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Resumo

Enquanto a isquemia tecidual € caracterizada pela interrupcdo do fluxo
sanguineo, a reperfuséo é o restabelecimento desse fluxo. Em associacéo, a
isquemia e a reperfusdo podem levar a lesdes caracteristicas denominadas
lesdes por isquemia e reperfusédo (I/R). Considerando que o cérebro e o
intestino apresentam correlagdes importantes devido a existéncia do eixo
cérebro-intestino, o objetivo deste estudo foi compreender como a lesdo por
I/R cerebral pode influenciar os neurdnios do plexo mientérico do duodeno
de ratos submetidos a este modelo experimental. Para tanto, 10 ratos foram
distribuimos em dois grupos (n=5): grupo controle e grupo submetido a
cirurgia de isquemia cerebral por 15 minutos seguidos de 52 dias de
reperfusdo. Foram realizadas analises morfoquantitativas para a
subpopulagdo de neurdnios mioentéricos (HUC/D*-nNOS’), subpopulagéo de
neurbnios nitrérgicos (HUC/D-nNOS"), populacdo geral de neurdnios
mioentéricos (HUC/D'-nNOS*) e células gliais entéricas (S-100%). As
analises morfométricas demonstraram que a isquemia cerebral promoveu
reducdo significativa da area do perfil neuronal em todas as populacdes
estudadas. Quanto a densidade, todas as subpopulacdes tiveram aumento.
No entanto, somente na subpopulacdo nitrérgica este aumento foi
significativo. Estes resultados nos permitem concluir que a subpopulagao
nitrérgica é mais afetada pela I/R cerebral.

Introducao

A isquemia € caracterizada pela interrupcdo do fluxo sanguineo e pode
ocorrer em varias situacées como procedimentos cirurgicos. A reperfuséo é
0 restabelecimento desse fluxo sendo que a associagdo destas duas
condi¢cbes pode ocasionar lesbes por isquemia e reperfusdo (I/R) (MENDES,
2013). Sabe-se que a I/R é capaz de desencadear uma resposta inflamatéria
sistémica que pode promover lesdes celulares e até faléncia de 6rgdos. A
I/R cerebral é uma patologia relativamente comum. Embora todos os 6rgéos
do corpo sejam suscetiveis a lesdo por I/R, recentemente tem-se
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relacionado esse tipo de leséo cerebral a disfungéo intestinal e a disbiose da
microbiota intestinal (SINGH et al., 2016). Isto porque o cérebro e o intestino
formam um eixo de comunicagdo bidirecional denominado eixo cérebro-
intestino.

O sistema nervoso entérico (SNE) localizado na parede intestinal controla a
motilidade gastrointestinal, as secrecdes de enzimas, a absorcdo de
nutrientes, o controle do fluxo sanguineo entre outros aspectos necessarios.
Apesar da alta prevaléncia da I/R cerebral e esta promover alteracdes no
funcionamento do trato gastrintestinal, pouco se sabe sobre seus efeitos
sobre o SNE. Assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da I/R
cerebral sobre o plexo mientérico do duodeno de ratos.

Materiais e métodos

Este protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica no uso de
Animais da Universidade Estadual de Maringa (parecer n° 287100816).
Foram utilizados 10 rattus novergicus da linhagem Wistar com 70 dias de
idade os quais foram divididos em 2 grupos (n=5): Controle (C) e Grupo
submetido a isquemia cerebral global transitoria (ICGT, modelo 4-VO) por
um periodo de 15 minutos (IRC). Apés 52 dias de reperfusao, a eutanasia foi
realizada com dose letal de 120 mg/kg de peso corporal de Tiopental
Sodico®, o duodeno foi coletado e fixado em Paraformaldeido 4% (pH 7,4).
Segmentos de 1 cm foram cortados e as tdnicas mucosa e submucosa
foram retiradas com a ajuda de pingcas e estereomicroscopio. Técnicas
imunohistoquimicas foram realizadas para a marcacdo a subpopulacdo de
neurénios mioentéricos (HUC/D*-nNOS’), subpopulagdo de neurdnios
nitrérgicos (HUC/D'—nNOS"), populacdo geral de neurdnios mioentéricos
(HUC/D'-nNOS™) e células gliais entéricas (S-100"). Para analises
morfométricas as imagens foram analisadas e a area de 100 corpos
celulares por animal foi mensurada (resultados expressos como média * erro
padrdo, em pm?). A quantificacdo considerou todas as células presentes em
30 imagens capturadas em objetiva de 20X (resultados expressos como
média + erro padrdo, em células/cm?).

Resultados e Discusséo

A analise morfométrica evidenciou uma reducdo significativa da area do
perfil celular dos neurbnios do grupo IRC em todas as populacdes
analisadas (HUC/D*-nNOS", HUC/D*-nNOS" e nNOS") (Figura 1).
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Figura 1. Anélises morfométricas de A. HUC/D*-nNOS"; B. HUC/D*-nNOS’; C. nNOS".
Resultados em cmz. *p<0,05.
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A analise quantitativa evidenciou uma tendéncia de aumento na populacdo
HuC/D*-nNOS" e HUC/D*-nNOS’, mas com diferenca significativa apenas na
subpopulacdo de neurdnios nitrérgicos (NNOS™) (Figura 2). Ainda houve
reducdo na éarea total do intestino delgado em cerca de 15% (grupo C:
98,56+1,79; grupo IR: 87,00+2,92). Este aumento na densidade neuronal
pode ter ocorrido pela reducdo da area do intestino. No entanto, 0 aumento
da densidade da subpopulagdo nNOS™ pode ter ocorrido também devido a
uma mudanca de fenotipo, ou seja, neurbnios que expressavam outro
neurotransmissor passaram a expressar nNOS (AUBE, 2006). O aumento
desta subpopulacao nitrérgica pode estar envolvido tanto na defesa como na
injuria da mucosa do trato gastrointestinal ocorrida na isquemia e reperfuséo
cerebral (RUHL, 2006).

A)

E) ANOS* F) HuC/D*-nNOS-

10.000

D
) HuC/D*-nNOS* o
5 £

14,000 - 9000 l
4000 8.000

12.000 N
g 3500 g 7000

% 10.000 R < z

] $ 3000 6.000

2
g 2500
g

urénios/

2 8000 5.000
| 4000

3.000

5 2000

H

Z 1500
1.000

€ 6.000
]

H
Z 4000 -
2000 2,000
’ 0.500 1.000

0.000
Controle IRC Controle IRC

0.000 0.000
Controle IRC

Figura 2. Imagens de imunohistoquimica das marcagdes: A. Anti-HuC/D; B. anti-nNOS; C.
Sobreposicdo das imagens A e B. Graficos representativos das analises quantitativas de: D.
HuC/D*-nNOS"; E. nNOS"; F. HUC/D*-nNOS'". Resultados em cm2. *p<0,05.

Embora as células gliais tenham apresentado uma tendéncia a reducéo
morfométrica e ao aumento quantitativo, tais resultados ndo foram
estatisticamente significativos (Tabela 3).

Tabela 3. Valores das analises quantitativas (soma * erro padrdo; cm?) e
morfométricas (média * erro padrdo; um2) das Células Gliais (S-100).

S -100 Quantitativo Morfométrico

Controle 27.387 +2,42 58,07 £ 0,71

IRC 30.186 + 4,49 56,94 £ 0,70
Conclusbes
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Pelo exposto pode-se concluir que a isquemia cerebral de 15 minutos
seguida de 52 dias de reperfusdo afeta principalmente a subpopulacdo de
neurénios nitrérgicos (NNOS™) aumentando sua densidade e reduzindo a
area do perfil neuronal de todas as populacdes do plexo mientérico do
duodeno de ratos.
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