e o bloqueian vitro da carnitina
palmitoil-transferase pela acdo de inibidores ézage impedir a perda neuronal induzida
pelo palmitato [10]. Além disso, como esse trangpenvolve o acetil-CoA, altos niveis de
palmitato resultam em uma menor disponibilidadeedggermediario. Como o acetil-CoA &
também utilizado na producdo do neurotransmissaritad@rio acetilcolina [55], a
manutencdo celular de neurbnios que expressam Beseotransmissor pode ser
comprometida pelo excesso de palmitato. Isto rafosgnossos resultados, onde os neurénios
excitatérios parecem ter sido mais afetados pela dio grupo obeso.

Outros trabalhos recentes com a DHL também repopintia neuronal mioentérica
em camundongos. Anitha et al [4] encontraram peardaronal no colo proximal de
camundongos alimentados com DHL (60 % kcal de gaydii3 semanas), associada ao
atraso na motilidade e alteragdo na microbiota, suplementacdo com o prebiotico
oligofrutose foi capaz de prevenir essas mudangasaclas pela dieta. Os autores ainda
avaliaram a exposi¢cao de neurbniogitro ao palmitato e a relacdo com a ativacéo da via do
TLR4, sugerindo que a DHL afeta cronicamente aligagio do TLR4, causando apoptose
neuronal e consequente dismotilidade. Outro trabatttontrou perda neuronal da populacéo

geral e nitrérgica no ileo, ceco e colo [9], attilaua acdo direta dos lipidios da DHL
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utilizada (21 % do peso de gordura, 2 % coleste38l,semanas) ou de seus produtos
metabolicos nos neurénios entéricos. Camundongoger@tados com DHL (72 % kcal de
gordura, 8 semanas) também tiveram perda neuranehtérica na populacdo geral HuC/D,
NnNOS e VIP no duodeno, acompanhada de colocalizée&oarcadores de apoptose e danos
aos axonios, perda de neurofilamentos e microtgbdim citoesqueleto [12]. Em outro
trabalho do mesmo grupo com um tempo maior dentextéo, a DHL (72 % kcal de gordura,
20 semanas) causou perda neuronal apenas nos insu@AT e VIP, com aumento nos
neurénios nNOS, sugerindo que o0 sistema nervosériemtpode passar por respostas
adaptativas em resposta a tempos maiores de tra@mi8].

O estresse oxidativo e o estresse do reticulo ésstoatico também parecem atuar na
neurodegeneracdo causada pela DHL. Nezami et ablfs¢rvaram atraso na motilidade
intestinal e perda neuronal nas populacdes gegdafépna), inibitdrias (NNOS) e excitatorias
(ChAT) no colo proximal de camundongos alimentactws DHL (60 % kcal de gordura, 11
semanas), bem como associacdo a marcadores desgpbptitro, os autores observaram
em cultura de neurdnios entéricos expostos ao fabnium inchaco do reticulo
endoplasmatico, aumento nos marcadores de estoessBRE, aumento nos niveis de
superoxido dismutase (SOD), reducdo na quantidadehaco de mitocdndrias, resultados
gue indicam danos severos as organelas celularesspbsta de estresse do RE é causada
pelo acumulo de proteinas mal enoveladas no luraesrghnela. Embora as células tenham
mecanismos de autofagia em resposta ao estredRE dascando restaurar a sobrevivéncia
celular, a célula pode ativar as vias de apoptesa gesposta de estresse for mantida por
periodos extensos [56]. Além do estresse do reti€R, a disfuncdo mitocondrial parece ter
importante papel na sobrevivéncia de neurdniosieat como evidenciado pelo estudo de

camundongos com disfungéo seletiva para célul&N\io[57].
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Na avaliacdo da area do corpo celular neuronakreasios que a DHL atuou de
maneira distinta nas subpopula¢cdes estudadas. Alggd geral positiva para miosina-V
nao apresentou alteracdo no tamanho dos corpodaresluneuronais, enquanto as
subpopulagcdes positivas para nNOS e VIP, considsracturénios motores inibitorios,
apresentaram um aumento do corpo celular (4,8 92,8 %, respectivamente). Estes
resultados diferem do nosso trabalho anterior, uad gs duas subpopulagbes tiveram uma
reducéo no tamanho do corpo celular neuronal noogkl[15]. E possivel que a substituicéo
da racdo padrdo para roedores no grupo controke ¢peta purificada AIN-93 tenha sido
responsavel por esses resultados diferentes, umgueea area do colo nos animais controle
também foi reduzida no presente trabalho, em relagdanterior. Ja os neurénios marcados
para calretinina tiveram uma reducao significatieatamanho do corpo celular (19,4 %) nos
animais do grupo H. Interessantemente, os neur@abstinina também foram os mais

afetados pela perda neuronal, sugerindo uma mensitslidade destes neurdnios a DHL.

Conclusao

Este trabalho mostrou que a alimentacdo com diptlipidica ou a suplementacao
com inulina por longo periodo ndo alterou a miantdintestinal ou os niveis de expressao
génica de marcadores inflamatorios no colo distakkdmundongos Swiss, indicando que
esses animais sdo aparentemente mais resistemeslancas causadas pela dieta nestes
parametros. Ainda assim, os camundongos obesoseapsieam perda neuronal em todas as
subpopulacdes estudadas e consequente atrasmsitotidolonico, e a inulina nao foi capaz
de atenuar a perda neuronal. Isto sugere que gatbretamente ligados ao excesso de
lipidios da dieta, e ndo somente a alteracdo daohiata e inflamacao, afetem o sistema

nervoso entérico em modelos experimentais de ad@sicpor dieta hiperlipidica. A
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realizacdo de outros estudos investigando a ag&tadios &acidos graxos sobre a perda
neuronal mioentérica em camundongos dessa linhageleria ajudar a melhor entender o

papel da dieta hiperlipidica ha neurodegeneracéao.
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Abstract

Introduction Gastrointestinal symptoms associated with diaheseich as diarrhea and
abdominal pain, are related to damage to the ent@rtvous system. Oxidative stress is
indicated as a major cause of neurodegenerationaatioxidants can act reducing the
damaging effects of diabetes in the body.

Objectives We investigated if the treatment with resveraislcapable of minimize the
damage to the myenteric innervation of the largesitne in rats with experimental diabetes.
Methods Rats with streptozotocin-induced diabetes weeatéd with resveratrol (10 mg /
kg) for 17 weeks. We assessed physiological paemyeheuronal density and cell body
morphometry in the myenteric plexus by immunoflsaence techniques.

Results Diabetes caused typical signals of the experiaiemtodel, such as high blood
glucose levels, body weight loss, increased gas#siinal transit speed and
neurodegeneration of the total myenteric populaéiod nitrergic subpopulation. Resveratrol
presented partial protective effect for part of daenage to the myenteric neurons in diabetic
rats. Although resveratrol treatment did not redtee blood glucose of diabetic rats, some
physiological parameters were improved, such aghtépss and water consumption.
Conclusions Resveratrol showed an important protective roléhe enteric nervous system

of diabetic rats.
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Resumo

Introducdo: Sintomas gastrointestinais associados ao diabet@so diarreia e dor
abdominal, sdo relacionados a danos ao sistemastemntérico. O estresse oxidativo é
apontado com uma das principais causas da neurtgfagéo e compostos antioxidantes
podem atuar reduzindo os efeitos danosos do deheterganismo.

Objetivos Investigamos neste trabalho se o tratamento esieratrol em ratos com diabetes
experimental é capaz de atuar minimizando os daadservacao mioentérica do intestino
grosso.

Métodos Ratos com diabetes induzida por estreptozotdoren tratados com resveratrol
(10 mg/kg) por 17 semanas. Foram realizadas aag@ali de parametros fisiologicos e
analises de densidade neuronal e morfometria g a®@lular através de imunofluorescéncia
no plexo mioentérico.

ResultadosO diabetes causou sintomas tipicos do modelorewxgetal, como alta glicemia
sanguinea, perda de massa corporal e aumentoagw@daele do transito gastrintestinal, além
de neurodegeneracdo na populacédo total e subpépuragérgica. O resveratrol nédo foi
capaz de impedir totalmente a perda neuronal, masniaou em parte os danos aos
neurbnios mioentéricos no grupo diabético trat&iobora o tratamento também né&o tenha
reduzido a glicemia dos animais diabéticos, algpar@metros fisiologicos tiveram melhoras,
como a perda de peso e consumo de agua.

ConclusdesO resveratrol demonstrou ter um importante papeheuroprotecédo do sistema
nervoso entérico contra os danos causados no esabgberimental.
Palavras-chave:diabetes, resveratrol, plexo mioentérico, antioxids, neuroprotecao,

motilidade colonica.
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Introducéo

O diabetes mellitus € uma doenca metabdlica derorigiiltipla caracterizada pela
hiperglicemia, resultante da deficiéncia na acadalandnio insulina [1]. A hiperglicemia
pode causar disfungcbes como a neuropatia diabétietgndo as funcdes gastrintestinais,
nervos motores e nervos sensoriais periféricos, cm@mo o sistema nervoso auténomo [2].
No organismo, estes sinais comumente se manifestamo nauseas, vomitos, diarreia, dor
abdominal e constipacdo [3], normalmente associaddanos ao sistema nervoso entérico
[4]. Estudos experimentais em ratos com diabetdsizido por estreptozotocina (STZ)
mostram que, a curto ou longo prazo, os neuréniosntericos sofrem reducao na densidade
neuronal no estdmago [5], duodeno [6], ileo [7c8L0 [9] e colo [10-12].

Embora os mecanismos que atuem na neuropatia ai@dasejam totalmente
conhecidos, a hiperglicemia, dislipidemia, estresgéativo e produtos de glicacdo avancada
séo fatores comumente apontados [4]. O estresdatiwa, resultado do desequilibrio entre a
producdo de radicais livres e a capacidade anaoxédnormal do sistema biolégico [13],
danifica proteinas, lipideos e acidos nucleicodepdo resultar em morte celular por necrose
ou apoptose [14]. O tratamento com antioxidantes possam prevenir a formacao ou
neutralizar o estresse oxidativo, minimizando otiaedo as complicacdes neurolégicas do
diabetes, tem sido explorado em varios estudosl§l5Uma substancia com comprovada
atividade antioxidante € o resveratr@,5('-trinydroxystilbeng [19-22], um polifenol
encontrado em altas concentragcdes na casca e ssm@atuvas, no vinho tinto, no
amendoim, chocolate e amora [23-25]. As propriegladgioxidantes do resveratrol (RSV)
devem-se a capacidade de neutralizar espéciesazate oxigénio [24, 26], aumentando

também os niveis de enzimas antioxidantes [27JmAdéso, outros achados sugerem que o
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RSV ativa genes SIRT1 e a producéo de vitagendseja@lvidos em funcdes chaves da
neurodegeneracéo [28].

Assim, devido ao importante papel que o estressdatixo apresenta ter nos
processos de neurodegeneracdo, nos investiganmgra@mento com resveratrol € capaz
minimizar os danos causados pelo diabetes indymdSTZ na inervacdo mioentérica do

intestino grosso de ratos.

Métodos

Grupo de estudo e delineamento experimental

Os procedimentos foram aprovados pela Comissdotida Bo Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual de Maringa (pare€ed88/2012) e tratados dentro das
normas estabelecidas pelo Conselho Nacional der@ente Experimentacdo Animal
(CONCEA).

Foram utilizados 24 ratos Wistar adultos, machapéee Rattus norvergicus
provenientes do Biotério Central da Universidadedisal de Maringa. Com idade inicial de
88 dias, os animais foram transferidos para o Bmteetorial do Departamento de Ciéncias
Morfologicas, onde permaneceram alojados em gaptasdas de bebedouro, comedouro, e
mantidos em condi¢cdes ambientais controladas dpetatura (22 °C = 2 °C) e iluminacao
(ciclo de 12 horas claro/escuro).

Apoés o periodo de adaptacdo ao novo ambiente,tos (80 dias de idade) foram
pesados e submetidos ao periodo experimental egaadtiracdo de 120 dias. Os ratos foram
distribuidos aleatoriamente em quatro (4) gruposseie (6) animais cada, segundo 0s

tratamentos a que foram submetidos: grupo C, radawmoglicémicos (controle); grupo CR,
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ratos normoglicémicos tratados com resveratrolpgi, ratos diabéticos; e grupo DR, ratos

diabéticos tratados com resveratrol.

Inducao do diabetes e tratamento com resveratrol

A inducédo do diabetes mellitus foi realizada nagpgs D e DR, submetidos a jejum
prévio de 14 horas antes de serem injetados caepstotocina por via endovenosa (veia
peniana), na dose de 35 mg/kg de peso corporanéSi§T. Louis, MO, USA), dissolvida
em tampao citrato 10 mmol/l (pH 4,5). No quarto d@s a aplicacdo, antes de iniciar o
tratamento, foi realizado o teste de glicemia jtarreativa e glicosimetro para confirmacao
do estado diabético nos animais dos grupos D esPijo considerados diabéticos todos os
animais que apresentaram glicemia acima de 250 mg/dpartir do quarto dia do
experimento, os animais dos grupos CR e DR passaragteber tratamento diario com
resveratrol na dosagem de 10 mg/kg de peso corpeaial gavagem, até o final do
experimento. Além disso, 0 acompanhamento mensglickmia nos animais diabéticos foi
realizado durante o experimento para a verificat@ionanutencédo do estado hiperglicémico
(dados ndo mostrados). O consumo de racao, agoiareesde excrecao de urina dos grupos
foi avaliado na ultima semana de experimento atrad@ uso de gaiolas metabdlicas

individuais.

Tempo de transito gastrointestinal

Os camundongos receberam uma solucdo contendonl0,de um corante nao
absorvivel (3 % Carmine Red, 0,5 % metilcelulos®] [via gavagem, e o0 tempo até a
eliminacao da primeira pelota fecal colorida foiedminado e expresso em minutos. O teste
foi realizado na ultima semana de experimento @osindongos foram mantidos em gaiolas

individuais durante a observacéao.
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Coleta do material de estudo

Apo6s 120 dias de experimento, os ratos (210 diadatke) foram deixados em jejum
de 12 h antes da coleta das amostras. Os animam fareviamente pesados e anestesiados
intraperitonealmente com tiopental (Laboratériobdth Chicago, IL, EUA) na dosagem de
40 mg/kg de peso corporal, sendo posteriormenteaail uma dose letal de tiopental. O
sangue foi coletado por puncédo cardiaca e o pladtido por centrifugacdo foi usado para
avaliacdo da glicemia sanguinea através de kit mpahgpara dosagem de glicose (Gold
Analisa, Belo Horizonte, MG, Brasil) com uso de espectrafmeféro (Bioplus2000, S&o

Paulo, SP, Brasil).

Imunofluorescéncia do plexo mioentérico

O intestino grosso de cada rato foi coletado eredoodistal a ocorréncia das pregas
mucosas foi considerada como colo distal. Os segmdéaram lavados com tampéao fosfato
de sodio 0,1 M, pH 7,4 (PBS), e fixados por 3 hemssolucdo de paraformaldeido 4 % pH
7,4. Ao final deste periodo, as amostras foramtabeso longo da borda mesocdlica e
lavadas em PBS para a remocéo do excesso de fixadoaterial foi entdo armazenado em
solucéo de PBS e azida sédica 0,08 % até a dissdegéa a obtencdo dos preparados totais
de tunica muscular intestinal, o intestino foi add em segmentos de aproximadamente 1 cm
de comprimento e dissecado com o auxilio de piaghsestereomicroscopio, removendo-se
a tunica mucosa e tela submucosa

Preparados totais foram incubados com anticorposapps contra as proteinas
HuC/D (populacédo neuronal geral, HUC/D-IR) (Invifem) e Oxido nitrico sintase neuronal

(subpopulacdo nitrérgica, nNOS-IR) (Zymed), em dupharcacdo. Foi utilizado um
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preparado total de cada rato, e a omissdo do gmbicorimario ndo mostrou nenhuma
marcacao apos testes de controle negativo.

Para a imunofluorescéncia, os preparados totasftaivados (2 x 10 min) em PBS e
posteriormente colocados em uma solucéo de blogoei@ndo PBS, 0,5 % de Triton (PBS-
T), 2 % de albumina de soro bovino (BSA) e 10 %sdeo de cabra. Depois de 1 h, os
preparados foram incubados com o anticorpo prim@oiod8 h em temperatura ambiente sob
agitacdo, em um meio de incubacdo contendo PBS% ,d2 BSA e 2 % de soro de burro.
Apos lavagem em PBS-T (5 x 10 min), os preparadosnf incubados com os anticorpos
secundarios anti-camundongo Alexa Fluor 488 (Macéajgo, 1:500) e anti-coelho Alexa
Fluor 546 (Invitrogen, codigo, 1:500), utilizandor@smo meio de incubacgéo acima descrito
por 2 h em temperatura ambiente, sob agitacdo abago da luz. Por fim, os preparados
totais foram lavados em PBS e montados em lamiisasidgicas com meio de montagem

Prolong® Gold Antifade Reagent (Molecular Probete Lechnologies, Eugene, OR, USA).

Andlise quantitativa do plexo mioentérico

As analises quantitativas foram realizadas em im&geapturadas com um
microscopio de fluorescéncia FSX100 (Olympus Cafpon), transferidas para o
computador através do programa associado ao mdpiase posteriormente analisadas com
o auxilio do programa Image-Pro Plus, (Media Cybétes, Inc). As imagens foram
capturadas em aumento total de 170x por amostradeatdéria em todo o preparado de
membrana na lamina histolégica, sem a escolha dgas visuais especificos e sem 0
mesmo campo ser capturado mais de uma vez. Todwsuodnios presentes em 30 imagens
capturadas por animal foram contados para cadacéecA area de cada imagem foi de
aproximadamente 0,19 nire a area total quantificada foi de 5,99 fsendo os resultados

expressos como neurdnios por’cm
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Analises morfométricas no plexo mioentérico

Para a morfometria das populacdes neuronais no pleentérico, as imagens
capturadas em aumento total de 170x foram analisegia o auxilio do programa Image
Pro-Plus. Foram analisadas a populacdo geral Hu@lDoreativa, a subpopulacdo nNOS
(neurdnios reativos para nNOS), e a subpopulacd@@SNneurbnios ndo reativos para
nNOS, mas reativos para HuC/D). As areas de 10@osotelulares neuronais por animal
foram mensuradas para cada subpopulacéo, paratahdé&é 500 por grupo. As medidas
foram realizadas em neurdnios onde era possivalaamente os limites do corpo celular e

os resultados morfométricos foram expressosuer

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos as andlisedstistd através dos programas
Statistica (StatSoft, Inc) e GraphPad Prism (Graph®oftware, Inc), sendo expressos como
média + erro padrdo. Para a comparacdo entre gwogrioram realizadas analises de
variancia one-way (ANOVA), seguida de pos-testeldkey, onde o valor dp menor que

0,05 foi considerado estatisticamente significativo

Resultados

Os parametros fisioldgicos observados (Tabela biram que a dose de STZ utilizada
nos animais dos grupos diabéticos foram suficiegasa a inducdo dos sintomas
caracteristicos da doenca. Os ratos do grupo Dativeaumento nos niveis de glicemia
sanguinea de jejum (241 %), perda de massa coi@dréb) e aumento no consumo de agua

e racao§ < 0,05), quando comparados ao grupo controleatartrento dos ratos diabéticos
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com resveratrol (grupo DR) amenizou a perda de anassporal e consumo de agua,
comparados ao grupo Ip € 0,05), mas sem alteracdo na glicemia de jejuranélise do

tempo de transito gastrintestinal mostrou aumeateetocidade no grupo D em relagéo ao C
(p < 0,05). O tratamento com RSV restaurou parciatenarvelocidade do transito, uma vez
gue o tempo médio nos animais do grupo DR e C p&santaram diferencas significativas

(Tabela 1).

Anadlises neuronais

As analises de densidade neuronal (Figura 1) miasirgue o diabetes causou perda
neuronal de 39 % na populacdo geral mioentériceottn distal no grupo D, comparado ao
grupo C p < 0,05). Resultados similares foram observadosieasdnios nitrérgicos, para os
guais se observou perda de 35 % no grupp B 0,05). O tratamento com resveratrol ndo
alterou a densidade neuronal entre os grupos DRtanib para a populacdo geral quanto
para a subpopulacdo nitrérgica. Entretanto, osogrupR e C também n&do apresentaram
diferenca significativa para as duas populacdesdadas (Figura 1). Ndo houve alteracao
significativa na proporcdo de neurdnios nitrérgiene 0os grupos, com uma meédia de 27 %
da populacéo total mioentérica marcada como neasamirérgicos (Tabela 1).

A morfometria neuronal mostrou que o diabetes @ltea area do corpo celular
neuronal somente nos neurdnios motores consideeadatorios (NNOJ, com reducdo na
area quando comparados os grupos D @ & (Q,05) (Figura 2). A populacédo geral e a
subpopulacéo nitrérgica (nNNOSnao tiveram alteracdes entre os grupos D e CsApo
tratamento com resveratrol, a area do corpo cetldartrés subpopulacdes (HUC/BNOS
e nNOYS) foi reduzida nos grupos CR e DR, quando comparaais seus respectivos

controles < 0,05).
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Discussao

Investigamos neste trabalho os efeitos da suplem@&m diaria com resveratrol no
plexo mioentérico do colo distal de ratos com diebénduzida por estreptozotocina. Nossos
resultados mostram que o resveratrol foi capazrelepir parcialmente a neurodegeneracao
causada pelo diabetes, além da promover a melh®ralglins parametros fisioloégicos
alterados nos animais diabéticos.

O comprometimento da secrecdo de insulina pelaslasélbeta pancreéticas é
consequéncia do efeito toxico da STZ, reproduzima animais desse modelo experimental
um quadro de alteracdes metabdlicas semelhanteguaoscorrem na doenca naturalmente
desenvolvida [30]. Observados que 0s animais d@seapresentaram elevacao na glicemia
de jejum, perda de massa corporal, aumento no cansle agua e racdo, e aumento na
velocidade do transito gastrintestinal (Tabela Q)tratamento dos ratos diabéticos com
resveratrol amenizou a perda de massa corporaiuow de agua, resultados semelhantes
aos encontrados na literatura [31]. Apesar da mell@sses sintomas no grupo DR, a
glicemia de jejum n&o diminuiu em relacdo ao gridp&sse resultado também ja foi descrito
na literatura, onde ratos com diabetes tratados tOne 20 mg//kg de resveratrol nao
apresentaram melhora na glicemia ap6s 30 dias3P|%u apos 60 dias de tratamento com
inicio na sexta semana apos a inducdo do diab&®ds [Peve-se mencionar que também
existem trabalhos descrevendo a acdo anti hipérgiaa do resveratrol em modelos animais
de diabetes induzida por STZ. Entretanto, essésltras iniciaram o tratamento antes da
inducéo do diabetes [31, 33], e € provavel quer@gao nos resultados encontrados podem
ser devido a diferentes doses de resveratrol edghgp tratamento.

Os ratos diabéticos deste estudo apresentaram igmificativa perda neuronal no

plexo mioentérico do colo distal, tanto na popubatial quanto nos neurdnios nitrérgicos.
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Outros estudos recentes também demonstraram aacedognumero de neurdnios entéricos
no intestino grosso, tanto em modelos animais aleeties induzida por STZ [10, 11] quanto
em humanos [34]. Ainda ndo esta claro como ocoregeneracdo dos neurbnios entéricos,
mas sabe-se que estes neurbnios sdo capazes dederspiretamente a carboidratos,
aminoéacidos e acidos graxos. Modelos de diabetasitio por STZ e cultura de células
mostram que 0s neurbnios sao sensiveis a glicegeossivel que a hiperglicemia ative vias
de apoptose através do aumento de calcio intracghela ativacdo de canais sensiveis ao
ATP [4]. Outro potencial mecanismo que atua na gereluronal € o aumento no estresse
oxidativo e a reducao nos niveis de antioxidanmegenos [24], causados pelo acumulo de
produtos finais de glicacdo avancada no diabetgs [3

O tratamento com resveratrol no grupo DR né&o priaviErialmente a perda neuronal
causada pelo diabetes, mas foi capaz de amenizianas causados aos neurdnios das duas
populacdes estudadas, uma vez que o grupo DR @ @présentaram diferenca estatistica
significativa (Figura 1). No Sistema Nervoso Centsabe-se que o resveratrol tem efeitos
positivos no tratamento de varias doencas neuroéegig/as, cCoOmo na isquemia cerebral,
doencas de Parkinson e Alzheimer [26]. Os mecarisgratos pelos quais ele desempenha
seu papel neuroprotetor ainda ndo sao totalmenteecaos, mas parecem estar relacionados
ao aumento das defesas antioxidantes [20] e atvdgdenes envolvidos na neuroprotecéo
[36]. Embora as subpopula¢des neuronais entériocesam responder aos danos causados
pelo diabetes com alteracbes em seu codigo quinf8d, modificando a producédo de
neurotransmissores especificos, ndo observamosagdite na proporcdo de neurbnios
nitrérgicos entre os grupos no colo distal. A pendaronal encontrada tanto na populacao
geral quanto nitrérgica nos animais diabéticos pedtar diretamente relacionada ao

desequilibrio entre o funcionamento de neurdniabitarios e excitatérios, causando
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alteracbes no padrdao de motilidade intestinal [33].transito intestinal acelerado que
observamos também é comumente observado em maldgetbabetes experimental [11, 38].

A morfometria do corpo celular neuronal mostrou qubabetes alterou o perfil celular
somente nos neurbnios excitatérios, nNO®duzindo sua area quando comparados 0s
grupos D e C (Figura 2). A hipertrofia dos corpadulares neuronais € comumente
encontrada no intestino delgado em modelos expetaise com animais diabéticos,
geralmente acompanhada de perda celular [39, 4f@ffetAnto, a reducdo na area dos
neurbnios no intestino grosso também ja foi descnésse modelo experimental [12].
Curiosamente, o tratamento com resveratrol redaiAitea das trés subpopulacdes (HUC/D

NNOS e nNOS) tanto no grupo CR quanto DR, comparados aosrespsctivos controles.

Conclusao

O tratamento com resveratrol em ratos com diahetieido por estreptozotocina foi

capaz de amenizar os danos causados aos neur@nioslal distal, embora ndo tenha

prevenido totalmente a perda neuronal no plexo mdoeo. Além disso, o tratamento

melhorou alguns parametros fisioldgicos caraciedstda doenca.
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Tabela 1.Parametros fisiolégicos e neuronais analisadasefala final (mg/dl); peso final
(9); consumo de agua (ml/dia); consumo de rac@ba)gtempo de transito gastrointestinal

(min.); proporcao de neurdnios nitrérgicos (%). fias controle (C), controle tratado com

resveratrol (CR), diabético (D) e diabético tratadm resveratrol (DR)

Parametros C CR D DR
Glicemia final 146 £ 5 160+ 6 498 +22 412 + 36
Peso final 510 +19 486 + 12 298 #43| 409 + 15
Consumo de agua 30+2,9 45+ 0,2 164 +30)6 113 + 11,4
Consumo de ragéo 26 +0,8 27 +0,2 41%17 36+23
Transito gastrointestinal 565 + 20 477 + 33, 4/9F 499 + 36
Proporcao de nitrérgica 27+1.6 27 0.9 28+1.1 2720

3 < 0,05 versus C°p < 0,05 versus CRp < 0,05 versus D. Resultados expressos como

média + erro padrdo; n = 6 por grupo.
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Figura 1. Densidade neuronal geral (HUuC/D) e nitrérgica (8)@o plexo mioentérico do
colo distal (neurdnios/cfh Grupos controle (C), controle tratado com restret (CR),
diabético (D) e diabético tratado com resveratBiR). 3 < 0,05 versus C’p < 0,05 versus

CR. Resultados expressos como média + erro paaréé; por grupo.
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Figura 2. Area do perfil do corpo celular de neurdnios HUG/ENOS e nNOS (un?) no
plexo mioentérico do colo distal. Grupos contr@#g, (controle tratado com resveratrol (CR),
diabético (D) e diabético tratado com resveratB®R). 3 < 0,05 versus C°p < 0,05 versus

CR; < 0,05 versus D. Resultados expressos como mégtia padrao; n = 6 por grupo.

B HuC/D+
m nNOS+
400 = nNOS-
b a
350 a e
a a ac
ac
300
250
(]
£ 200
=
150
100
50
0
C CR D DR

Grupos

70



