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RESUMO

O Sistema Nervoso Entérico € formado por uma vadedle neurbnios que se organizam
em dois plexos ganglionados principais, mioentémcosubmucoso, responsaveis pelo
controle de diversas funcbes gastrointestinais:ilioede, secrecdo, fluxo sanguineo,
crescimento mucosal e aspectos do sistema imuaé @cenvelhecimento é um processo
complexo influenciado pela estrutura genética dhviduo, estilo de vida e ambiente. E o
resultado da danificacdo de moléculas, célulasiddse os quais gradativamente perderam a
capacidade de se adaptarem ou de repararem um\taras doencas gastrointestinais estao
associadas ao envelhecimento, resultando em dle=vaga funcdo da mucosa e/ou na
motilidade do trato gastrointestinal, que dependedd regido afetada, podem levar a
distarbios, como disfagia, desordens de refluxdrgesofagico, dificuldade de relaxamento
do fundo gastrico durante a ingestdo de alimegastyite atrofica, retardamento do periodo
digestivo, diverticulos intestinais, diarréia e dntinéncia fecal. O trabalho teve como
objetivo investigar o efeito da suplementacdo ca@macaascorbico da populacdo geral de
neurdnios mioentéricos (miosina-V imunoreativosyb-populacdes de neurdnios inibitorios
(Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina-CGREp&ideo Vasoativo Intestinal-VIP
imunoreativos) em ratos em processo de envelhetimé@itenta e cinco ratos machos
Wistar, com 90 dias de idade foram divididos nagpgs: ratos com 90 dias (E90), ratos
controle com 345 dias (E345), ratos controle co® dias (E428), ratos tratados com acido
ascorbico do 90ao 345 dia de idade (EA345) e ratos tratados com acidorbgo do 90

ao 428 dia de idade (EA428). O tratamento com o acidoréswo foi realizado durante 255
dias (grupo EA345) e 338 dias (grupo EA428), seadicionada diariamente a agua dos
animais (1g/L) de formaad libitum. Ap0s esse periodo, os ileos dos animais foram
submetidos as técnicas imunohistoquimicas. As immges neurbnios do plexo mioentérico
foram capturadas em objetiva de 20X. Para a andéisevaricosidades dos neurbnios que
expressam para o0 CGRP e VIP, foi mensurada a angd @le 400 varicosidades em cada
animal (2400/grupo). Dez imagens de neurdnios méo%i foram quantificadas por animal.
A morfometria foi realizada através da mensuracds cbrpos celulares dos neurbnios
(500/grupo). O envelhecimento promoveu uma reddganumero de neurénios miosina V
imunoreativos e alterou o tamanho das varicosidddesneurénios VIP-IR e CGRP-IR. A
suplementacdo com A&cido ascorbico apresentou uito efeurotréfico sobre todos os
neurénios estudados, sugerindo um papel neuroprotet

Palavras-chave: envelhecimento, &cido ascoérbico, neurdnios mioma®r CGRP, VIP,
miosina V.



ABSTRACT

The Enteric Nervous System is composed by a varétyneurons organized in two
ganglionated main plexus, myenteric and submuc@sponsible for the control of several
gastrointestinal functions: motility, secretionpdd flow, mucosal growth and aspects of the
local immune system. Aging is a complex proceski@miced by genetic structure of the
individual, lifestyle and environment. It result®iin damage to molecules, cells and tissues
which gradually lost their ability to adapt or repdamage. Several gastrointestinal diseases
are associated to the aging, resulting in impaiwedttion of the mucosa and/or motility of
the gastrointestinal tract, which depending onaffected area, can lead to disorders such as
dysphagia, gastroesophageal reflux disorderscdiffi in relaxation of gastric fundus during
the food intake, atrophic gastritis, delaying thigedtive period, intestinal diverticula,
diarrhea and fecal incontinence. The objectivehtd study was to investigate the effect of
ascorbic acid supplementation on general myenteecrons population(myosin-V
immunoreactive) and sub-populations of inhibitorgurons (Calcitonin Gene Related
Peptide-CGRP and vasoactive intestinal peptide iMiRunoreactive) in rats aging process.
Eighty-five male rats 90 days-old were divided wotgroups: rats with 90 days-old (E90),
control rats with 345 days-old (E345), control natth 428 days-old (E428), rats treated with
ascorbic acid of 90to 345 day-old (EA345) and rats treated with ascorbid aifi 90 to
428 day-old (EA428). Treatment with ascorbic acid veamducted for 255 days (group
EA345) and 338 days (group EA428), water being ddtily to the animals (1g / L) on an
ad libitum After this period, the ileums of the animals wesbjected to
immunohistochemistry techniques (myosin-V and nNOSj)e images were captured in a
20X objective. For the analysis of varicositiesnefirons that express CGRP and to the VIP
area was measureging®) 400 varicosities in each animal (2400/grupo). Temages of
myosin neurons were quantified per animal. The manpetry was performed by measuring
the cell bodies of neurons (500/grupo). Aging prtedaa reduction the numbers of neurons
immunoreactive myosin V and changed the size ofvilrecosities of VIP-IR neurons and
CGRP-IR. Supplementation with ascorbic acid hadearatrophic effect on all neurons
studied, suggesting a neuroprotective.role

Key words: aging, ascorbic acid, myenteric neurons, CGRP, Mipsin V.
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INTRODUCAO AMPLIADA

O Sistema Nervoso Entérico (SNE) é o componentererque se localiza nas
camadas que formam a parede do trato gastroirae§litsl), estendendo-se desde as
porcdes iniciais do esbfago até o esfincter anaino (BREHMER, 2006). Apresenta a
habilidade de funcionar independentemente do S#thervoso Central (SNC) e é
formado por uma variedade de neurénios distintosifunalmente (neurdnios aferentes,
interneurdnios e neurdnios motores), que se organg@rincipalmente em dois plexos
nervosos: mioentérico (de Auerbach) e o submuca® Neissner) (KUNZE;
FURNESS, 1999). O plexo mioentérico, localizadoreerds camadas musculares
longitudinal e circular, tem um importante papel contracdo e no relaxamento do
musculo liso gastrointestinal (WESTFALL; WESTFALRQ06). O plexo submucoso
esta envolvido com as funcdes secretorias e asordio epitélio gastrointestinal, com
o fluxo sanguineo local e com atividades neuroimU(@OOK, 1998; BENARROCH,
2007).

Histologicamente, o TGl € composto por quatro wmidistintas: a tunica
mucosa, a tela submucosa, a tunica muscular ecatserosa. Nos segmentos do TG,
a tinica mucosa possui trés partes: o epitéli@mania propria (tecido conjuntivo) e a
muscular da mucosa. A camada mucosa é altamertglaasada e apresenta glandulas
e também vasos e nodulos linfaticos (JUNQUEIRA; CGWRRO, 2004). A tela
submucosa € formada por tecido conjuntivo fibrestala, com vasos sanglineos e
linfaticos, e apresenta o plexo nervoso submucossponsavel pelo controle da
motilidade da mucosa e da atividade secretora de glandulas. A tlinica muscular
compreende a musculatura lisa disposta em duasdeamama interna (a circular) e

outra externa (a longitudinal). Entre estas duamadas esta localizado o plexo
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mioentérico que regula a atividade da tanica mascol seja, a atividade peristaltica.
A camada mais externa € a tunica serosa. Estan@adar por tecido conjuntivo frouxo,
no qual ha numerosas células adiposas e vasosisaoge linfaticos e, também, pelo
mesotélio constituido por epitélio simples (BREHMERO06; GARTNER; HIATT,
2007).

O SNE humano contém cerca de 100 milhdes de nesréntompreende varios
tipos de neurbnios, que sado distribuidos de madéeeente, dependendo do segmento
e da espécie. A densidade de neurbnios € altaeo phioentérico e, menor, no plexo
submucoso (WOOD et al.,1999).

Os neurdnios entéricos exercem suas funcdes ddoacom a expressao de
marcadores quimicos. Cada neurdnio expressa umabirtagdo de diferentes
neurotransmissores, fendbmeno conhecido como cdgligmico. Normalmente, uma
dessas varias substancias expressas pelo mesmoninewentérico atua como
transmissor primario, enquanto as demais atuam com@romoduladores e/ou
transmissores subsidiarios (TIMMERMANS et al., 1997

O SNE esta conectado com o SNC por uma inervagdims&eca, que consiste
de nervos simpaticos e parassimpaticos. Por megiasleconexfes neurais, as
informacdes sdo transmitidas para o ganglio préravertebral, a medula espinal e por
fim, para o cérebro. Por ser relativamente indepetead do SNC, o SNE ajuda a
coordenar fun¢cdes complexas como a motilidade,ceec& e o fluxo sanguineo do
TGI, respondendo, portanto pela inervacao intrimsEstes neurénios constituem uma
complexa e variada populacdo que deve ser conhgmda a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na fisiologia digestiva (SEHR et al., 1999; WADE;

COWEN, 2004).
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Os neurbnios entéricos sdo heterogéneos quantopaispdisiologicos e
neurotransmissores  (SAFFREY, 2004). Estudos quénicohistoquimicos,
imunohistoquimicos e fisioldgicos comprovam a dsidade morfologica do SNE. Em
relacdo aos neurotransmissores, as células neruaessinais podem expressar um
namero variado deste tipo de substancias, alémclissicos acetilcolina (ACh) e
adrenalina/noradrenalina. Varias sub-populacfesonais podem ser distinguidas de
acordo com o tipo de neurotransmissor que expressimstacando-se: neurbnios
colinérgicos (ACh); noradrenérgicos (noradrenalirsgrotonérgicos (serotonina - 5-
HT); purinérgicos (adenosina trifosfato - ATP); peergicos (peptideos como
polipeptideo vasoativo intestinal — VIP, substamtiaomatostatina e/ou encefalinas) e
nitrérgicos (6xido nitrico) (GERSHON; ERDE, 1981 $£50N; HOLMGREN, 2001).

As células nervosas do SNE podem sofrer mudangagugais e/ou funcionais
como resultado de respostas adaptativas a diferestanulos, na tentativa de manter a
homeostase das funcdes intestinais (GIARONI etl899; LOMAX et al, 2005).
Algumas condi¢cdes patoldgicas também estdo envadwidm alteracbes dos neurbnios
entéricos e outros neurdnios autondémicos, incluirdtencas intestinais (colite
ulcerativa ou doenca de Crohn), doencas extratinégs (doenca de Parkinson),
neuropatias entéricas (GIARONI et al., 1999; MICIlELal., 2003; VINIK et al., 2003)

e também no processo de envelhecimento (SCHNEIRER, 2007).

A heterogeneidade da populagcdo neuronal mioenténmasido confirmada por
estudos histoquimicos e imunohistoquimicos, queitemtificado sub-populagbes de
neurbnios neuroquimicamente diferentes, possuini@goedtes projecoes (STERNINI,
1988).

Recentemente, a técnica imunohistoquimica paratdet®iosina V tem sido

utilizada como marcador geral da populacdo neurdDRENGK et al., 2000;
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BUTTOW et al., 2003; ZANONI et al., 2003; SCHOFFEN al., 2005). A proteina
miosina V esta presente especificamente no citoaseuronal, o que confere
especificidade a técnica, permitindo a visualizad@®corpos celulares e suas projecoes
(DRENGK et al., 2000; ZANONI et al., 2003). Estdadonada com a dinamica de
membranas (endocitose e exocitose), transporte lastoptico e liberacdo de
neurotransmissores, gracas a sua capacidade derisrenergia quimica, na forma de
ATP, em energia motora, gerando movimento atraves filamentos de actina
(HASSON; MOOSEKER, 1997; LANGFORF; MOLYNEAUX, 1998)

O peptideo relacionado ao gene calcitonina (CGRR)mMeé neuropeptideo
constituido de 37 aminoéacidos, esta distribuido géogglios com maior densidade no
duodeno e colo, possui acdo biologica potente camimcdo do acido gastrico e
vasodilatacdo, produz relaxamento da musculatsia ilitestinal, aumenta o fluxo
sanguineo da mucosa gastrica e estimula a libedeg8omatostatina a partir de células
antral D. Tem importante papel como neuromodulagoesente tanto em neurdnios
sensoriais quanto motores, sdo semelhantes aadnmubDogiel tipo 1. (STERNINI,
1988; HOLZER; GUTH, 1991; MAGGI et al., 1997 apu®&KMA; SHIMO, 1995;
CHIOCHETTI et al., 2006; PHILIPS; POWLEY, 2007).

O peptideo vasoativo intestinal (VIP) contém 28raaécidos e € membro da
mesma familia a qual também pertencem a secrgfineagon, gastrina, polipeptideo
ativador da adenilato-ciclase pituitaria (PACAR)eptideo inibidor gastrico (MISERY,
1997).

O VIP distribui-se de maneira ampla pelos SNC &éaro dos seres humanos
e de varias espécies animais, locais onde atua cemoneurotransmissor ou
neuromodulador (SAID; MUTT, 1970). Em nivel de SN&p encontrados no plexo

mioentérico e submucoso da maioria dos mamiferesgulR a motilidade da
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musculatura lisa e a secrecédo de agua intestitmhemportante relacdo com o 6xido
nitrico (NO) sendo que ambos tém importante efeitdrato digestivo e também nos
vasos sanguineos. A diminuicdo ou auséncia dos asepwde ocasionar contracdes
espasticas dessas estruturas causando transtarcuatérios do aparelho digestivo,
dentre os quais, a constipacao (SANTOS, 2007).

O VIP provoca o relaxamento das células musculisas Gl. Além disso, o
VIP é responsavel pelo relaxamento das células utares lisas vasculares sendo,
portanto, um agente vasodilatador. Esta tambénepie®m neurdnios colinérgicos do
SNA, potencializando a acdo da ACh nas glandulasasas. Contudo, o VIP e a ACh
nao coexistem em outros neurdnios do TGIl. O VIPbtamtem acdes comuns com
moléculas de estrutura semelhante, como a secmatira peptideo gastrico inibitorio
(GIP). Logo, estimula a secrecao pancredatica, iailsecrecdo gastrica e estimula a
secrecao intestinal (BORNSTEIN et al., 2004; EKBLAAAUER, 2004).

Fatores genéticos, imunolégicos e fatores reladosmiaom estresse oxidativo
sdo apontados como as principais causas do prockssenvelhecimento celular
(GUTIERREZ ROBLEDO, 1998).

Vérias doencas gastrointestinais estdo associadasvelhecimento (TALLEY
et al., 1992; MAJUMDAR et al., 1997), resultando alieracdes na funcdo da mucosa
e/ou na motilidade do TGI, que dependendo da regfiétada, podem levar a disturbios,
como disfagia, desordens de refluxo gastroesofagificuldade de relaxamento do
fundo gastrico durante a ingestdo de alimentostrigasatrofica, retardamento do
periodo digestivo, diverticulos intestinais, diaré incontinéncia fecal (WADE;
COWEN, 2004; PHILLIPS; POWLEY, 2007).

O envelhecimento pode ser definido como um procedsteriorativo

progressivo e irreversivel, caracteristico da nmaia@os sistemas e que, por ser
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progressivo, ha uma grande probabilidade de mseja,de uma célula, um tecido, um
6rgéo ou mesmo de um individuo (ALVAREZ; JAVIER,999 ESBERARD, 1999). E
um processo muito complexo, influenciado pela astaugenética do individuo, estilo
de vida e o meio ambiente (LEME, 2002).

As alteracdes genéticas estéo relacionadas comethenimento da codificacéo
do DNA, provocando falhas na transcricdo e na S@ntke moléculas protéicas e outras
macromoléculas. Os fatores imunolégicos sdo detmsalo ataque do sistema imune.
Segundo Caldeira et al. (1989), a diminuicdo dapagtas imunoldgicas com a idade
aumenta as manifestacdes auto-imunes, tornandgissma cada vez menos eficiente
para diferenciar elementos préprios dos estranb@sganismo.

O principal fator associado com a morte neurorelgéracao de radicais livres,
uma vez que este tecido apresenta elevado consemaxigénio, sendo bastante
suscetivel ao dano oxidativo, provocado principai@eelos radicais superoxido ()
hidroxil (OH), peroxil (RQ), NO e pelo néo radical peroxido de hidrogénioQhl
(HALLIWELL, 1992; KUYVENHOVEN; MEINDERS, 1999). A®spécies reativas ao
oxigénio, geradas principalmente nas mitocondriartte o processo de respiracao
celular, apresentam elétrons desemparelhados, @sjterna altamente reativas para
reagir com as demais substancias biolégicas donwmma (KUYVENHOVEN;
MEINDERS, 1999).

Os radicais livres sdo responsaveis por danos acekul cumulativos e
irreversiveis, podendo provocar perda das func@sscdlulas e até morte por necrose
ou apoptose (IMAI; NAGAKAWA, 2003). Além disso, astespécies estdo envolvidas
na oxidagao catalitica dos compostos enddgenosi@idicos pelo citocromo P-450,
na regulacdo do tébnus da musculatura lisa via aatNO©, na reducdo do oxigénio da

agua na cadeia respiratéria durante a sintese agtaglandinas e leucotrienos, e na
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morte de microorganismos (KUYVENHOVEN; MEINDERS,98). Segundo Sayre et
al. (1997) os radicais livres e outros produtos ndetabolismo oxidativo também
exercem efeito neurotdxico, sendo responsaveisigaordens degenerativas presentes
na doenca de Alzheimer, por exemplo.

As substancias antioxidantes, que permitem a mag@wedo equilibrio interno
do organismo, impedindo a formacé&o dos radicarediwu neutralizando as espécies ja
formadas, sofrem reducédo durante o processo ddhewsiueento, favorecendo ainda
mais a ocorréncia do estresse oxidativo (KUYVENHOVEMEINDERS, 1999). O
nivel modesto de antioxidantes, associado com ceaitmda concentracdo de ferro
(BENKOVIC; CONNOR, 1993) e de acidos graxos polinezdos (RICE-EVANS;
BURDON, 1993) tornam o tecido neural ainda maicetigel as espécies reativas ao
oxigénio.

Drogas que reduzem o estresse oxidativo podenunteipapel relevante na
prevencdo das complicacdes intestinais provocamtasaddade, como é o caso do acido
ascorbico, a medida que possa prevenir a reducédardero de neurénios mioentéricos
decorrente da acéo dos radicais livres (ZANONI.e2805).

O acido ascoérbico € uma vitamina hidrossolivel qmesenta efeito
antioxidante comprovado na neutralizacéo de raglloaes, assim como as vitaminas A
e E (CALDEIRA et al., 1989; DEPLABOS; GONZALEZ, 200 E uma lactona
insaturada com anel de cinco membros onde cadareagdsta ligado a uma hidroxila,
exceto o carbono carbonilico, que se encontra eitlolem uma ligagdo éster
(CAMPBELL, 2000).

A sintese de acido ascoérbico é realizada, na raaidds espécies, pelo
metabolismo hepéatico da glicose, entretanto o homam dispbe desse mecanismo,

devido a auséncia da enzima gulonolactona oxidasppnsavel pela conversao da 1-
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gulonolactona para 2-ceto-1-gulonolactona. Portaditeecomendada a ingestao diaria
de 60 mg de acido ascorbico tanto por homens coononulheres, para prevenir
doencas como, por exemplo, o escorbuto (LEVINEGS)98

O acido ascorbico ingerido da dieta sofre de 70 &9de absorcdo no ileo de
pessoas normais, por meio de transporte ativo depém de sédio. Nas células
intestinais, o acido ascorbico é convertido emdidgascorbico (DHAA), que por sua
vez é transportado por difusdo facilitada e penetas facilmente nas células
(SCHORAH, 1992; WILL; BYERS, 1996).

O efeito protetor do acido ascorbico por meio desseecanismos antioxidantes
é relatado inclusive em células do SNC. Esta vitand apontada como uma esperanca
promissora na reducédo dos danos provocados pocameregenerativas como o mal de
Alzheimer, podendo evitar a perda de memodria ewsratvelhecidos, reduzindo os
danos provocados pelo efeito oxidativo nas célargbrais (PARLE; DHINGRA,
2003). Entretanto, O’Donnell e Lynch (1998) relatara diminuicdo significativa na
concentracdo de acido ascorbico no cortex cerdbredtos envelhecidos. Sendo assim,
0 mesmo pode ser utilizado também para evitar ar@oda das complicacdes
intestinais provocadas com a idade, a medida gesna a diminuicdo do niumero de

neurénios mioentéricos decorrente da acédo dosaiadieres.
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RESUMO

Objetivo. Investigar o efeito da suplementacdo com acidorasmsobre os neurdnios
mioentéricos miosina V, CGRP e VIP imunoreativos rdéos em processo de
envelhecimentoMétodos. Oitenta e cinco ratos machos Wistar, com 90 diaislaize,
foram distribuidos nos grupos: ratos com 90 die@0)Eratos controle com 345 dias
(E345), ratos controle com 428 dias (E428), ratamdos com acido ascorbico dd° 90
ao 348 dias de idade (EA345) e ratos tratados com aadérbico do 90ao 428 dias

de idade (EA428). O tratamento com o acido ascortucrealizado durante 255 dias
(grupo EA345) e 338 dias (grupo EA428), sendo admilo diariamente a agua dos
animais (1g/L em agua) que foi oferecida de foaddibitum.Apos esse periodo, o ileo
dos animais foram adequadamente retirados e sulometias técnicas
imunohistoquimicas. As imagens obtidas a partirgeparados totais foram capturadas
em objetiva de 20X. Para a analise das varicosgddde neurdnios que expressam para
0o CGRP e VIP, foi mensurada a arganf) de 400 varicosidades em cada animal
(2400/grupo)Dez imagens de neurbnios miosina V foram quantiisgpor animal. A
morfometria foi realizada através da mensuracdocdosos celulares dos neurénios
imunoreativos a miosina V (500/grup®esultados.O envelhecimento promoveu uma
reducdo do numero de neurdnios miosina V imunaeste alterou o tamanho das
varicosidades dos neurdnios VIP-IR e CGRP-IR. Aeupntacdo com acido ascorbico
apresentou um efeito neurotréfico sobre todos asdmés estudados, sugerindo um

papel neuroprotetor.

Palavras-chave: envelhecimento, acido ascoérbico, neurbnios miomugr CGRP,

VIP, miosina V.
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1. Introducéo

O Sistema Nervoso Entérico (SNE) € o componenteoserque se localiza nas
camadas que formam a parede do trato gastroirde§liGl) e apresenta a habilidade
de funcionar independentemente do Sistema Nervestr&l (SNC) (Brehmer, 2006).
Os neurbnios entéricos sdo heterogéneos quanto [@eispafisiologicos e
neurotransmissores  (Saffrey, 2004). Estudos  quBnico histoquimicos,
imunohistoquimicos e fisioldgicos comprovam a dsidade morfologica do SNE. Em
relacdo aos neurotransmissores, as células neruaessinais podem expressar um
namero variado destes tipos de substancias além ctissicos acetilcolina e
adrenalina/noradrenalina. As células nervosas dd §dem sofrer mudancas
estruturais e/ou funcionais como resultado de wstapoadaptativas a diferentes
estimulos, na tentativa de manter a homeostaséude8es intestinais (Giaroni et al.,
1999; Lomax et al., 2005). Algumas condicfes pagioks também estdo envolvidas
com alteracbes dos neurbnios entéricos e outrosdmes autondmicos, incluindo
doencas intestinais (colite ulcerativa ou doencaCdghn), doencas extra-intestinais
(doenca de Parkinson), neuropatias entéricas (@Biataal., 1999; Micieli et al., 2003;
Vinik et al., 2003) e também no processo de encetiento (Schneider et al., 2007).

O envelhecimento est4 associado com uma variedadeahcas gastrointestinais
(Talley et al., 1992; Majumdar et al., 1997). Peeraplo, com o avango da idade vem
aumentando a incidéncia de problemas relacionadnstiéidade, incluindo atrasos no
esvaziamento gastrico e maior tempo de transiestintal associado com a estase fecal
(Jost, 1997; O'Mahony et al.,, 2002; Hays; RobeP306; Norton, 2006). Estes
problemas gastrointestinais relacionados com aeidpddem ter um impacto

significativo tanto no bem-estar de individuos emethecimento como nos custos dos
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cuidados da saude. As causas dos disturbios gasstinais dos idosos nao sao claras,
mas 0s sintomas que sugerem uma etiologia subgagqmderia ser a perda ou a
distor¢cao funcional dos mecanismos neurais dotintesjue normalmente contribuem
para a funcéo gastrointestinal e da saude.

Vérias doencas gastrointestinais estdo associadasvalhecimento (Talley et al.,
1992; Majumdar et al., 1997), resultando em alfiagna funcdo da mucosa e/ou na
motilidade do TGlI, que dependendo da regido afefaaldem levar a disturbios, como
disfagia, desordens de refluxo gastroesofagicaculiifade de relaxamento do fundo
gastrico durante a ingestdo de alimentos, gastit&fica, retardamento do periodo
digestivo, diverticulos intestinais, diarréia eantinéncia fecal (Wade; Cowen, 2004;
Phillips; Powley, 2007).

O principal fator associado com a morte neuronalgeracdo de radicais livres,
uma vez que o tecido nervoso apresenta elevadomonde oxigénio (Halliwell, 1992;
Kuyvenhoven; Meinders, 1999). As espécies reatias O0xigénio, geradas
principalmente nas mitocondrias durante o procelescespiracdo celular, apresentam
elétrons desemparelhados, o que as torna altameatteas para reagir com as demais
substéancias biologicas do organismo (Kuyvenhoveginiers, 1999).

Drogas que reduzem o estresse oxidativo podem rterpapel relevante no
tratamento das complicagfes intestinais provocadas a idade, como é o caso do
acido ascérbico, a medida que podem prevenir acé&ddo numero de neurdnios
mioentéricos decorrente da acdo dos radicais liygEsoni et al., 2005). As
substancias antioxidantes, que permitem a manuenlgd equilibrio interno do
organismo, impedindo a formacdo dos radicais limeseutralizando as espécies ja
formadas, sofrem reducédo durante o processo ddhegueento, favorecendo ainda

mais a ocorréncia do estresse oxidativo (Kuyvenmoweinders, 1999). O nivel
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modesto de antioxidantes, associado com o0 aumeatccoticentracdo de ferro
(Benkovic; Connor, 1993) e de acidos graxos pdimsdos (Rice-Evans; Burdon,
1993) tornam o tecido neural ainda mais suscedivelspécies reativas ao oxigénio.

O acido ascérbico € uma vitamina hidrossoluvel apresenta efeito antioxidante
comprovado na neutralizacdo de radicais livresimag®omo as vitaminas A e E
(Caldeira et al., 1989; Deplabos; Gonzalez, 200@onnell e Lynch (1998) relataram
a diminuicao significativa na concentracdo de a@doodrbico no cortex cerebral de
ratos envelhecidos. Sendo assim, o acido ascopgmde ser utilizado também para
evitar a ocorréncia das complicacdes intestinasquadas com a idade, a medida que
previne a diminuicdo do numero de neurbnios mioma® decorrente da acdo dos
radicais livres.

O objetivo deste trabalho foi de estudar a popolagé&ral de neurdénios
mioentéricos (miosina V imunoreativos) e sub-popids de neurdnios inibitorios:
CGRP imunoreativos (CGRP-IR) e VIP imunoreativoPAIR) em ratos em processo

de envelhecimento submetidos a suplementacéo ddim ascorbico.

2. Materiais e Métodos

2.1. Obtencéo dos grupos de estudo

Foram utilizados segmentos intestinais proveniedee85 ratos machos albinos
(Rattus norvegicydinhagem Wistar, com 90 dias de idade, obtido8iddério Central
da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Estaypiea foi submetida a analise
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal divéfsidade Estadual de Maringa,

com o protocolo numero 024/2004 e obteve parecerdael em 27/05/2004. Todas as
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técnicas estdo de acordo com principios éticosaddstpelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

Os animais foram pesados e posteriormente disfiosuém cinco grupos: E90
(ratos com 90 dias); E345 (ratos controle com 345)dE428 (ratos controle com 428
dias), EA345 (ratos suplementados com acido asmodn 90 ao 348 dia de idade) e
EA428 (ratos suplementados com 4cido ascorbicdtla®428 dia de idade).

A suplementacdo com o acido ascorbico foi realizéwi@ante 255 dias (grupo
EA345) e 338 dias (grupo EA428), sendo este adaciondiariamente a agua dos
animais (1g/L em agua), em garrafas pintadas d® grdoi oferecida de formad
libitum. Durante esse periodo, os ratos foram mantidos aoilag individuais, sob
fotoperiodo (06:00 - 18:00 horas) e temperatura® (24 2°C) constantes. A

suplementacdo foi realizada sempre no periodorda (25:00 horas as 18:00 horas).

2.2. Coleta e processamento do material

Ao final do periodo experimental os animais foramrtws sob anestesia com
tiopental (40mg/kg de peso corporal) por via ingriipnial e apds foi mensurado o
comprimento nasal-caudal. Duas horas antecedendwta, os animais foram injetados

com sulfato de vincristina (0,5mg/kg) para estahilios microtubulos do citoesqueleto.

2.3. Neurdnios mioentéricos imunoreativos ao C@RRP

O ileo foi retirado, lavado com tampéo fosfato readio (PBS) 0,1 M pH 7,4,

amarrado em uma das extremidades do segmentat&dmjeom fixador de Zamboni e

fechado na outra extremidade. Os segmentos foramzanados na mesma solucao
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fixadora por 18 horas. Foram cortadas as extreragjaaberto na borda mesentérica,
desidratados em série crescente de alcoois (8@, B®%), diafanizados em xilol e
reidratados em série decrescente de alcoois (@ 80%), permanecendo por 30
minutos em cada solucdo e armazenados em PBSidordgcazida sédica (0,08%) a
4°C. Posteriormente, os segmentos foram dissecadiosstereomicroscopio, através da
remocao da tunica mucosa e tela submucosa, obsengmra cada animal dois
preparados totais da tunica muscular. Um prepafadaitilizado para a técnica
imunohistoquimica para o CGRP e o outro para o VIP.

Os preparados de membrana foram inicialmente lavpdotrés vezes com PBS
0,1M + Triton 0,3% por 5 minutos, incubados em s@atude bloqueio de soro de cabra
10% por 2 horas. Em seguida foram incubados ent&olocontendo anticorpo primario
anti-CGRP (1:200, Peninsula labs, EUA) e /ou VI2{Q, Peninsula Labs, EUA)
permanecendo em temperatura ambiente por 24 hbmygois deste periodo os
preparados foram lavados trés vezes em PBS 0,1Ns panutos e incubados com o
anticorpo secundari@fti-rabbit conjugado a fluresceina, Peninsula Labs, USA)(L:20
a temperatura ambiente protegidos da luz durahted@s. A seguir estes foram lavados
trés vezes em PBS 0,1IM por 5 minutos, e montadosléninas com glicerol
tamponado (9:1) e armazenados na geladeira. Oot®miegativo foi realizado com a

omissao do anticorpo primario.

2.4. Andlise das varicosidades dos neur6nios CGRe VIP-IR

As imagens das fibras nervosas imunoreativas ao FCIBRRe VIP-IR foram

capturadas por camera de alta resolucdo AxioCamgZ#&ena, Alemanha) acoplada ao
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microscopio de luz Axioskop Plus (Zeiss), transfasi para microcomputador por meio
do programa AxioVision 4 verséo 4.1 e gravadas emdive.

Em cada preparado foram capturados 10 campos migices, obtidos por
amostragem, obtendo um total de 300 imagens emateadperimento.

Através do programa de andlise de imagens ImagePRre versdo 4.5.0.29
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA) foi nmmada a areaun®) de 400

varicosidades em cada animal estudado, perfazendotal de 2400 varicosidades por

grupo.

2.5. Imunolocalizagéo da miosina V neuronal: estdd populag&o geral de neurbnios

mioentéricos

Os ratos foram perfundidos com solucao salina lg&éfada, seguida de solucéo
fixadora contendo periodato de sddio (10mM), ligiidmM) e paraformaldeido (1%)
em tampdo fosfato pH 7,4 (37mM). Imediatamente apdrerfusdo, o ileo de cada
animal foi removido, lavado com solucdo salina atéemocdo completa das fezes,
inflado com a mesma solugéo fixadora e amarradoemiemidades com linha de
algodao Apéds este procedimento, os segmentos intestineasnf mantidos no fixador
por uma hora, sendo na seqiiéncia desidratados caol #0%, 70%, 80%, 90% e
100%), diafanizados em xilol e reidratados em sdeéscendente de &lcoois (100%,
95%, 90%, 80% e 70%). Os ileos foram dissecadogsi@eomicroscopio com trans-
iluminacéo para a obtencdo de preparados totdisnétza muscular, através da remocao
das telas mucosa e submucosa. Os preparados deanearobtidos foram submetidos a
técnica para localizacdo dos neurbnios mioentémimsina V imunoreativos, como

descrito a seguir.
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Os preparados foram lavados quatro vezes em PBRBI)Y@H 7,4 e bloqueados
por uma hora e meia em solucdo contendo albumimalsiina (BSA; Sigma) (2%),
soro de cabra (1:50), Triton X-100 (Sigma) (0,5%PBS. Sequencialmente, foram
incubados em temperatura ambiente em solucdo amteranticorpo primario anti-
miosina V cauda medial purificado. Apds quarentaite horas, foram lavados duas
vezes em solucdo de PBS e Triton X-100 (0,1%), as diezes em solucdo de PBS
acrescida de Tween-20 (0,05%). A seguir, os tecidasm incubados em anticorpo
secundario, por vinte e quatro horas em temperaorhiente. Por ultimo, foram
lavados quatro vezes com PBS acrescido de Twed0;26%). A imunorreacédo foi
revelada com diaminobenzidina (DAB; Sigma) e assirae foram montadas em meio

de glicerol-gel. O controle negativo foi realizamim a omissao do anticorpo primario.

2.6. Andlise quantitativa dos neurdnios mioeg@simiosina V imunoreativos

A quantificacdo dos neurbnios mioentéricos miosMaimunoreativos foi
realizada através de imagens obtidas por amostraigenegido intermediaria (60° -
120°; 240° - 300°) da circunferéncia do ileo deacaimal, considerando-s&€d@mo a
insercdo do mesentério. As imagens foram capturpdasamera de alta resolucao
AxioCam (Zeiss, Jena, Alemanha) acoplada ao miémescde luz Axioskop Plus
(Zeiss), transferidas para microcomputador por meigprograma AxioVision 4 versao
4.1 e gravadas em pen drive. O software de anddismagens Image-Pro Plus versao
4.5.0.29 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, BEJAi utilizado para a realizacao
da quantificagcdo neuronal nas imagens gravadaseendrnve. Para cada animal foram

quantificados os neurénios de dez ganglios do pieentérico.
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2.7. Analise morfométrica dos neurdnios mioentimiosina V imunoreativos

A mensuracdo das areas dos corpos celulares dodnmeumioentéricos miosina
V imunoreativos foi realizada nas mesmas imageagtucadas em objetiva de 20X,
utilizadas para a analise quantitativa. Atravésndage-Pro Plus foram mensuradas as
areas em pfde 100 corpos celulares de neurdnios para cadaahréstudado,

totalizando 500 por grupo.

2.8. Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidosa®&lises estatisticas através dos
programas Statistica e GraphPad Prism. Foi reaizadelineamento em blocos dos
dados morfométricos, seguido de Teste de Tukeya Bar demais resultados, foi
realizada andlise de variancia One-way ANOVA, s#gude Tukey. O nivel de
significancia usado foi de 5%. Os resultados forxpressos como meédia + erro

padrao.

3. Resultados

Os dados na Tabela 1 indicam valores médios do pesmoral inicial, peso
corporal final e o comprimento nasal-caudal dossrale todos os grupos estudados. O
peso inicial médio de todos os grupos estudadosdad28,5 + 13,6 g. Nos animais
envelhecidos sem suplementacgéo, grupos E345 e B4A8e um aumento de peso na
proporcao 41,24 % e 59,2% respectivamente, quaniiparados com a média de peso

inicial (p < 0,05). O envelhecimento apdés um pesiate 83 dias promoveu um



40

incremento de peso corporal em 12,12% entre osogrig345 e E428 (p < 0,05). A
suplementacdo com acido ascorbico nos grupos EA3ER428 ndo alterou 0 peso
corporal quando comparados aos seus controle$ (565.

O comprimento nasal-caudal aumentou nos grupos E3B828 em relacdo ao
grupo E90 (p < 0,05). Os grupos suplementados (EAB4EA428) apresentaram
comprimento nasal-caudal semelhante ao grupo daeaanovem (E90) (p > 0,05). O
consumo médio de &cido ascorbico ingerido durarggp@rimento pelos animais dos
grupos EA345 e EA428 foi de 39,98 + 1,456 e 4117362 mg/L/dia.

Os resultados quantitativos mostraram que 0 encieifemto promoveu uma
reducdo do niumero de neurénios miosina V em relag&aanimais jovens (E90) (p <
0,05) (Figura 01). A suplementacdo com acido asodnhdo atuou na recuperacédo da
perda neuronal (p > 0,05).

As fotomicrografias mostrando os neurénios miont&riimunoreativos a miosina
V, VIP e CGRP estéo evidenciadas nas figuras 2§ Begpectivamente.

A condicao de envelhecimento ndo alterou o tamatdncirea dos neurdnios
miosina V imunoreativos (p > 0,05). A suplementac@m acido ascorbico nos grupos
EA345 e EA428 promoveu um aumento da area medi246%0 e 24,1% quando
comparados aos grupos E345 e E428 respectivanent®,05) (Tabela 2). O aumento
da area nos grupos EA345 e EA428 também foram vdmdes através do deslocamento
para a direita da curva de frequéncia relativauf@i@F).

A éarea das varicosidades (um?) de fibras nervosasgpressam para CGRP e
VIP esta demonstrada na Tabela 2. Quando todosupsggforam comparados entre si,
observamos diferengas significativas (p < 0,05pp#s dois neurotransmissores. Nos
grupos E345 e E428 houve uma redugcdo no tamanhivedadas varicosidades das

fibras nervosas dos neurbnios CGRP imunoreativosetagdo ao grupo jovem (E90).
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Nos neurbnios VIP imunoreativos houve uma redugéicial do tamanho das
varicosidades no grupo E345 e posteriormente ortamdas areas foram recuperadas
no grupo E428 apresentando valores superiorescaosnimais jovens.

O tratamento com acido ascorbico (EA345 e EA428jnmveu um aumento da
area das varicosidades dos neurdnios CGRP e VIRoireativos em relacdo aos grupos
E345 e E428, também observados através do deslotampara a direita da curva de

frequéncia relativa (Figura 3F e 4F).

4. Discussao

Neste estudo quando foi comparado o peso corposaladimais envelhecidos
(E345 e E428) com o de animais jovens, foi verifcam aumento significativo neste
parametro, constatado também pela analise do corapi® nasal-caudal, os quais
podem ser justificados pelo crescimento normalrdmal. Segundo Phillips e Powley
(2001) o peso do corpo varia com a idade, no emtaist animais mantém o ganho de
peso até aproximadamente 21 meses de idade, ddipsts eles perdem peso muito
rapido. O tratamento com acido ascoérbico nédo inflim no ganho de peso dos
animais.

O método escolhido para a determinacdo do nUmesaeordonios mioentéricos
foi a quantificacéo de neurdnios por ganglio. Deséaeira ndo houve a necessidade de
utilizar fator de corre¢éo da densidade neurormak wez que o intestino aumenta de
tamanho com o decorrer da idade, e o resultadalIpoderia ser conseqiéncia da
diluicdo neuronal e ndo da morte dos mesmos eneq@éacia do envelhecimento.

A técnica utilizada para a evidenciacdo da popolagéral de neurdnios

mioentéricos foi a miosina V. Esta € uma proteinatona encontrada nos corpos
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celulares e prolongamentos dos neurdnios (Drengkl.et2000), estando presente
especificamente no citoplasma neuronal, o que o®néspecificidade a técnica,

permitindo a visualizacdo dos corpos celulares suds projecdes (Drengk et al., 2000;
Zanoni et al., 2003).

Quando foi analisada a densidade neuronal foiigadé uma reducéo gradativa
do numero de neurbnios mioentéricos no decorrer edvelhecimento, sendo
significativa para os animais do grupo E428. O Bre@mento é uma patologia que
promove alteracdes no SNE, em especial, afetanaew®nios do plexo mioentérico.
Na literatura consultada ha varios trabalhos rethiaa reducdo do numero de neurbnios
em consequéncia da idade em ratos, cobaias e cangoxl(Santer, 1994; Johnson et
al., 1998; Schafer et al., 1999; Wade, 2002; Bisilét al., 2003; Schoffen et al., 2005),
e no tubo digestério de humanos (Meciano Filholetl®95; Gomes et al., 1997).
Santer e Baker (1988) estudaram o intestino delgagtosso de ratos com 6 e 24 meses
e verificaram uma perda neuronal de 40% no jejdB8% no ileo, 64% no colo e 42%
no reto em ratos idosos. Os autores ressaltaranesiaeperda seria acompanhada de
uma concomitante reorganizacdo dos elementos testanpor esta razdo ndo poderia
ser considerada um processo degenerativo, ja queel@wmentos ganglionares
remanescentes teriam sua eficiéncia aumentada. d&mse@liéncia da reducdo da
densidade neuronal sdo observadas alteragfes ¢@ofda mucosa e/ou na motilidade
do trato gastrointestinal podendo gerar disturijos, dependendo da regido afetada,
incluem disfagia, desordens de refluxo gastroesmdagiores abdominais, diarréia,
constipacao e incontinéncia fecal (Wade; Cowen4200

A morte neuronal em decorréncia do envelhecimentém tem sido atribuida a
grande quantidade de oxidantes produzidos em dwitonda queda dos agentes

antioxidantes em virtude da idade. O envelhecim&wmrre na maioria dos casos
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devido a reacdes, tais como exposicao das célulds suas organelas a radiacdes
ionizantes, reacdes ndo-enzimaticas e também d@aganzimaticas que proporcionam
a reducdo de O2 e de agua, com consequente prodaga&alicais livres (Caldeira et
al.,1989). Os neurdnios mioentéricos sao bastargeeptiveis aos radicais livres que
sao eletronicamente instaveis e altamente reagvedo produzidos em condi¢cdes de
envelhecimento. Estes radicais podem se ligarratesis celulares como lipidios de
membrana e nucleotideos de DNA (Schneider et@0.7)2 A sua elevada concentracao
em situacoes de isquemia/reperfuséo e hiperoxamamutacées no DNA mitocondrial
0 que vai acelerar a producdo de mais radicaiedigriando um ciclo vicioso de mais
mutacfes que levam a catastrofe celular, senescérfaeiéncia de multiplos 6rgaos. O
acumulo de mutacbes genéticas nas células sométicas causa especifica da
senescéncia celular (Fortunato; Pinheiro, 2007 ullévi et al. (2007) relataram que o
estado crénico de estresse oxidativo existe emaséherobicas mesmo sob condicdes
fisioldgicas normais devido ao desequilibrio emixelantes e pré-oxidantes. O estresse
oxidativo € um aumento ndo somente pela elevaddupém de espécies reativas de
oxigénio, mas pode ser também pela acentuada dgémmda eficiéncia do sistema de
defesa enziméatica nas células (glutationa peréejdzstalase, superoxido dismutase, e
outras) (Finkel; Holbrook, 2000).

Foi utilizado neste estudo como agente antioxidantécido ascorbico, uma
vitamina hidrossolavel que apresenta efeito comgmtovna neutralizacdo de radicais
livres, assim como as vitaminas A e E (Caldeiralet 1989; Deplabos; Gonzalez,
2000). Nos animais em envelhecimento suplementenimsacido ascérbico (EA345 e
EA428) houve uma tendéncia a preservacdo do narderaneurdnios, pois foi
observado uma proporcao superior de 14,34 % e %3¢g@mparados aos animais da

mesma idade sem suplementagc&o. Nosso grupo deigzesaieriormente realizou um
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estudo com neurbnios mioentéricos do ileo de rapgs 120 dias de suplementacéo
com acido ascorbico e a preservacao foi de 18 %ofdaet al., 2005). Embora néo

tenha sido significativa a preservacao do numeroealgdnios consideramos positivo
este resultado, pois 0 aumento do niumero de ne@srar ganglio foi acompanhado

por um aumento da area do corpo celular dos neagdniosina V imunoreativos dos

grupos EA345 e EA428 comparado aos seus contrBes dois dados associados
(numero e tamanho neuronal) sugerem uma atividedeoprotetora e neurotréfica para
0 acido ascorbico.

Neste trabalho utilizamos a técnica imunohistogcéimpara evidenciacdo dos
neurdnios e suas fibras nervosas que expressano pa@otransmissor VIP e também
o CGRP. As camadas musculares apresentam uma gtansidade de fibras nervosas
VIP-IR, sugere-se que estas fibras sdo neurdnigasresocom um papel importante no
controle da atividade do musculo liso gastrointedtiFoi analisado neste trabalho a
area de varicosidades encontradas nas fibras remvestas varicosidades sao pequenas
dilatacbes observadas ao longo da fibra nervosiatdix escassos dados na literatura
que relatam o efeito do envelhecimento sobre osronas VIP-IR do plexo
mioentérico de ratos Wistar associados ao tratanmarh antioxidantes. Foi verificado
uma reducéo do tamanho das varicosidades dos mesiMiP-IR nos animais do grupo
E345 em relagdo aos animais jovens, entretantpodemos inferir que esta reducéo da
expressdo do VIP sdo resultantes de morte neudssth sub populagéo, pois a
metodologia empregada ndo permite obter a densiad®nal. Uma hipotese seria de
que a reducdo de fatores neurotrdficos derivadosalgemas células levariam a
vulnerabilidade dos neurbénios entéricos (Giaroniakt 1999) como aqueles que
expressam para o VIP, e devido a plasticidade heastes neurdnios poderiam

recuperar a sua expressao ao longo do tempo. kpsteede € reforcada pelo fato dos
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animais E428 possuirem areas maiores de varicesdace os animais do grupo E345.
Apoés o periodo de 83 dias poderia ocorrer tambémaumento na maquinaria de
sintese, pois de acordo com experimentos realizadoKasparek et al. (2009) no

jejuno de ratos Lewis em processo de envelhecimemioe um aumento da liberacao
de VIP durante experimentos com estimulacdo etetrsendo um indicativo de

incremento de sintese.

A suplementacdo com acido ascorbico promoveu umeatondo tamanho das
varicosidades VIP-IR nos animais dos grupos EA345Ad28 em relacdo aos seus
controles. O aumento de tamanho das varicosidamtés gstar relacionado a uma maior
sintese e/ou liberacdo e pode ser consideradavoogibis além do papel do VIP como
neurotransmissor, trabalhos recentes tém aventadonportancia do VIP na
neuroprotecdo de neurdnios centrais e entéricagm @tslacdo como potente peptideo
antiinflamatoério. Fato este, que é comprovado petgenca de fibras nervosas VIP-IR
associadas as ceélulas do sistema imune da mucasiigando do controle da
imunidade da mucosa do TGI (Brenneman et al., 20B8honi e Freitas (2005)
encontraram resultados similares em ratos com #0dk suplementacdo com &cido
ascorbico em neurénios VIP-IR do plexo submucoso.

Ao serem estudadas as varicosidades das fibra®sasnimunomarcadas pelo
CGRP foi observada uma reducdo do tamanho em 118 gtupo E345 e 18,9 % no
grupo E428 em relagédo ao grupo de animais joved®)(E® CGRP € um neuropeptideo
que apresenta um importante papel em muitas funddesSNE de espécies de
vertebrados, as quais podem ser elencadas comotagég da contratilidade da
musculatura lisa do trato gastrointestinal (Rasemsst al., 1992,Grider, 1994),
funcdes sensoriaiRasmussen et al., 2001), microcirculacdo intelst{Kawasaki,

2002) esecrecaqTache, 1992)Recentemente Mitsui (2009¢latou um importante
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papel do CGRP expresso por neurdnios mioentérieoparquinhos da india, na
facilitacdo na liberacédo de serotonina (5-HT) peklslas enterocromafins presentes na
mucosa intestinal em reflexos aferentes primarfsuco € relatado na literatura
consultada sobre outros fendtipos de inervacaorieatélurante o envelhecimento,
incluindo o CGRP, mas possivelmente a reducdo aagesantidade evidenciada pela
reducdo do tamanho das varicosidades, promovaghes na homeostasia intestinal. O
aumento na producédo de outros neurotransmissategiims como o VIP e o oxido
nitrico (NO) pode ser uma acédo compensatoria &éedda expressao do CGRP.

A suplementacdo com acido ascorbico aumentou ontaondas varicosidades das
fibras nervosas dos neurénios CGRP imunoreativog,8m% no grupo EA345 e 25%
no grupo EA428. Acreditamos que o0 acido ascorbigresentou um efeito
neuroprotetor sobre estes neurdnios, pois as &edes observadas no grupo EA345
foram similares ao observado nos animais jovens doagrupo EA428 apresentaram
tamanho superior aos do grupo E90.

Nossos resultados permitiram concluir que o enwatmento promoveu uma
reducdo do numero de neurbnios miosina V imunaeste alterou o tamanho das
varicosidades dos neurdnios VIP-IR e CGRP-IR. Aeupntacdo com acido ascorbico
apresentou um efeito neurotrofico sobre todos asdméos estudados, sugerindo um

papel neuroprotetor.
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Tabela 1.Peso inicial (PI), Peso final (PF) e Comprimentsat&audal pertencentes
aos grupos de ratos jovens (E90), ratos envelhedem suplementacéo (E345 e E428)
e ratos envelhecidos suplementados com &cido ascO(BA345 e EA428). n= 6

animais por grupo.

PI (g) PF (g) CNC (cm)
E90 - 367.7 + 6.8° 42.83+0.3°°
E345 314.3+10.6' 464.0 + 11.3°¢ 4550+ 0.6 *°
EA345 336,1+ 14.7 490.7 +13.5° 4558 + 1.6
E428 3355+ 17.4 523.0 + 15.6 ¢ 45.75 + 0.5 2°
EA428 328.1+12.3 497.9+21.% 4533+ 0.7

Letras diferentes na mesma coluna p < 0,05.
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Tabela 2. Area do corpo celular dos neurdnios mioentéricossina V imunoreativos
(um?) e area das varicosidades (um?) de fibrasosasvque expressam para CGRP e VIP
nos grupos de ratos jovens (E90), ratos envelhegdm suplementacdo (E345 e E428) e
ratos envelhecidos suplementados com acido aso6(Bk345 e EA428). n= 6 animais

por grupo.

E90 E345 EA345 E428 EA428
MiosinaV 202.4+3.8 192.1+43 255.0+2.63 201.6+3.8 2655297
CGRP  377+002 337+003 365005 3.17+0.03 4.23+0.03
VIP 3.82+0.08 372+008 524+00%8 4.01+00% 457+0.053
Letras diferentes na mesma linha p < 0,05.
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Figura. 1. Numero de neurdnios mioentéricos miosina V
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intermediaria do ileo pertencentes aos grupos ties rpvens
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ratos envelhecidos suplementados com acido asoofbis345 e
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Figura. 2. Neur6nios imunoreativos a miosina V (A, B, C, Dda regido intermediaria do

ileo dos ratos dos grupos: (A) E9O - jovens; (B¥E3 envelhecidos com 345 dias de
idade; (C) EA345 - envelhecidos com 345 dias dedladauplementados com &cido
ascorbico; (D) E428 - envelhecidos com 428 diasldde; (E) EA428 - envelhecidos com
428 dias de idade suplementados com &acido ascOsbidistribuicdo de freqiéncias

relativas do perfil celular dos neurdnios mioemi@si miosina V imunoreativos do ileo dos

animais (F). Barra de calibracao: m0.
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Figura 3. Fotomicrografia das varicosidades do plexo mio&uéto ileo de ratos jovens e
em envelhecimento, com imunoreatividade ao CGREpezntes aos grupos: (A) E9O -
jovens; (B) E345 - envelhecidos com 345 dias ddaddC) EA345 — envelhecidos com
345 dias de idade suplementados com acido ascp(igd428 - envelhecidos com 428
dias de idade; (E) EA428 — envelhecidos com 428 déidade suplementados com &cido
ascorbico e distribuicdo de frequéncias relativas varicosidades dos neurbnios

mioentéricos CGRP do ileo dos animais (F). Barreatibracao: 5am.
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Figura 4. Fotomicrografia das varicosidades do plexo mioguéto ileo de ratos jovens e
em envelhecimento, com imunoreatividade ao VIPepegntes aos grupos: (A) E9O -
jovens; (B) E345 - envelhecidos com 345 dias dded&C) EA345 — envelhecidos com
345 dias de idade suplementados com acido ascpfbigd428 - envelhecidos com 428
dias de idade; (E) EA428 - envelhecidos com 428 daidade suplementados com acido
ascorbico e distribuicdo de frequéncias relativas varicosidades dos neurbnios

mioentéricos VIP do ileo dos animais (F). Barrazaéracao: 5Qm.
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Abstract

Objective. To investigate the effects of ascorbic acid supgeletation on myosin-V-,
calcitonin gene-related peptide (CGRP)-, and vasaadintestinal polypeptide (VIP)-
immunoreactive myenteric neurons in aging rdsthods. Eighty-five male rats, 90
days old, were divided into two groups: young 99-dl rats (E90), 345-day-old
control rats (E345), 428-day-old control rats (E4A2ZHB0- to 345-day-old rats treated
with ascorbic acid (EA345), and 90- to 428-day-oddls treated with ascorbic acid
(EA428). Ascorbic acid supplementation was condlidte 255 days (EA345 group)
and 338 days (EA428 group) by adding it to the atsimwater daily (1 g/l) in bottles
painted black. The solution was offerad libitum The ileum was then subjected to
myosin-V and neuronal nitric oxide synthase immusimichemistry. Images were
captured with a 20 objective. The varicosity of neurons that expré&sRP and VIP
was measured in 400 aregsnf) in each animal (2400/group). Ten images of myosin
neurons were quantified per animal. Morphometry pegormed by measuring neuron
cell bodies (500/group).Results. Aging reduced the number of myosin V-
immunoreactive neurons and changed the size of IRIRvnd CGRP-IR neuron
varicosities. Ascorbic acid supplementation hadearotrophic effect on all neurons

studied, suggesting a neuroprotective role.

Keywords: aging, ascorbic acid, myenteric neurons, calaitapene-related peptide,

vasoactive intestinal polypeptide, myosin V
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1. Introduction

The enteric nervous system (ENS) is located inldliers that form the wall of
the gastrointestinal tract and functions indepetigenf the central nervous system
(CNS) (Brehmer, 2006). Enteric neurons are hetereges with regard to their
physiological roles and neurotransmitters (Saffre§04). Chemical, histochemical,
immunohistochemical, and physiological studies hawaefirmed the morphological
diversity of the ENS. Nerve cells can express varineurotransmitters in the intestine,
such as acetylcholine and epinephrine/norepinephiiNS nerve cells may undergo
structural or functional changes as a result optada responses to different stimuli in
an attempt to maintain homeostasis of intestinattion (Giarona et al., 1999; Lomax
et al., 2005). Some pathological conditions als@lve changes in enteric neurons and
other autonomic neurons, including bowel diseasg.,(@lcerative colitis or Crohn’s
disease), extraintestinal disease (e.g., Parkissdisease), and enteric neuropathy
(Giarona et al. 1999; Micieli et al., 2003; Vinika., 2003). The aging process can also
induce such changes (Schneider et al., 2007).

Aging is associated with a variety of gastrointesdtdisorders (Talley et al.,
1992; Majumdar et al., 1997). For example, advancge is associated with an
increased incidence of problems related to matiiitgluding delayed gastric emptying
and increased intestinal transit time associated fecal stasis (Jost, 1997; O’Mahony
et al., 2002; Hays and Roberts, 2006; Norton, 2006ese gastrointestinal problems
related to aging may significantly impact the wading of aging individuals. The
causes of gastrointestinal disorders in the eldarly not clear, but the symptoms
suggest an underlying etiology involving a loss distortion of functional neural
mechanisms of the intestine that normally contebid gastrointestinal function and

health.
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Several gastrointestinal diseases are associdthdaging (Talley et al., 1992;
Majumdar et al., 1997), resulting in impaired fuootof the mucosa or motility of the
TGI, which can lead to dysphagia, gastroesophagefaix disorders, difficulty in
relaxing gastric fundus during food intake, atrapbastritis, delays in the digestive
period, intestinal diverticula, diarrhea, and faoabntinence, depending on the affected
area (Wade and Cowen, 2004; Phillips and Powle§7R0

The main factor associated with neuronal deathesgyeneration of free radicals.
Nervous tissue has high oxygen consumption (Halliwk92; Kuyvenhoven and
Meinders, 1999). Reactive oxygen species, generagaly in mitochondria during the
cellular respiration process, have unpaired elestroendering them highly reactive to
other biological substances (Kuyvenhoven and Meg)d©99).

Drugs that reduce oxidative stress, such as ascacid, may play a significant
role in the treatment of intestinal complicatioreused by aging. Ascorbic acid can
prevent the reduction in the number of myenterigroes resulting from the action of
free radicals (Zanoni and Freitas, 2005). Antioridamaintain internal balance in the
body, prevent the formation of free radicals, nalite species that have already
formed, and undergo a reduction during the agingcess, further promoting the
occurrence of oxidative stress (Kuyvenhoven andniliegris, 1999). The modest level of
antioxidants associated with increased iron comagah (Benkovic and Connor, 1993)
and polyunsaturated fatty acids (Rice-Evans andl@ur1993) render the neural tissue
more susceptible to reactive oxygen species.

Ascorbic acid is a water-soluble vitamin that Ish®wn antioxidant effects in
neutralizing free radicals, as well as vitaminsd & (Caldeira et al. 1989; Deplabos
and Gonzélez, 2000). O’'Donnell and Lynch (1998)rtgrl a significant decrease in

ascorbic acid concentration in the cerebral comexged rats. Thus, ascorbic acid may
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also be used to prevent the occurrence of intdstiomplications caused by aging
because it prevents the decrease in the numbey@fteric neurons resulting from the
action of free radicals.

The objective of the present study was to investighe general population of
myenteric neurons (myosin-V-immunoreactive) and pspolations of inhibitory
neurons (i.e., calcitonin gene-related peptide-imoneactive [CGRP-IR] and
vasoactive intestinal polypeptide-immunoreactivelPANR]) in aged rats receiving

ascorbic acid supplementation.

2. Materials and Methods
2.1. Study groups

Intestinal segments were obtained from 85 maleénalWistar rats Rattus
norvegicuy that were 90 days old and obtained from the @é&nBiotery of
Universidade Estadual de Maringa. All animal prased were approved by the
Committee of Ethics in Animal Experimentation, Usisidade Estadual de Maringa
(protocol no. 024/2004; approved May 27, 2004). tatthniques were in accordance
with the ethical principles of the Brazilian Acadgof Animal Experimentation.

The animals were weighed and divided into fiveugsa E90 (90-day-old rats),
E345 (345-day-old control rats), E428 (428-day-ctehtrol rats), EA345 (90- to 428-
day-old rats supplemented with ascorbic acid), BAd28 (90- to 345-day-old rats
supplemented with ascorbic acid).

Ascorbic acid supplementation was conducted f& @ys (EA345 group) and
338 days (EA428 group) by adding it to the animalsiter daily (1 g/l) in bottles

painted black. The solution was offerad libitum During this period, the rats were
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kept in individual cages with lights on from 6:0@d118:00 h and constant temperature

(24 + 2°C). Treatment was always conducted in ftezreoon (15:00-18:00 h).

2.2. Material resection and processing

After the experimental period, the animals wererifaed under thiopental
anesthesia (40 mg/kg body weight, i.p.), after Wwhiasal-caudal lengths were obtained.
Two hours preceding sacrifice, the animals wereciigd with vincristina sulfate (0.5

mg/kg) to stabilize the microtubules of the cytdekan.

2.3. Myenteric neurons immunoreactive for CGRP Hel

The ileum was removed, washed with 0.1 M phospbattered saline (PBS),
pH 7.4, tied on one end of the segment, injectatt Wamboni fixative, and closed at
the other end. The segments were maintained fdr itBthe same solution. The ends
were cut, opened on the mesenteric border, defegimatan increasing series of alcohol
(80, 95, and 100%), clarified in xylol, and rehydhin a decreasing series of alcohol
(100, 95, and 80%). The segments remained in edatian for 30 min and were stored
in PBS with the addition of 0.08% sodium azide AC.4Subsequently, the segments
were dissected under a stereomicroscope by remdaw@gnucosa and submucosa,
resulting in two prepared segments for each angmaltal muscular layers. Separate
preparation techniques were used for CGRP and MiRunohistochemistry.

The preparations were initially washed three tinme8.1 M PBS Triton X-100
(0.3%) solution for 5 min and incubated in 10% geatum blocking solution for 2 h.
The preparations were then incubated in a solutiontaining anti-CGRP primary
antibody (1:200; Peninsula Labs, USA) or VIP (1.20eninsula Labs) at room

temperature for 24 h. After this period, the prepans were washed three times in 0.1
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M PBS for 5 min and incubated with anti-rabbit agrgted fluresceina secondary
antibody (1:200; Peninsula Labs) at room tempeeatund protected from light for 2 h.
The preparations were then washed three timeslLiM(PBS for 5 min and mounted in
glycerol gel (9:1). A negative control was perfodneith the omission of the primary

antibody.

2.4. Analysis of CGRP-IR and VIP-IR neuron varitiesi

The images of CGRP-IR and VI-IR nerve fibers weasptured by an AxioCam
(Zeiss, Jena, Germany) high resolution camera edufd an Axioskop Plus (Zeiss)
light microscope, digitized on a computer using \ksion version 4.1 software, and
recorded on a flash drive. Ten microscopic fieldsevcaptured for each preparation,
obtained by sampling, to yield a total of 300 immg&he image analysis program
Image-Pro Plus version 4.5.0.29 (Media Cybernet&iler Spring, MD, USA) was
used to measure the argan{) of 400 varicosities in each animal for a total2g00

varicosities per group.

2.5. Immunolocalization of neuronal myosin V: stumfygeneral myenteric neuron
population

Another 25 rats were perfused with 1.1% cold salgolution followed by
fixative solution containing 10 mM sodium periodaté5 M lysine, and 1%
paraformaldehyde in 37 mM phosphate buffer, pH Indnediately after perfusion, the
ileum from each animal was resected, washed witimesaolution until complete
removal of feces, carefully inflated with the fiket solution, and tied at the extremities
with cotton thread. After this procedure, the ititel segments were maintained in the

fixative solution for 1 h, dehydrated in an incriegsseries of alcohol (50%, 70%, 80%,



65

90%, and 100%), clarified in xylol, and rehydraieda decreasing series of alcohol
(100%, 95%, 90%, 80%, and 70%). The ileum was disdewith the aid of a
transillumination stereomicroscope to obtain whmlednt muscular layer preparations
through the removal of the mucosal and submucoagérs. The whole-mount
preparations were subjected to the following teghei for detection of myosin-V-
immunoreactive myenteric neurons.

The preparations were washed four times in 0.188,/pH 7.4, and blocked for
1 h in a solution containing 2% bovine serum alburBSA; Sigma), goat serum
(1:50), 0.5% Triton X-100 (Sigma), and PBS. Theparations were then sequentially
incubated at room temperature in a solution comtgirthe primary antibody anti-
myosin V medial tail purified (Table 1). After 48 tme preparations were washed twice
in PBS Triton X-100 (0.1%) solution and twice in ¥Bween-20 (0.05%) solution. The
tissues were then incubated with secondary antib@@ple 1) for 24 h at room
temperature. Finally, the tissues were washed tiomgs with PBS Tween-20 (0.05%)
solution. The immunoreaction was revealed by diamémzidine (DAB; Sigma), and
the preparations were mounted in glycerol gel. atiee control was performed with

the omission of the primary antibody.

2.6. Quantitative analysis of myosin-V-immunoreactyenteric neurons

The count of myosin-V-immunoreactive myenteric s was performed
using images obtained randomly from the intermed{&0-120°, 240-300°) intestinal
circumference in each animal, with 0° as the mesentnsertion. The images were
captured by an AxioCam (Zeiss, Jena, Germany) regblution camera coupled to an
Axioskop Plus (Zeiss) light microscope, digitized a computer using AxioVision

version 4.1 software, and recorded on a flash diivege-Pro Plus version 4.5.0.29
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image analysis software (Media Cybernetics, Sifmering, MD, USA) was used for the
neuronal quantification of the images recordedhanftash drive. Ten ganglia neurons

of the myenteric plexus were quantified per animal.

2.7. Morphometric analysis of myosin-V-immunoregctnyenteric neurons

The measurement of the areas of myosin-V-immumtikgamyenteric neuronal
cell bodies was performed using the same imageturemp using a 20 objective,
similar to the quantitative analysis. The area {uof 100 neuronal cell bodies was
measured using Image-Pro Plus for each animaldon éechnique, yielding 500 areas

per group.

2.8. Statistical analysis

The data were analyzed using Statistica and GraphPd@sm software.
Morphometric data were set in delineation blocKéofeed by Tukey’spost hoctest.
For the other data, we used one-way analysis aawvee (ANOVA) followed by
Tukey'spost hodest. The significance level was set at 5%. Tlselte are expressed as

mean % standard error.

3. Results

Table 1 shows the average initial body weightalfibody weight, and nasal-
caudal length of all groups. The average weighalbfyroups was 328.5 + 13.6 g. A
41.24% and 59.2% weight increase was found in agedals without supplementation
(E345 and E428 groups, respectively) compared thighaverage initial weightp(<

0.05). An aging period of 83 days was associatetth &i 12.12% weight increase
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between the E345 and E428 groups<(0.05). Ascorbic acid supplementation in the
EA345 and EA428 groups did not alter body weighhpared with controlga(> 0.05).

The nasal-caudal length increased in the E345E28 groups compared with
the E90 groupf < 0.05). The supplemented groups (EA345 and EA#283ented a
nasal-caudal length similar to the group of youngrals (E9O;p > 0.05). The average
ascorbic acid intake during the experiment in tA&845 and EA428 groups was 39.98
+ 1.456 and 41.7 + 1.362 mg/l/day.

The quantitative results showed that aging redubednumber of myosin-V-
immunoreactive neurons compared with young anintg®0; p < 0.05) (Fig. 1).
Ascorbic acid supplementation did not act in theowery of neuronal losp (> 0.05).
Photomicrographs showing myosin-V-, VIP-, and CGRIRunoreactive myenteric
neurons are shown in Fig. 2, 3, and 4, respectively

Aging did not alter the size of myosin-V-immunartee neuronsf > 0.05).
Ascorbic acid supplementation in the EA345 and BERAgPoups increased the average
area of neurons by 24.6% and 24.1% compared wihBB45 and E428 groups,
respectively § < 0.05) (Table 2). Increases in areas in the EA34& EA428 groups
were also observed, reflected by a shift to thetrig the relative frequency curve (Fig.
2F).

The area of varicositiesufi?) of CGRP-IR and VIP-IR nerve fibers is shown in
Table 2. When all groups were compared, we obsesuguificant differencesp( <
0.05) for the two neurotransmitters. In the E348 BA28 groups, we found a reduction
in the area of CGRP-IR nerve fiber varicosities pamed with the young group (E90).
The initial size of varicosities of VIP-IR neurom&s reduced in the E345 group, and
subsequently the areas recovered in the E428 grathppvalues higher than those of

young animals.
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Treatment with ascorbic acid (EA345 and EA428 ge)uncreased the area of
varicosities of CGRP-IR and VIP-IR neurons compaveith the E345 and E428
groups, also reflected by a shift to the rightha telative frequency curve (Fig. 3F and

4F).

4. Discussion

In the present study, a significant increase weserv/ed in weight between the
aged (E345 and E428) and young animals, which veasistent with nasal-caudal
length and reflected normal growth. According tallRis and Powley (2001), body
weight varies with age, but the animals gain weightil they are approximately 21
months old and subsequently quickly lose weight hwiage. Ascorbic acid
supplementation had no effect on weight gain.

The method chosen for determining the number oénteric neurons was the
quantification of neurons per ganglion. Therefdiree use of a correction factor for
neuronal density was not necessary because thmgegses in size with age, which
could result from dilution and not neuronal deataaonsequence of aging.

The technique used for determining the generaljadipn of myenteric neurons
was myosin-V. Myosin-V is a motor protein foundniauron cell bodies and extensions
(Drengk et al., 2000) and is specifically presennheuronal cytoplasm which confers
specificity to the technique, allowing visualizatiof cell bodies and their projections
(Drengk et al., 2000; Zanoni et al., 2003).

When neuronal density was analyzed, we found auglareduction in the
number of myenteric neurons during aging, which s@sificant for animals in the
E428 group. Aging promotes changes in the ENSjqodatly affecting neurons in the

myenteric plexus. Several studies have reportediaction in the number of neurons as
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a result of aging in rats, guinea pigs, mice (Sard@94; Johnson et al., 1998; Schafer et
al., 1999; Wade, 2002; Phillips et al., 2003; Stdofet al., 2005), and the digestive
tract of humans (Meciano Filho et al., 1995; Goraesl., 1997). Santer and Baker
(1988) studied the small and large intestine of @t 6 and 24 months and found
neuronal loss of 40% in the jejunum, 43% in thente 64% in the colon, and 42% in
the rectum in aged rats. The authors emphasizedhisaloss may be accompanied by
concomitant reorganization of the remaining elemerdnd therefore cannot be
considered a degenerative process because the nmeghajanglia increase their
efficiency. Reduced neuronal density is associat@ti changes in the mucosa or
motility of the gastrointestinal tract and may aauksturbances that, depending on the
affected region, include dysphagia, gastro-esoiagdlux disorders, abdominal pain,
diarrhea, constipation, and fecal incontinence (&Vad Cowen, 2004).

Neuronal death caused by aging has also beehuaidi to the large amount of
oxidants produced concomitant with decreased ad@mts associated with aging.
Aging occurs in most cases because of exposurellsfand their organelles to ionizing
radiation, non-enzymatic reactions, and enzymaéctions that reduce,@nd water,
with the consequent production of free radicalsld€sa et al., 1989). Myenteric
neurons are very susceptible to free radicals déinatelectronically unstable, highly
reactive, and produced under conditions of agirfges€ radicals can bind to cellular
structures, such as membrane lipids and nuclectti&NA (Schneider et al., 2007).
The high concentration of radicals in situationgsashemia/reperfusion and hyperoxia
create mutations in mitochondrial DNA that accedkethe production of additional free
radicals, thus creating a cycle of further mutadidhat lead to detrimental cellular
senescence and multiple organ failure. The accumnleof genetic mutations in

somatic cells is the specific cause of cell seneszdFortunato and Pinheiro, 2007).
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Muller et al. (2007) reported that a chronic stateoxidative stress exists in aerobic
cells even under normal physiological conditionkjoh is attributable to an imbalance
between oxidants and prooxidants. Oxidative stisssncreased not only by the
increased production of reactive oxygen speciesalso by a decline in the efficiency
of the enzymatic defense system in cells (e.g.tatiiione peroxidase, catalase,
superoxide dismutase, and so on) (Finkel and Holgr2000).

The present study used ascorbic acid as an adiotxiAscorbic acid is a water-
soluble vitamin that has proven effective in ndignag free radicals, as well as
vitamins A and E (Caldeira et al., 1989; Deplabod @onzalez, 2000). In aged animals
supplemented with ascorbic acid (EA345 and EA42R1ps), a tendency was observed
toward increased preservation of the number of areyrreflected in an increase of
14.34% and 13.8%, respectively, compared with alsinad a similar age without
supplementation.

Our research group previously conducted a studynyénteric neurons of the
ileum in rats after 120 days of supplementatiorhvasgcorbic acid and found myenteric
neuron preservation of 18% (Zanoni and Freitas,520Although this was not a
significant conservation of the number of neuroms, consider this a positive result
because the increased number of neurons per ganglass accompanied by an
increased cell body area of myosin-V-immunoreactnearons in the EA345 and
EA428 groups compared with controls. These relatat (i.e., neuron number and
neuronal size) suggest the neuroprotective anctrephic effects of ascorbic acid.

In the present study, we used an immunohistoch@ntechnique to reveal
neurons and nerve fibers that express VIP and CGR& muscle layers showed a high
density of VIP-IR nerve fibers, suggesting thatsthéibers are motor neurons that play

an important role in controlling the activity of gieintestinal smooth muscles. The
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nerve fiber varicosities found in the present studye determined to be small dilations
observed along the nerve fiber. Limited data inlitegature have reported the effect of
aging on VIP-IR neurons in the myenteric plexusaits and the effect of treatment with
antioxidants. In the present study, we verifieceduction in the size of varicosities of
VIP-IR neurons in the E345 group compared with ypuwmimals, but we cannot
conclude that this reduction in VIP expression isesult of neuronal death in this
subpopulation of neurons because the methodologyotaletermine neuronal density.
One hypothesis is that a reduction of neurotrofdmtors derived from some cells leads
to the vulnerability of enteric neurons (Giaroniagt 1999), such as those that express
VIP. Additionally, because of neural plasticity,ei®@ neurons may recover their
expression over time. This hypothesis is suppdotethe fact that E428 animals have
greater areas of varicosities than animals in tBd5Egroup. At 83 days, increased
activity of synthesis machinery could also occuy. @ilizing electrical stimulation,
Kasparek et al. (2009) found increased VIP releéaske jejunum of Lewis rats during
the aging process and an indication of increasethegis.

Ascorbic acid supplementation increased the siZélB-IR varicosities in the
EA345 and EA428 groups compared with controls. foeeased size of varicosities
may be related to increased synthesis and releadecan be considered positive
because, in addition to the role of VIP as a neansimitter, recent studies have
suggested the importance of VIP in the neuroprimteatf central and enteric neurons
and as a potent anti-inflammatory peptide. VIP-HRve fibers associated with cells in
the mucosal immune system participate in the coofronucosal immunity in the gut
(Brenneman et al., 2003). Zanoni and Freitas (20080hd similar results in VIP-IR

neurons of the submucous plexus in rats with 130adaorbic acid supplementation.
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When we studied the varicosities of CGRP-IR néditvers, we found a reduction
in size of 11.9% in the E345 group and 18.9% inEA&8 group compared with young
animals (E90). CGRP is a neuropeptide that playsngortant role in many ENS
functions in vertebrate species, including the k&on of smooth muscle contractility
in the gastrointestinal tract (Rasmussen et aR21@rider, 1994), sensory function
(Rasmussen et al., 2001), intestinal microcircafatiKawasaki, 2002), and secretion
(Tache, 1992). Recently, Mitsui (2009) reportediraportant role of CGRP expressed
in myenteric neurons in guinea pigs in facilitatitlge release of serotonin from
enterochromaffin cells present in the intestinalcosa in the primary afferent reflex.
Little has been reported in the literature regagdihe other phenotypes of enteric
innervation, including CGRP, during aging, but pblysa reduction in the size of
varicosities induces changes in intestinal homaedastdancreased production of other
inhibitory neurotransmitters, such as VIP and oimkide, may be a compensatory
mechanism that reduces CGRP expression.

Ascorbic acid supplementation increased the sfzeadcosities of CGRP-IR
nerve fibers by 7.8% in the EA345 group and 25%eEA428 group. We hypothesize
that ascorbic acid has a neuroprotective effedhese neurons. The varicosities in the
EA345 group were similar to those in young animalyj the EA428 group had larger
varicosities than the E90 group.

In summary, our results showed that aging redubeddensity of myosin-V-
immunoreactive neurons and changed the size ofoaties of VIP-IR and CGRP-IR
neurons. Supplementation with ascorbic acid ha@watrophic effect on all neurons

studied, suggesting a neuroprotective role.
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Table 1.Initial weight (PI), final weight (PF), and nasadal length (CNC).

Pl (9) PF () CNC (cm)

E90 - 367.7 + 6.8 42.83 +0.3°
E345 314.3 + 10.6' 464.0 £11.3° 45.50 + 0.6°
EA345 336.1+ 14.F 490.7 £13.8 4558 + 1.6
E428 3355+ 17.4 523.0 + 15.6" 45.75 + 0.5°
EA428 328.1+12.3 497.9+21.8 45.33+0.7

p < 0.05, significant difference between differegttérs in the same line. E90, young
rats; E345, aged 345-day-old rats; EA345, ageddzdbeld rats supplemented with
ascorbic acid; E428, aged 428-day-old rats; EA428ed 428-day-old rats

supplemented with ascorbic acid< 6 per group).



79

Table 2.Cell body areay(m?) of myosin-V-immunoreactive myenteric neurond area of

varicosities m?) of CGRP- and VIP-immunoreactive nerve fibers.

E9O E345 EA345 E428 EA428

MyosinV  202.4+38 192.1+43 255.0+263 201.6+38 2655+297
CGRP 3.77+0.03 337+003 365+005 317+0.03 4.23+0.03

VIP 3.82+0.03 372+003 524+003 4.01+003 457+0.05

p < 0.05, significant difference between differegitérs in the same line. E90, young rats;
E345, aged 345-day-old rats; EA345, aged 345-ddyatis supplemented with ascorbic
acid; E428, aged 428-day-old rats; EA428, aged d#8eld rats supplemented with

ascorbic acidr(= 6 per group).
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Figure Legends

Figure 1. Number of myenteric neurons immunoreactive for niydsganglia using a
20x objective in the intermediate region of the ileumyoung rats (E90), aged rats with
no supplementation (E345 and E428), and aged ugisleamented with ascorbic acid

(EA345 and EA428)n = 5 animals per groupp*< 0.05, compared with E428 group.

Figure 2. Myosin-V-immunoreactive neurons of the intermeglisggion of the ileum of
rats in the following groups: (A) E90 (young), (BB45 (aged 345-day-old rats), (C)
EA345 (aged 345-day-old rats supplemented withrascacid), (D) E428 (aged 428-
day-old rats), and (E) EA428 (aged 428-day-old satgplemented with ascorbic acid).
(F) Relative frequency distribution of cellular fil® of myosin-V-immunoreactive

myenteric neurons in the ileum. Calibration barOq.

Figure 3. Photomicrograph of varicosity of CGRP immunoreattivn the myenteric
plexus of the ileum in young and aged rats: (A) B@iung), (B) E345 (aged 345-day-
old rats), (C) EA345 (aged 345-day-old rats supplet@d with ascorbic acid), (D)
E428 (aged 428-day-old rats), and (E) EA428 (age8-dhy-old rats supplemented
with ascorbic acid). (F) Relative frequency disitibn of varicosity of CGRP-

immunoreactive myenteric neurons in the ileum. I¢ation bar = 5um.

Figure 4. Photomicrograph of varicosity of VIP immunoreadivin the myenteric
plexus of the ileum in young and aged rats: (A) Batung), (B) E345 (aged 345-day-
old rats), (C) EA345 (aged 345-day-old rats suppelet@d with ascorbic acid), (D)

E428 (aged 428-day-old rats), (E) EA428 (aged 4&@ald rats supplemented with
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ascorbic acid). (F) Relative frequency distributafnvaricosity of VIP-immunoreactive

myenteric neurons in the ileum. Calibration barOu.
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