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BRUNIERA, Beatriz Neves. Analise morfoquantitativa de neurénios entéricos do
jejuno de ratos submetidos a alteragdes nutricionais pés-natais por manipulagao
do tamanho da ninhada. 2021. 64 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias da Saude) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2021.

RESUMO

O estresse causado por extremos nutricionais pode influenciar qualquer periodo do
desenvolvimento de ratos. Restringindo-se ao controle nervoso gastrointestinal, estudos
demonstram que estes extremos podem impactar neurdnios entéricos. No entanto, a
literatura é fragil quanto as consequéncias para neurdénios de ratos expostos a extremos
nutricionais durante a lactacdo e que chegam a fase adulta. Assim, este trabalho avaliou
os efeitos da subnutricdo e supernutricdo, induzidas por modelo de programacédo de
ninhadas, sobre aspectos morfoquantitativos dos plexos mientérico e submucoso do
jejuno de ratos Wistar adultos. Dezoito ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos foram
distribuidos em trés grupos: ninhada normal (NN), formado por animais oriundos de prole
com 5 filhotes/matriz; ninhada reduzida (NR), formado por animais oriundos de prole com
2 filhotes/matriz; e ninhada expandida (NE), formado por animais oriundos de prole com
8 filhotes/matriz. O jejuno foi coletado, pesado e teve seu comprimento e largura
mensurados. Multiplicou-se comprimento e a largura para obter a area jejunal. Anéis de
1cm do jejuno foram microdissecados, visando obteng&o de preparados totais contendo
o plexo mientérico e a camada muscular e o plexo submucoso. Estes foram submetidos
a técnica de imunofluorescéncia para marcagao da populagado total de ambos plexos
(HuC/D+) e as subpopulagdes nitrérgica (nNOS+) e colinérgica (HuC/D+/nNOS-) no plexo
mientérico e, no plexo submucoso, as subpopulagdes foram marcadas com calretinina
fortemente e fracamente (Calr+).Capturaram-se 32 imagens em fotomicroscépio de
fluorescéncia na objetiva de 20x, resultando em uma area para analise de 0,0448
cm2.Contou-se o numero de neurbnios da populacao total e subpopulacées nesta area
do jejuno e projetou-se esse numero para toda a area do 6rgao, como fator de corregao
devido a variacao nas dimensdes provocada pelo experimento. Além disso, a area de 100
corpos celulares de neurdnios da populagao total e subpopulacdes de ambos os plexos
foi mensurada. Utilizou-se o teste Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade. O teste t de
Student para amostras independentes foi utilizado para comparar dados com distribuigdo
normal entre os grupos NRxNN e NExNN. Dados com distribuicdo livre, utilizou-se o teste
Mann-Whitney. Para todos os testes o nivel de significancia considerado foi de 5%. Os
resultados mostraram que ratos do grupo NR tinham massa corporal maior que a do
controle. Nao se observou diferencga significativa na massa corporal entre os grupos NE
e NN. A area do jejuno estava ampliada nos dois grupos experimentais quando
comparados ao controle. Neurénios de ambos plexos entéricos ndo sofreram nenhuma
alteragdo no numero da populagéo total e das subpopulagbes avaliadas. Quanto a
morfometria, observou-se hipertrofia de neurénios mientéricos estimados como
colinérgicos tanto no NR como no NE, quando comparados ao NN. Também houve
hipertrofia de neurénios submucosos marcados fracamente em NR e NE e nos marcados
fortemente com calretinina apenas em NE comparados a NN.Conclui-se que a
subnutricdo e supernutricdo durante a lactacdo de ratos Wistar ndo provoca perda de
neurdnios entéricos no jejuno de animais adultos. No entanto, o estresse nutricional causa
hipertrofia do corpo celular de neurbnios mientéricos estimados como colinérgicos e
também de neurdnios submucosos marcados fracamente e fortemente com calretinina.
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ABSTRACT

Stress caused by nutritional extremes can influence any period of development in rats.
Particularly inside gastrointestinal nervous control, studies show that these extremes
can impact enteric neurons. However, the literature is fragile about the consequences
for neurons in rats exposed to nutritional extremes during lactation and that reach
adulthood. Therefore, this work aimed to evaluated the effects of malnutrition and
overnutrition induced by a litter programming model on morphoquantitative aspects of
the myenteric and submucosal plexuses of the jejunum of adult Wistar rats. Eighteen
Wistar rats (Rattus norvegicus) were divided into three groups: normal litter (NL),
formed by animals from offspring with 5 offspring/mother, reduced litter (SL), formed
by animals from offspring with 2 pups/mother and expanded litter (LL), formed by
animals from offspring with 8 pups/mother. The jejunum was collected, weighed and
had its length and width measured. Length and width were multiplied to obtain the
jejunal area. Rings of 1 cm from jejunum were microdissected to obtain total
preparations containing the myenteric plexus with muscular layer and submucosal
plexus. These were subjected to the immunofluorescence technique to label the total
population of both plexuses (HuC/D+) and the nitrergic (hnNOS+) and cholinergic
(HuC/D+/nNOS-) subpopulations in the myenteric plexus and in the submucosal
plexus the subpopulations were marked with calretinin strongly and weakly (Calr+).
Thirty-two images were captured in a fluorescence photomicroscope on a 20x
objective, resulting in an area for analysis of 0.0448 cm2. The number of neurons in
the total population and subpopulations in this area of the jejunum and this number
was projected for the entire area of the organ, as a correction factor due to the variation
in dimensions caused by the experiment. In addition, the area of 100 cell bodies of
neurons from the total population and subpopulations of both plexuses was measured.
The Shapiro-Wilk test was used to assess normality. Student's t test for independent
samples was used to compare normally distributed data between the SLxNL and
LLxNL groups. Data with free distribution the Mann-Whitney test was used. For all
tests, the significance level considered was 5%. The results showed that rats in the
NR group had greater body mass than the control group. There was no significant
difference in body mass between the LL and NL groups. The area of the jejunum was
enlarged in both experimental groups when compared to the control. Neurons from
both enteric plexuses did not suffer any change in the number of the total population
and of the subpopulations evaluated. About the morphometry, hypertrophy of
myenteric neurons estimated as cholinergic in both SL and LL when compared to NL
was observed. There was also hypertrophy of submucosal neurons marked weakly in
SL and LL and those marked strongly with calretinin only in LL compared to NL.
However, nutritional stress causes hypertrophy of the cell body of myenteric neurons
estimated as cholinergic and also of submucosal neurons marked weakly and strongly
with calretinin.
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1. INTRODUGAO

A saude publica do Brasil vive uma fase de transi¢ao nutricional crescente desde
a deficiéncia de micronutrientes até o ganho de peso exagerado da populagdo. Porém,
mesmo com as politicas publicas e melhorias no Sistema Unico de Saude (SUS) os
extremos de condicbes socioecondmicas, embora reduzidos, ainda permanecem
contrastantes (COUTINHO, 2008).

Dados epidemioldgicos demonstram que a obesidade no Brasil aumentou em 30%
nas ultimas décadas com prevaléncia maior entre as faixas etarias de 18 a 24 anos.
Concomitantemente, a desnutricdo permanece elevada em algumas regides do pais,
sobretudo em municipios de pequeno porte e em grupos populacionais especificos,
estando fortemente concentrada nas regides norte e nordeste (BRASIL, 2011). De acordo
com dados do DataSus, entre 2008 e 2017 (ano dos ultimos dados consolidados) o Brasil
registrou 63.712 6bitos por complicagdes decorrentes da desnutricdo. Isso representa
uma média de 6.371 mortes por ano e 17 mortes por dia (GARCIA, 2019). Tais problemas
ocorrem por uma heterogeneidade de fatores que incluem genética, influéncia do

ambiente, habitos culturais e sedentarismo.

Por uma diversidade de questdes socioeconémicas, ainda ha familias brasileiras
numerosas que conseguem arcar com apenas uma refeicdo por dia, podendo este
empecilho desenrolar-se em problemas de tipos de DPE como a desnutricdo energético-
caldrica (marasmo) elou energético-protéico (kwashiorkor). Por outro lado, outra fragéo
populacional, provida de melhor acesso ao alimento é, muitas vezes, inconscientemente
mal nutrida por uma dieta desequilibrada com alimentos repletos de calorias vazias e alto
valor energético, que ndo s6 podem contribuir para anemia, caréncia de vitaminas e
outras doencgas, mas também sao responsaveis por induzir disturbios metabdlicos como

diabetes e hipertensao ligados ao ganho de peso excessivo (FRAGA, 2012).

A desnutricdo protéico-energética (DPE) denominada de Sindrome de
Kwashiorkor ocorre quando ha predominancia na falta de proteina na dieta. Quando ha
menor aporte de todos os macronutrientes, ou seja, proteinas, carboidratos e lipideos,
classifica-se como outro tipo de DPE denominada marasmo ou desnutricdo marasmatica.
Quando ambas ocorrem juntas recebem o nome de desnutricdo mista. Logo, mesmo que
um individuo esteja se alimentando diariamente, & possivel que surja um quadro de
desnutrigao por falta total ou parcial, de um ou mais elementos da dieta (NHAMPOSSE,
2012; VOLTARELLI, 2008; ACEVEDO, 2018).


http://svs.aids.gov.br/dantps/centrais-de-conteudos/paineis-de-monitoramento/mortalidade/cid10/
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Esses efeitos nocivos a saude associados com as desordens destes extremos
nutricionais vém instigando pesquisadores do mundo todo a melhor compreenséo sobre
a programacao fetal e como as experiéncias nutricionais no inicio da vida podem
contribuir com as desordens metabdlicas na vida adulta (PLAGEMANN, 2006; LIU et al.,
2013). Diante os impasses apresentados, este trabalho sera mediador para respostas
futuras sobre o que a alimentagao no inicio da vida pode influenciar o componente do
Sistema Nervoso Entérico (SNE) de mamiferos que esta diretamente envolvido no
controle da motilidade e secregéo de ions do intestino delgado, respectivamente: o plexo

mientérico e o plexo submucoso.
1.1 MODELO DE PROGRAMAGAO DE NINHADAS

Tem-se sugerido que as primeiras experiéncias nutricionais do individuo podem
afetar sua suscetibilidade para doencas cronicas na idade adulta, tais como obesidade,
hipertensdo, doencga cardiovascular e diabetes tipo 2. O termo “imprinting metabdlico”
descreve um fenbmeno através do qual uma experiéncia nutricional precoce,
acontecendo durante um periodo critico e especifico do desenvolvimento (janela de
oportunidade), acarretaria um efeito duradouro, persistente, ao longo da vida do individuo,
podendo predispor o individuo a determinadas doengas caso o imprinting seja

desfavoravel a nutricdo do organismo (BALABAN, 2004).

O hipotalamo, ¢6rgdo que comanda a regulacdo do apetite, permanece
amadurecendo ao longo das primeiras semanas de vida enquanto os filhotes estao sendo
amamentados. Sendo assim, este periodo é suscetivel a estimulos nutricionais,
intervencgdes e tratamentos na fisiologia do organismo que podem influenciar, por meio
da expressao génica, no desequilibrio da homeostase metabdlica e no desenvolvimento
(BOURET, 2012; PATEL; SRINIVASAN; LAYCHOCK, 2009; PATEL; SRINIVASAN, 2011;
HABBOUT et al., 2013).

Em humanos, a formacgao do hipotalamo ocorre no periodo de desenvolvimento
fetal, mais especificamente durante a etapa da organogénese que vai da 42 a 8 semana
apos a fecundagao. Neste periodo, o diencéfalo se diferencia em hipotalamo, talamo e
epitalamo. O hipotalamo contera nucleos que regularao fung¢des viscerais, como 0 sono,
a homeostasia, a temperatura corporal, a atividade cardiaca, ingestdo alimentar e de

liquidos, bem como o comportamento emocional e sexual (MOORE, 2012).

Os periodos mais prematuros e finais da gestacdo sao caracterizados pelo
amadurecimento do sistema do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal e, portanto, estes

também sao os momentos de maior susceptibilidade do concepto a alteragdes
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endécrinas. Enquanto que, o amadurecimento do metabolismo glicidico ocorre nos
periodos finais da gestacao, sendo este mais susceptivel a alteracées na sensibilidade a

insulina e tolerancia a glicose.

Existem trés periodos criticos durante o desenvolvimento que irdo determinar a
formacao do tecido adiposo em humanos. O primeiro ocorre durante o 3° trimestre da
gravidez, no qual, a composic¢ao corporal do feto em desenvolvimento estara relacionada
aos habitos nutricionais maternos. O segundo acontece no primeiro ano de vida e recebe
influéncia direta do aleitamento materno e o terceiro acontece durante o crescimento e
adolescéncia, e esta ligado aos habitos alimentares e de atividade fisica. Esses s&o trés
periodos criticos relacionados a hiperplasia do tecido adiposo, o que dificulta a perda de
peso, aumentando a tendéncia a obesidade em adultos (BALABAN, 2004). Ainda assim
existe a obesidade hipertréfica, a qual esta relacionada ao aumento do volume das células
adiposas podendo se manifestar ao longo de qualquer fase da vida adulta (GABELA,
1971).

E valido considerar que o periodo critico de desenvolvimento e amadurecimento
do hipotalamo é diferente para roedores e humanos. Nestes, no terceiro trimestre da
gestacao é onde ha formagao e amadurecimento do sistema do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal e, portanto, momentos de maior susceptibilidade do concepto a alteragdes
endocrinas. Ja em ratos e camundongos, o hipotalamo é relativamente imaturo no
nascimento e continua a se desenvolver durante as primeiras 2 semanas de vida pos-
natal. Logo, a importancia consideravel do desenvolvimento hipotalamico pds-natal em
roedores difere daquela em humanos, onde o hipotalamo se desenvolve quase
inteiramente durante a vida fetal (BOURET, 2012; PATEL; SRINIVASAN; LAYCHOCK,
2009; PATEL; SRINIVASAN, 2011; HABBOUT et al., 2013)

Para melhor compreensao dos efeitos do excesso ou falta nutricional em recém-
nascidos durante determinado periodo, utilizam-se modelos de programacao de ninhadas
(RODRIGUES et al., 2009; PLAGEMANN et al., 2009). Dentre os modelos existentes,
destaca-se o de manipulagdo de tamanho de ninhadas, no qual a expansao consiste em
alocar mais animais que o habitual para uma mesma matriz, enquanto que a reducao
implica em deixar menos filhotes em uma prole (PLAGEMANN, 2006; PLAGEMANN et
al., 2012; HABBOUT et al., 2012, BOURET, 2012).

Com o modelo de manipulagao de ninhadas, originaram-se os grupos controles,
também denominados de Ninhadas Normais (NN) que contém o numero habitual de 10 a

12 filhotes por matriz (HABBOUT et al., 2012) e grupos experimentais denominados de
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Ninhadas Reduzidas (NR), alocando-se de 2 a 4 filhotes a fim de que os nutrientes do
aleitamento materno disponibilizem-se em demasia, e Ninhadas Expandidas (NE) com
um numero de 16 filhotes por matriz para que o aporte nutritivo seja escasso, resultando
em uma prole subnutrida (CHERNOFF et al., 2009).

Nas NR a quantidade do leite materno € mais que suficiente para os recém-
nascidos e por haver abundancia de alimento ocasiona supernutricdo com aumento do
peso dos animais, da quantidade de massa magra e tecido adiposo acompanhada de
retencao hidrica (GIACOMELLI,1999). Nas NE a quantidade de leite produzido pela mae
nao é condizente com o numero de filhotes, em fungédo desta menor disponibilidade de
alimento por individuo é gerada uma subnutricdo resultando em um desenvolvimento
retardado dos filhotes, menor tamanho e peso corporal comparado ao grupo controle (NN)
(BOURET, 2012).

No pés-desmame, em animais desnutridos observa-se um aumento de vias
orexigénicas o que implica em aumento do consumo alimentar, puberdade precoce e
infertilidade, além de afetar também proje¢cdes neuronais e a cogni¢cao. Os animais que
eventualmente se tornaram obesos poés-desmame, apresentaram constipacdo e

facilidade de ganhar gordura e peso (SOLIS et al., 2016).

1.2 TRATO GASTROINTESTINAL (TGI) E SISTEMA NERVOSO ENTERICO (SNE)
1.2.1 Formacgao embrionaria do intestino e do SNE

A formacao do intestino em humanos inicia-se em meados da quarta semana apos
afertilizagdo, na qual como consequéncia dos dobramentos laterais e longitudinais forma-
se o intestino primitivo. Este é formado por trés segmentos: anterior, médio e posterior. O
intestino anterior origina o inicio do tubo digestdrio (faringe e eséfago), estdmago, a
primeira por¢céo do intestino delgado (duodeno) e também os érgaos anexos: pancreas,
figado e vesicula biliar. Ja o intestino médio deriva o resto do intestino delgado, jejuno e
ileo, bem como parte do intestino grosso, ceco, apéndice, célon ascendente e metade do
célon transverso. O intestino posterior, por sua vez, forma a ultima porcao do intestino
grosso, a outra parte do célon transverso, célon descendente, sigmoide, reto e a porgao
superior do canal anal (MOORE, 2010)

O tubo intestinal primitivo € formado por uma Unica camada de epitélio colunar
circundado por uma fina camada de mesoderma esplancnico. Conforme o mesoderma

cresce e se diferencia em musculo liso, o tubo digestivo altera sua morfologia, resultando
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em claras demarcagdes entre as porcdes anterior, média e posterior do intestino (ORIA,
2016)

A gravidez de humanos consiste em trés trimestres e logo no primeiro trimestre,
durante a quarta e sétima semanas ocorre a coloniza¢ao das células da crista neural (CN)
por todo o TGI. Nas semanas 8 e 9 o plexo mioentérico se organiza e o submucoso, na
semana 12. Marcadores neurais, primeiramente, NOS e depois colina acetiltransferase,
5-HT, CGRP, encefalinas, e VIP aparecem na vida fetal na transi¢gdo do primeiro para o
segundo trimestre (ORIA, 2016; VRIES et al, 2010). J& o periodo entre a 10% e 182
semanas é de grande importancia na maturacdo do SNE no qual foi observada a
presenca de neurdnios diferenciados, neuroblastos e inervacdo noradrenérgica inibitéria
extrinseca e os contatos neuromusculares, ou seja, as funcionalidades do SNE
(HITCHCOCK et al., 1992).

Os neurdnios entéricos e glia ja estdo organizados em ganglios e presentes nos
plexos na 14° semana. Portanto, este periodo é equivalente com a formacgao das sinapses
e portanto, critico, ndo so pelo que a mae consome, mas também por outros fatores
exogenos. No terceiro trimestre, o SNE ja esta formado, mas continua sua maturagcéo
ap6s o nascimento, sendo a lactacdo também um periodo impactante no futuro do
lactente (BURTI, 2006; CAMPOS, 2017).

O SNE comeca a se formar durante o periodo embriolégico e continua sua
formacao apds o nascimento. Isto é verdadeiro para humanos e para roedores. Estes
sofrem modificagdes importantes na morfologia intestinal e fungdes, em particular a
motilidade colbnica. Estas alteragbes foram associadas a um aumento na proporcao de
neurdnios mientéricos NNOS e ChAT e suas organizagdes em ganglios apdés o
nascimento (KAPUR et al. 1992; YOUNG et al. 1998).

Em ratos, as células progenitoras levam de 3 a 6 dias para migrarem e chegam
em seus respectivos destinos no 16° dia embrionario (FOONG, 2016). Na primeira
semana pos-natal, tem-se um aumento populacional de nNOS enquanto os neurbnios
ChAT tém um aumento ao fim do periodo embrionario, mas estes ja sdo presentes no
nascimento (VRIES et al., 2010). Foi visto que os fatores de transcricao Hand2 e HIPK2
regulam esta diferenciagao neuronal, mas especula-se que outros genes estejam também
envolvidos como é o caso de Mash1 (ORIA; BRITO, 2017).

Em humanos, as células derivadas da crista neural iniciam a colonizagdo na
semana 4 e a finalizam na semana 7 de gestagédo, sendo assim, apés 14 semanas

neurdnios e glia estdao presentes nos plexos (VRIES et al.,, 2010). Quando n&o ha
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colonizagao correta dos intestinos pelas células da CN, resulta-se em doengas congénitas
como € o caso da doenca de Hirschsprung (KAPUR, 2000). Também foi observado que
os problemas de motilidade e constipagdo em recém-nascidos estao ligados a auséncia
de neurdnios ChAT, portanto a terapia para a motilidade prejudicada de recém-nascidos
visa a aumentar o fendtipo colinérgico e a microbiota por abordagens nutricionais, como

por exemplo, a dietoterapia com butirato (BURNS, 2009).

1.2.2. Periodo critico de plasticidade para o SNE

O intestino pods-natal ainda em formacado sofre alteragdes fisioldgicas, ja
explanadas no tépico anterior, que podem ser comprometidas facilmente por fatores
exoégenos, induzindo alteragbes neuroplasticas (GIARONI, 1999). Estresse e dieta
oferecida sao bons exemplos disso (STENKAMP-STRAHM, 2013; GIROTTI; MISAWA,
2007). A segunda e terceira semana de vida pods-natal de ratos, as quais antecedem o
desmame, é o principal periodo em que as sinapses estdo se estabelecendo e os
estimulos recebidos fazem-nas preparadas para o que vira ao longo da vida (BURNS,
2009). Os neurdnios ChAT sdo os mais afetados pelo estresse nutricional gerado na
lactacao porque o aumento e diferenciagdo destes neurdnios ocorre principalmente neste
periodo . A falta e o excesso de nutrientes pode ter impacto direto sobre suas sinapses e
interferir em sua plasticidade (GIARONI,1999).

Deve-se considerar entdo que o controle neural do funcionamento do intestino,
exercido principalmente pelo Sistema Nervoso Entérico (SNE), ndo esta totalmente
amadurecido logo apés o nascimento (DASGUPTA, 2016; NEU, 2007). Na verdade, os
neurdnios entéricos ainda passam por significativas mudangas durante as primeiras
semanas de vida pos-natal de roedores (FRIESEN E BOLEY, 1956).

Ao final da gestagédo, e até mesmo apds o desmame, ocorrem modificagbes
importantes na estrutura do SNE. Estas processos refletem na organizagéo dos padrbes
de motilidade, amadurecimento funcional dos neurénios e o aprimoramento das sinapses
e dos neurotransmissores e formagéo dos plexos em ganglios (FOONG, 2016). Além dos
fatores genéticos, o impacto de fatores ambientais, como a dieta, pode estar envolvido
em alteragbes neuroplasticas durante o periodo pés-natal (LIM, 2014), mas esta

influéncia é pouco explorada.

A literatura é deficiente de informagbdes sobre 0 SNE de ratos adultos que
ingeriram menor ou maior quantidade de leite durante a lactagdo. Logo, este trabalho

explicita o que o estresse gerado pela falta e pelo excesso nutricional causam em ratos
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neste periodo neuroplastico e portanto critico, porque os animais podem levar estas

consequéncias geradas para a vida adulta.

1.2.3. Intestino maduro

O TGI é composto pela boca, faringe, eséfago, estdbmago, intestino delgado e
intestino grosso. Trata-se de um tubo oco com lumen de didmetro variado que apresenta
quatro camadas em sua parede, denominadas de mucosa, submucosa, muscular e
serosa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). O TGI conta com uma grande quantidade de
tecido nervoso presente intrinsecamente ao longo de sua parede denominado de Sistema
Nervoso Entérico (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

As diversas células constituintes recebem suas respectivas fungdes e contribuem
para o controle de musculo liso, do epitélio secretério e de vasos sanguineos do TGl,
além também de contribuirem para regular o funcionamento do sistema biliar e do
pancreas. Desta forma, ele comanda autonomicamente as fungdes involuntarias de
digestao e absor¢ao de nutrientes do organismo dos mamiferos. O SNE é composto por
dois plexos ganglionados: o plexo mientérico também chamado plexo de Auerbach e o
plexo submucoso ou plexo de Meissner (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

O plexo mientérico esta localizado entre os estratos circular e longitudinal da
camada muscular seguindo continuo por toda a parede do TGI. Ele apresenta ganglios
maiores quando comparado ao plexo submucoso, e encontra-se dividido em plexo
primario, secundario e terciario. Estes se diferem pela espessura, disposicdo e
composi¢cao de suas fibras nervosas as quais sdo responsaveis pelo controle da
motilidade realizada pelo musculo liso entérico (FURNESS, 2012).

O plexo submucoso esta localizado na camada submucosa sendo caracterizado
por ganglios menores cujos neurdnios inervam principalmente a mucosa onde regulam a
secregao de ions, iniciam vias sensoriais intrinsecas locais e medeiam o suprimento
sanguineo da mucosa (BREHMER et al.1999; FURNESS, 2012).

Para a marcagao e posterior discriminagdo de classes funcionais dos neurénios
dos plexos mientérico e submucoso, utilizam-se as préprias estruturas celulares
(receptores, enzimas e proteinas do citoesqueleto), como marcadores moleculares os
quais compdem o chamado coédigo quimico de cada neurénio '. Mais de 20 tipos de
neurotransmissores ja foram identificados no SNE e muitos neurdnios podem expressar
mais de um deles. A proteina HUC/D*, por exemplo, esta presente especificamente em

neurénios e por este motivo € utilizada como marcador pan-neuronal (FURNESS, 2006).
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Dentre os neurotransmissores identificados, no plexo mientérico os excitatérios,
acetilcolina (ACh) e taquicininas, sdo os principais (FURNESS, 2006, SANDERS et al,
2012). Ja o oxido nitrico e o peptideo intestinal vasoativo tém funcgao inibitéria, sendo o
primeiro mais proeminente. Eles reduzem a excitabilidade e contragdo da musculatura
lisa, modulando os canais de K* e diminuindo a sensibilidade ao calcio (SANDERS et al,
2012) promovendo os reflexos de relaxamento na regido distal da parede muscular
visando facilitar propulsao do quimo em direcdo ao anus (LECCI, SANTICIOLI e MAGGI,
2002).

Neurdénios colinérgicos sao classificados funcionalmente como neurdnios motores
excitatérios ou interneurdnios, enquanto que os nitrérgicos, em sua grande maioria, sdo
neurénios motores inibitérios. (BECK et al., 2009; BREHMER, et al., 2005). Danos no
plexo mientérico resultam em perda da coordenacéo contratil no trato gastrointestinal,
levando a retencdo do conteudo luminal obstrucdo do 6rgao e distensdo das fibras
musculares com consequente hipertrofia 5 como também pode aumentar a velocidade
do transito gastrointestinal, ocasionando diarreia (GOMEZ, 2009).

O plexo submucoso contém neurbnios vasodilatadores/secretomotores
colinérgicos e nao-colinérgicos, neurbnios secretomotores (ndo-vasodilatador)
colinérgico e IPANs (neurbnios aferentes primarios intrinsecos submucosos), os quais,
em sua maioria, contém calbindina (proteina ligante ao calcio), comumente utilizada como

cédigo quimico neuronal para imunomarcagao (FURNESS, 2006)

1.3 IMPACTO DA DESNUTRIGAO E DA OBESIDADE SOBRE O SISTEMA NERVOSO
ENTERICO

Atualmente, os individuos se alimentam principalmente de carboidratos em
detrimento as proteinas (MEZAROBA, 2015). Cada vez mais a geragao atual é adepta a
este tipo de dieta por inuUmeros motivos, desde a preocupag¢ado com 0s animais e 0 meio
ambiente até mesmo com os préprios efeitos que a proteina de origem animal causa ao
organismo, o que também & muito comum nos ultimos anos com a advinda do veganismo
que quando nao acompanhado e suplementado corretamente leva a desnutrigdo por falta
de proteina (FERRIGNO, 2012).

A ingestdo reduzida de proteinas resulta, consequentemente, em uma menor
biodisponibilidade de aminoacidos, causando uma redugcdo geral na sintese de
compostos nitrogenados, sobretudo as proteinas. Considerando este quadro clinico de
subnutricao proteica, contempla-se a diminui¢cao de albumina plasmatica, podendo evoluir
a um edema. O figado também diminui a produgdo de apolipoproteinas, as quais séao

necessarias para o transito de colesterol e outros lipidios no sangue; por esse motivo,
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lipidios se acumulam no figado causando esteatose hepatica. A massa adiposa
subcutanea é geralmente conservada, porém mascarada pelo edema. Tanto o marasmo
como o kwashiorkor, no periodo crénico, alteraram gradualmente a estrutura e o
funcionamento dos diversos o6rgaos, dentre esses, os que compdem o sistema
digestorio, o que pode agravar ainda mais estas doencas (MOLINA, 2009; VANUCCHI,
1996)

A DPE afeta o TGl em sua integridade causando um aumento no tamanho do
estdbmago por consequéncia da hiperplasia de suas células, lesées ulceradas, diminuigao
na producdo de acido cloridrico e enfraquecimento da barreira gastrica. No intestino
observa-se diminuicdo no tamanho das criptas, vilosidades e microvilosidades, e na area
dos enterécitos. Além disso, também ha lentificacdo do transito intestinal a causar
constipacdo e repressao do sistema imunolégico fazendo com que haja maior
suscetibilidade a infeccbes e comprometimento da absorcdo de nutrientes (MOLINA,
2009). A nivel celular, a caréncia nutricional faz com que o mecanismo de reparo das
organelas seja ineficaz devido a falta de nutrientes, gerando inicialmente atrofia celular
seguida de descompactamento do material genético e apoptose (FREITAS, 2014). No
SNE, tais alteragcdes podem resultar em mudangas no numero de neurdnios na morfologia
do corpo neuronal. As principais alteracbes causadas pela desnutricdo no SNE estao

detalhadas na tabela 1.

Tabela 1. Principais alteragdes no TGl do grupo de roedores desnutridos em relagdo ao grupo
controle (GC: grupo controle; GD: grupo desnutrido; TP: teor proteico; 1: aumento; <»: manutencéo;
l: reducéo).

Protocolo Espécie/Segmentos Alteragoes Referéncia
Experimental
GC: NN Ratos/Intestino DPE tipo Marasmatica AMORIM,
GD: NE Delgado | Peso intestinal total; 1984.
|Comprimento e didmetro
total.
GC: Ragéao TP normal Ratos/Duodeno DPE tipo Kwashiorkor MELLO, 2008.
22% com vitaminas e < Numero de NM;
minerais; 1 Area do corpo celular nos
neurdnios NADH-d
GD: ragédo TP 8% e positivos.
sem suplementacgéo de
vitaminas
GC: Ragao TP normal Ratos/Duodeno DPE tipo Kwashiorkor NATALI,
(22%) Neurdnios pequenos, 1996.
médios e grandes;
GD1: racéo < Organizagéo do plexo
hipoprotéica (8%) na mientérico;
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gestacéao e ragao
normal na lactagao.

GD2: dieta normal na
gestacéo e
hipoprotéica na
lactagao

GD3: dieta
hipoprotéica na
gestacéo e lactagao

DD: neurénios com
citoplasma fortemente
basofilico e maiores que o
controle.

GC: Ragao comercial
TP normal 26%

GD: Ragao teor
proteico 4%

Ratos/ileo

DPE tipo Kwashiorkor
| Area do pericario da
populagao neuronal total e
da subpopulagao NADH-
diaforase positiva.

MOREIRA,
2012

GC: Ragao normal TP
22%
GD: Ragao TP 8%

Ratos /Célon
proximal

DPE tipo Kwashiorkor
| Numero de neurdnios
corados por Giemsa.

SANT'ANA et
al., 1997.

GC: Dietacom TP
normal 22% em
gestacgao e lactagao;

GD1: Dieta TP normal
na gestagao e
hipoprotéica na
lactagao;

GD2: Dieta
hipoprotéica na
gestacgéo e
normoprotéica na
lactagao.

GDa3: hipoprotéica na
gestacéo e lactacao.

Ratos/
jejuno

DPE tipo Kwashiorkor
A desnutrigdo protéica
materna;
<« Numero de neurénios
mientéricos por area;

- Acumulo de material
protéico no neurénios.

MIRANDA
NETO, 1999.

GC: Ninhada Controle;

GN: Ninhada com
restricdo alimentar
(RA)

Ratos/ Célon
proximal

DPE tipo marasmatica
1 Densidade NM em RA,;
| Area do perfil celular em
RA.

SCHOFFEN,
2014.

GC: Dieta com TP
normal 22% em
gestacéo a lactagao;

GD1: Ragéao
hipoprotéica na
gestacéo e normal na
lactagao;

GD2: Ragao normal na
gestagéo e

Ratos/ Célon
proximal

DPE tipo Kwashiorkor
Desnutridos nos periodos
de gestagéo e lactacao;
1 Neurbnios mientericos
totais.

LEITE-
MELLO, 1997.
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hipoprotéica na
lactagao;

GD3: Ragao
hipoprotéica na
gestacao e lactagao

GC: Racgao normal TP DPE tipo Kwashiorkor ARAUJO,
22%; Ratos/ Cdlon distal | Peso 6rgéo; E.J.A,, 2002.
| Area neurénios corados
GD: ragdo TP 8% e por Giemsa, dos NADH-
sem complexo B diaforase positivos e dos
neurdnios NADPH
diaforase.
Ratos / Cdélon distal DPE tipo Kwashiorkor
GC: Ragao normal TP GIROTTI,
22% Plexo submucoso 1 densidade populacional 2007
NS
29 a 75% no GDRN
GDRN: grupo
desnutrido TP 4% e | area NS ChAT e Calr-ir
posteriormente 19% a 47%
renutrido
Ratos / lleo DPE tipo Kwashiorkor
GC: Ragao normal TP MISAWA,
22% Plexo submucoso 2007
1 densidade populacional
de NS em 25% ChAT e
GDRN: grupo Calr-ir
desnutrido TP 4% e
posteriormente | area de Calr-ir
renutrido
Ratos/ intestino DPE tipo Kwashiorkor GIROTTI,
GC: filhos de gravidas grosso 2013

com ragao TP 22%

GDRN: filhos de
gravidas desnutridas
TP 4% e
posteriormente
renutrido

Plexo submucoso

1 densidade populacional
de NS em GDRN

| area de NS em GDRN

Disfun¢gdes na motilidade intestinal e alteragdes gastrointestinais importantes sao

presentes em individuos obesos. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a

obesidade acomete a populagao de todo o mundo influenciando diretamente na qualidade

de vida dos individuos uma vez que, pode evoluir para uma sindrome metabdlica, cancer

e/ou até mesmo a morte. Um estudo de revisdao destaca que sintomas gastrointestinais

como constipagao, diarreia, distensao, dor abdominal, doenga do refluxo gastroesofagico,

sindrome do intestino irritavel, vdomito, azia, inchacgo, diarreia, aumento no volume das

fezes e perda de agua nas fezes predominam majoritariamente conforme o indice de

massa corpoérea (IMC) aumentava (ESLICK, 2010).
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Evidéncias experimentais tém demonstrado que ratos obesos por dieta
hiperlipidica podem apresentar perda neuronal no plexo mientérico promovendo reducao
da espessura muscular e consequentemente reduzir a motilidade intestinal (KUNZ et al.,
2019). Spangéus e El-Salhy (2001) verificaram que camundongos obesos diabéticos
tiveram diminuicdo na populagdo neuronal do plexo mientérico duodenal e colbnico o que

pode ter influéncia nas disfungdes gastrointestinais de individuos obesos diabéticos.

Especulagbes sugerem que o controle da motilidade gastrointestinal pode ser
alterado em obesos, afetando o controle da saciedade e a absor¢ao de nutrientes no
intestino delgado (PIERAMICO et al.,, 1992). Por fim, diversos autores apontaram
modificagdes neuronais que possam estar atuando na motilidade do TGl e também
podem ser fatores contribuintes para o desenvolvimento e manutencdo da obesidade
(KIELY et al., 2005a,b; XING e CHEN, 2004; SPANGEUS e EL-SALHY, 2001; WISEN e
JOHANSSON, 1992). As principais alteragdes causadas pela obesidade no SNE estao
detalhadas na tabela 2.

Tabela 2. Principais alteragdes no TGl do grupo de roedores obesos em relagdo ao grupo controle
(GC — grupo controle; GOB- grupo obeso; 1: aumento; <»: manutengao; |: redugéo).

Protocolo Espécie/Segmento Alteragoes Referéncia
Experimental

GC: ragao padrao para Ratos/ Duodeno 1 subpopulagao SOARES,
roedores; nitrérgica; | area e 2015.
varicosidades do
GOB: dieta hiperlipidica. peptideo intestinal

vasoativo (VIP).

GC: ragao padrao para Ratos/ Jejuno 1 subpopulagéo SOARES,
roedores; nitrérgica; 2015.
| areas neuronais da
GOB: dieta hiperlipidica. populacédo geral,

subpopulagao nitrérgica
e varicosidades (VIP).

GC: Grupos Sedentario Ratos/ Jejuno | Pericario dos NM em DA LUZ, 2013.
(GS) e Exercicio (GE); GS20, GE10 e GE20.

GOB: GS e GE com
sobrecarga de frutose
10% ou 20%.
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GC: Dieta de Cafeteria
(hipercalérica,
hipoproteica,
hiperlipidica) com fibras
hidrossoluveis;

GOB: Sedentarios (S)
Sedentarios Cafeteria
(SCa) Sedentarios
Fibras (SF), Sedentarios
Cafeteria Fibras (SCaF).

Ratos/ Jejuno

< Populagdo NM
HuC/D, nNOS e ChAT;

1 Subpopulacao
nitrérgica nNOS, que
apresentaram maior area
nos grupos SF e SCaF;

— Area do corpo celular
em todas populagoes
neuronais exceto para

nNOS.

CIRILO, 2015.

GC: ragao padrao para
roedores;

GOB: dieta hiperlipidica.

Ratos/ ileo

1 populagéo geral
nitrérgica;
| areas neuronais da
geral da nitrérgica e
varicosidades (VIP).

SOARES,
2015.

GC: Ragao normal;

GOB tratado com
Glutamato Monossadico
(MSG).

Ratos/ ileo

< populagao
mioentérica total
1 a subpopulagao NADH-
diaforase-positiva;
< Funcao intestinal.

SOARES,
2006.

GC e GOB:
Machos e fémeas

Camundongos/ leo

1 populacédo de
neurdnios colinérgicos e
nitrérgicos.

MIZUNO,
2010.

GC: Dieta purificada
para roedores;

GOB: Dieta hiperlipidica.

Camundongos/
Intestino grosso

| NM em todas as
subpopulagdes;

| Motilidade colbnica.

BERALDI et
al., 2016

GC: Ragao normal;

GOB: Dieta hiperlipidica.

Ratos/ Cdlon total

| Comprimento e
didmetro do CT;

| Populagéo total de NM
no CT;

| Tempo de transito
diminuido

BERALDI et
al., 2016

GC e GOB:
Machos e fémeas

GC: Ragao normal;

GOB: Dieta hiperlipidica.

Camundongos/ ileo

Plexo Submucoso

| neurbnios Calr-ire 1
pop ChAT-ir em machos
obesos

1 morfometria Calr-ir e
ChAT-ir de femeas
obesas

MIZUNO, 2010
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Camundongos / | populacédo de VIP
GC: Ragao normal duodeno STENKAMP-
<> populagédo ChAT, STRAHM,
GOB: Dieta hiperlipidica Plexo submucoso substancia P, calbindina 2013
e CGRP.

Ratos/ Intestino

GC: ragédo normal delgado e colon 1 expresséao populacional XIAO-YI Fu,
de: ChAT 2014
GOB: Dieta hiperlipidica Plexo submucoso Substancia P
VIP
NADPH-d

Uma vez compreendidas as alteragdes celulares geradas pelos extremos
nutricionais durante as primeiras semanas de vida sdo possiveis serem feitas
intervencgdes a fim de tratamento e regressao destes disturbios metabdlicos. Ainda nao
ha na literatura estudos realizados por modelo de manipulagao de ninhadas, relacionando
os extremos nutricionais e possiveis alteragdes no sistema nervoso entérico dos animais
quando ficam adultos. Portanto, a importancia deste trabalho esta em demonstrar como
a vulnerabilidade que ratos desnutridos e obesos estdo submetidos pode afetar neurénios

do plexo mientérico.

2. OBJETIVOS

Geral
Avaliar os efeitos da subnutricdo e supernutricao durante o aleitamento, induzidas
por modelo de programagao de ninhadas, sobre parametros morfoquantitativos do plexo

mientérico e submucoso do jejuno de ratos Wistar machos adultos.

Especificos

o Verificar parametros biométricos de ratos expostos a estresse nutricional.

o Analisar a densidade populacional e a morfometria do corpo celular de neuronios
totais do plexo mientérico visando estabelecer as alteracées causadas pela indugao de
estresse nutricional.

o Avaliar a densidade populacional e a morfometria do corpo celular de neurdnios
nitrérgicos do plexo mioenterico e submucoso buscando identificar as mudangas

causadas pela indugao de extremos nutricionais.
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o Com base no numero de neuronios totais e nitrergicos, estimar o niumero de
neuronios colinergicos para identificar as possiveis alteracées que a indugao de extremos
nutrionais podem causar no numero de neuronios desta subpopulagao.

o Em neurbnios calretinina positivos e totais do plexo submucoso, avaliar a
densidade populacional e morfometria do corpo celular destes neurénios com o intuito de

identificar alteragbes causada pelo estresse nutricional.

3. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), conforme oficios 164/2019
€ 44/2020. Foram utilizados 18 ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos provenientes do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UEL e mantidos no Biotério Setorial
do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da UEL. Durante e apds o periodo de lactagao,
os animais foram mantidos em ambiente com controle de temperatura (21-24°C) e
alternéncia de ciclos claro-escuros de 12 horas. Todos 0s animais receberam agua e

racao ad libitum, apds o desmame.
3.1 Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos em trés grupos: ninhada normal (NN) - animais
oriundos de prole com 10 filhotes/matriz; ninhada reduzida (NR) - animais oriundos de
prole com 5 filhotes/matriz; e ninhada expandida (NE) — animais oriundos de prole com
16 filhotes/matriz. Os animais foram escolhidos aleatoriamente resultando em n de 6 ratos
por grupo. Todos os filhotes foram desmamados com 21 dias de vida e passaram a ingerir
racao comercial para roedores (Nuvilab ®).

No 120° dia de vida, os animais foram submetidos & eutanasia por decapitagéo e

0 jejuno foi coletado e pesado em uma balanga digital com preciséo de 0,005 gramas.
Seu comprimento e largura foram mensurados, os quais foram multiplicados entre si
visando calculo da area jejunal. Cerca de 15 cm da parte proximal do jejuno foram fixados
em paraformaldeido 4% por 4 horas e armazenado em PBS 0,1M pH 7,4 com azida

sodica 0,08% a 4°C. As gorduras retroperitoneal e perigonadal foram retiradas e pesadas.

3.2 Analise de fendtipo de pellets fecais

Durante a ultima semana do experimento, os animais foram separados durante a

noite individualmente, retornando a gaiolas coletivas durante o periodo diurno. Todos os



25

pellets fecais de uma mesma caixa eram pesados apds secagem em estufa a 60 °C

durante 24 horas, com o intuito de avaliar a massa seca dos pellets fecais.
3.3 Imunofluorescéncia

O jejuno foi dividido em anéis de 1cm de comprimento, os quais foram
microdissecados com o auxilio de microscépio esteroscopico e pingas de cirurgia
oftalmica, para remogao das camadas mucosa e submucosa e obtencao de preparados

totais contendo a camada muscular e os plexos mientérico e submucoso.

Os preparados totais foram lavados trés vezes por 5 minutos, sob agitagdo, com
PBS 0,1 M. Em seguida, foi realizado o bloqueio antigénico com solu¢ao contendo PBS
0,1M, 3% BSA e 0,5% de Triton X-100 por 1 hora. Apds essa etapa, foram novamente
lavados com PBS 0,1 M trés vezes de 5 minutos, sob agitagao, para incubar com dois
anticorpos simultaneamente: anti-HuC/D (Invintrogen, A21271, 1:500) para marcar toda
a populacao de neurdnios, anti-nNOS (Santa Cruz, AB8189, 1:1000) para a marcagao da
subpopulacao nitrérgica e anti-Calr (Merck Millipore AB1550, 1:1000) para a marcacao
de neurbnios potencialmente vipérgicos e colinérgicos, segundo Furness (1988).
Considerando que a literatura assume que o plexo mientérico contém basicamente duas
subpopulacgbes: nitrérgica e colinérgica (FURNESS, 2006), estimou-se os neurbnios
HuC/D*/nNOS- como colinérgicos. Ainda segundo Furness (1988), para o plexo
submucoso, é possivel considerar neurénios marcados fortemente com calretinina como
potencialmente colinérgicos e marcados fracamente com calretinina como

potencialmente vipérgicos.
3.4 Analises quantitativa e morfométrica dos plexos mientérico e submucoso

Utilizando-se um fotomicroscopio (ZEISS AXIO IMAGER.A1), foram capturadas
32 imagens dos preparado totais obtidos de cada rato, com auxilio da objetiva de 20x,
resultando numa area total para analise de 0,0448 cm?. Nesta area, contou-se no plexo
mientérico o numero total de neurdnios totais (HuC/D*), nitrérgicos (nNOS™) e colinérgicos
(HuC/D*/nNOS"), e no plexo submucoso o numero total de neurbnios totais (HUC/D*) e
fortemente e fracamente marcados para calretinina (Calr*). Além disso, foram
mensuradas as areas do corpo celular de 100 neurdnios por animal considerando cada
marcagao (HuC/D*, nNOS* , HuC/D*/nNOS- e Calr* forte e fracamente marcados).

O numero de neurbnios entéricos encontrado em ambos os plexos foram
projetados para area total do jejuno, como fator de corregao devido a possiveis variagdoes

nas dimensdes do 6rgao em fungio da exposi¢ao aos extremos nutricionais.
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3.5 Tratamento estatistico

Os resultados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 4.0.
A normalidade dos dados foi avaliada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. O teste t de
Student para amostras independentes foi utilizado para avaliar as diferengas entre os
grupos de extremos nutricionais em relagdo ao controle, quando os dados apresentavam
distribuicdo normal. O teste Mann-Whitney foi aplicado quando os dados apresentavam

distribui¢ao livre. Para todos os testes, o nivel de significancia considerado foi de 5%.
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NUTRITIONAL EXTREMES DURING LACTATION CAUSE HYPERTROPHY OF
ENTERIC NEURONS IN THE JEJUNUM OF ADULT RATS

Background: Litter size manipulation models have been used in order to understand the
consequences of excess or lack of nutrients during lactation. Changes caused by these
nutritional extremes can be evaluated soon after weaning or at any other time in the
animal's development. Restricting itself to nervous control of the gastrointestinal tract,
there are several studies showing that nutritional extremes can cause structural changes
in enteric neurons. However, the literature is fragile as to the consequences for enteric
neurons of rats exposed to nutritional extremes during lactation and when they reach
adulthood. Objective: To evaluate the effects of undernutrition and overnutrition during
lactation on morphoquantitative parameters of the submucosal and myenteric plexus of
the jejunum of adult Wistar rats. Methods: Eighteen male Wistar rats (Rattus norvegicus)
were assigned into three groups: normal litter (NL) - animals from offspring with 10
pups/mother; short litter (SL) - animals from offspring with 5 pups/mother; and large litter
(LL) — animals from offspring with 16 pups/mother. The animals were randomly selected
to obtain six rats per group. After euthanasia, the total jejunum was weighed and
measured in its dimensions. Whole-mount preparations containing the myenteric plexus
or submucosal plexus were subjected to the immunofluorescence technique to label the
total population (HuC/D*) and the nitrergic (nNOS*) and estimated cholinergic
(HuC/D*/nNOS") subpopulations. The number of neurons present in an area of 0.0448 cm?
of the jejunum was counted and this number was projected to the entire area of the organ.
The area of a hundred neuron cell bodies of each rat labelled by each technique was
measured. Key results: Rats in the SL group had greater body mass, especially fat mass.
The jejunum area of the SL and LL rats was increased in relation to NL. No loss of
myenteric neurons was observed due to nutritional stress during lactation. However, rats
from SL and LL had hypertrophied cholinergic myenteric neurons. In the submucosal
plexus, no neuronal loss was found either, but neurons from LL rats were hypertrophy in
strongly and weakly immunoreactive calretinin neurons, while neuronal hypertrophy in LL
rats was found only in weakly immunoreactive calretinin neurons. Conclusion &
inferences: Undernutrition and overnutrition during lactation in Wistar rats does not cause
loss of myenteric and submucosal neurons in the jejunum of adult animals. However, this
nutritional stress causes cell body hypertrophy of cholinergic myenteric neurons as well

as calretinin immunoreactive submucosal neurons.

Key words: Undernourishment, obesity, jejunum, enteric nervous system, myenteric
plexus, submucous plexus;
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1 INTRODUCTION

Metabolic programming or “metabolic imprinting” ! is a mechanism that defines the
possible physiological changes in fetal organs or structures, both in humans and rodents,
during the period of intrauterine development and the first nutritional experiences after the
birth, when the organs are still in formation, which can result in metabolic disorders in adult

life, as is the case of obesity 23

Among the existing experimental models for evaluating “metabolic imprinting”, the
litter size manipulation is largely used. In this case, the control group, also called Normal
Litter (NL), consists of rats from litters sized as usual number of 10 to 12 pups per matrix.
The extreme nutritional groups are constituted by: 1) Short litter (SL), which is formed by
animals from litters sized by 2 to 4 pups, so that they have access to greater amounts of
breast milk, resulting in an overnourished offspring; and 2) Large litter (LL), which consists
of animals from litters sized by 16 pups per matrix so that the nutritive supply is scarce,

resulting in an undernourished offspring* .

In SL, the amount of breast milk is beyond what is necessary for newborns, and
due to that the food is abundant, causing overnutrition with an increase in the lean and fat
mass of these animals, often accompanied by water retention®2. In LL, the amount of milk
produced by the mother does not meet the nutritional requirements of the puppies, a
problem which generates malnutrition resulting in a delay in their development, reflecting

in smaller size and body mass when compared to the control group (NL)%*.

The lack or excess availability of nutrients during postnatal development can lead
to morphophysiological changes in several organs”'?'5. When the small intestine is
altered, changes can occur in the process of digestion and absorption of nutrients that
have the potential to affect the individual’s entire life'*'6It should also be considered that
the neural control of the functioning of the small intestine, exercised mainly by the Enteric
Nervous System (ENS), is not fully matured soon after birth'-'°. Enteric neurons still

undergo significant changes during the first weeks of postnatal life in rodents?%2".

After birth and even after weaning, important changes in the structure of the ENS
occur. These changes reflect in the motility patterns, functional maturation of neurons, and
the improvement of synapses and neurotransmitters, and the formation of plexuses in
ganglia®™. In this sense, it is natural to observe an increase in the number of enteric
nitrergic neurons in the first week after the birth of the rat, while a progressive increase in

the number of cholinergic neurons is observed after the 14" day after birth'’. In addition
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to genetic factors, the impact of environmental factors, such as diet, may be involved in
neuroplasticity alterations during the postnatal period??, but this influence is little explored

in the scientific literature.

Several studies evaluated the structural organization of the ENS of offspring whose
mother was subjected to nutritionally modified diets, especially low-protein ones. In the
jejunum, it has been observing maintenance of the number of myenteric neurons per area

and accumulation of protein material in their cytoplasm?3-2°.

Despite the existence of these investigations, the literature lacks information about
the ENS of adult rats that ingested less or more milk during lactation. Thus, the objective
of this work was to evaluate the effects of undernutrition and overnutrition during lactation,
induced by a litter programming model, on morphoquantitative parameters of enteric

neurons in the jejunum of adult Wistar rats.

2 MATERIAL AND METHODS

All procedures were approved by the Ethics Committee on the Use of Animals at
the State University of Londrina (CEUA/UEL) documented by 164/2019 and 44/2020
protocolos. Eighteen male Wistar rats (Rattus norvegicus) from the Central Animal Facility
of the Center for Biological Sciences of UEL were kept in the Sector Animal Facility of the
Department of Physiological Sciences of UEL. During and after the lactation period, the
animals were kept in an environment with temperature control (21-24°C) and alternating

light-dark cycles of 12 hours. All animals received water and feed ad libitum.
2.1 Experimental Groups

The animals were assigned into three groups: normal litter (NL) - animals from
offspring with 10 pups/mother; short litter (SL) - animals from offspring with 5 pups/mother;
and large litter (LL) — animals from offspring with 16 pups/mother. Animals were randomly
chosen resulting in n of 6 rats per group. All puppies were weaned at 21 days old, when

they were feed with commercial rodent chow (Nuvilab ®).

On the 120th day of age, the animals were euthanized by decapitation, and the
total jejunum was collected and weighed. Besides its length and width were measured,
which were multiplied by each other to calculate the jejunal area. About 15 cm from the
proximal part was fixed in 4% paraformaldehyde for 4 hours and stored in 0.1M PBS pH
7.4 with 0.08% sodium azide at 4°C. The retroperitoneal and perigonadal fats were

removed and weighed.The total preparations were washed three times for 5 minutes,
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under agitation, with PBS 0.1 M. Then, antigen blocking was performed with a solution
containing PBS 0.1M, 3% BSA and 0.5% Triton X-100 for 1 hour. After this step, they were
again washed with PBS 0.1 M three times for 5 minutes, under agitation, to incubate with
two antibodies simultaneously: anti-HuC/D (Invintrogen, A21271, 1:500) to mark the entire
population of neurons , anti-nNOS (Santa Cruz, AB8189, 1:1000) for marking the nitrergic
subpopulation and anti-Calr (Merck Millipore AB1550, 1:1000) for marking potentially
viperergic and cholinergic neurons, according to Furness % Considering that the literature
assumes that the myenteric plexus basically contains two subpopulations: nitrergic and
cholinergic, the HuUC/D+/nNOS- neurons were estimated as cholinergic. Also according to
Furness?f or the submucosal plexus, it is possible to consider neurons strongly labeled
with calretinin as potentially cholinergic and weakly labeled with calretinin as potentially

VIPergic.
2.2 Statistical treatment

The results obtained were analyzed using the GraphPad Prism 4.0 software. Data
normality was assessed using the Shapiro-Wilk test. Student's t test for independent
samples was used to assess differences between groups of extreme nutritional values in
relation to the control when data were normally distributed. The Mann-Whitney test was
applied when data were freely distributed. For all tests, the significance level considered

was 5%.
3 RESULTS

3.1 The litter manipulation model caused an increase in body mass and jejunum

area.

When investigated whether rats belonging to LL and SL would present alterations
in biometric parameters in relation to the NL group (Table 1), it was observed that rats
from SL had a significant increase in their body mass in relation to NL (p<0.05). These
same animals accumulated more retroperitoneal and perigonadal fats (p<0.05). As for the
absolute and relative mass of the jejunum, no significant changes were observed in the
LL and SL groups when compared to the control (NL) (p>0.05). Although an increase in
the dimensions of the jejunum was observed in the two nutritionally altered groups, a
significant increase was observed only in the width of the jejunum of the animals in the LL
(p<0.05;). The jejunal area was larger in the SL and LL groups compared to the NL group
(p<0.05). Changes in the dry mass of fecal pellets were not observed (p>0.05).
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3.2 Nutritional changes during lactation caused hypertrophy of estimated

cholinergic myenteric neurons

When the number of myenteric neurons in the area of 0.0448 cm? of the jejunum
(population density) was evaluated, there was no significant difference between the
experimental groups for the total population (HuC/D*; p>0.05; Fig.1A), as for the nitrergic
subpopulations (nNOS*; p>0.05; Fig.2A) and estimated cholinergic (HUC/D*/nNOS;
p>0.05; Fig.3A). However, when the number of neurons was projected to the total area of
the jejunum, it was observed more myenteric neurons in both groups exposed to nutritional
stress in relation no NL (p<0.05), except for the estimated number of cholinergic neurons
from the LL group (Figs. 1B, 2B and 3C). The area of the cell bodies of myenteric neurons
from the total population and the nitrergic subpopulation did not differ significantly when
the SL and LL groups were compared to the control (p>0.05; Fig. 2B and 3B), while the
estimated cholinergic cell body area was increased in both groups submitted to nutritional

changes (SL and LL) when compared to the control group (NL) (p<0.05; Fig.3B).

3.3 Nutritional extremes during lactation caused hypertrophy of submucosal plexus

calretinin strongly labelled neurons.

No significant difference was observed when evaluating the number of submucosal
plexus neurons in the 0.0448 cm? area of the jejunum (population density) of rats from SL
and LL groups in relation to NL, both for the total population (HuC/D*; p>0,05; Fig.4A)
and for the subpopulations strongly labeled for calretinin (p>0.05; Fig. 5A) and weakly
labeled for calretinin (p>0.05; Fig. 6A. No alteration was found in the number of
submucosal neurons when it was projected to the total area of the jejunum in both
nutritionally altered groups (p>0,05; Figs. 4B, 5B e 6B). The cell body area of neurons
strongly labelled for calretinin was increased in rats from the LL (p>0,05; Fig. 5C) group,
and they weakly marked hypertrophied in rats from the SL and LL groups when compared
to the control group (NL) (p<0,05; Fig.6C).

4 DISCUSSION

At the end of the 80’s, the world population reached its peak of growth with more
than 90 million people born each year and remained high until recently?”. During this
period, several researchers have indicated that the amount of food produced in the world
is not enough to support this population growth?®. Furthermore, the distribution of wealth
is not equitable between different regions of the planet and even within the same country.

This economic scenario, together with the different cultures that exist in the world,
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contributes to a great variable of the nutritional intake between different individuals. This
can be harmful since both under and overnutrition can lead to developmental disorders

and various types of diseases?®,

All animals need to ingest food containing an adequate amount of macro and
micronutrients in relation to their metabolic needs. Even among individuals of the same
species, nutritional requirements vary according to body structure, sex, and age3'. There
are periods of animal life that are extremely critical for development, which, therefore, are
phases of great dependence on an adequate nutritional intake, such as the lactation

period®810.11,

The postnatal period is particularly sensitive to various environmental factors. This
is true both for rodents?' and for humans®2. It is a period characterized by the maturation
of various organs, especially the intestine. Animals that receive more or less milk during
the postnatal period can develop disorders that will often be noticed in adulthood®333,
Therefore, despite the biological programming for proper development, the lack or excess
of a set (or all) of the nutrients can interfere with the morphophysiology of various organs

and, when it affects the intestine, the condition can even be worsened?'34.

In this context, the present work demonstrated that nutritional extremes during the
lactation period can cause different impacts on the body mass of adult rats. It was
observed that offspring submitted to less milk intake (group of rats from the LL) became
adults with body mass similar to that of normal-nourished animals. Manipulation studies
of rat litters have already shown that SL offspring have smaller body size and weight than
NL during lactation®. Besides, they consume more food and reach the body mass of control
rats after weaning. This mass gain is supported, in part, by the greater activity of pathways

that stimulate appetite in the post-weaning period™".

On the other hand, it was observed in this study that offspring submitted to greater
milk intake (group of rats from SL) became adults with greater body mass when compared
to those from NL. In addition, they were animals that accumulated more fat mass, which
indicates that they had metabolic changes that remained in adulthood. In this sense, it is
important to highlight that increased energy reserve accumulation can lead to obesity, and
this is an important risk factor for the development of various metabolic disorders as

diabetes, hypertension and cardiovascular diseases both in rodents?® and in humans®.

In both groups exposed to nutritional extremes during lactation, an increase in the
area of the jejunum was observed when the rats became adults. This indicates that both

the scarcity and the excess of nutrients induce an increase in the contact surface of the
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jejunum with food. As the jejunum is the region of the digestive tube responsible for most
of the digestion and absorption of nutrients, the increase in its area suggests more
efficiency of using the food being ingested *. Newborn rat pups develop marasmatic-type
malnutrition, which was caused by a deficiency of several macronutrients in the diet. This
type of malnutrition usually leads to a reduction in the jejunal structures participating in the
digestion and absorption process of nutrients?**”.As mentioned earlier, rats from LL

ingested more food after weaning.

In this sense, were demonstrated that, after 12 days of normal feeding, the
offspring that received less food during lactation recover their cell proliferation capacity,
which indicates the resumption of the organism's development program. Our results do
not allow us to identify when the jejunal area, became hypertrophied. In any case, it should
be considered that nutritional deficiency during lactation in rats leads to the development
of jejunum with an expanded structure and, therefore, potentially better able to digest and

absorb nutrients®.

It is also important to consider that, for the SL rats, the better use of an amount of
food that was already being ingested in excess may have contributed to the accumulation
of energy reserve and, finally, to the greater body mass observed in this animal group.
These are characteristics often observed in obese individuals, who tend to have a longer
and wider small intestine, implying an increase in the nutrient absorption area beyond what

is necessary?.

The ENS of rats begins its development during the intrauterine period and
completes its maturation after birth®. Therefore, during pregnancy, lactation, and even
after weaning, important changes occur in the structure and functioning of ENS cells.
During this period, there is an improvement in synapses, start and intensification in the
production of neurotransmitters and receptors in target cells, with the consequent

organization of motility patterns, especially the 36th day after birth 17:40-42,

Nitrergic and cholinergic myenteric neurons develop in a time-dependent manner.
In rats, the proportion of nNOS-IR neurons progressively increases during the first
postnatal week and remains constant thereafter. In contrast, the proportion of cholinergic
neurons does not change significantly during the first postnatal week but increases

significantly after 14 days of birth'7:3943,

The mechanisms responsible for these neurochemical phenotypes and plasticity
remain poorly understood. However, it is already known that, in addition to genetic factors,

impact of environmental factors, such as diet, are intimately involved in this process and
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can induce plastic alterations in enteric neurons. For example, butyrate, a short-chain fatty
acid produced by bacterial fermentation and whose concentration increases during the
early postnatal period**¢, has been shown to directly increase the proportion of ChAT-IR,
but not nNOS-IR in adults*?4748,

In this sense, the present study demonstrated that undernutrition or overnutrition
during lactation did not change the population density of total myenteric neurons and their
subpopulations when considering the sampling of the evaluated intestinal area. On the
other hand, due to the increase in the total area of the jejunum in the LL and SL groups,
an estimated number of myenteric neurons for the total jejunal area was greater in these
groups when compared to the NL group. To explain this result, it is necessary to consider
that after birth, the number of myenteric neurons naturally decreases over time“®.

Therefore, from birth to adulthood it is natural to have a loss of enteric neurons®°.

Considering that the neurons evaluated in this study were from adult rats which
were same age, it would be expected that the number of neurons found in the three
experimental groups would be similar. However, the higher estimated number of myenteric
neurons observed in the LL and SL groups suggests that rats subjected to nutritional
stress during lactation trigger mechanisms to improve survival and recude neuronal
apoptosis in a different way compared to nourished rats. Thus, it is suggested that the
natural loss of neurons, during the period between the end of lactation and adulthood, may
have been slower to maintain neuronal control of target cells that were probably in greater
number or greater extent in the jejunum of LL and SL since they presented an enlarged
colonic area. Another explanation could be the possibility of neurogenesis in the enteric
nervous system after birth5-5% but this is a controversial topic that deserves further

investigation.

In addition to the numerical changes, neurons estimated as cholinergic were
hypertrophied in both groups exposed to nutritional stress. Cholinergic neurons in the
myenteric plexus can assume the function of interneurons or excitatory motor neurons®.
The observed hypertrophy may indicate greater accumulation of cytoplasmic organelles
in the cell body, which may result in greater metabolic activity of these cells?*25. This might
be a compensation mechanism due to the increase in the jejunal area and, therefore, an
adaptation to meet a greater need for nervous control of a greater extension of the muscle
layer. Some authors also consider that neuron cell body hypertrophy is the result of

edema®*%®, or failure in the traffic of organelles in axons®®.
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Possibly, these last two alternatives do not apply to our results, since there was
no perceived delay in body development, which we could consider resulting from a lower
capacity for digestion and absorption of nutrients. This suggestion is also supported by
the absence of significant difference in the dry mass of the fecal pellets between the SL

and LL groups when compared to the control group (NL).

Unlike the myenteric plexus, the number of submucosal neurons was not altered
both in the sampling of the jejunal area evaluated and in the numerical projection
calculated for the total jejunal area. Anyway, nutritional stress during lactation probably
did not interfere with the neuronal survival mechanism in the submucosal plexus.
Following the same approach discussed for the myenteric plexus, that the increased
jejunal area in SL and LL rats suggests an increase in the number and/or extension of
target cells of these neurons, a greater survival of submucosal neurons would also be

expected to maintain the functions performed by the submucosal plexus.

Our antagonistic result regarding the number of submucosal neurons points to at
least two mutually exclusive possibilities: 1) deficiency in the process of the nervous
regulation of blood flow and secretions of the jejunal epithelium or; 2) increased neuronal
activity to compensate for the smaller number of submucosal neurons in relation to the
enlarged jejunal area. The hypertrophy of submucosal neurons observed in this study
supports the second hypothesis, since the increase in the area of the cell body may have
been due to an increase in the number of organelles involved in the production of
neurotransmitters, as well as structures involved in the process of neuronal secretion. This
relationship between hypertrophy and increased function has been assumed by several
authors?6:27:63-65 byt it should be analyzed with caution since other factors, many of which

are deleterious, can also cause hypertrophy of the cell body of neurons.

Another result that deserves to be highlighted is that the both nutritional extremes
during lactation provokes different responses from the neuronal subpopulations evaluated
in the submucosal plexus. In the SL group, hypertrophy was observed only in neurons
weakly labelled for the presence of calretinin. In the LL group, the two subpopulations
evaluated were hypertrophied. To discuss this result, we consider that submucosal
neurons weakly labeled for calretinin are potentially VIPergic, while those strongly labeled
are potentially cholinergic, as suggested by some authors?. In this sense, it is known that
the VIP secreted on the lining epithelium of the intestine triggers a cellular response
mediated by the activation of adenyl cyclase, resulting in an increase in cAMP, which
promotes chloride secretion in a more rapid, intense, but short-lived, way®"%8,

Acetylcholine activates the opening of calcium channels, also leading to chloride
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secretion, but with a longer-lasting effect®®°. Hypertrophy of potentially VIPergic neurons
was observed in both the SL and LL groups, indicating that a greater amount of VIP is
possibly needed to maintain fluid control between the mucosa and the intestinal lumen in
adult rats exposed to nutritional stress during the lactation. The hypertrophy of potentially
cholinergic neurons, observed only in animals from the LL, indicates that the lower
availability of nutrients during lactation in rats possibly causes an increase in the function
of these cells in adulthood.

In short, rats deprived of nutrients during lactation tend to have a submucosal
plexus structure that favors greater fluid outflow from the intestinal mucosa, which can
influence the process of digestion and absorption of nutrients. Future studies that evaluate
the process of digestion and absorption of nutrients, as well as the control of fluid transit
between the mucosa and the intestinal lumen, in an experimental situation equivalent to

ours, will be able to elucidate these hypotheses.

5 CONCLUSION

It is concluded that malnutrition and overnutrition during lactation in Wistar rats
reduce postnatal myenteric neuronal loss to adulthood, but does not alter the number of
jejunal submucosal neurons. Furthermore, this nutritional stress causes hypertrophy of
the cell body of myenteric neurons estimated as cholinergic and also of submucosal
neurons labelled weakly and strongly for calretinin.
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Table 1 - Biometric parameters of adult rats submitted to nutritional changes, by
manipulating the size of litters, during lactation.

ANALYZED PARAMETER NL SL LL

Body mass (g) 37207322 4173 +1237 3795+6,78
Jejunum mass (g) 8,90 + 0,46 989+0,76 9,60 + 044
Jejunum mass (g)/ body mass 0,02 + <0,01 0,02 + <01 0,03 + <0,01
Jejunum lenght (cm) 51,00 £3.81 8743 +388 87,86 2,03
Jejunum width (cm) 1,20 (1,00 - 1,40) 1,60(0,90 - 1,80) 1,60(1,50-1,90)*
Jejunum area (cm) 8162 £471 1358 £7,97" 131,32 15,97"
Retroperitoneal fat (g) 349+043 593 +0,78" 354034
Retroperitoneal fat (g)f 100g of body mass 0,94+0,10 1,29 +0,20 081+011
Periepididymal fat (g) 415+0,23 6,93 0,68 4524033
Perigonadal fat (a)/ 100g of body mass 1,12+ 0,05 1,64 0,13 1,12+ 010
Dry weight of fecal pellets (g) 782020 818+034 7.41%0,36

Results obtained using Student's t test, data expressed as mean (+tSEM); and Mann-
Whitney test, data expressed as median (25% - 75% percentiles); *p<0.05, significant

difference compared to the NL group.
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Figure 1: Population density of total neurons in 0.0448 cm? of the muscle layer (A),
projection of the number of neurons for the total area of the jejunum (B) and cell body area
(C) of myenteric neurons HuC/D* of adult rats submitted to alterations by manipulating
litter size during lactation. Photomicrographs of antibody-labeled myenteric neurons
against the HUC/D" protein in the jejunum of NL (D), SL (E) and LL (F) animals. Scale bar:
20 um. Results obtained using Student's t test (A and B), data expressed as mean + SEM,;
and Mann-Whitney test (C); data expressed as median and interquartile range. *p<0.05,
significant difference when compared to the NL group.
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Figure 2: Population density of nitrergic neurons in 0.0448 cm? of the muscle layer (A),
projection of the number of neurons for the total area of the jejunum (B) and cell body area
(C) of nNOS* myenteric neurons from adult rats undergoing nutritional changes, by
manipulating the size of litters during lactation. Photomicrographs of anti-nNOS-labeled
myenteric neurons from the jejunum of animals from NL (D), SL (E) and LL (F). Scale bar:
20 um. Results obtained using Student's t test (A and B), data expressed as mean + SEM,;
and Mann-Whitney test (C), data expressed as median and interquartile range. *p<0.05,
significant difference when compared to the NN group.
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Figure 3: Cholinergic neuronal population density in 0.0448 cm? of the muscle layer (A),
projection of the number of neurons for the total area of the jejunum (B) and cell body area
(C) of myenteric neurons estimated as cholinergic (HuC/D*nNOS") of adult rats subjected
to nutritional changes, by manipulating the size of litters, during lactation. Results obtained
using Student's t test (A and B), data expressed as mean + SEM; and Mann-Whitney test
(C), data expressed as median and interquartile range. *p<0.05, significant difference
when compared to the NL group.
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Figure 4: Neuronal total population denS|ty in O 0448 cm? of submucosa layer (A),
projection of the number of neurons for the total area of the jejunum (B) and cell body area
(C) of submucosal neurons HUC/D* of adult rats submitted to alterations by manipulating
litter size during lactation. Photomicrographs of antibody-labeled submucosal neurons
against the jejunum HuC/D* protein of animals from NL (D), SL (E) and LL (F). Scale bar:
20 um. Results obtained using Student's t test (A), data expressed as mean + SEM; and
Mann-Whitney test (B and C); data expressed as median and interquartile range. *p<0.05,
significant difference when compared to the NL group.
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Figure 5: Neuronal population density immunoreactive to calretinin (Calr) in 0.0448 cm?
of submucosa layer (A), projection of the number of neurons for the total area of the
jejunum (B) and cell body area (C) of strongly labeled submucosal Calr* neurons from
adult rats undergoing alterations by manipulating litter size during lactation.
Photomicrograph of submucosal Calr* neurons from the jejunum of NL animals (D); arrow
points strongly marked neurons. Scale bar: 20 ym. Results obtained using Student's t test
(A and B), data expressed as mean + SEM; and Mann-Whitney test (C); data expressed
as median and interquartile range. *p<0.05, significant difference when compared to the
NL group.
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Figure 6: Neuron vipergic population density at 0.0448 cm? (A), projection of the number
of neurons for the total area of the jejunum (B) and cell body area (C) of weakly labeled
submucosal Calr* neurons from adult rats undergoing alterations by manipulating litter
size during lactation. Photomicrograph of submucosal Calr+ neurons from the jejunum of
NL animals (D); arrow points to weakly labeled neurons. Results obtained using Student's
t test (A and B), data expressed as mean + SEM; and Mann-Whitney test (C); data
expressed as median and interquartile range. *p<0.05, significant difference when
compared to the NL group.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Nos ultimos anos observa-se que a facilidade de acesso a alimentos muito
caldricos e pobres em nutrientes faz com que a introdugdo deste tipo de alimentagao
ocorra ainda nos primeiros anos da vida. Em contrapartida, a desnutricdo por falta de
acesso a alimentos basicos, principalmente proteinas, permanece elevada em algumas
regides do pais. Com isto, verificou-se um aumento no interesse da comunidade em geral
para entender como alteragdes nutricionais no inicio da vida interferem na homeostase

do organismo na vida adulta.

Em nosso trabalho, demonstramos que a exposi¢cdo de ratos a extremos
nutricionais durante a lactagao provoca atraso no processo de perda de neurbnios de
ambos plexos entéricos que naturalmente ocorre durante o desenvolvimento de animais.
Por outro lado, durante esse processo, neurénios mientéricos colinérgicos e neurdnios
submucosos marcados fracamente e fortemente com calretinina se tornaram
hipertrofiados. Além disso, observamos que ratos supernutridos durante a lactagao
apresentam maior massa corporal, incluindo massa gorda, € maior area de jejuno, quando

comparados a ratos normonutridos.

Futuros estudos poderao avaliar a funcionalidade de neurbnios mientéricos
colinérgicos e submucosos de ratos adultos submetidos a estresse nutricional durante a

lactacao, por intermédio da analise de motilidade do intestino delgado desses animais.
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Aprovagao da Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Londrina (CEUA/UEL) protocolo 164/2019 , processo n°18310.2019.03

Universidade
= Estadual de Londrina

COMISSAQO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 164/2019
Londrina, 25 de novembro de 2019.

Prezado (a) professor (a),

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado: "Alteragées nutricionais pos-natais por
manipula¢do do tamanho da ninhada em ratos: efeitos da colecistocinina e do lipopolissacarideo na
homeostase energética em machos e avaliagio de parimetros metabélicos e reprodutivos em fémeas e suas
proles." protocolo CEUA n° 18310.2019.03 sob a responsabilidade de Ernane Torres Uchda, que envolve a
produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de
8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) no dia 25/11/2019.

Este projeto tem por objetivo investigar o papel da colecistocinina e do lipopolissacarideo na
homeostase energética de ratos machos Wistar submetidos a alteragdes nutricionais no periodo pos-natal por
redugdo ou por expansio da ninhada, bem como avaliar os efeitos da expansdo da ninhada no desenvolvimento
sexual, metabdlico e reprodutivo de fémeas. Grau de invasividade: 3.

59

Finalidade () Ensino  (x) Pesquisa cientifica

Vigéncia da autorizagio 01/01/2020 a 31/12/2022

Espécie/ linhagem/ raga Rato heterogénico

N° de animais 1732, sendo 876 Machos e 856 Fémeas

Peso/ Idade Matrizes: 146 Machos e 126 Fémeas (Biotério Central)
Prole estimada: 730 Machos e 730 Fémeas

Sexo Machos e Fémeas

Origem Biotério Central da UEL

Amostras a serem coletadas Sangue, cérebro, testiculos, ovarios, gldndulas adrenais e
tecido adiposo

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental aprovado,
deve-se submeter o novo protocolo a apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente a execugio das modificagdes.

Em cumprimento as exigéncias do CONCEA, em até 30 dias da finaliza¢do do projeto de
pesquisa ou extensdo, conforme vigéncia expressa neste oficio, encaminhar relatério da descri¢iio de uso de
animais para ceua@uelbr, conforme modelo disponivel no site da CEUA/UEL
(http://www.uel.br/comites/ceua/pages/relatorio-de-projetos.php).

Coloco-me a disposig@o para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios. Sem mais para
0 momento, subscrevo-me, cordialmente.

Prof Dre Maria Fernanda

Rodrigues Graciano

W Vaniiv é/m/m’(w % C!v
Prof* Dr* Maria Fernanda Rodrigue

Coordenadora da CEUA/UEL

Ilmo.(a) Sr.(a) ;

Prof. (a) Dr (a). Ermane Torres Uchda

Responsavel pelo projeto

C/C para a Chefia Departamento Ciéncias Fisioldgicas/CCB
C/C para a Direcéo do Centro de Ciéncias Biologicas/CCB
C/C para o Biotério Central do CCB

#

) an/ Coordenadora da Comissdo de
p - - Eti;a no Uso de Animais
¢ niversidade Estadual de Londrina
Graciano ceua@uel.br / (43) 3371-5454

Campus Universitario: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), km 380 - Fone (043) 3371-4000 PABX - Fax 3328-4440 - Caixa Postal 10.011 - CEP 86057-970 — Internet http:/www.uel.br
LONDRINA - PARANA - BRASIL
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ANEXO B
ANEXO B

Aprovagao da Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Londrina (CEUA/UEL) protocolo 44/2020 , processo n°18310.2019.03

(%= )
I]I_H_II’ Universidade

Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 44/2020
Londrina. 17 de abril de 2020,

Prezado(a) professor(a),

Em resposta ao pedido de adendo (registrado em processo 4343.2020.78) referente ao
projeto 18310.2019.03 “Alteragdes nutricionais pés-natais por manipulagio do tamanho
da ninhada em ratos: efeitos da colecistocinina e do lipopolissacarideo na homeostase
energética em machos e avaliagio de parimetros metabélicos ¢ reprodutivos em fémeas
e suas proles” sob a responsabilidade de Ernane Torres Uchda e previamente aprovado pelo
OF. CIR. CEUA 164/2019, a CEUA-UEL certifica que o mesmo leve parecer aprovado em
reunifo realizada em 16/04/2020.

O adendo solicita a utilizagdo do trato gastrointestinal para andlise histopatelogica da
parede. bem como avaliagdo de células do sistema nervoso entérico por imunofluorescéncia ¢
analise de motilidade gastrointestinal. E solicitada a avaliacdo histolégica da aorta ¢ em
resposta a constritores e relaxantes /n vitro, bem como a produgiio de espécies reativas de
oxigénio. Ndo haverd necessidade de utilizagdo de mais animais ou modificacio das
metodologias experimentais, pois os tecidos serdo retirados apds a eutandsia ja prevista no
projeto originalmente.

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no  protocolo
experimental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagio da CEUA/UEL
anteriormente & execugio das modificagdes.

Coloco-me a disposigdo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessérios.
Sem mais para o momento, subscrevo-me, cordialmente.

1 /

TV ornis Tl encenotis o Cptevitamnas™
Prof* Dra* Maria Fernanda Rodrigues Graciano
Coordenadora da CEUA/UEL

Praf pr¢ Maria Fernanda
Rodrigues Graciano
Coordenadora da Comissdo de
Etica no {so de Animais
Universidade Estadual de Landrina
cena@@uelbr /(13) 33715454

[Imo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr. (a) Ernane Torres Uchda
Responsavel pelo projeto

Departamento de Ciéncias Fisiologicas/CCB
Centro de Ciencias Biologicas/CCB

Carmpus Universitario: Hodos bn Cela Garcia Cid (1418 445), km 3h0 - Fone (143) J371-4000 PABX « Fan JAH-3040 - Cabva Postal 10011 - CFP RAST570 — Tnternet b

LONDRINA - PARANA BRASH
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Author quidelines available in:

https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/13652982/homepage/ForAuthors.html
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