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RESUMO 
 
 
Introdução: A retocolite ulcerativa (RCU) é uma as doenças inflamatórias intestinal 
(DII), que acomete o reto, colo e parte terminal do íleo, causando alterações 
fenotípicas e funcionais no sistema nervoso entérico (SNE). Estudos demonstram que 
os nutrientes da dieta também podem também desencadear alterações no fenótipo e 
função do SNE. O SNE é a inervação intrínseca do trato gastrointestinal, o qual é 
responsável pelo controle da sua motilidade e suas secreções.  Assim, este estudo se 
propôs a investigar se um esse tipo de dieta hiperproteica (50%) aumenta a 
vulnerabilidade do íleo durante a fase aguda da RCU, bem como se intensifica 
interfere no processo inflamatório e, consequentemente, na estrutura do as possíveis 
alterações no SNE. Material e métodos: Foram utilizados camundongos C57BL/6 
machos e, os quais foram distribuídos em quatro grupos experimentais utilizando 
sulfato de sódio dextrano (DSS) como indutor de RCU: DP (dieta padrão), HP (dieta 
hiperproteica), DP/DSS (dieta padrão e DSS 3%) e HP/DSS (dieta hiperproteica e 
DSS 3%). Foi realizado o acompanhamento diário da massa corporal dos animais, a 
consistência das fezes e presença de sangue oculto nas fezes para realizar o índice 
de atividade da doença (IAD). Segmentos do íleo foram submetidos à análise 
histológica para coloração com Hematoxilina e Eosina e à imunofluorescência para 
evidenciação da população geral (PGP9.5+) e das subpopulações neuronais 
nitrérgica+, nitrégica-, calretinina com fraca (Calr+) e forte (Calr++) imunorreatividade. 
Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média. Dados com 
distribuição normal foram comparados pelo teste anova ANOVA two-way seguido do 
pós-teste de Tukey. Dados com distribuição livre foram comparados pelo teste 
Kruskall-Wallis seguido pelo teste de Dunn. Resultados: Os camundongos expostos 
ao DSS e que foram alimentados com a dieta hiperproteica apresentaram um IAD 
ainda maior que o dos animais que receberam dieta padrão (P<0,05).  O grupo 
HP/DSS apresentou redução significativa da espessura da mucosa de regiões 
intervilares, da largura de cripta e da altura dos enterócitos quando comparado ao 
DP/DSS (P<0,05). No plexo mioentérico, foi observada uma atrofia dos neurônios 
nitrérgicos (P<0,05) e, no plexo submucoso, uma atrofia nas subpopulações 
estimadamente colinérgica (Calr++) e VIPérgica (Calr+) (P<0,05). Conclusão: A dieta 
hiperproteica piora os sinais clínicos da RCU na fase aguda da doença, assim como 
exerce uma influência sobre o tamanho dos neurônios entéricos no íleo dos 
camundongos.  
 



CORONADO, Vinicius Balan Ramos. Effects of a high-protein diet on the ileum of 
mice with experimental ulcerative colitis. 2022. 73 p. Dissertation (master’s in 
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ABSTRACT 
 
 
Introduction: Ulcerative colitis (UC) is an inflammatory bowel disease (IBD), which 
affects the rectum, colon, and terminal part of the ileum, causing phenotypic and 
functional changes in the enteric nervous system (ENS). Studies show that dietary 
nutrients can also trigger changes in ENS phenotype and function. The ENS is the 
intrinsic innervation of the gastrointestinal tract, which is responsible for controlling its 
motility and secretions. Thus, this study aimed to investigate whether this type of high-
protein diet (50%) increases the vulnerability of the ileum during the acute phase of 
UC, as well as intensifies it interferes with the inflammatory process and, consequently, 
with the structure of the possible changes in the SNE. Material and methods: 
C57BL/6 male mice were used, which were divided into four experimental groups using 
sodium dextran sulfate (DSS) as UC inducer: SD (standard diet), HP (high-protein 
diet), DP/DSS (standard diet and DSS 3%) and HP/DSS (high protein diet and DSS 
3%). Daily monitoring of the animals' body mass, stool consistency and presence of 
occult blood in the stools was performed to perform the disease activity index (DIA). 
Segments of the ileum were submitted to histological analysis for staining with 
Hematoxylin and Eosin and to immunofluorescence to evidence the general population 
(PGP9.5+) and the nitrergic+, nitrergic-, calretinin neuronal subpopulations with weak 
(Calr+) and strong (Calr++) immunoreactivity. Data were expressed as mean ± 
standard error of the mean. Normally distributed data were compared by two-way 
ANOVA test followed by Tukey's post-test. Freely distributed data were compared 
using the Kruskall-Wallis test followed by the Dunn test. Results: The mice exposed 
to DSS and fed the high-protein diet had an even higher IAD than the mice fed the 
standard diet (P<0.05). The HP/DSS group showed a significant reduction in the 
thickness of the mucosa of intervillar regions, in the width of the crypt and in the height 
of the enterocytes when compared to the SD/DSS (P<0.05). In the myenteric plexus, 
an atrophy of nitrergic neurons was observed (P<0.05) and, in the submucosal plexus, 
an atrophy in the estimated cholinergic (Calr++) and VIPergic (Calr+) subpopulations 
(P<0.05). Conclusion: The high-protein diet worsens the clinical signs of UC in the 
acute phase of the disease, as well as exerting an influence on the size of enteric 
neurons in the ileum of mice. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Doenças inflamatórias intestinais  

As duas principais formas das Doenças Inflamatórias Intestinais (DIIs) são 

representadas pela doença de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa (RCU), sendo 

manifestadas pela inflamação e ulceração intestinal (ABRAHAM; CHO, 2009). 

Essas doenças são caracterizadas por períodos agudos, com crises de diarreia 

e outras complicações gastrointestinais e sistêmicas, em conjunto com períodos 

de remissão, onde não há manifestações dos sintomas (ABRAHAM; CHO, 

2009). Entre essas complicações estão sangramento nas fezes, dores 

abdominais, urgência de evacuação, perda de peso e até mesmo dores 

articulares (FUMERY et al., 2018).  

As DIIs apresentam um problema de saúde pública e constituem um dos 

maiores grupos de risco para o desenvolvimento de câncer colorretal 

(ABRAHAM; CHO, 2009; SANDS, 2007). Um estudo realizado em 195 países e 

territórios, mostrou que o número de casos aumentou de 3,7 milhões para mais 

de 6,8 milhões, com uma prevalência de 57% em mulheres e 43% homens entre 

1990 e 2017 (ALATAB et al., 2020). Países com alto índice sócio demográfico 

apresentaram maiores taxas de prevalência padronizada por idade, comparado 

aos países de baixo índice, destacando-se a Europa Ocidental e a América do 

Norte com as maiores taxas de mortalidade padronizadas por idade em 2017 

(ALATAB et al., 2020).  

A retocolite ulcerativa é confinada à mucosa e limitada ao reto, cólon e 

parte do íleo terminal (ABRAHAM; CHO, 2009). Está associada à maior 

morbidade nos países ocidentais, e sua incidência está aumentando nos países 

em desenvolvimento (RAMOS; PAPADAKIS, 2019). Sua fisiopatologia é 

multifatorial e inclui predisposição genética, defeitos da barreira epitelial, 

respostas imunes desreguladas, disbiose microbiana e fatores ambientais 

(RAMOS; PAPADAKIS, 2019; UNGARO et al., 2017). Entre esses fatores 

ambientais estão fumo, medicamentos, dietas, drogas e estresse (LOFTUS, 

2004). 

O fumo é o fator ambiental mais estudado (COSNES, 2004, 2008; 

LAKATOS; SZAMOSI; LAKATOS, 2007) e fumar aumenta o risco de desenvolver 

DC e está associado a uma maior taxa de doença pós-operatória 

(BIRRENBACH; BÖCKER, 2004). Os medicamentos como aspirina e anti-
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inflamatórios não esteroidais em doses altas, com duração prolongada foram 

associados a um maior risco de desenvolver RCU e DC (ANANTHAKRISHNAN 

et al., 2015), além disso, há uma associação entre o uso de antibióticos na 

infância e o desenvolvimento de DII antes dos 12 anos de idade (SHAW; 

BLANCHARD; BERNSTEIN, 2010). 

A deficiência de vitamina D é comum em pacientes com DII e níveis 

inferiores a faixa de referência contribuiu para o aumento do risco de DII (LESLIE 

et al., 2008). Um estudo feito em camundongos mostrou que a deficiência de 

vitamina D está associada a uma maior susceptibilidade à RCU induzida por 

dextran sulfato de sódio (DSS) e sua suplementação melhora a severidade da 

doença (CANTORNA et al., 2000). O consumo de gorduras trans e ácidos graxos 

n-6 também tem sido correlacionado positivamente com o desenvolvimento de 

RCU (ANANTHAKRISHNAN et al., 2014; HART et al., 2008), por outro lado uma 

dieta rica em ácidos graxos n-3 foram associados a uma diminuição do risco de 

desenvolver RCU (IBD IN EPIC STUDY INVESTIGATORS et al., 2009). Além 

disso, o consumo de adoçantes artificiais vem aumentando nos últimos anos 

(QIN, 2012) e existe uma associação entre o consumo de adoçantes e açúcares 

adicionados e desenvolvimento de RCU (HANSEN et al., 2011; RACINE et al., 

2016).  

A dieta de um indivíduo influencia no desenvolvimento das doenças 

inflamatórias intestinais, interferindo positivamente ou negativamente na 

microbiota intestinal (BLACHIER et al., 2017), porém não há uma recomendação 

dietética específica para ajudar no tratamento da RCU (DROSSMAN, 2016). 

Intervenções dietéticas de curto e longo prazo levam a mudanças na microbiota 

intestinal e podem influenciar o estado pró-inflamatório da mucosa intestinal (EL-

ZAATARI; KAO, 2017; MOSCHEN; WIESER; TILG, 2012). A maioria das fibras 

são fermentadas dentro do cólon por enzimas bacterianas, produzindo ácidos 

graxos de cadeia curta que podem ser usados como fonte de energia pela 

mucosa e portanto, há uma hipótese de que algumas fibras específicas reduzem 

a aderência e translocação bacteriana, e a diminuição da fibra dietética leva ao 

aumento do consumo da mucosa colônica por bactérias, aumentando o risco de 

inflamação (DESAI et al., 2016; GILL et al., 2018).  

A disbiose microbiana, como resultado da diminuição da diversidade do 

microbioma, foi descrita em pacientes com DII (FRANK et al., 2007; SARTOR; 
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WU, 2017). Se esta é a causa ou consequência da inflamação intestinal 

observada, ou ambas, ainda não foi determinado (SARTOR; WU, 2017). Em 

pacientes com DII, há diminuição de grupos de bactérias com capacidade anti-

inflamatória e aumento de grupos de bactérias com capacidade pró-inflamatória, 

quando comparados a indivíduos saudáveis (FRANK et al., 2007; PETERSON 

et al., 2008). As alterações mais frequentemente observadas incluem a 

diminuição de Firmicutes e aumento de Proteobacterias e Bacterioidetes 

(NISHIDA et al., 2018). O número de bactérias produtoras de ácidos graxos de 

cadeia curta como Faecalibacterium prausnitzzi demonstrou estar diminuído em 

pacientes com DII, consequentemente afetando a diferenciação e expansão de 

linfócitos T reguladores, bem como a proliferação de células epiteliais 

(ATARASHI et al., 2013). O aumento de Proteobacterias, principalmente E. coli, 

com capacidade de adesão ao epitélio intestinal afeta a permeabilidade do 

intestino, altera a diversidade e composição da microbiota e induz respostas 

inflamatórias ao regular a expressão de genes inflamatórios (AHMED et al., 

2016). Consequentemente, leva a uma maior presença de bactérias associadas 

à inflamação da mucosa nesses pacientes (SCHULTSZ et al., 1999; VAN DER 

WAAIJ et al., 2005). Por fim, o número de bactérias redutoras de sulfato, como 

Desulfovibrio, está aumentado na DII resultando numa maior produção de sulfato 

de hidrogênio (H2S), o qual danifica a barreira intestinal e permite a ativação da 

inflamação da mucosa (PNG et al., 2010). 

A síntese e a secreção de mucinas está prejudicada na retocolite 

ulcerativa (VAN KLINKEN et al., 1999), aumentando a permeabilidade intestinal 

da mucosa aos patógenos e a captação de antígenos e consequentemente 

ativando células pró-inflamatórias do sistema imune (HELLER et al., 2005; 

ORDÁS et al., 2012). Além disso, há uma desregulação da resposta imune 

adaptativa devido a um desequilíbrio entre as células T reguladoras e as T 

efetoras, na qual a resposta Th2 ativa a células T assassinas naturais que 

secretam uma série de citocinas, incluindo IL-13, que induzem a apoptose de 

células epiteliais e interrompe as junções aderentes (HELLER et al., 2005, 2008).  

Em relação à compreensão sobre as contribuições genéticas para as DII, 

houve alguns avanços com estudos de associações de genoma (GWAS) que 

identificam polimorfismos de nucleotídeo único (PNSs) (GAYA et al., 2006). Um 

estudo identificou genes associados a DII, sendo 110 associados para ambas as 
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doenças, 30 específicos para Crohn e 23 para retocolite (THE INTERNATIONAL 

IBD GENETICS CONSORTIUM (IIBDGC) et al., 2012). Muitos genes estão 

envolvidos com a imunidade intestinal, incluindo a barreira da mucosa intestinal, 

função, autofagia, defesa microbiana e regulação da imunidade adaptativa (THE 

INTERNATIONAL IBD GENETICS CONSORTIUM (IIBDGC) et al., 2012) . Vale 

ressaltar que apesar de muitos indivíduos carregar os genes associados, a 

maioria nunca desenvolve a doença, uma observação que demonstra que a 

bagagem genética do indivíduo seja somente um componente parcial no 

desenvolvimento das DII e que, portanto, o ambiente e seus hábitos de vida, 

incluindo a dieta, seja determinante para o desenvolvimento da doença  

(BOUMA; STROBER, 2003; KHOR; GARDET; XAVIER, 2011). 

 

1.2.  Estresse oxidativo  

 O estresse oxidativo é definido como um desequilíbrio entre pró-oxidantes 

e antioxidantes e está associado a respostas inflamatórias e por isso tem sido 

investigado na propagação e exacerbação da retocolite ulcerativa (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2015). A infiltração de células imunes no tecido gera espécies 

reativas a oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) gerando um excesso de pró-

oxidantes, contribuindo para lesão celular e aumento da permeabilidade da 

barreira da mucosa, acelerando o processo inflamatório (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2015). O estresse oxidativo pode estar implicado na patogênese 

das DII pois vários locais de risco genético relevantes para o estresse oxidativo 

foram associados à DII e é um dos principais desencadeantes da transformação 

neoplásica em pacientes com DII (TIAN; WANG; ZHANG, 2017).  

 As ROS e RNS, moléculas altamente reativas e instáveis, são geradas 

através do aumento de células reativas mediado por inflamação de várias 

lipoxigenases (LOX), mieloperoxidase (MPO) e isoformas induzíveis de óxido 

nítrico (NO) sintase (NOS2), ciclooxigenase (COX2) e NADPH oxidase (NOX2) 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Para que a homeostase celular seja 

preservada, a atividade dos pró-oxidantes deve ser contrabalançada pelos 

antioxidantes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). A primeira linha de defesa 

engloba enzimas antioxidantes como superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT), glutationa peroxidase (GPx), peroxirredoxinas e paraoxonase (PON1), 

cuja principal função é prevenir a formação de radicais livres e a neutralização 
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dos já formados (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). A segunda linha consiste 

em captadores de radicais livres, que neutralizam os radicais livres doando 

elétrons, incluindo glutationa (GSH), ácido úrico, cisteína, bilirrubina, 

carotenoides e vitaminas A, E e C (IGHODARO; AKINLOYE, 2018; 

MIROŃCZUK-CHODAKOWSKA; WITKOWSKA; ZUJKO, 2018; NIMSE; PAL, 

2015). A terceira e quarta linhas de defesa estão focadas na remoção dos danos 

causados por pró-oxidantes em nível molecular e celular (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2015). 

 A superóxido dismutase (SOD), catalase, glutationa reduzida (GSH) têm 

demonstrado desempenhar um papel crítico na fisiopatologia da UC tanto em 

animais experimentais quanto em humanos (KARP; KOCH, 2006; PRAVDA, 

2005). A glutationa (GSH) atua como protetor contra ROS e RNS, tanto 

diretamente, por sua eliminação, quanto indiretamente como cofator para várias 

enzimas, GPx e outras. Já a SOD converte o ânion superóxido no peróxido de 

hidrogênio metabólito facilmente difundível e estável (H2O2) e, em seguida, a 

catalase atua no H2O2 e o neutraliza em água.  

 Na RCU, foi relatada uma diminuição de GSH no soro (HAMOUDA, 2011) 

e eritrócitos (RANA et al., 2014). Já na mucosa inflamada, a atividade da GPx, 

bem como a concentração de seu cofator glutationa costuma estar diminuída (S. 

PINTO et al., 2013) enquanto a expressão de SOD aumentar (POULSEN et al., 

2012). Em relação às enzimas pró-oxidantes, a SOD intracelular foi associada 

positivamente na RCU (RANA et al., 2014). Quanto aos marcadores de dano 

oxidativo às proteínas, as proteínas carboniladas formadas por proteínas com 

aldeídos reativos se acumulam significativamente no tecido intestinal de 

pacientes com DC e UC (KESHAVARZIAN, 2003) 

 

1.3. Dieta hiperproteica 

Embora haja uma falta de consenso sobre a definição formal de uma dieta 

rica em proteínas ou hiperproteica, a ingestão ideal de proteína dietética foi 

analisada por mais de um século e atualmente o Instituto de Medicina Americano 

recomenda uma ingestão média diária de proteína para pessoas adultas de 0,8 

g/kg, ou seja, valores entre 1,2 a 2,0 g/kg/dia de proteína caracterizam uma dieta 

hiperproteica para seres humanos (INSTITUTE OF MEDICINE (US) 
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COMMITTEE TO REVIEW DIETARY REFERENCE INTAKES FOR VITAMIN D 

AND CALCIUM, 2011; PADOVANI et al., 2006).  

Dietas ricas em proteínas vem sendo utilizadas para indivíduos com 

diabetes tipo 2, queimaduras e sarcopenia (KEMMLER et al., 2020; KREYMANN 

et al., 2006; VERREIJEN et al., 2017). Alguns dados em humanos mostraram 

uma hiperfiltração glomerular em indivíduos adeptos a uma alta ingestão de 

proteínas pode ter efeitos deletérios sobre a saúde renal na população com 

hiperfiltração preexistente ou com outros fatores de risco, como história prévia 

de doença cardiovascular (ESMEIJER et al., 2020; KALANTAR-ZADEH; 

KRAMER; FOUQUE, 2020; KAMPER; STRANDGAARD, 2017; KO et al., 2020).  

Além disso, a degradação de proteínas, peptídeos e aminoácidos leva à 

produção de vários metabólitos biologicamente ativos no lúmen intestinal, como 

ácidos graxos de cadeia ramificada, amônio, sulfeto de hidrogênio, p-cresol, 

derivados fenólicos e indólicos (ZHAO et al., 2018). Estes metabólitos podem 

causar um aumento da permeabilidade intestinal (LLEWELLYN et al., 2017), 

variações no ambiente luminal (BLACHIER et al., 2017), modificações na 

morfologia das células epiteliais (ANDRIAMIHAJA et al., 2010) e exacerbação 

da inflamação aguda no cólon (LAN et al, 2016; CUI e KIM, 2018). Algumas 

dessas atividades têm sido associadas à patogênese da DII e outras doenças 

gastrointestinais (GILBERT et al., 2011).  

A carne vermelha mostrou exacerbar a colite induzida por dextran sulfato 

de sódio em camundongos (LE LEU et al., 2013) e o consumo elevado de carne 

vermelha, sobremesas açucaradas e alimentos ricos em gordura e grãos 

refinados, foram associados ao aumento da inflamação da mucosa medida pela 

calprotectina fecal em humanos (ABRAHAM; KANE, 2012). A indução da RCU 

experimental em camundongos alimentados com dieta hiperproteica levou a 

colite grave com alta mortalidade (VIDAL-LLETJÓS et al., 2019). Um estudo 

analisou a fonte e quantidade de macronutrientes descobriu que uma grande 

quantidade de caseína na dieta contribui de forma mais significativa para a 

sensibilidade à retocolite ulcerativa (LLEWELLYN et al., 2018). Alguns achados 

mostram que as proteínas podem influenciar à susceptibilidade a RCU 

experimental (LAN et al., 2016). Além disso, há um aumento na incidência de 

RCU em populações adeptas a dieta com alta ingestão proteica (JANTCHOU et 

al., 2010; RASHVAND et al., 2015).  
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1.4. Sistema Nervoso Entérico (SNE)  

O Sistema Nervoso Entérico (SNE) é reconhecido como uma terceira 

divisão do Sistema Nervoso Autônomo (SNA), juntamente com os sistemas 

nervosos simpático e parassimpático (FURNESS, 2006). O SNE é encontrado 

ao longo de todo trato gastrointestinal (TGI) e se estende do esôfago ao reto, 

além de estar presente no pâncreas e na vesícula biliar (FURNESS, 2006). É 

composto principalmente por células da glia entérica (CGE) e por neurônios 

entéricos  e possui um amplo sistema de controle de reflexo para função 

digestiva que trabalha em conjunto com o sistema nervoso central (SNC) e as 

vias neurais que passam pelos gânglios simpáticos (FURNESS, 2006; 

FURNESS et al., 2014). Dentro desse sistema existem pequenos aglomerados, 

os gânglios entéricos, que são interconectados por feixes de fibras nervosas, 

sendo tão numerosos que o sistema como um todo contém milhões de células 

nervosas (FURNESS, 2006; FURNESS et al., 2014).  

 

Figura 1- Representação Morfológica do Sistema Nervoso Entérico. 

 

 

Fonte: Adaptado de Furness (2012). 

O Sistema Nervoso Entérico (SNE) é composto por redes interconectadas de neurônios e suas 

fibras nervosas e estão dispostos em dois plexos: o plexo submucoso e o plexo mioentérico. O 

plexo submucoso está localizado na camada submucosa, entre a muscular da mucosa e a 

camada de musculo circular, e está relacionado ao controle do fluxo sanguíneo e fluídos através 

da mucosa. O plexo mioentérico, por sua vez, localiza-se entre a camada de musculo circular e 
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a camada de musculo longitudinal e é responsável pela inervação muscular e controle da 

motilidade intestinal.  

 

O SNE é formado por várias redes interconectadas ou plexos, com 

inúmeros gânglios de vários tamanhos, onde no intestino, os dois principais 

plexos ganglionados são o plexo submucoso e o plexo mioentérico (Figura 1) 

(FURNESS, 2006). O plexo mioentérico ou de Auerbach (Figura 1) é uma rede 

de fios nervosos que está localizado entre as camadas muscular longitudinal 

externa e muscular circular interna, desde o esôfago até o reto, possui três 

componentes de fibras, o plexo primário, secundário e terciário (FURNESS, 

2006). Os gânglios variam de tamanho, forma e orientação entre as espécies de 

animais e de uma parte do intestino para outra (FURNESS, 2006; SIŞU et al., 

2008). Já o plexo submucoso ou de Meissner  (Figura 1) é encontrado com mais 

facilidade nos intestinos delgado e grosso e é dividido em: plexo submucoso 

interno (plexo de Meissner) situado abaixo da mucosa, plexo submucoso externo 

(plexo de Shabadash ou de Henle) e plexo intermediário posicionado entre os 

plexos interno e externo no caso de animais de grande porte, incluindo o homem 

(FURNESS, 2006). Suas malhas são menores, suas fibras interconectadas são 

mais finas e o gânglio é menor quando comparadas ao plexo mioentérico 

(FURNESS, 2006, 2012). Cada plexo possui vários tipos de neurônios que 

reflexamente controlam as funções gastrintestinais (FURNESS, 2000; SAYEGH; 

RITTER, 2003).  

 

1.4.1.  Neurônios 

Os neurônios entéricos são classificados por sua morfologia, suas 

propriedades fisiológicas, coloração histoquímica e imuno-histoquímica 

específica e outras características distintivas, incluindo as estruturas que 

inervam, os transmissores que utilizam e as conexões que recebem (FURNESS, 

2000). Inúmeros marcadores moleculares ajudam a identificar a 

heterogeneidade da população neuronal entérica como os neurotransmissores, 

receptores, proteínas citoesqueléticas, ou enzimas nos neurônios entéricos 

(FURNESS, 2012).  

Furness descreveu dezessete tipos de neurônios entéricos, quatorze 

foram encontrados no intestino delgado de cobaias (FURNESS, 2000). Os 
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neurônios entéricos possuem vários papeis como determinar os padrões de 

movimento do trato gastrointestinal, controlar secreção de ácido gástrico, regular 

o movimento do fluido através do epitélio de revestimento, alteração do fluxo 

sanguíneo local, modificar o manuseio de nutrientes e interagir com os sistemas 

imunológico e endócrino do intestino (FURNESS, 2000, 2006, 2012). Podem ser 

classificados em neurônios motores, interneurônios e neurônios aferentes 

intrínsecos primários (IPANs) (FURNESS, 2000, 2006; LOMAX; ZHANG; 

FURNESS, 2000).  

Os neurônios motores podem ser divididos em cinco grupos: neurônios 

motores excitatórios, neurônios motores inibitórios, neurônios 

secretomotores/vasodilatadores, neurônios motores que não são 

vasodilatadores e neurônios motores que inervam células entero-endócrinas 

(BROOKES, 2001; FURNESS, 2000, p. 199). Os neurônios motores excitatórios 

e inibitórios da musculatura intestinal encontram-se no plexo mioentérico, estão 

presentes ao longo de todo o intestino delgado e grosso, e são responsáveis 

pelo controle da motilidade intestinal (FURNESS, 2006, 2012) Os outros tipos de 

neurônios motores encontram-se no plexo submucoso e são responsáveis por 

regular a absorção, secreção e fluxo sanguíneo na mucosa (FURNESS, 2000, 

2006). 
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Figura 2- Tipos de neurônios entéricos presentes no intestino delgado de cobaias e redes de 
conexões estabelecidas. 

 

Fonte: Adaptado de Furness (2006).  

Legenda: (1) Interneurônio ascendente; (2) Neurônio Aferente Primário Intrínseco (IPAN); (3) 

Neurônio intestinofugal; (4)- Neurônio motor excitatório da camada longitudinal; (5) Neurônio 

motor inibitório da camada longitudinal; (6)- Neurônio motor excitatórios da camada circular; (7) 

Neurônio motor inibitório da camada circular; (8) Interneurônio descendente (reflexo local); (9) 

Interneurônio descendente (reflexo secretomotor); (10) Interneurônio descendente (CMM); (11) 

IPAN submucoso; (12) Neurônio secretomotor/vasodilatador não colinérgico; (13) Neurônio 

secretomotor/vasodilator colinérgico; (14) Neurônio secretomotor colinérgico não vasodilatador; 

(15) Neurônio uni-axonal que projeta para o plexo mioentérico. ML – Músculo longitudinal; PM – 

Plexo mioentérico; MC – Músculo circular; SM – Submucosa; MM – Muscular da mucosa; M - 

mucosa.  

 

Os neurônios excitatórios são imunorreativos à enzima colina 

acetiltransferase (ChAT) e às enzimas produtoras de taquicininas (STEELE; 

BROOKES; COSTA, 1991). Os neurônios motores inibitórios, por sua vez, 

promovem o relaxamento do músculo liso do TGI por meio da secreção de óxido 

nítrico (NO) e, são imunorreativos à enzima óxido nítrico sintase neuronal 
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(nNOS), embora o NO não seja o único transmissor dos neurônios motores 

inibitórios (FURNESS, 2000).  

Os neurônios secretomotores/vasodilatadores, presentes no plexo 

submucoso, estão relacionados a um circuito reflexo local, são responsáveis por 

regular o equilíbrio hidroeletrolítico e podem ser classificados como neurônios 

colinérgicos (FURNESS, 2000), que utilizam acetilcolina como neurotransmissor 

primário, e neurônios não colinérgicos, que utilizam o peptídeo intestinal 

vasoativo (VIP) ou outro peptídeo associado como neurotransmissor primário 

(BANKS et al., 2005; FURNESS, 2000).  

Os interneurônios podem ser classificados, de acordo com suas 

projeções, em ascendentes e descendentes. Interneurônios ascendentes 

possuem projeções em direção oral, são colinérgicos e estão relacionados aos 

movimentos de propulsão (FURNESS, 2000). Os interneurônios descendentes 

possuem projeções em direção anal, e podem ser de três tipos a depender do 

código químico (imunorreatividade) (FURNESS, 2000). O primeiro tipo está 

relacionado à motilidade reflexa local e apresenta ChAT, nNOS e VIP como 

código químico  (BROOKES, 2001) e o segundo está relacionado à condução de 

impulsos mioelétricos no intestino delgado e é imunorreativo à ChAT e à 

Somatostatina (SOM) (PORTBURY et al., 1995) e o terceiro tipo é imunorreativo 

à ChAT e à 5-Hidroxitriptamina (5-HT) e está relacionado aos reflexos 

secretomotores (FURNESS, 2006).  

Os IPANs são neurônios sensoriais imunorreativos à ChAT, Calbindina 

(Calb) e Calretinina (Calr) e estão presentes nos plexos mioentérico e 

submucoso (FURNESS et al., 2004). São considerados neurônios com 

morfologia Dogiel tipo II devido à uma classificação proposta por Aleksander S. 

Dogiel para designar neurônios com corpos celulares grandes e ovoides, de 

superfície lisa, núcleo excêntrico, que apresentam processos celulares longos, 

originando-se diretamente do corpo celular ou de um único processo 

(FURNESS, 2006), e que promovem longas ramificações dentro dos próprios 

gânglios entéricos (BORNSTEIN et al., 1991; FURNESS et al., 2004). Os IPANs 

possuem seus axônios projetados para a mucosa e diferem-se dos neurônios 

motores e interneurônios por suas propriedades fisiológicas (FURNESS et al., 

2004). 
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1.4.2. Código químico 

Os neurônios entéricos contêm muitas substâncias que lhes fornecem 

uma assinatura neuroquímica (FURNESS, 2006). Essas moléculas de 

assinatura incluem os transmissores primários dos neurônios, as enzimas 

sintetizadoras dos transmissores, moléculas que têm papéis transmissores ou 

hormonais em outros locais do corpo, mas não são necessariamente 

transmissores dos neurônios entéricos que os abrigam e outros marcadores, 

como proteínas de ligação ao cálcio (FURNESS, 2006). 

A PGP 9.5 é uma proteína citoplasmática, específica para neurônios e 

amplamente distribuída em neurônios centrais e periféricos, bem como em 

paraneurônios (RODE et al., 1985; THOMPSON et al., 1983; WILSON et al., 

1988). Foi originalmente detectada como uma nova proteína específica do 

cérebro por eletroforese em gel de poliacrilamida bidimensional de alta resolução 

de extratos de proteínas de órgãos humanos (JACKSON; THOMPSON, 1981). 

O método imuno-histoquímico usando a proteína é utilizado para visualizar toda 

a inervação incluindo fibras autonômicas e sensoriais (LUNDBERG et al., 1988). 

A acetilcolina (ACh) foi o primeiro dos transmissores excitatórios entéricos 

a ser descoberto (DALE; FELDBERG, 1934). Ambos os estudos bioquímicos e 

histoquímicos mostraram a presença da enzima sintetizadora de ACh, colina 

acetiltransferase em neurônios entéricos (FURNESS; COSTA, 1980; STEELE; 

BROOKES; COSTA, 1991). No plexo mioentérico, a acetilcolina é o principal 

transmissor dos neurônios motores musculares excitatórios (FURNESS, 2000) 

atuando através de receptores muscarínicos para despolarizar o músculo 

(STEELE; BROOKES; COSTA, 1991). Já no plexo submucoso, existem dois 

tipos de neurônios secretomotores colinérgicos, os que também contêm NPY (e 

outros peptídeos) e os que contêm calretinina (FURNESS, 2000). Os neurônios 

ACh/calretinina inervam preferencialmente as glândulas na base da mucosa e 

possuem colaterais às arteríolas submucosas, enquanto os neurônios ACh/NPY 

parecem não inervar as arteríolas (FURNESS, 2000). Os neurônios sensoriais 

intrínsecos são imunorreativos (IPANs) para taquicininas e ChAT e seus 

processos varicosos são imunorreativos para o transportador vesicular de 

acetilcolina assim, suas terminações mucosas podem liberar acetilcolina e 

taquicininas, ambas as quais causam secreção (LI; FURNESS, 1998). 
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O óxido nítrico (NO) é produzido tonicamente em condições fisiológicas 

pela óxido nítrico sintase (NOS) I (NOS neuronal) expressa constitutivamente, e 

em maiores quantidades durante a inflamação quando a NOS II induzível (NOS 

indutível) é mobilizada (MONCADA; BOLAÑOS, 2006). A NOS é a enzima 

sintetizadora do NO, um transmissor primário de neurônios motores musculares 

inibitórios em todas as espécies de mamíferos (FURNESS, 2006). O óxido nítrico 

liberado de uma variedade de tipos de células, incluindo neurônios, pode afetar 

o transporte de íons epiteliais entéricos, agindo diretamente sobre o epitélio e 

através do plexo submucoso do SNE (MOURAD; TURVILL; FARTHING, 1999; 

REDDIX et al., 2000). A expressão da sintase de óxido nítrico neuronal em 

neurônios produtores de óxido nítrico permite que a enzima seja usada como um 

marcador (BREDT; HWANG; SNYDER, 1990). Mais de 90% dos neurônios 

imunorreativos para NOS são positivos para VIP no plexo mioentérico (QU et al., 

2008).  

O peptídeo intestinal vasoativo (VIP) é um peptídeo de 28 aminoácidos 

caracterizado pela primeira vez em 1970, que foi inicialmente isolado do duodeno 

suíno  e é produzido nos neurônios do sistema nervoso central e periférico (SAID; 

MUTT, 1970). O VIP está localizado principalmente nos neurônios mioentéricos 

e submucosos e terminais nervosos no trato GI (COSTA; FURNESS, 1983; 

LARSSON et al., 1976). Os dois receptores que reconhecem VIP, denominados 

VPAC1 e VPAC2, por meio desses receptores, o VIP pode mediar um extenso 

número de funções gastrointestinais, como regulação da secreção de ácido 

gástrico, secreção intestinal de ânions, liberação de enzimas do pâncreas, 

motilidade celular, vasodilatação e contratilidade intestinal (HARMAR et al., 

2012; PADUA et al., 2016; SHERWOOD; KRUECKL; MCRORY, 2000). No 

intestino delgado de cobaia, a maioria dos nervos VIP-positivos na mucosa e 

submucosa são neurônios secretomotores não colinérgicos (SANLIOGLU et al., 

2012) e no plexo entérico neurônios inibitórios (FURNESS, 2006). 

A calretinina (CR) faz parte da família “EF-Hand” de proteínas de ligação 

ao cálcio (BAIMBRIDGE; CELIO; ROGERS, 1992). O “EF-Hand” é uma 

sequência de aminoácidos com uma estrutura tridimensional hélice-alça-hélice 

característica com alta afinidade para Ca2 (HEIZMANN; BRAUN, 1992). As 

proteínas de ligação ao cálcio estão envolvidas em inúmeras funções, incluindo 

sinalização celular, captação e transporte de cálcio, motilidade celular e 
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tamponamento de cálcio intracelular (ANDRESSEN; BLÜMCKE; CELIO, 1993; 

SCHWALLER, 2012). No intestino de mamíferos, CR é expressa em neurônios 

e fibras nervosas do sistema nervoso entérico (SNE) (FURNESS, 2000; 

MASLIUKOV et al., 2015; TIMMERMANS et al., 1997; WILHELM; LAWRENCE; 

GÁBRIEL, 2015). Em ratos e camundongos, as células CR-imunorreativas (IR) 

(CR-IR) representam uma população neuronal heterogênea, incluindo Dogiel 

tipo I, Dogiel tipo II e neurônios de pequeno a médio porte cujas formas não 

puderam ser definidas (QU et al., 2008; SAYEGH; RITTER, 2003). A maioria dos 

neurônios positivos para CR são colinérgicos (SANG; YOUNG, 1996; YOUNG et 

al., 1998) e a imunorreatividade da NOS e da calretinina quase nunca foram 

observadas nos mesmos neurônios (QU et al., 2008). Os neurônios 

imunorreativos a CA podem ser divididos em neurônios calretinina fortemente 

imunorreativos e neurônios calretinina fracamente imunorreativos. 88% dos 

neurônios VIP apresentam imunorreatividade fraca à calretinina e nenhum dos 

neurônios que foram fortemente imunorreativos para calretinina apresentou 

imunorreatividade VIP, ou seja, são neurônios colinérgicos (MONGARDI 

FANTAGUZZI et al., 2009). 

 

1.5. Efeitos da retocolite ulcerativa sobre o SNE 

 Nas ultimas décadas, houve um crescente interesse em examinar o 

sistema nervoso entérico durante a inflamação devido ao desenvolvimento e uso 

de modelos animais de inflamação (ELSON et al., 1995; MAYER; COLLINS, 

2002). Durante a inflamação o SNE sofre algumas mudanças estruturais 

complexas no SNE nas doenças inflamatórias intestinais (LINDEN et al., 2005; 

SANOVIC; LAMB; BLENNERHASSETT, 1999).  

Há redução do número de neurônios entéricos no colón inflamado que 

não está restrita as populações neurais específicas, essas mudanças foram 

observadas tanto no plexo mioentérico de cobaias e camundongos (BOYER et 

al., 2005; LINDEN et al., 2005), no plexo submucoso de ratos com colite induzida 

por ácido trinitrobenzeno sulfônico (TNBS) (SANOVIC; LAMB; 

BLENNERHASSETT, 1999) e no plexo mioentérico dos pacientes humanos com 

RCU (BERNARDINI et al., 2012; GEBOES; COLLINS, 1998). Durante a fase 

inflamatória aguda da RCU induzida por TNBS, os axônios entéricos sofrem um 

dano inicial seguido pelo brotamento axônico (LOURENSSEN; WELLS; 
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BLENNERHASSETT, 2005). Também há um aumento geral na densidade de 

axônios no músculo e na mucosa do intestino inflamado de ratos e cobaias após 

a inflamação induzida por TNBS (LOURENSSEN; WELLS; 

BLENNERHASSETT, 2005; NURGALI et al., 2011).  

O conteúdo neuroquímico dos neurônios entéricos também muda durante 

a inflamação, a imunorreatividade para VIP diminui e a substância P (SP) 

aumenta nos tecidos do cólon de pacientes com DII em comparação com os 

controles (MAZUMDAR; DAS, 1992; NEUNLIST, 2003; VENTO et al., 2001). 

Além disso, a imunorreatividade para VIP, NO sintase e neuropeptídeo Y (NPY) 

aumenta nos tecidos do íleo de pacientes com doença de Crohn em comparação 

com os controles (BELAI et al., 1997). 

Em repouso, os neurônios aferentes primários intrínsecos são 

praticamente inexcitáveis devido ao seu potencial hiperpolarizante prolongado, 

o que limita o disparo dos potenciais de ação (FURNESS et al., 2004). A 

hiperexcitabilidade de IPANs das regiões inflamadas do trato GI foi observada 

na colite induzida por TNBS em cobaias durante e depois da inflamação 

(KRAUTER et al., 2007; LINDEN; SHARKEY; MAWE, 2003; LOMAX et al., 2006; 

LOMAX; FERNANDEZ; SHARKEY, 2005). O aumento da excitabilidade desses 

neurônios gerou uma redução no AHP (LOMAX et al., 2006; LOMAX; 

FERNANDEZ; SHARKEY, 2005). A prostaglandina E2, que está elevada durante 

a colite, reduz o AHP e foi identificada como um possível mediador do aumento 

da excitabilidade do neurônio entérico (LINDEN et al., 2004; MANNING; 

SHARKEY; MAWE, 2002). 

 Outro efeito importante da colite é que ela altera a liberação de 

neurotransmissores entéricos bem como a resposta do tecido efetor a esses 

neurotransmissores (SANOVIC; LAMB; BLENNERHASSETT, 1999). A 

transmissão neuromuscular purinérgica para o músculo liso vascular e circular é 

reduzida durante a colite experimental em camundongos e ratos (ANTONIOLI et 

al., 2010; LOMAX et al., 2007; NESHAT et al., 2009). Estudos de arteríolas de 

pacientes com DII demonstraram que a inflamação prejudica a vasodilatação 

dependente do endotélio devido ao dano dos radicais livres às células endoteliais 

(HATOUM et al., 2003; MORI et al., 2005). Da mesma forma, a resposta 

secretora do epitélio aos neurotransmissores entéricos é inibida durante a colite 

devido aos efeitos dos radicais livres nas células epiteliais (ASFAHA et al., 1999). 
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1.6. Efeitos da dieta sobre o SNE 

O impacto funcional das alterações no fenótipo e na atividade do sistema 

nervoso entérico induzidas por nutrientes não é tão claro, mas provavelmente 

serve para ajustar a motilidade, secreção e fluxo sanguíneo à presença de 

alimento no lúmen (NEUNLIST; SCHEMANN, 2014). 

O aumento progressivo da quantidade de gorduras, proteínas e 

carboidratos leva ao aumento do número de enzimas para facilitar a digestão 

mais eficiente (BRANNON, 1990). Uma refeição com alto teor de açúcar pode 

fazer com que novos transportadores de glicose sejam ativados, permitindo uma 

absorção mais eficiente  (YOUNG et al., 2013). Os nutrientes regulam a secreção 

da mucosa através das vias do SNE, como pela capacidade da glicose de 

aumentar a taxa de secreção de íons de sódio e cloreto (SEE; BASS, 1993). A 

excitação dos neurônios mioentéricos induzida pela glicose foi mediada pela 

inibição dos canais de potássio sensíveis ao ATP, que foi semelhante às 

propriedades e comportamento dos neurônios glucorresponsivos no hipotálamo 

ventromedial e células β pancreáticas sensíveis à glicose (LIU; SEINO; 

KIRCHGESSNER, 1999). 

A aplicação direta dos aminoácidos GABA, glutamato ou glicina aumentou 

a excitabilidade em neurônios entéricos (Figura 3) (CHERUBINI; NORTH, 1984; 

LIU et al., 1997; NEUNLIST et al., 2001). Com relação ao glutamato, um estudo 

não mostrou efeito do glutamato ou agonistas de receptores na excitabilidade do 

neurônio entérico (WANG et al., 2014). Embora o glutamato e o GABA sejam 

sintetizados por neurônios entéricos, não se sabe até que ponto suas ações 

podem refletir uma resposta aos aminoácidos da dieta (NEUNLIST; 

SCHEMANN, 2014). 

O nível de fibra não digerível ou oligossacarídeos na dieta também pode 

alterar as proporções relativas de bactérias no intestino e alterar o 

comportamento intestinal (Figura 3) (HALMOS et al., 2014, 2015). Acredita-se 

que um microbioma intestinal alterado seja um regulador independente da 

função intestinal e tenha sido associado à obesidade e outras doenças, como 

inflamação de baixo grau do trato GI (ARRIETA et al., 2014). A aplicação de 

ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs) como acetato, propionato ou butirato na 

mucosa do cólon induziu a atividade peristáltica ou aumentou o tempo de trânsito 

através da ativação das vias do SNE (GRIDER; PILAND, 2007; SUPLY et al., 
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2012). Os AGCC também podem aumentar a secreção de cloreto no cólon e no 

intestino delgado, em parte por meio de vias entéricas mediadas neuralmente 

(DIENER; VUJICIC; SCHARRER, 1996; YAJIMA, 1988). A estimulação química 

da mucosa por AGCCs evocou a descarga do potencial de ação em neurônios 

entéricos através de mediadores liberados pelas células enteroendócrinas (EEC) 

(BERTRAND et al., 1997; KUNZE; BORNSTEIN; FURNESS, 1995). A aplicação 

do butirato em neurônios mioentéricos de cobaias evocou uma resposta bifásica 

consistindo inicialmente de uma descarga de pico aumentada seguida por uma 

hiperpolarização transitória (NEUNLIST; DOBREVA; SCHEMANN, 1999).  

 

Figura 3 - As bases celulares e moleculares para efeitos diretos e indiretos de nutrientes em 
neurônios entéricos. 

 
Fonte: Neunlist e Schemann (2014). 

A administração crônica de uma dieta suplementada com amido resistente 

aumentou a produção de butirato no cólon, levando a alterações neuroplásticas 

em neurônios mioentéricos caracterizadas por um aumento na proporção de 
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neurônios colinérgicos sem alteração na população nitrérgica (SORET et al., 

2010). Além disso, doses diárias de butirato em filhotes de ratos entre os dias 7 

e 17 pós-natais aumentou a proporção de neurônios colinérgicos e, em contraste 

com animais adultos, também a proporção de neurônios nitrérgicos, o que 

sugeriu alterações neuroplásticas dependentes da idade induzidas pelo butirato 

(SUPLY et al., 2012). Isso foi associado a uma amplitude aumentada de 

respostas musculares mediadas por colinérgicos e nitrérgicos e, novamente, um 

tempo de trânsito colônico distal mais lento (SUPLY et al., 2012).  

As gorduras podem afetar negativamente a sobrevivência dos neurônios 

entéricos, camundongos adultos e ratos alimentados com dietas ricas em 

gordura sofrem perda de neurônios mioentéricos ileais e colônicos, sendo 

associado ao trânsito intestinal atrasado (NEZAMI et al., 2014; VOSS et al., 

2013). A administração de ácidos graxos poliinsaturados ω-3 (PUFAs) a porcas 

grávidas e leitões aumentou a proporção de neurônios colinérgicos, envolvendo 

metabólitos de PUFA, como o ácido eicosapentaenóico, e aumentou a mucosa 

paracelular mediada colinergicamente permeabilidade (DE QUELEN et al., 

2011). 

Mudar drasticamente o teor dos macronutrientes de uma dieta pode gerar 

algumas mudanças no trato gastrointestinal, a proporção de carboidratos, 

proteínas e gorduras pode ser alterada de acordo com as decisões pessoais ou 

com o aconselhamento de um nutricionista e para continuar processando os 

nutrientes da dieta alterada o intestino sofre algumas alterações em seus 

mecanismos de processamento (NEUNLIST; SCHEMANN, 2014). Portanto, 

devido a essas adaptações que o TGI sofre de acordo com a mudança da 

composição e teor de macronutrientes da dieta, é provável que o SNE detecte 

essas mudanças levando a algumas adaptações nos seus programas motores e 

secretores (NEUNLIST; SCHEMANN, 2014).  

 
 

Metodologia 

Este projeto foi submetido à avaliação da Comissão de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) previamente à 

realização dos experimentos (ofício 046/2020). 
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1. Animais 

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) C57BL/6 machos (20-

25 g) provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área 

da Ciência em Animais de Laboratório (CEMIB) da UNICAMP. Durante o 

experimento, os animais foram mantidos em caixas de polietileno padrão 

(30x19x12cm, Insight®), forradas com maravalha, com lotação máxima de 5 

animais por caixa, no biotério setorial do Departamento de Histologia da 

Universidade Estadual de Londrina, com controle de temperatura entre 21 e 24ºC 

e alternância de ciclos claro-escuro de 12 horas.  

 

2. Dietas e Grupos Experimentais 

 Foi realizada análise bromatológica da ração para roedores 

comercializada pela NUVILAB® (22% de proteína) e as porcentagens de macro 

e micronutriente obtidas foram utilizadas como base para o preparo de duas 

dietas experimentais, uma com a mesma quantidade de proteína da ração 

comercial (Tabela 1) e outra com o dobro da quantidade de proteínas em relação 

à ração comercial (44% de proteína) (Tabela 1). Ambas as dietas eram 

isocalóricas para evitar a influência do nível de calorias nos parâmetros que 

serão avaliados. Para indução da RCU experimental, camundongos foram 

mantidos em gaiolas com livre acesso à água contendo dextran sulfato de sódio 

(DSS) dissolvido a 3% durante sete dias.  

Tabela 1. Composição de dietas experimentais. SD - Dieta padrão (22% proteína); HP - Dieta de 

hiperproteína (44% de proteína). 

 
DP HP 

Ingredientes, g/kg 
  

Fibra 70 70 

Carboidrato 735 515 

Gordura 45 45 

Proteína 220 440 

Energia metabolizavel 3.976Mcal/kg 3.976Mcal/kg 

 

 Os animais foram distribuídos em quatro grupos experimentais: 1) Grupo 

DP: animais que receberam DP por 7 dias sem serem submetidos ao protocolo 

de indução de RCU experimental (eutanásia no 7o dia de experimento). 2) Grupo 

DHP: animais que receberam DHP por 7 dias sem serem submetidos ao 
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protocolo de indução de RCU experimental (eutanásia no 7o dia de experimento). 

3) Grupo DP/DSS: animais que receberam DP durante o período de indução de 

RCU experimental (eutanásia no 7o dia de experimento). 4) Grupo DHP/DSS: 

animais que receberam DHP durante o período de indução de RCU experimental 

(eutanásia no 7o dia de experimento). Um total de 48 camundongos foram 

utilizados para a realização deste protocolo experimental, sendo: 24 para análise 

histopatológica da parede intestinal e análise de estresse oxidativo no tecido 

colônico (n=6/grupo); e, por fim, 24 para análise de neurônios entéricos por 

intermédio da técnica de imunofluorescência em preparados totais e em cortes 

histológicos (n=6/grupo). 

 

3. Avaliação clínica dos animais  

Foi realizado o acompanhamento diário da massa corporal dos animais, 

da taxa de ingestão das dietas e do consumo de água. A análise do fenótipo das 

fezes foi realizada durante todo o período experimental. Foi verificado o número 

de pellets expelidos por animal a cada 24 horas e a massa úmida e seca das 

fezes para determinação da porcentagem de água. Os pellets foram mensurados 

quanto ao seu comprimento e espessura e foi verificada a presença de sangue 

oculto. O índice de atividade da doença (DAI) foi avaliado pela porcentagem de 

perda de peso, consistência das fezes e presença de sangue nas fezes. Para 

cada parâmetro, foi utilizada uma escala de 0 a 4 fazendo com que o DAI total 

seja até 12 (LAFFIN, M., et al., 2019).   

 

4. Eutanásia e coleta de material 

Após o período experimental (7 ou 14 dias), ou apresentarem uma perda 

de massa corporal superior a 18%, os camundongos foram submetidos à 

eutanásia por inalação de isofluorano seguida perfusão. Em seguida, o íleo foi 

coletado, pesado e mensurado quanto ao seu comprimento e circunferência. 

 

5. Estresse oxidativo  

Após a coleta, a porção proximal do íleo foi homogeneizada durante 1 

minuto com tampão fosfato 1,15% (5mL por grama de tecido). O sobrenadante 
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foi coletado, pipetado em eppendorfs e armazenado em -80 °C. Com auxílio do 

espectrofotômetro foi realizada a quantificação de proteína carboniladas (PCs) 

(STOCKS; DORMANDY, 1971), de superóxido dismutase (SOD) (MISRA; 

FRIDOVICH, 1972) e glutationa reduzida (MILLS, 1957).  

 

6. Análise Histopatológica  

Segmentos de 1 cm da porção final íleo foram coletados, fixados em 

paraformaldeído 4% pH 7,4 (3 horas, temperatura ambiente) e submetidos à 

rotina de processamento histológico para a confecção de cortes longitudinais 

corados com Hematoxilina e Eosina (HE). Foi determinada também a espessura 

da parede intestinal total e de suas camadas, incluindo também a profundidade 

das criptas intestinais e altura de enterócitos. Para cada parâmetro, foram feitas 

50 medidas em 10 cortes semiseriados de cada animal/grupo.  

 

7. Avaliação de neurônios entéricos  

Para imunofluorescência em cortes, segmentos do íleo foram fixados em 

PFA 4% e depois mantidos em PBSazida 0,5%. Para imunofluorescência em 

preparados totais, o íleo foi coletado, fixado em PFA 4% e posteriormente 

microdissecado com auxílio de um estereomicroscópio para a obtenção de dois 

tipos de preparados totais: um contendo a camada muscular, incluindo o plexo 

mioentérico (PM), e outro contendo a camada submucosa, incluindo o plexo 

submucoso (PS).  

Os cortes e preparados totais foram utilizados para a realização do 

protocolo de imunofluorescência para evidenciação da população geral 

(PGP9.5+). As subpopulações neuronais do plexo mioentérico foram divididas 

em nitrérgica+ (PGP9.5/nNOS+), nitrégica- (PGP9.5/nNOS-) e no plexo 

submucoso em calretinina com fraca (PGP9.5/Calr+) e forte (PGP9.5/Calr++) 

imunorreatividade (IR) para Calretinina (Calr) (Tabela 2). Foi estimado que 88% 

dos neurônios VIP apresentam imunorreatividade fraca à calretinina e nenhum 

dos neurônios que foram fortemente imunorreativos para calretinina apresentou 

imunorreatividade VIP, ou seja, são neurônios colinérgicos (MONGARDI 

FANTAGUZZI et al., 2009).  
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Tabela 2. Anticorpos primários e secundários utilizados em imunoreações para PGP9.5, nNOS e Calr. 

Anticorpo Espécie Diluição Companhia 

PGP9.5 (primário) Coelho 1:1000 Invitrogen 

nNOS (primário) Cabra 1:500 
Biotecnologia de 

Santa Cruz 

Calr (primário) Cabra 1:1200 Merck millipori 

IgG anti-coelho (secundário) Burro 1:500 Invitrogen 

IgG anti-cabra (secundário) Burro 1:500 
Biotecnology de 

Santa Cruz 

 
PGP9.5 – Marcador populacional geral de neurônios; nNOS – População de neurônios nitérgicos; Calr – População de 
neurônios positivos para Calretinin 

 

  As quantificações de todas as populações e subpopulações neuronais 

foram realizadas na porção final do íleo dos preparados totais. Em ambos os 

plexos, para análise da densidade populacional de neurônios entéricos foram 

capturadas 32 imagens/animal na objetiva de 20x.  Além disso, um total de 100 

corpos celulares de neurônios/animal foi mensurado utilizando-se o software 

ImageJ. 

 

8.   Análise Estatística 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média. Dados 

com distribuição normal foram comparados pelo teste anova two-way seguido do 

pós test de Tukey. Dados com distribuição livre foram comparados pelo teste 

Kruskall-Wallis seguido pelo teste de Dunn. As análises estatísticas foram 

realizadas usando um software estatístico, considerando p<0,05. 
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Abstract 

Aim: to investigate whether a high-protein diet (50%) interferes the inflammatory process during 
the acute phase of ulcerative colitis (UC), and, consequently, the structure of the enteric nervous 
system (ENS). Main methods: C57BL/6 male mice were assigned into four experimental groups 
using sodium dextran sulfate (DSS) as UC inducer: SD (standard diet), HP (high-protein diet), 
DP/DSS (standard diet and DSS 3%) and HP/DSS (high protein diet and DSS 3%). The body 
mass, stool consistency and presence of blood in the stools were checked daily in order to 
calculate the disease activity index (DAI). Segments of the ileum were submitted to 
histopathological analysis in cross sections stained with hematoxilin and eosin. Besides, whole-
mounted preparations were submited to immunofluorescence technique to evidence the general 
neuronal population (PGP9.5) and specific subpopulations in the submucosal and myenteric 
plexi. Normally distributed data were compared by two-way ANOVA test followed by Tukey's post-
test. Freely distributed data were compared using the Kruskall-Wallis test followed by the Dunn 
test. Key findings: Experimental UC altered the size of ENS neurons and caused 
histopathological damage in the ileum. A high-protein diet exerted a negative influence on clinical 
signs and also on the conversion of superoxide radical into hydrogen peroxide during the acute 
phase of experimental UC. In addition, the high-protein diet intensified neuronal changes but did 
not influence the histopathological damage caused by ileitis. 

Key words: enteric nervous system; inflammatory bowel disease; diet; high protein; ulcerative 
colitis 
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Introduction 

Ulcerative colitis (UC) is one of the inflammatory bowel diseases (IBD), 

which affects the rectum, colon and terminal part of the ileum (1). Its 

pathophysiology consists of an increase in intestinal permeability, which favors 

the translocation of bacterial antigens from the lumen to the lamina propria, with 

consequent abnormal activation of immune cells and increased production of pro-

inflammatory cytokines (2–4). Furthermore, phenotypic and functional alterations 

in the enteric nervous system (ENS) and changes in the extrinsic innervation of 

the gastrointestinal tract (GIT) play an important role in the generation of signs 

and symptoms of IBD (5,6) . 

UC is associated with significant changes in small bowel function, which 

has been demonstrated both in patients and in experimental animal models (7,8). 

These abnormalities occur due to a decrease in intestinal fluid, amino acids, in 

the absorption of D-Xylose and fats, however, the pathophysiology of this 

phenomenon has not been well elucidated (9). Alterations in the function and 

structure of the intestinal innervation can affect distant intestinal areas, probably 

by stimulating immunological mechanisms that can contribute to the spread of 

inflammation to various parts of the gastrointestinal tract (8).  

The factors that trigger the emergence of IBD are unknown, but it is 

known that genetic predisposition, exogenous and endogenous triggers can lead 

to its development. This may include environmental and immunological factors, 

infectious agents, microbiome, lifestyle and the diet (13,14). Some studies have 

shown the role of diet in the exacerbation or prevention of IBD (15,16), since the 

intestinal microbiota can vary as changes in diet occur (17). 

Epidemiological studies demonstrate an increase in the incidence of UC 

in populations adhering to a high-protein diet (18). It is known that excessive 

consumption of proteins can cause changes in intestinal homeostasis due to 

changes in the production of microbial metabolites (19), increased intestinal 

permeability (20), variations in the luminal environment (21), changes in the 

morphology of epithelial cells (22) and exacerbation of acute inflammation in the 

colon (23,24). 

The British Society of Gastroenterology advises that the diet of patients 

with IBD should be based on local healthy eating guidelines and include a wide 

variety of fruits and vegetables, cereals, grains, nuts and seeds, high protein 
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foods with moderation/reduced high fat content, particularly animal fat, high sugar 

content and processed meats, but there are no recommendations regarding 

macronutrient levels for patients with UC (25). The European Society for Clinical 

Nutrition and Metabolism recommends increasing protein intake in active IBD to 

1.2–1.5 g/kg body weight/day in adults and maintaining a level similar to that 

recommended for the general population during remission (about 1 g/kg of body 

weight/day) (26).  

The effects of a high-protein diet on UC are not well established. We 

know that the protein content present in the diet is essential to worsen or improve 

inflammation, as well as the type of protein and amino acids used in 

supplementation (16,20,27). On this way, it is important to highlight that there 

several evidences that shown that nutrients can also trigger changes in the ENS 

phenotype and function (28,29). However, to date, little is known about the 

modulatory role of a high-protein diet on enteric neuron function during acute UC. 

Thus, this study aimed to investigate whether this type of diet increases the 

vulnerability of the ileum during the acute phase of UC, as well as intensifies the 

inflammatory process and possible changes in the ENS. 

 

Material and methods 

The project was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals 

of the State University of Londrina (CEUA/UEL) (protocol 046/2020). 

 

1. Animals 

Mice (Mus musculus) (20-25g) from the Multidisciplinary Center for 

Biological Research in the Area of Science in Laboratory Animals (CEMIB) at 

UNICAMP/Brazil were used. During the experiment, the animals were kept in 

standard polyethylene boxes (30x19x12cm, Insight ®), lined with wood shavings, 

with a maximum capacity of 5 animals per box, in the animal house of the 

Department of Histology at the State University of Londrina, Brazil, under 

temperature control between 21 and 24ºC and alternating light-dark cycles of 12 

hours. 

 

2. Diets and Experimental Groups 



 

 

38 

 A bromatological analysis was performed on the commercial diet for 

rodents (NUVILAB®) and the percentages of macro and micronutrient obtained 

were used as a basis for the preparation of two experimental diets, one with the 

same amount of protein (22%) as the commercial chow (Table 1) and another 

with twice the amount of protein compared to commercial chow (44% protein) 

(Table 1). Both diets were isocaloric to avoid the influence of the calorie level on 

the parameters that will be evaluated. For induction of experimental UC, mice 

were kept in cages with free access to drinking water containing 3% dextran 

sulfate sodium (DSS) for seven days. 

 
 

SD HP 

Ingredients, g/kg 
  

Fiber 70 70 

Carbohydrate 735 515 

Fat 45 45 

Protein 220 440 

Metabolizable energy 3,976 Mcal/kg 3,976 Mcal/kg 

Table 1. Composition of experimental diets. SD: standard diet (22% protein); HPD: Hyperprotein diet (44% 
protein). 

 

 The animals were assigned into four experimental groups: 1) SD group: 

animals that received SD for 7 days and no submitted to the experimental UC 

induction protocol (euthanasia on the day 7 of the experiment); 2) HPD group: 

animals that received HPD for 7 days without being submitted to the experimental 

UC induction protocol (euthanasia on the day 7 of the experiment); 3) SD/DSS 

group: animals that received SD during the experimental UC induction period 

(euthanasia on day 7 of the experiment); 4) HPD/DSS group: animals that 

received HPD during the experimental UC induction period (euthanasia on day 7 

of the experiment). A total of 48 mice were used to carry out this experimental 

protocol, as follows: 24 for histopathological analysis of the intestinal wall and 

analysis of oxidative stress in the colonic tissue (n=6/group); and, finally, 24 for 

the analysis of enteric neurons through the immunofluorescence technique in 

total preparations and in histological sections (n=6/group). 

 

3. Clinical evaluation 
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Daily monitoring of the animals’ body mass, diet intake rate and water 

consumption was performed. The analysis of the feces phenotype was performed 

throughout the experimental period. The number of pellets expelled per animal 

every 24 hours and the wet and dry mass of feces were verified to determine the 

percentage of water present in the feces. The pellets were measured for their 

length and thickness and the presence of blood was verified. The disease activity 

index (DAI) was evaluated by the percentage of weight loss, stool consistency 

and presence of blood in the stool. For each parameter, a scale from 0 to 4 was 

used, making the total DAI up to 12 (27). 

 

4. Euthanasia and tissue harvast 

After the experimental period (7 or 14 days), or when the body mass loss 

reached over than 18%, the mice were euthanized by isoflurane inhalation 

followed by perfusion. Then, the ileum was collected, weighed, and measured in 

terms of length and circumference. 

 

5. Oxidative stress 

After collection, the proximal portion of the ileum was homogenized for 1 

minute with 1.15% phosphate buffer (5mL per gram of tissue). The supernatant 

was collected, pipetted into eppendorf’s and stored at -80 °C. With the aid of a 

spectrophotometer, the quantification of carbonyl proteins (PCs) (30), superoxide 

dismutase (SOD) (31) and reduced glutathione (32) were performed.  

 

6. Histopathological Analysis 

One centimeter segments of the final ileum portion were collected, fixed 

in 4% paraformaldehyde (PFA) pH 7.4 (3 hours, room temperature) and 

submitted to routine histological processing to make longitudinal sections stained 

with Hematoxylin and Eosin (HE). The thickness of the total intestinal wall and its 

layers was also determined, including the depth of the intestinal crypts and the 

height of enterocytes. For each parameter, 50 measurements were made in 10 

semi-serial sections of each animal/group. 
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7. Evaluation of enteric neurons 

For immunofluorescence in sections, segments of the ileum were fixed in 

4% PFA and then maintained in 0.5% PBSazide. For immunofluorescence in total 

preparations, the ileum was collected, fixed in 4% PFA and subsequently micro 

dissected with the aid of a stereomicroscope to obtain two types of total 

preparations: one containing the muscular layer, including the myenteric plexus 

(MP), and the other containing the submucosal layer, including the submucosal 

plexus (SP). 

The sections and total preparations were used to carry out the 

immunofluorescence protocol for evidence of the general population (PGP9.5 +). 

The neuronal subpopulations of the myenteric plexus were divided into nitrergic 

immunoreactive (PGP9.5/nNOS+) and nitrergic non-reactive (PGP9.5/nNOS-) 

and submucosal plexus into calretinin with weak (PGP9.5/Calr+) and strong 

(PGP9. 5/Calr++) immunoreactivity (IR) for Calretinin (Calr) (Table 2). It was 

estimated that 88% of VIP neurons show weak immunoreactivity to calretinin and 

none of the neurons that were strongly immunoreactive to calretinin showed VIP 

immunoreactivity, that is, they are cholinergic neurons (31). 

 

Antibody Host Dilution Company 

PGP9.5 (primary) Rabbit 1:1000 invitrogen 

nNOS (primary) goat 1:500 
Santa Cruz 

Biotechnology 

Calr (primary) goat 1:1200 Merck Millipor 

Anti-rabbit IgG (secondary) Donkey 1:500 invitrogen 

Anti-goat IgG (secondary) Donkey 1:500 
Santa Cruz 

Biotechnology 

Table 2. Primary and secondary antibodies used in immunoreactions for PGP9.5 +, nNOS and Calr. 
PGP9.5 – General neuron population marker; nNOS – Population of nitrergic neurons; Calr – Population of neurons 
positive for Calretinin 
 

 Quantifications of all neuronal populations and subpopulations were 

performed in the final portion of the ileum of the total preparations. In both plexi, 

to analyze the population density of enteric neurons, 32 images/animal were 

captured in the 20x objective. In addition, a total of 100 neuron/animal cell bodies 

were measured using ImageJ software. 
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8.  Statistical analysis 

Data were expressed as mean ± standard error of the mean. Normally 

distributed data were compared by the two-way ANOVA test followed by the 

Tukey posttest. Data with free distribution were compared by the test Kruskall-

Wallis followed by Dunn's test. Statistical analyzes were performed using 

statistical software, considering p<0.05. 

 

Results and discussion 

 In the present study, we observed that a high-protein diet exerted a 

negative influence on clinical signs during the acute phase of experimental UC 

and may influence neuronal changes in the ENS of the ileum of mice exposed to 

DSS. 

 

High protein diet enhances the disease activity index 

The results related to DAI demonstrated that DSS caused the appearance 

of clinical signs characteristic of mice with ulcerative colitis. All mice exposed to 

DSS showed a progressive increase in the DAI until reaching score values 

greater than 8 (eight) on the 7th day of exposure (Figure 1). In addition, mice 

exposed to DSS and fed a high-protein diet presented a DAI even higher than 

mice fed a standard diet (P<0.05) (Figure 1). This result was similar to that 

obtained in another study that compared a standard diet (14% protein) with a high 

protein diet (53% protein) in C57BL/6 mice induced to inflammation with a DSS 

of 3.5% (24). 

 
Figure 1. Disease Activity Index (DAI). Mice were fed Standard, High Protein, Standard with DSS in water 
and High Protein with DSS in water. Results were expressed as means and SD (n = 6) and analyzed using 
two-way ANOVA followed by Tukey's test. * = P < 0.05 compared to standard diet group; # = P < 0.05 
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compared to high protein diet group; ø = P < 0.05 compared to standard diet DSS group; & = P < 0.05 
compared to high protein diet DSS group. 
 

We know that diet can contribute to intestinal inflammation through 

changes in the composition of the intestinal microbiota, increased exposure of 

antigens and changes in intestinal permeability (33,34). There seems to be a 

relationship between protein intake and IBD, and there is some evidence of the 

participation of intestinal bacteria on this process (33) . Gut bacterial communities 

are influenced by dietary proteins, specifically their concentration and source 

(34). Concentration is a primary factor that affects protein fermentation (36) and 

depending on the protein source in the diet, the availability to the microbiota may 

vary, thus providing different amounts of substrate for bacterial proliferation and 

metabolic activity (37). Normally, the inflamed mucosa of patients with UC has 

less Firmicutes and more Proteobacteria (38–40), which characterizes dysbiosis. 

When fermenting proteins, proteobacteria generate some metabolites that 

are toxic, such as hydrogen sulfide (H2S), ammonia and indole compounds, 

which have negative effects on the health of the host (41–43). H2S is an 

extremely toxic agent (21), which is produced in the colonic lumen by the action 

of sulfate-reducing bacteria (SRB) on dietary and mucinous sulfate and sulfur 

amino acids such as methionine, cystine, cysteine and taurine (44,45). H2S, in 

turn, hinders butyrate oxidation, which has been associated with mucosal 

hyperproliferation in UC (46,47) and increased disease activity (48). Butyrate is 

one of the short-chain fatty acids (SCFAs) produced by intestinal bacteria, which 

stands out as the main source of energy for the colonic mucosa (49) . The effects 

of protein-rich diets occur quickly, with rapid changes in the microbiota and in the 

metabolites observed within 24 hours, both in experimental animals and in 

humans (17,50). Thus, we suggest that the higher DAI found in inflamed mice 

that received a high-protein diet may have been due to an alteration in the 

intestinal microbiota of these animals. 

 

Oxidative stress indicates tissue damage in the ileum 

 There was no significant difference between the groups regarding the 

concentration of GSH (Figure 2 – B) and carbonyl proteins (Figure 2 – C). The 

amount of the enzyme superoxide dismutase was significantly higher in the group 

of animals that received the standard diet and were exposed to DSS (P<0.05) 
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(Figure 2 – A). In the group that simultaneously received the high-protein diet and 

were exposed to DSS, there was no significant difference when compared to the 

groups that received the standard and high-protein diet. 

A. B. C.  
 
Figure 2. A – Amount of superoxide dismutase (SOD); B – Amount of glutathione peroxidase per animal; C 
– Amount of carbonyl protein. Mice were fed Standard, High Protein, Standard with DSS in water and High 
Protein with DSS in water. Results were expressed as means (n = 6) and analyzed using two-way ANOVA 
followed by Tukey's test. *P < 0.05. 
 

 In UC, ROS production overloads the endogenous antioxidant system, 

resulting in oxidative stress and consequent intestinal lesions (51). SOD has the 

role of converting the superoxide radical into hydrogen peroxide (52) and 

presents a pattern of positive correlation with the severity of the disease (53,54). 

Therefore, the high levels of SOD in the group of animals exposed to DSS 

indicates that there was probably an increase in ROS and, consequently, tissue 

damage in the ileum of mice. 

 Due to the role of modulating ROS levels in the intestine, the dysregulated 

expression of SOD leads to the worsening of IBD symptoms (55) . Recent work 

has shown that SOD1 knockout mice exhibited greater susceptibility to DSS-

induced colitis and that oral administration of SOD could improve the disease 

phenotype (55). As we did not observe a significant difference between the HP 

and HP/DSS groups, we suggest that the high-protein diet, through changes in 

the intestinal microbiota, negatively interferes with SOD expression and that this 

is associated with worsening of the clinical signs of the disease. 

 

High protein diet does not interfere with the histopathological damage 

caused by ileitis 

In recent years, researchers have observed that DSS also affects the 

integrity of the ileum (7,56–59). In the present study, histopathological analysis 
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(Figure 4) showed that DSS-induced inflammation caused a significant reduction 

in submucosal thickness (12.5%) (Figure 4. D.), intravillar mucosa (50.5%) 

(Figure 4. H.), villi height (29%) (Figure 4. I.) and ileal enterocytes (6.18%) (Figure 

4. J.) (p<0.05). Some studies have evaluated the effects of DSS on mucosal 

integrity throughout the gastrointestinal tract and have found extensive mucosal 

necrosis and granulocyte infiltration in the small intestine of rats and mice that 

received DSS (57,60) . 

A. B. C. 

D. E. F.  

G.  H.   I.  

J.  
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Figure 4. Histology of the ileum of mice fed standard, high-protein, standard with DSS and high-protein diets 
with DSS. Results were expressed as median (n = 5) and analyzed using the Kruskal-Wallis test followed 
by the Duun's test. A – Circular Muscle layer; B – Longitudinal muscle layer; C – Total Muscle; D – 
Submucosal; E – Crypt width; F – Crypt height; G – Intervillar mucosa; H – Intravillar mucosa; I – Villus 
height; J – Enterocyte height. * = P<0,05. 

The histopathological changes in the ileum during inflammation vary 

between different studies in the literature, which may be related to the species 

studied (57,60), sex (61) and model of induction of intestinal inflammation (62). 

A histopathological evaluation of the small intestine of rats undergoing colitis 

induced with iodoacetamide (62) or 2% DSS (7) showed no overt signs of 

inflammation. In the present study, we observed that DSS altered the structure 

of the ileum in C57BL/6 mice, but it is still unclear whether these changes are 

due to a direct DSS-mediated effect or a compensatory response secondary to 

damage in the colon. Furthermore, the decrease in enterocyte height in mice 

exposed to DSS indicates a possible change in immune system activity as 

enterocytes are involved in amino acid catabolism and play key roles in innate 

and adaptive immunity with modulation of intestinal barrier function (63).

 

Figure 3. Photomicrograph of mouse ileum sections stained with Hematoxylin and Eosin from Standard and 
DSS groups (20x objective) (A – Animals that received a standard diet without inducing colitis with DSS; B 
– Animals that received high-protein diet without colitis induction with DSS; C – Animals that received the 
standard diet and DSS 3%; D – Animals that received a high-protein diet and DSS 3%). a – Enterocyte 
height; b – Villus height; c – Intravillar mucosa thickness; d – Intervillar mucosa thickness; e – Submucosal 
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layer; f – Crypt width; g – Crypt deep; h – Circular Muscle layer; i – Longitudinal muscle layer; j – Total 
muscle layer. * = P<0,05. 

 

We also observed that the animals fed a high-protein diet had a significant 

increase (P>0.05) (Figure 4) in the thickness of the circular (21.4%) (Figure 4. 

A.), longitudinal (2.1%) (Figure 4. B.) and total muscular layer of the submucosa 

(31.7%) (Figure 4. C.), intervillar mucosa (25.07 %) (Figure 4. G.) and intravillar 

mucosa (35.3%) (Figure 4. H.), as well as in the height of the villi (26.8%) (Figure 

4. I.). The structure of the mucosa is directly influenced by the composition of the 

diet, mainly the protein content, a diet with 26% protein significantly reduced the 

villi height and the villi area of the jejunum but did not influence the ileum 

morphology (64). Finally, the excessive number of amino acids seems to 

influence the microscopic anatomy of the ileal wall, increasing the structures due 

to the greater availability of amino acids, but when the animals were exposed to 

DSS, the high-protein diet did not interfere with the histopathological changes. 

 

High protein diet and inflammation causes neuronal changes 

In the myenteric plexus, inflammation with DSS caused an atrophy of 

nitrergic neurons (PGP9.5/nNOS+) (7.64%) (Figure 6 – B; Figure 7. f.) and a 

hypertrophy of estimated cholinergic neurons (PGP9.5/nNOS-) (4 .97%) 

(P<0.05) (Figure 6 – C; Figure 7. e.) in animals that received the standard diet. 

In animals that received the high-protein diet, inflammation caused an atrophy of 

nitrergic neurons even greater (22.3%) (P<0.05) (Figure 6 – B; Figure 7. d.), 

but no cholinergic hypertrophy was observed. In animals that were not inflamed 

and that received a high-protein diet, there was an atrophy of the cholinergic 

neurons (9.80%) (p<0.05) (Figure 6 – C; Figure 7. c.), indicating a possible 

protective role of the diet in relation to these neurons. 

 
Figure 5. Count (number of neurons per total area). Results were expressed as means and SD (n = 6). 

 



 

 

47 

A. B. C.  

 
Figure 6. Morphometry (cell body size) of myenteric neurons. Results were expressed as median (n = 6) 
and analyzed using the Kruskal-Wallis test followed by the Duun's test. *P < 0.05. 
 

 
Figure 7. Myenteric plexus of ileum of mice exposed to DSS and feed with Standard Diet (SD) or High 
protein (HP) diet. In green, neurons immunoreactive to the protein PGP9.5 (general neuronal marker). In 
red, neurons immunoreactive to the neuronal nitric oxide synthase (nNOS). Neurons labeled in green but 
not in red (asterisk) were considered potentially cholinergic since the most of the myenteric neurons are 
either nitrergic or cholinergic according to Furness (2006).  Observe atrophied neurons in images from the 
groups exposed to DSS when compared to their respective control (arrows). 
 
 

Nitrergic and cholinergic neurons in the myenteric plexus can be inhibitory 

and excitatory motor neurons, respectively, in addition to interneurons and IPANs 

(65). These neurons play a crucial role in the control of GI motility, acting as 

mediators of muscle contraction and relaxation (65,66). Some researchers report 
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an increase in the permeability and myoelectric activity of the ileum in colitis 

induced by trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) and ethanol in rats (67,68). 

Furthermore, there is evidence that experimental colitis in rats leads to distinct 

alterations in the neural circuitry of non-inflamed regions of the intestine and this 

may be related to changes in small intestine motility that accompany colitis (69) . 

These motility alterations seem to be directly related to the neuronal alterations 

of the myenteric plexus that we observed in the ileum. 

In the submucosal plexus, both inflammation and a high-protein diet did 

not change the population density of PGP9.5 neurons without immunoreactivity 

for Calretinin (PGP9.5/Calr-) or with weak (PGP9.5/Calr+) or strong 

(PGP9.5/Calr++) immunoreactivity (IR) for this protein (P>0.05) (Figure 8). When 

observing the cell body area of submucous neurons, it was found that 

inflammation did not cause any change in animals that received a standard diet 

(Figure 9 – A). On the other hand, when fed a high-protein diet, inflammation 

caused atrophy in the two evaluated populations of submucous neurons: 

estimated cholinergic (PGP9.5/Calr+) (12.2%) (P<0.05) (Figure 9 – B; Figure 10. 

d.) and VIPergic (PGP9.5/Calr ++) (8.64%) (P<0.05) (Figure 9 – C; Figure 10. 

e.). When the effect of diet alone on the area of these neurons was evaluated, 

this atrophy was observed only in neurons estimated to be cholinergic 

(PGP9.5/Calr+) (5.22%) (P<0.05) (Figure 9 – B; Figure 10. c.). 

 
 

 
 
Figure 8. Count (number of neurons per total area). Results were expressed as means (n = 6). 
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A. B. C.  
 
Figure 9. Morphometry (cell body size) of submucosal plexus neurons. Results were expressed as median 
= 6) and analyzed using the Kruskal-Wallis test followed by the Duun's test. *P < 0.05. 
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Figure 10. Submucosal ganglia of the ileum of mice exposed to DSS and feed with Standard Diet (SD) or 
High protein (HP) diet. In green, neurons immunoreactive to the protein PGP9.5 (general neuronal marker). 
In red, neurons immunoreactive to Carlretin (Calr). Neurons strongly labelled with Calretin (head arrow) were 
considered cholinergic and the ones weakly labelled with Calretin (arrow) were considered VIPergic 
according to Fantaguzzi et al, 2009. Observe atrophied neurons in images from the groups exposed to DSS 
when compared to their respective control (arrows). 
 

 

There is a decrease in the jejunal absorption of amino acids in 

iodoacetamide-induced colitis in rats (9). We believe that this decrease in amino 

acid absorption and the high protein diet may cause an increase in the 

concentration of proteins in the intestinal lumen and thus contribute to a greater 

than usual growth of proteolytic bacteria and consequently further exacerbate 

inflammation. Cholinergic populations in the submucosal plexus can be 

vasodilator secretomotor, non-vasodilator secretomotor and IPANs (65). 

Atrophied cholinergic neurons indicate lower metabolic activity (70) and, 

therefore, we suggest that there is a reduction in acetylcholine secretion by these 

neurons. VIPergic neurons in the submucosal plexus can be mainly non-

cholinergic secretomotor/vasodilator neurons, as well as mucosal muscle 

inhibitory motor neurons and uniaxial neurons that project to the myenteric plexus 
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(65). There is a decrease in VIPergic neurons in the lamina propria and 

submucosa of the colon of patients with IBD (71). In support, plasma levels of 

VIP were measured, and a positive correlation was found between levels of this 

peptide and disease activity (72). 

The alterations that we observed in the ENS neurons may also be related 

to the action of short-chain fatty acids, such as butyrate (72,73). This molecule is 

capable of causing an increase in cholinergic activity, a reduction in nitrergic 

activity, an increase in intestinal motility and in the contractile response induced 

by electrical stimulation (74). As previously stated, the excessive amount of 

proteins in the intestinal lumen can inhibit butyrate oxidation (46,47) and together 

with inflammation, damage the mucosa and, consequently, decrease neuronal 

excitability and induce neurochemical plasticity in the ENS (75,76), causing 

atrophy of cholinergic neurons. 

It is known that intestinal inflammation can cause structural changes in the 

ENS through the expression of neurotrophic receptors such as p75 and CD27 

and antigens that bind to adhesion molecules in immune cells and nerve endings 

of patients with IBD (77). Structural alterations are accompanied by degeneration 

and necrosis of ganglion cells and the nervous process (78). The atrophy of the 

populations that we observed may be related to histopathological changes, as 

the plasticity and survival of autonomic neurons involves the need for interactions 

between neurons and the target tissue, associated with the production and 

responsiveness to neurotrophic factors derived from targets and component 

actions of the extracellular matrix (79). Decreased neuronal size of submucosal 

plexus populations are likely a consequence of metabolic derangements caused 

by excess protein present in the lumen. 

There is a lack of dietary recommendations for patients with Crohn's 

disease and ulcerative colitis. Due to the lack of studies, nutritionists are often left 

without guidance when dealing with patients with IBD, especially regarding the 

content of macronutrients in the diet. The Rome IV consensus says that the diet 

is very different in countries with a high prevalence of IBD compared to countries 

with a low prevalence, however, no dietary component is consistently to blame. 

Therefore, until strong scientific evidence supports a defined diet, patients with 

IBD should be advised to eat a varied diet to meet their energy and nutritional 

needs, including dietary fiber (25). The European Society for Clinical Nutrition 
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and Metabolism recommends increasing protein intake in active IBD to 1.2–1.5 

g/kg body weight/day in adults and maintaining a level similar to that 

recommended for the general population during remission (about 1 g/kg of body 

weight/day) (26). 

Despite the difficulty in establishing ideal recommendations, some 

researchers have sought to find an adequate protein content for patients with UC, 

while the 53% protein diet worsened the intensity and duration of inflammation 

induced by DSS treatment, the 30% diet, when compared to the 14% diet, 

accelerated epithelial repair, favoring the restoration of the architecture and 

function of the colonic barrier in mice with UC (80). Although a diet with 30% 

protein seems to be interesting, in clinical practice it is important to consider that 

when we increase the supply of protein through the main food sources such as 

meat, eggs and milk and derivatives, the fat in the diet also increases due to the 

composition of these foods, which is extremely harmful to the gut and IBD 

patients. In addition, fats have a high energy value, making a normocaloric diet 

often hypercaloric. So that this does not happen, and the diet remains high in 

protein, the individual should reduce the amount of carbohydrates ingested, 

which can be excellent sources of fiber. 

   

Conclusion 

 We can conclude that a high-protein diet with 44% protein worsens the 

clinical signs of UC in the acute phase of the disease, as well as exerting an 

influence on the size of neurons in the ileum of mice. More studies are needed to 

find the optimal protein content for IBD patients. 
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3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Estudos epidemiológicos vêm demonstrando um aumento na incidência 

de RCU em populações adeptas a dieta com alta ingestão proteica, essa dieta 

vem se popularizando cada vez mais devido alguns benefícios em relação ao 

emagrecimento e hipertrofia muscular. Além disso, não existe um teor de 

macronutrientes recomendado para pacientes com RCU, tanto na fase aguda 

quanto na fase crônica da doença e muitos nutricionistas ficam sem norte no 

momento de prescrever um cardápio para esses pacientes. 

 Em nosso estudo, mostramos que a dieta hiperproteica com o dobro da 

recomendação habitual (44% de proteína) piora os sinais clínicos da RCU 

durante a fase aguda, além de causar a atrofia de neurônios no íleo dos 

camundongos expostos ao DSS. Futuros estudos devem investigar outros teores 

de proteína, fonte e distribuição ao longo do dia na fase aguda e crônica da 

doença para finalmente chegarmos a uma conclusão quanto ao teor proteico 

ideal para os pacientes com RCU. 
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PROTOCOLO DE IMUNO-HISTOQUÍMICA PLEXO MIOENTERICO 
E SUBMUCOSO PARA ÍLEO DE CAMUNDONGO

1º ETAPA

1. Lavagem com PBS 3 X 5 minutos

2. Bloqueio antigênico - 2 horas

à PBS + triton X100 0,5% + BSA 2% + Soro de burro 20%

3. Lavagem com PBS 3 X 5 minutos

4. Incubação com anticorpo primário - 48 horas
à PBS + triton X100 0,5% + BSA 1% + Soro de burro 10% 

à Anticorpo produzido em coelho contra PGP9.5 (1:1000)

à Anticorpo produzido em cabra contra nNOS (1:500)

à Anticorpo produzido em cabra contra Calrretinina (1:1200)

2º ETAPA

5. Lavagem com PBS 3 X 5 minutos

6. Incubação com anticorpo secundário - 2 horas
à PBS + triton X100 0,5% + BSA 1% + Soro de burro 10% 

à 488 anticorpo contra IgG de coelho produzido por burro (1:500)

à 568 anticorpo contra IgG de cabra produzido por burro (1:500)

7. Lavagem com PBS 3 X 5 minutos

8. Montagem das lâminas


