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APRESENTACAO

Esta dissertacdo € composta por um artigo cientifico intitulado “EFEITO DO
ACIDO ALFA LIPOICO SOBRE O ILEO DE RATOS SUBMETIDOS A ISQUEMIA
E REPERFUSAO INTESTINAL” que relaciona os efeitos da isquemia de 45 minutos
seguida de reperfusdo intestinal de 24 horas sobre o ileo de ratos tratados com o
antioxidante 4cido alfa lipoico. Em consonancia com as regras do Programa de Pds-
graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, o artigo foi redigido de acordo com as normas da
revista “Journal of Gastroenterology” que tem como FI 4,493 e como qualificacdo de

extrato A2 de acordo com o Comité de Ciéncias Bioldgicas I, CBI, CAPES.



RESUMO GERAL

INTRODUCAO: Isquemia e reperfusdo (IR) intestinal pode ser resultado de diversas
condicdes clinicas incluindo trauma, hemorragia e transplante de intestino. Na isquemia,
a interrupcdo do fluxo sanguineo e a hipdxia, causam rapidamente alteracdes
fisiol6gicas que se agravam para morte tecidual. Na reperfusdo, o retorno do oxigénio
leva a reacdes que produzem espécies reativas de oxigénio e favorecem o
estabelecimento do estresse oxidativo. As defesas antioxidantes naturais do organismo
ndo sdo suficientes para combater o estresse oxidativo gerado durante IR intestinal. O
acido alfa lipéico (AAL) por sua acdo antioxidante e neuroprotetora, é candidato para o
tratamento dos danos causados por IR intestinal. OBJETIVO: O objetivo deste trabalho
foi avaliar os efeitos do tratamento com AAL sobre o fleo de ratos submetidos a
isquemia e reperfusio intestinal. METODOS: Os ratos foram submetidos 2 isquemia
intestinal pela oclusdo da artéria mesentérica superior por 45 minutos e reperfusio de 24
horas. O tratamento com AAL foi realizado via gavagem na dose de 100mg/kg de peso
corporal diluido em 6leo de milho. Os grupos sham passaram pela cirurgia, mas nao
sofreram isquemia intestinal. Foram realizadas andlises de marcadores de estresse
oxidativo e inflamacdo da parede intestinal, morfometria da parede e avaliagdo de
neurdnios e células gliais mientéricas do ileo dos animais. RESULTADOS: IR intestinal
causou alteracdes na subpopulacdo nitrérgica e células gliais GFAP+ e aumento da
atividade das enzimas superéxido dismutase e mieloperoxidase e dos niveis de 6xido
nitrico. O tratamento com AAL foi eficiente contra as alteracdes gliais e da atividade da
superéxido dismutase. CONCLUSAO: O tratamento com 100 mg/kg de peso corporal
de AAL foi capaz de amenizar alteracdes no estresse oxidativo € nos neurdnios
nitrérgicos e células gliais que foram causadas por isquemia de 45 minutos seguida de

reperfusdo de 24 horas.

PALAVRAS-CHAVE: hipdxia, estresse oxidativo, antioxidante, sistema nervoso

entérico



ABSTRACT

INTRODUCTION: Intestinal ischemia/reperfusion (IR) injury as consequence of many
clinical conditions, include intestinal transplantation. During the ischemia, the
interruption of blood flow and the hypoxia, induce metabolic changes and cell death.
During the reperfusion, the restore of oxygen lead to generation of reactive oxygen
species and establishment of oxidative stress. Alpha lipoic acid (ALA) has antioxidant
activity and is a candidate to treatment on the injury induced by intestinal IR. AIMS:
The aim of the present study was assess the intestinal IR injury effects and the ALA
treatment effects about the rat ileum. METHODS: Male rats were submitted to intestinal
IR by occlusion of superior mesenteric artery for 45 minutes and the reperfusion period
was 24 hours. The treatment was performed by gavage with 100 mg/kg of ALA. The
groups Sham was submitted of surgery but without occlusion of superior mesenteric
artery. Oxidative stress, intestinal wall inflammation, histological and analyses of
neurons and glial cells were performed in the rat ileum. RESULTS: Intestinal IR induce
changes in nitrergic neurons (nNOS+) and glial cells (S100+), increase of superoxide
dismutase, myeloperoxidase and nitric oxide levels. ALA treatment was effective
against glial injury and oxidative stress. CONCLUSION: The treatment with 100mg/kg
of body weight of AAL was able to reduce alterations in oxidative stress and in nitrergic
neurons and glial cells that was consequence of 45 minutes of ischemia followed by

reperfusion of 24 hours.

KEY WORDS: oxidative stress, hypoxia, antioxidant, enteric nervous system



EFEITO DO ACIDO ALFA LIPOICO SOBRE O ILEO DE RATOS
SUBMETIDOS A ISQUEMIA E REPERFUSAO INTESTINAL

RESUMO

Introdugdo: Isquemia e reperfusdo (IR) intestinal pode ser resultado de diversas
condic¢des clinicas incluindo transplante de intestino. Na isquemia, a interrupcdo do
fluxo sanguineo e a hip6xia, causam rapidamente alteracdes fisioldgicas que se agravam
para morte tecidual. Na reperfusao, o retorno do oxigé€nio leva a rea¢des que favorecem
o estresse oxidativo. O &cido alfa lipoico (AAL) por sua acdo antioxidante, € candidato
para o tratamento dos danos causados por IR intestinal. Portanto, o objetivo foi avaliar
os efeitos do tratamento com AAL sobre o ileo de ratos submetidos a isquemia e
reperfusdo intestinal. Métodos: Ratos foram submetidos a isquemia intestinal pela
oclusdo da artéria mesentérica superior por 45 minutos seguida de reperfusdo de 24
horas. O tratamento com AAL foi realizado via gavagem na dose de 100mg/kg de peso
corporal. Os grupos sham passaram pela cirurgia, mas nao sofreram isquemia intestinal.
Foram realizadas anélises de marcadores de estresse oxidativo e inflamacdo da parede
intestinal, morfometria da parede e avaliacdo de neurdnios e células gliais mientéricas
do ileo dos animais. Resultados: IR intestinal causou alteragdes na subpopulacdo
nitrérgica e células gliais GFAP+ e aumento dos niveis de superdxido dismutase,
mieloperoxidase e 6xido nitrico. O tratamento com AAL amenizou as alteragdes gliais e
de estresse oxidativo. Conclusdo: O tratamento com 100 mg/kg de peso corporal de
acido alfa lipoico foi capaz de amenizar alteracdes de estresse oxidativo e nos neuronios
nitrérgicos e células gliais que foram causadas por isquemia de 45 minutos seguida de

reperfusao de 24 horas.

Palavras-chave: hip6xia, antioxidante, sistema nervoso entérico



INTRODUCAO

Isquemia e reperfusao (IR) intestinal € uma emergéncia clinica com risco para a
vida [1] que pode ser resultado de trauma, embolia, trombose venosa, doencas
inflamatoérias, dano por radiacdo [2], hipovolemia, hemorragia e transplantes [3]. A
isquemia € caracterizada pela interrup¢do do suprimento sanguineo que chega ao tecido,
causando rapidamente alteragdes fisioldgicas [1]. Quanto maior o tempo de isquemia,
mais severo € o dano causado por ela, podendo resultar em morte tecidual [4]. Sendo
assim, a restauracao do fluxo sanguineo é necessaria para manter a fun¢ao celular, mas a
reperfusdo inicia cascatas de respostas que levam ao dano tecidual adicional [1].
Portanto, a reperfusdo causa mais injtria do que somente a isquemia [5].

Durante a isquemia, a hip6xia limita a producao de ATP e faz com que ele seja
catabolizado para a produ¢do de hipoxantina. Ao mesmo tempo, a conversdo de xantina
desidrogenase em xantina oxidase é favorecida [4,5]. A deplecdo do ATP resulta na
perda da regulacdo de canais i0nicos dependentes de ATP da membrana celular,
promovendo a entrada de Na*, Ca®* e H,O [3] e a saida de K* e Mg** [6]. Na
reperfusdo, a restauracdo do fluxo sanguineo promove a reintrodu¢do do oxigé€nio, que
reage com hipoxantina e xantina dando origem a espécies reativas de oxigénio (EROs)
[3.4].

O organismo possui defesas antioxidantes naturais, mas que sdo insuficientes
para proteger o tecido da producdo exagerada de EROs e dos danos causados por eles
[6] tendo em vista que em 3 horas de reperfusdo ja € possivel observar alteracao nos
parametros de estresse oxidativo [7]. Por isso, substancias com efeito antioxidante t€m
sido utilizadas como tratamento contra o dano causado pela IR intestinal [8-9] inclusive
sobre neurdnios entéricos [10]. Nesse caso, a injdria pode ser observada precocemente
pela apoptose de neurdnios a partir de 6 horas de reperfusdo no ileo de camundongos
ap6s 60 minutos de isquemia [11] e em 24 horas de reperfusdo na alteracdo da
densidade de neurdnios entéricos e células da glia em ratos que sofreram isquemia de 35
minutos [12]. Além dos neurdnios entéricos, alteragdes na parede intestinal também sdo
observadas apds IR intestinal, como dano na camada muscular [13] e na camada
mucosa, incluindo destruicao das vilosidades [14].

O 4cido alfa lipoico (AAL) ou 4cido 1,2-ditiolano-3-pentandico (CsH40,S5,), é
um composto com a¢ao antioxidante determinada pelo seu anel ditiolano [15]. Derivado

do 4cido octandico, tem importante papel no metabolismo energético por ser cofator



para desidrogenases mitocondriais [16]. Apresenta-se nas formas oxidada e reduzida
(acido dihidrolipoico) que formam um potente par redox. Pode agir diretamente como
antioxidante reagindo com EROs, indiretamente através da regeneracdo de outros
antioxidantes e também age como quelante sobre metais [15]. O AAL tem sido
estudado como tratamento em modelos de isquemia e reperfusio da aorta [17], isquemia
cerebral [18], colite ulcerativa [19], contamina¢do com aflatoxina [20], diabetes [21],
entre outros. A dose de 100 mg/kg de peso corporal € utilizada por autores [17, 22]
inclusive mostrando que a prote¢do antioxidante do AAL é dada de maneira dose
dependente, com melhores resultados sobre a nefrotoxicidade em ratos nessa dose [23].
Sabe-se que IR intestinal pode afetar o Sistema Nervoso Entérico, mucosa
intestinal, permeabilidade e barreira intestinal e estresse oxidativo, e que o AAL
demonstra efeito neuroprotetor e antioxidante. Porém, ndo ha estudos sobre os efeitos
do tratamento do AAL sobre a isquemia e reperfusdo intestinal. Sendo assim, o objetivo
do presente estudo foi avaliar os efeitos do AAL sobre o estresse oxidativo e inflamagao
intestinal, sobre os neur6nios e células gliais mientéricas e também sobre a morfometria
da parede intestinal em ratos que sofreram 45 minutos de isquemia seguida de 24 horas

reperfusdo intestinal.

MATERIAL E METODOS
Animais

O estudo foi realizado de acordo com aprovagio da Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Estadual de Maringa sob o protocolo 6265010416 de 2016.
Ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), com peso corporal 273 + 3 g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa foram alojados
durante o periodo experimental no Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias
Morfolégicas. Os animais ficaram sob condi¢des controladas de temperatura (22 + 2 °C)
e iluminagdo (ciclo claro/escuro de 12 horas). Receberam racdo padrao NUVILAB® e
agua ad libitum.

Os animais foram divididos em 5 grupos (n= 8):
Grupo C: ndo operado e tratado com veiculo;
Grupo SC: (falso operado) submetido a laparotomia, porém sem a oclusido da artéria

mesentérica superior (AMS) e tratado com veiculo;
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Grupo ST: (falso operado) submetido a laparotomia, sem oclusdo da AMS e tratado com
AAL;
Grupo IRC: submetido a isquemia intestinal por oclusdo da AMS, tratado com veiculo;

Grupo IRT: submetido a isquemia intestinal por oclusdao da AMS, tratado com AAL.

Isquemia e Reperfusdo Intestinal

Ap6s jejum de 15 horas, todos os animais foram anestesiados com a mistura de
Ketamina® (100 mg/kg de peso corporal) (Sespo Industria e Comércio LTDA, Paulinia,
SP, Brasil) e Xilazina® (20 mg/kg de peso corporal) (Sespo Indistria e Comércio
LTDA, Paulinia, SP, Brasil), via intramuscular. Solu¢do salina a 37 °C foi utilizada para
hidratar e manter a temperatura interna do animal durante o procedimento cirdrgico.
Todos os grupos, exceto o controle sofreram laparotomia abdominal. Os animais dos
grupos SC e ST sofreram somente a exposicdo do intestino e posterior sutura
abdominal.

A isquemia intestinal nos grupos IRC e IRT foi estabelecida pela oclusdo da
artéria mesentérica superior por um clamp vascular e por amarragdes laterais para
bloqueio do fluxo sanguineo durante 45 minutos. Apds o periodo de isquemia, as
amarracOes € o clamp foram retirados e o fluxo foi reestabelecido iniciando a
reperfusdo. O abddémen dos animais foi suturado e estes foram mantidos em gaiolas

individuais durante as 24 horas de reperfusao.

Tratamento

O tratamento dos grupos ST e IRT foi realizado via gavagem com 4cido alfa
lipoico (100 mg/kg de peso corporal) diluido em 6leo de milho (1,5 mL/kg de peso
corporal). Os outros grupos receberam somente veiculo (6leo de milho) via gavagem. O

tratamento foi realizado 1 hora antes da isquemia e 12 horas antes da eutandsia.

Coleta das amostras

Os animais foram eutanasiados por dose letal de anestésico Tiopental S6dico®
(Cristdlia - Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, SP, Brasil) (120 mg/kg de peso
corporal). A coleta de sangue foi realizada por puncdo cardiaca e o sangue foi
centrifugado a velocidade de 3000 rpm durante 10 minutos. O plasma foi armazenado

sob refrigerac@o para posterior andlise.
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O ileo delimitado pela isquemia foi coletado, lavado em Tampao Fosfato de
Sédio (PBS) pH 7,4 e distribuido para as técnicas: estresse oxidativo, reacdo de Griess,
histolégico e imunofluorescéncia.

Para a reacdo de Griess, 1 cm do segmento foi triturado e adicionado em 3 mL
de PBS para posterior centrifugacdo. O sobrenadante foi armazenado a -80 °C. J4 para o
estresse oxidativo, outra parte do segmento foi congelada em nitrogénio liquido.

A porcao destinada para as andlises imunofluorescéncia preenchida com
paraformaldeido 4% pH 7,4, submersa nesse fixador por 3 horas e posteriormente
armazenada em PBS + azida sdédica (0,08 %). Para o processamento histolégico, o
segmento foi aberto na borda mesentérica, acomodado em placa de isopor e fixado em

paraformaldeido 4 % pH 7,4 por 6 horas.

Estresse oxidativo e inflamagdo

As amostras congeladas foram homogeneizadas em um triturador em Tampao
Fosfato de Potdssio 200 mM pH 6,5 na propor¢ao 1:3. Parte do homogenato foi
separado para a técnica de grupos sulfidricos ndo proteicos (GSH). O restante foi
centrifugado por 20 minutos a 9.000 rpm. O sobrenadante foi utilizado para as técnicas:
superdxido dismutase (SOD), glutationa s-transferase (GST), lipoperoxidacdo (LOOH)
e proteinas. O pellet foi usado nas técnicas: mieloperoxidase (MPO), n-
acetilglicosaminidase (NAG) e proteinas. As andlises foram realizadas em placa de 96
pocos e a leitura em espectrofotdmetro (FlexStation 3 Multi-Mode Microplate Reader,
Molecular Devices).

A quantificagdo de proteinas do pellet e do sobrenadante das amostras foi
realizada através de kit comercial (Pierce BCA Protein - Assay Kit, Thermo Fisher
Scientific), com leitura da absorbancia em 562 nm.

Para estresse oxidativo, o GSH foi analisado pela reagdo do DTNB com os
grupos sufidrilicos presentes na amostra. A leitura foi realizada em 412 nm com
resultados expressos em ug/g de tecido. Os niveis da enzima SOD foram quantificados
pelo método de Marklund e Marklund [24] através da capacidade da SOD de inibir a
auto-oxidagdo do pirogalol. A absorbancia foi lida em espectrofotometro a 405 nm e os
resultados expressos em U/mg de tecido. O GST foi determinado pela reacdo entre 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), GSH e amostra. A leitura em 340 nm mostrou

resultados em mmol/min/mg de proteina. O método de oxidagdo do ferro II na presenca
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de xilenol laranja [25] foi utilizado para a determinagdo do total de hidroperdxidos
lipidicos na parede do ileo. A leitura a 560nm apresentou resultados expressos em
mmol/min/mg de tecido.

Para inflamacdo, os niveis enzimaticos de MPO e NAG na parede do ileo foram
analisados. O pellet foi ressuspendido em Tampdo Fosfato de Potdssio 0,08 M com
HTAB pH 5.,4. Os niveis de MPO foram quantificados pela reacdao do peréxido de
hidrogénio com tetrametilbenzidina na amostra. A absorbancia de 620 nm demonstrou
resultados em mD.O./mg de proteina. J4 para a NAG a solucdo com n-acetil-
glicosaminidase foi adicionada a amostra na presenca dos tampdes citrato e glicina. A

leitura em 405 nm demonstrou resultados em mD.O./mg de proteina.

Nitrito

Para a avaliacdo dos niveis de 6xido nitrico, seu subproduto, o nitrito, foi
quantificado através da Reacdo de Griess. Ao sobrenadante da amostra foi adicionado, a
solucdo A (contendo dcido fosforico, silfanilamida e HO) e posteriormente a solu¢ao B
(contendo N-I-naphitiletilenodiamida e H,O). A leitura foi realizada em comprimento

de onda 540 nm.

Imunofluorescéncia

Porcoes de 1 cm de largura foram dissecados para exposicdo do plexo
mientérico e obten¢do do preparado total de membrana sob estereomicroscopio com
auxilio de pinca. Os preparados totais passaram por trés lavagens com PBS + Triton-
X100 0,5 % e foram incubados em solu¢dao de bloqueio contendo PBS + Triton-X100
0,5 %, soro de burro nao imune 20 % e albumina de soro bovino (BSA) 3 % por 1 hora.
Apds a retirada do bloqueio, os preparados totais foram incubados em anticorpo
primdrio para a realizacdo de duplas marcacdoes HuC/D + nNOS e S100 + GFAP
(conforme Tabela 1) em solu¢do contendo PBS, soro de burro 2 % e BSA 2 %
permanecendo por 48 horas. Apds o anticorpo primdrio, foram realizadas cinco
lavagens com PBS e foram incubadas, em anticorpo secunddrio (Tabela 1) por 2 horas.
Por fim, foram lavadas novamente cinco vezes em PBS e as laminas foram montadas
com Antifade® (Life Technologies do Brasil Com. Ind. Prod. Biotec. Ltda, SP, Brasil).

As laminas foram observadas em microscépio de fluorescéncia FSX-100

(Olympus Life Science). Para analise de perfil celular das marcacdes HuC/D e nNOS



13

foram realizadas medidas em 100 corpos celulares e, para anélise de densidade, todos os
corpos celulares presentes em 30 imagens capturadas foram contados. Para as
marcagdes de células da glia GFAP e S100, foram capturadas imagens de 30 ganglios.
Para andlise do S100, foram contadas todas as células da glia marcadas nessas 30
imagens, enquanto para o GFAP foi realizada a medida da intensidade de brilho emitida
pela marcacdo dos ganglios. Nesse dltimo caso, todas as imagens foram capturadas com
o tempo de exposicao (1 /10 sec).

Para quantificacdo e morfometria da populacdo geral (HuC/D) e subpopulacio
nitrérgica (nNOS) e para a quantificacdo de células da glia S100 reativas, o programa
Image Pro Plus foi utilizado. Para a medida da intensidade de brilho de GFAP, o
programa Image J foi utilizado. Nesse caso, os resultados expressos em RGB mostram a

média da marcagdo emitida pelo ganglio marcado e delimitado.

Histologia: andlise das células caliciformes e morfometria da parede intestinal

O fragmento do ileo destinado a histologia, apds fixacdo foi desidratado,
diafanizado em xilol e emblocado em parafina. Cortes semisseriados foram feitos e o
material foi submetido as coloracdes: Acido Periédico de Schiff (PAS) e Hematoxilina
e Eosina (HE).

Para a andlise da proporcao das células caliciformes coradas com PAS foram
contadas o total de 2500 células presentes na cripta e vilosidade observando a propor¢ao
entre células caliciformes e as outras células epiteliais. Este estudo foi realizado com o
auxilio de microscopio 6ptico em aumento de 100X. As laminas coradas com HE foram
utilizadas para a realizacdo das andlises morfométricas e para isto foram capturadas 30
imagens em microscopio (Nikon Eclipse 80iC) para cada animal. Altura e largura das
vilosidades, profundidade de cripta, espessura da camada submucosa, espessura da
camada muscular e espessura da parede total foram analisadas pela mensuracdo de 30

medidas/parametro/animal.

Analise Estatistica

Foi realizada pelo programa GraphPad Prism 5. Os resultados foram expressos
como média + erro padrdo. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e para
os dados que apresentaram distribuicao normal foi utilizada a andlise de variancia One-

Way ANOVA, seguida de pos-teste de Tukey. Os dados que ndo apresentaram
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distribuicao normal foram analisados pelo teste de Kruskal Wallis seguido do pos-teste
de Dunns. Para todos os casos, o valor de p considerado estatisticamente significativo

foi menor que 0,05.

RESULTADOS
Estresse Oxidativo

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) apresentou diminui¢do nos
grupos ST (28 %) e IRC (30 %) quando comparados ao grupo C, enquanto oS grupos
SC e IRT apresentaram niveis semelhantes ao controle (Fig. 1a). Nas outras andlises
(GSH, GST e LPO) de estresse oxidativo, ndo foram observadas alteracOes apos IR

intestinal ou tratamento com AAL (Fig. 1b, c e d).

Inflamagao

Os resultados da inflamagdo sdo apresentados na Figura 2. Os grupos isquémicos
IRC (144 %) e IRT (101 %) apresentaram aumento significativo da atividade da MPO
quando comparados ao grupo C (Fig. 2a). Os grupos SC e ST apresentaram valores
semelhantes ao grupo C. Ja os niveis de NAG niao mostraram-se alterados em nenhum

grupo (Fig. 2b).

Nitrito
A avalia¢ao indireta do 6xido nitrico através da quantificacao de seu subproduto,
o nitrito (Fig. 2c) se apresentou elevada no grupo IRC (142 %) em relacdo ao grupo C.

Os outros grupos apresentaram valores similares ao grupo C.

Parede Intestinal

A andlise histolégica da parede intestinal do ileo dos animais apresentou-se
alterada, principalmente nos grupos isquémicos. Na camada mucosa, os grupos SC e
IRT apresentaram vilosidades mais altas (22 e 28 %, respectivamente) e mais largas (21
%) no grupo SC e (24 %) no grupo IRT (Fig. 3a e 3b) quando comparados ao grupo C.
Os grupos ST e IRC apresentaram valores semelhantes ao grupo C. A profundidade de
cripta (Fig. 3c) apresentou-se maior somente no grupo IRT (24 %) quando comparado

ao grupo C.
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Na andlise da espessura da camada submucosa (Fig. 3d), observou-se que dois
grupos apresentaram aumento significativo nesse parametro: SC (25 %) e IRT (26 %)
em relacdo ao grupo C. Os outros grupos (ST e IRC) ndao mostraram alteracdo. A
espessura da camada muscular (Fig. 3e) também sofreu alteracdo, onde os grupos SC
(35 %), IRC (34 %) e IRT (22 %) apresentaram aumento da espessura em relacdo ao
grupo C. Nesse caso, o grupo ST apresentou espessura semelhante ao grupo C.
Consequentemente, apresentaram aumento da espessura da parede total (Fig 3f), quando
comparados ao grupo C, os grupos SC (20 %); IRC (10 %) e IRT (31 %). Enquanto o
tratamento com AAL no grupo ST mostrou recuperacdo nesse parametro.

A quantificagdo de células caliciformes foi realizada em relacdo ao numero de
células epiteliais intestinais, em um total de 2500 células por animal. Ap6s 24 horas de
reperfusdo, ndo houve alteracao no nimero de células caliciformes em nenhum grupo

estudado (Fig. 4).

Neuronios e glia mientéricos

Foram analisados o perfil celular e a densidade da populacdo geral de neuronios
marcada por HuC/D e da subpopulacdo nitrérgica marcada por nNOS (FigSa,bec). A
populacdo geral neuronal ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos estudados
em relacdo a densidade (Fig. 5d) e em relacdo ao perfil celular (Fig 5f).

De forma semelhante, a densidade dos neurdnios nitrérgicos ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos (Fig. 5e). Porém, o perfil celular dessa
subpopulagdo apresentou-se aumentado nos grupos SC (9 %), IRC (15 %) e IRT (10 %)
quando comparados ao grupo C. O grupo ST apresentou-se estatisticamente igual ao
controle (Fig. 5g).

As células da glia mientérica foram analisadas através dos marcadores S100 e
GFAP (Fig. 6a, b e c). Para a densidade de S100, ndo houve diferenca estatistica entre
os grupos estudados (Fig. 6d). J4 em relacdo a intensidade de brilho medida nos 30
ganglios, o grupo IRC apresentou um aumento significativo de 8 % em rela¢do ao grupo

C (Fig. 6e).

DISCUSSAO
Durante a IR intestinal, vérias alteracdes podem acontecer dentre elas estresse

oxidativo [7], inflamacdo [26], modificagcbes na estrutura e morfologia da parede
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intestinal [14] e alteragdes no Sistema Nervoso Entérico (SNE) [10]. Sendo que a
intensidade dessas alteracdes varia dependendo do tempo de isquemia [4] e de
reperfusao [27].

As alteracdes observadas na enzima SOD indicam que os mecanismos
antioxidantes enddgenos sofreram alteracio com a IR. A enzima SOD fornece
importante defesa antioxidante através da dismutacdo de superéxido (O;") em oxigénio
(O,) e peroxido de hidrogénio (H,O,) [28]. Sua atividade pode aparecer reduzida apds
IR intestinal, inclusive em periodo curto de reperfusdo [29], pois faz parte da primeira
linha de defesa contra o superéxido [30]. Os resultados demonstraram uma reducgdo da
atividade da enzima no grupo IRC, no entanto, o tratamento com AAL fez com que os
animais do grupo IRT apresentassem atividade semelhante ao grupo C, demonstrando
que o AAL tem efeitos benéficos em casos de IR intestinal. Apesar do AAL reagir com
radicais hidroxila, HOCI e oxigénio singlete, hd controvérsias quanto ao poder de
neutralizacao do radical super6xido pelo AAL [31]. Sua forma reduzida apresenta maior
eficiéncia na neutralizac¢do de radical superdxido produzido a partir de xantina e xantina
oxidase [32]. Podemos observar também que a manipulagdo do intestino nos grupos
sham, ndo promove alteracdo nos niveis da enzima SOD, contudo, o tratamento com
AAL diminuiu a atividade desta enzima (grupo ST) (Fig 1a). Estudos mostram que em
algumas situacdes onde os animais ndo apresentam patologias, o uso de substancias
antioxidantes pode ter efeito pré-oxidante [33], incluindo o AAL [34].

Em nosso estudo utilizamos outros marcadores de estresse oxidativo, o método
LOOH para andlise de peroxidacdo lipidica, o GSH e o GST, sendo que nao
observamos alteracdo nesses marcadores em nenhum dos grupos apds 24 horas de
reperfusdo. Isso pode ter ocorrido devido ao tempo de reperfusdo, sabendo que a
peroxidacdo lipidica, por exemplo, € o dano estrutural causado pelas espécies reativas
de oxigénio sobre os lipideos, como consequéncia do estresse oxidativo [35] e portanto
pode ser avaliado posteriormente ao aparecimento deste. J4 GSH e GST sao parte do
sistema antioxidante endégeno nao enzimético que podem ter seus niveis reduzidos em
patologias que envolvem estresse oxidativo [28].

A IR intestinal, também pode provocar uma resposta inflamatéria [28]. Apds 24
horas de reperfusdao foi possivel observar o inicio da resposta inflamatdria observada
pelo aumento da MPO. O aumento desta enzima ocorre no tecido pela presenca de

neutréfilos, no entanto, a dosagem de NAG, substancia produzida por macréfagos, nao
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mostrou diferenca entre os grupos. Estudos demonstram que na isquemia cerebral, as
diferentes subpopulagdes de leucdcitos sdo recrutadas em diferentes tempos, sendo os
neutréfilos em periodo inicial e os macréfagos mais tardiamente [36]. Observamos
ainda que o tratamento com AAL ndo foi capaz de reduzir o aumento dos niveis de
MPO no grupo isquémico (IRT).

Em conjunto, o estresse oxidativo e a inflamacao [26] podem resultar em danos
teciduais [28] e injdria celular [7]. Na célula, podem incluir alteracdo do potencial de
membrana e da distribuicdo de fons, edema, desorganizacdo do citoesqueleto e acidose
[3]. O dano tecidual é mais proeminente na camada mucosa apds IR observado pela
ruptura das vilosidades [13], caracterizada pelo achatamento ou desaparecimento de
vilosidades [14], destruicio da mucosa e aparecimento de pontos hemorrdgicos [27].
Porém, a mucosa intestinal apresenta rapida recuperagdo, sendo que a reepitelizacdo ja
se inicia as 6 horas de reperfusdo [14]. Apesar da recuperagdo da mucosa iniciar-se apos
6 horas, as alteracdes ainda podem ser observadas apds 24 horas como encontrado em
nosso estudo. Outros trabalhos também observaram essa recuperagdo apds 24 horas de
reperfusdao, com vilosidades integras [13, 14, 27, 37]. Nossos resultados demonstram
pelas andlises morfométricas (altura e largura das vilosidades, profundidade de cripta e
espessura da submucosa), que ocorre ainda a presenca de edema ou proliferacdo celular
nos tecidos no grupo IRT. As alteragdes morfoldgicas e a destrui¢do tecidual apés IR
intestinal sdo resultado do aumento da permeabilidade capilar, que provoca a formagao
de edema e o extravazamento de enzimas citosdlicas para a circulagdo. Os radicais
livres produzidos no tecido contribuem para o dano [4].

Apesar dos efeitos benéficos do AAL observamos ainda alteragdes
morfométricas no grupo IRT em relagdo ao grupo C. Neste grupo as alteracdes
observadas na mucosa e submucosa continuaram exacerbadas. E provavel que o AAL
tenha exercido um efeito protetor sobre o epitélio intestinal reduzindo a perda de liquido
para a luz intestinal e assim promovendo um aumento na espessura pela retengdo de
liquidos. A redugdo dos parametros no grupo IRC em relacdao ao IRT pode ter ocorrido
devido ao extravasamento de liquidos para a luz intestinal. Contudo, novos estudos
devem ser realizados para comprovar esta hipotese.

Dentre as fungdes de barreira do epitélio intestinal as células caliciformes
apresentam um papel importante por secretarem muco sobre este epitélio impedindo a

invasdo microbiana patogénica [38]. Visando avaliar possiveis alteracdes das células
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caliciformes e relaciond-las com a protecao desta barreira estudamos sua densidade. Em
nosso estudo observamos que, o nimero de células caliciformes nao sofreu alteragao
entre os grupos estudados. Lindestrom e Ekblad [27] observaram que hd um gradativo
aumento do numero de células caliciformes na mucosa ao longo do tempo de
reperfusdo, mas que s se inicia, sutilmente a partir de 24 h.

Apesar da rdpida recuperacdo da mucosa intestinal, o dano na camada muscular
permanece aparente ao longo do tempo de reperfusdo, podendo ser observado como
hipertrofia [27] e degeneracdo muscular [14]. Em nosso estudo observou-se aumento da
espessura da camada muscular nos grupos SC, IRC e IRT. Fato também observado em
camundongos, com aumento principalmente da musculatura circular em 24 h de
reperfusao [13]. Essas alteracdes que aparecem na camada muscular podem ter relagao
com a inflamacdo [14] ja vista pelos niveis de MPO e também com alteragdes no SNE
[27], principalmente na subpopulacdo nitrérgica [13].

AlteracOes morfométricas na parede intestinal também foram observadas no
grupo SC nas camadas muscular, mucosa e submucosa, demonstrando que somente a
manipulacdo do intestino pode provocar alteracdes. Nesse caso, o tratamento com AAL
teve efeito positivo, pois o grupo ST apresentou valores similares ao grupo C.

Juntamente com as alteragdes na parede intestinal, estudos demonstram que o
SNE também pode ser afetado pela IR [10,27]. Estudos de 24 horas de reperfusdo em
ratos, mostram diminuicdo da densidade de neur6nios HuC/D, aumento na densidade de
células da glia S1008+ com 35 minutos de isquemia [12] e aumento da densidade de
neuronios acidéfilos com 60 minutos de isquemia [27]. Porém, nosso trabalho mostrou
que ap6s 45 minutos de isquemia e 24 horas de reperfusdo ndo houve alteracdo na
densidade da populacao geral (HuC/D+) ou nitrérgica (nNOS+) e ainda da densidade de
células gliais (S100+). Resultados semelhantes foram encontrados [7], onde a isquemia
intestinal de 45 minutos seguida de 3 h de reperfusdao também ndo alterou a densidade
de células da glia e neuronios avaliados em ratos. Rivera e colaboradores (2009) [39]
também ndo encontraram diferenca na densidade neuronal em nenhum marcador
utilizado (HuC/D e nNOS) e tempo de reperfusdo (2 e 24 h, 7, 14 e 28 dias) no ileo de
porquinho-da-india. No entanto, quando avaliamos o perfil celular da populagdo geral
de neurdnios mientéricos HuC/D+ do ileo dos animais nao houve diferenca estatistica
entre os grupos apos IR intestinal. Porém, quando avaliamos a subpopulacio nitrérgica,

€ possivel notar o aumento da drea do perfil do corpo celular desses neurdnios no grupo
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SC e mais significativamente ainda, no grupo IRC, comprovando que somente a
manipulacdo do intestino do animal, pode refletir em alteracdes na morfologia de
neurdnios [7,10]. O aumento do perfil celular da subpopulag@o nitrérgica também foi
encontrado com o mesmo tempo de reperfusao em camundongos [11]. O aumento
também aparece aos 7 dias de reperfusdo em ratos [10] e perdura até 4 semanas em
porquinhos-da-india [39]. Mostrando que os neur6nios nitrérgicos, sdo mais afetados
que outras subpopulacdes, como os marcados por calretinina, por exemplo, sendo que a
diferenca na sensibilidade se deve provavelmente ao tipo de proteina que expressam
[39].

O aumento do perfil celular dessa subpopulacdo pode ser denominado como
edema [11] e esta relacionado ao aumento de Ca** citoplasmatico. A enzima 6xido
nitrico sintase, presente nos neurdnios, depende de Ca®* para producio de 6xido nitrico
(ON). Quando os neurdnios sdo submetidos a um estresse, ocorre despolarizacdo da
membrana, e a entrada de Ca’ ¢ facilitada, desestabilizando a homeostase celular. O
aumento do Ca®* citoplasmético ainda induz a liberacdo de mais Ca** proveniente de
estoques intracelulares, como o reticulo endoplasmatico. Com esse aumento de célcio, a
oxido nitrico sintase aumenta a producdo de ON [40]. O ON € capaz de reagir com
EROs produzidas durante a reperfusdo, resultando na formacdo de peroxinitrito que
provoca o inchago neuronal e agregacdo de proteinas nitrosiladas nos neuronios. Esses
processos ocorrem de forma muito rapida ja no inicio da reperfusdo, mas podem ter
efeitos duradouros como a perda de funcdo de proteinas e RNA, dano neuronal e até sua
morte [11]. O ON € permedvel a membrana e pode reagir no meio extracelular com
EROs, estendendo o dano extracelularmente [40]. Em nosso trabalho, a avaliacdo do
ON teve seus valores muito elevados no grupo IRC em relacdo ao C, e o tratamento
(grupo IRT) foi eficaz na diminui¢@o desses niveis, inclusive no grupo ST. O tratamento
com AAL também foi eficiente na manutencdo do perfil celular nitrérgico no grupo ST
e atenuou essa alteracdo no grupo IRT, mas nesse caso nao foi suficiente para se igualar
ao grupo C.

Além dos neurOnios, as células gliais entéricas também podem sofrer com os
efeitos da IR intestinal. As células da glia S100+ ndo sofreram alteracio em sua
densidade. Mas, a avaliacdo das células gliais através da intensidade de brilho emitida
pela marcagdo da proteina dcida fibrilar glial (GFAP) mostrou que apés IR intestinal, ha

aumento da expressdo desta proteina (grupo IRC). O aumento do GFAP é denominado
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gliose e pode indicar o aumento da proliferacdo, expressdo e sintese da proteina dcida
fibrilar glial. Tem como causa e consequéncia, a producdo de diversas citocinas e
acontece como resposta a injdria e inflamacao intestinal com papel ainda desconhecido
se pr6 ou anti-inflamatério [41]. O que se sabe, € que a glia entérica tem capacidade de
ativar diversos mecanismos para evitar danos nos neuronios resultantes de insultos tanto
agudos quanto cronicos [42]. Além disso, participa ativamente na regulacdo da
motilidade intestinal na regulacdo de processos fisioldgicos da mucosa [43] atuando
sobre os processos de secrecdo, absor¢cao e também sobre a barreira epitelial intestinal
[44]. O AAL demonstrou ser capaz de promover a manutencdo da expressao de GFAP
no grupo IRT onde observamos valores semelhantes ao grupo C.

Desta forma podemos observar que a isquemia intestinal de 45 minutos seguida
de 24 horas de reperfusdo induz a resposta inflamatéria e causa alteracdo no SNE do
plexo mientérico do fleo de ratos, demonstrado pelo aumento do perfil celular da
subpopulagdo de neur6nios nitrérgicos e da gliose observada em células da glia GFAP
positivas. Porém, com as 24 horas de reperfusao, nao foi possivel observar claramente o
desenvolvimento de todos os efeitos da isquemia e reperfusdao e consequentemente do
tratamento com AAL sobre a parede intestinal. O tratamento com 100 mg/kg de AAL
foi capaz de amenizar as alteracOes causadas pela IR intestinal sobre o SNE e
marcadores de estresse e inflamacdo. No entanto, sdo necessdrios novos estudos em
diferentes tempos de reperfusdo, os quais poderdo esclarecer melhor os danos

ocasionados pela IR e definir a melhor dosagem para tratamento com o AAL.
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TABELAS E FIGURAS
Tabelas

Tabela 1: Anticorpos utilizados na imunofluorescéncia para avaliacao de neurdnios e células da

glia entéricas.

Primario  Espécie  Diluicao Marca  Secundario Diluicao Marca

HuC/D mouse 1:500 Invitrogen Alexa Fluor 1:800 Invitrogen
anti-mouse

488

nNOS rabbit 1:400 Invitrogen Alexa Fluor 1:500 Invitrogen
anti-rabbit

546

S100 rabbit 1:500 Invitrogen Alexa Fluor 1:500 Invitrogen
anti-rabbit

488

GFAP goat 1:500 Abcam  Alexa Fluor 1:500 Invitrogen
anti-goat

568
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Figura 1: Efeito da IR intestinal e do tratamento com AAL sobre o estresse oxidativo da parede intestinal
do fleo de ratos Wistar. a superéxido dismutase (SOD), b grupos sulfidrilicos ndo proteicos (GSH), ¢
glutationa-s-transferase (GST) e d hidroperéxidos lipidicos (LOOH). Grupos: C controle, SC sham
controle, ST sham tratado, IRC isquémico controle, IRT isquémico tratado. Resultados expressos como
média + erro padrdo. * diferenga estatistica significativa quando comparado ao grupo C (p<0,0012).

a 154 b 100+ C 2
g
K] > 804
0 E
o J r
o8 O 601 v
o fa}
20 £ /
E < 404 /
S o /
o)
%i g 2] /
S - P

Figura 2: Efeito do tratamento com AAL e da IR intestinal sobre a inflamacdo da parede intestinal do
ileo de ratos Wistar. a mieloperoxidase (MPO), b n-acetil-glicosaminidase (NAG) e ¢ nitrito. Grupos: C
controle, SC sham controle, ST sham tratado, IRC isquémico controle, IRT isquémico tratado. Resultados
expressos como média + erro padrio.  diferenca estatistica significativa quando comparado ao grupo C

(p<0,05), " diferenca estatistica significativa quando comparado ao grupo SC (p<0,05), ¢ diferenca
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estatistica significativa quando comparado ao grupo ST (p<0,05), ¢ diferenca estatistica significativa

quando comparado ao grupo IRC (p<0,05).
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Figura 3: Morfometria da parede intestinal do {leo de ratos Wistar submetidos a IR intestinal e tratados

com AAL, através de coloracdo com HE. a altura das vilosidades, b largura das vilosidades, ¢

profundidade das criptas, d espessura da camada muscular, e espessura da camada submucosa e f

espessura da parede intestinal total. Grupos: C controle, SC sham controle, ST sham tratado, IRC

isquémico controle, IRT isquémico tratado. Resultados expressos como média + erro padrfo. * diferenca

estatistica significativa quando comparado ao grupo C (p<0,05), " diferenca estatistica significativa

quando comparado ao grupo SC (p<0,05), ¢ diferenga estatistica significativa quando comparado ao grupo

ST (p<0,05), * diferenca estatistica significativa quando comparado ao grupo IRC (p<0,05).
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Figura 4: Indice de células caliciformes no fleo de ratos Wistar submetidos a IR intestinal e tratados com
AAL, através de coloragdo com PAS. Grupos: C controle, SC sham controle, ST sham tratado, IRC

isquémico controle, IRT isquémico tratado. Resultados expressos como média + erro padrdo.
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Figura 5: Efeito da IR e do tratamento com AAL sobre os neurdnios do plexo mientérico do ileo de ratos
Wistar, observado através de imunofluorescéncia. a marcag@o da populagdo geral de neurdnios HuC/D+,
b marcacdo da subpopulag@o nitrérgica nNOS+, ¢ unido das marca¢des HuC/D e nNOS, d densidade de
neurdnios HuC/D+, e densidade de neurdnios nNOS+, f perfil celular de neurdnios HuC/D+, g perfil

celular dos neurdnios nNOS+. Grupos: C controle, SC sham controle, ST sham tratado, IRC isquémico
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controle, IRT isquémico tratado. Barra 50 pm. Resultados expressos como média + erro padrdo. *
diferenca estatistica significativa quando comparado ao grupo C (p<0,0001), " diferenca estatistica

significativa quando comparado ao grupo SC (p<0,0001), ¢ diferenga estatistica significativa quando

comparado ao grupo ST (p<0,0001).
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Figura 6: Efeito da IR e do tratamento com AAL sobre as células da glia do plexo mientérico do ileo de
ratos Wistar, observado através de imunofluorescéncia. a imunomarcacio de células da glia S100+, b
imunomarcagdo de células da glia GFAP+, ¢ unido das marcacdes S100 e GFAP, d densidade de células
gliais S100+ e e intensidade de brilho para células glais GFAP+. Grupos: C controle, SC sham controle,
ST sham tratado, IRC isquémico controle, IRT isquémico tratado. Barra de escala 50 um. Resultados
expressos como média + erro padrio. * diferenga estatistica significativa quando comparado ao grupo C
(p<0,0001), ® diferenca estatistica significativa quando comparado ao grupo SC (p<0,001), ¢ diferenca
estatistica significativa quando comparado ao grupo ST (p<0,0001), ¢ diferenca estatistica significativa

quando comparado ao grupo IRC (p<0,0001).
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Statement online and indicate whether you wish to order Open Choice or offprints.
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Open Choice:

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the
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subscription-based article, but in addition is made available publicly through Springer’s
online platform SpringerLink. The basic fee for Springer Open Choice is USD 3,000 /
EUR 2,200; excl. VAT. Invoicing will be done according to the location of the paying
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Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest
possible protection and dissemination of information under copyright laws. Open
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Proofreading:
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