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RESUMO

A incidéncia de Retocolite Ulcerativa (RCU) aumentou nos ultimos anos e a
tendéncia é que em paises cuja prevaléncia da doenga é alta, o numero se estabilize
com passar do tempo, enquanto nos demais ele continue aumentando. Frente a isto,
€ essencial compreender como os diferentes fatores que podem estar relacionados
ao seu desenvolvimento e/ou exacerbacado, como € o caso da dieta hiperproteica.
Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos do consumo de uma dieta
hiperproteica durante a indugdo experimental de RCU para o intestino grosso de
camundongos C57BL/6. Para isto camundongos C57BL/6 machos foram distribuidos
em 4 grupos experimentais: DP (alimentados com dieta padréo); HP (alimentados com
dieta hiperproteica); DP/DSS (alimentados com dieta padréo e induzidos a RCU); e,
HP/DSS (alimentados com dieta hiperproteica e induzido a RCU). Para indugéo da
RCU experimental, os camundongos forma mantidos em gaiolas com livre acesso a
agua contendo dextran sulfato de sédio a 3% durante sete dias. A ragéo hiperproteica
continha o dobro de teor proteico que a padrao e a fonte utilizada foi a caseina e a
proteina de soja. Foram avaliados o indice de atividade da doenga (DAI), transito
gastrointestinal, analise de fendtipo de fezes e avaliagdo dos neurénios do plexo
mioentérico e submucoso do coélon. Como resultado observou-se que o0s
camundongos que ingeriram a dieta hiperproteica apresentaram sinais clinicos da
doenca mais intensos e isso resultou em DAI maior quando comparado aos demais
grupos. Encurtamento do cdlon foi observado em ambos os grupos induzidos a RCU,
alimentados com a dieta hiperproteica e com a dieta padrao. O escore histolégico
entre os grupos DSS também foi semelhante e diferiu em relagdo aos controles.
Todavia, as alteragdes a nivel de sistema nervoso entérico foram mais intensas no
cblon distal de camundongos alimentados com a dieta hiperproteica. Foram
observadas mudangas numéricas € morfolégicas em todas as populacdes neuronais
avaliadas indicando possiveis alteracbes funcionais. Embora o transito

gastrointestinal, o peso bruto e o percentual de a4gua nas fezes ndo tenham diferido



entre 0s grupos experimentais, a expressiva alteragdo na consisténcia das fezes e
diminui¢do no numero de pellets expelidos por dia pelos camundongos que ingeriram
a dieta hiperproteica demonstram que perturbagdes podem estar ocorrendo no
intestino grosso como resultado das altera¢gdes no plexo mioentérico e submucoso.
Logo, para uma maior compreensao de como a dieta hiperprotéica pode influenciar a
saude dos individuos com RCU, a interagao entre proteinas da alimentagao e sistema
nervosos entérico precisa ser mais bem explorada. Todavia, os resultados
encontrados destacam que os nutrientes presentes no lumen intestinal podem
modular a atividade dos diferentes componentes presentes na parede intestinal,

principalmente em individuos com RCU.

Palavras-chave: Retocolite ulcerativa; dietas; proteinas; colon.
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ABSTRACT

The incidence of Ulcerative Colitis (UC) has increased in recent years. In
countries where the prevalence of the disease is high, the number will be stabilizing
over time, while in others will continues to be increase. So, it is essential to understand
how the different factors that may be related to its development and/or exacerbation,
as is the case with a high-protein diet. Thus, the aim of this research was to evaluate
the repercussions of consuming a high-protein diet during the experimental induction
of UC in the large intestine of C57BL/6 mice. For this, male C57BL/6 mice were
distributed into 4 experimental groups: DP (fed standard diet); HP (fed with high protein
diet); DP/DSS (fed standard diet and induced to UC); and HP/DSS (fed a high-protein
diet and induced UC). To induction of experimental UC, the mice were kept in cages
with free access to water containing 3% sodium dextran sulfate for seven days. The
high-protein diet contained twice protein as the standard diet and the source used was
casein and soybean. The disease activity index (DAI), gastrointestinal transit, analysis
of feces phenotype and evaluation of colonic myenteric plexus neurons were
evaluated. As a result, it was observed that the mice that ingested the high-protein diet
showed more intense clinical signs of the disease, and this resulted in a higher DAI
when compared to the other groups. Colon shortening was observed in both UC-
induced groups fed the high-protein diet and the standard diet. The histological score
between DSS groups was also similar and differed from controls. However, changes
in the enteric nervous system were more intense in the distal colon of mice fed a high-
protein diet. Numerical and morphological changes were observed in all evaluated
neuronal populations, indicating possible functional alterations. Although the
gastrointestinal transit, the gross weight, and the percentage of water in the feces did
not differ between the experimental groups, the expressive change in the consistency
of the feces and the decrease in the number of pellets expelled per day by the mice
that ingested the high-protein diet demonstrate that disturbances can be occurring in
the large intestine because of changes in the myenteric and submucosal plexus.
Therefore, for a better understanding of how a high-protein diet can influence the health



of individuals with UC, the interaction between dietary proteins and the enteric nervous
system needs to be better explored. However, the results found highlight that the
nutrients present in the intestinal lumen can modulate the activity of the different

components present in the intestinal wall, mainly in individuals with UC.

Key-words: Ulcerative colitis; diets; proteins; colon.
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1. INTRODUGAO

As doengas inflamatérias intestinais (DIl) compreendem um grupo de doengas
cronicas que acometem o trato gastrointestinal (TGI). A doenga de Crohn (DC) e a
Retocolite Ulcerativa (RCU) sao suas principais representantes (KAPPELMAN et al.,
2008; KAISER; ZEISSIG; BLUMBERG, 2010). Por causarem inflamacgéao e desordens
funcionais no TGI, a DC e a RCU apresentam sintomas clinicos semelhantes que
incluem diarreia, dor abdominal, sangramento retal e perda de peso (BAUMGART;
SANDBORN, 2007).

Quanto as suas diferengas, a DC pode causar inflamagéo em qualquer parte
do TGI, desde a boca até o reto (SEYEDIAN; NOKHOSTIN; MALAMIR, 2019),
enquanto a RCU acomete principalmente a parte terminal do ileo, colon e reto
(KAISER; ZEISSIG; BLUMBERG, 2010). Elas diferem também quanto a extensao da
inflamacao na parede intestinal, visto que a DC causa um processo inflamatorio que
pode atingir todas as camadas, desde o epitélio até a muscular, e na RCU as principais
alteracdes localizam-se principalmente na regido da mucosa (BAUMGART;
SANDBORN, 2007).

Nao existe cura para as DIl e por isto individuos com estas patologias terao
que conviver com elas ao longo de sua vida. Sua persisténcia traz como
consequéncias principais para pessoas com DC problemas na pele e o
desenvolvimento de calculos biliares. Ja a RCU, quando presente a mais de 8 anos,
pode causar osteoporose e estar associada ao desenvolvimento de cancer do célon
retal (MEHDIZADEH et al., 2007).

Um estudo evidenciou que a incidéncia de DIl no Brasil, mais especificamente
na cidade de Sao Paulo, era de 13,3 novos casos para cada 100 mil habitantes por
ano e a prevaléncia da doenga era de 52,6 casos por 100 mil habitantes (GASPARINI;
SASSAKI; SAAD-HOSSNE, 2018). Quando estes numeros sao analisados em
conjunto a pesquisa de outros autores (VICTORIA; SASSAKI; NUNES, 2009;
PARENTE et al., 2015; LIMA-MARTINS; VOLPATO; ZAGO-GOMES, 2018) fica
evidente que a prevaléncia e incidéncia da DIl aumentaram nos ultimos anos no Brasil
e que a maior parte dos casos se localizam nas regides mais desenvolvidas
(QUARESMA; KAPLAN; KOTZE, 2019).
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Os fatores que desencadeiam o surgimento das DIl sdo desconhecidos,
porém, é reconhecido que a predisposi¢cao genética associada a gatilhos exdgenos e
endogenos podem levar ao seu desenvolvimento. Isso pode incluir fatores ambientais,
imunoldgicos, agentes infecciosos, microbioma, estilo de vida e a prépria dieta
(JACOBS et al., 2016; LODDO; ROMANO, 2015).

Sabe-se que por meio da alimentagdo ocorre a chegada de inumeros
antigenos ao lumen intestinal e cabe as células residentes diferenciar nutrientes de
patogenos e toxinas (MARGOLIS; GERSHON, 2016). Variagbes na dieta levam a
producao de diferentes metabdlitos microbianos intestinais que podem interferir na
regulacdo génica local e na sintese proteica resultando em alteragbes na barreira
epitelial intestinal e na regulagéo do sistema imune (DAVID et al., 2014; RICHARDS
et al., 2016). Frente a isto, muitos estudos buscam entender o papel da dieta no
surgimento, exacerbacéo ou prevencao das DIl (ANANTHAKRISHNAN et al., 2015;
KNIGHT-SEPULVEDA et al., 2015; SOUZA et al., 2017).

E importante destacar que estudos epidemiolégicos ja demonstram um
aumento na incidéncia de RCU em populag¢des adeptas a uma alta ingestéo proteica
(RASHVAND et al., 2015). Isto ocorre pois 0 consumo em excesso de proteinas pode
causar mudancas na producao de metabdlitos microbianos (GEYPENS et al., 1997),
aumento da permeabilidade intestinal (LLEWELLYN et al., 2018), variacbes no
ambiente luminal (BLACHIER et al., 2017), modificagdes na morfologia das células
epiteliais (ANDRIAMIHAJA et al., 2010) e exacerbagéo da inflamagao aguda no célon
(CUI; KIM, 2018; LAN et al., 2016).

O sistema nervoso entérico (SNE) exerce importante papel na geragao de
sinais clinicos e sintomas DIl (BRIERLEY; LINDEN, 2014; MOYNES et al., 2014).
Entretanto, poucas pesquisas abordaram como a dieta, mais especificamente a do
tipo hiperproteica, pode modular os neurdnios entéricos durante este quadro
inflamatorio. Assim, a presente pesquisa partiu da pergunta: uma dieta com elevada
quantidade de proteinas durante a fase ativa da RCU pode interferir no curso
inflamatdrio e induzir modificagbes a nivel de SNE?

Para melhor compreensao sobre a tematica, a presente tese encontra-se
dividida em trés partes principais: a primeira contém uma revisdo de literatura
elencado informagdes essenciais para o entendimento do estudo, a segunda os

objetivos do trabalho e a terceira o artigo resultante do projeto de pesquisa.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 RETOCOLITE ULCERATIVA (RCU)

A RCU é uma inflamacéo crénica que acomete individuos de ambos os sexos
e inicia-se entre a segunda e quarta década de vida (SAIRENJI; COLLINS; EVANS,
2017). Nota-se que a incidéncia de RCU aumentou nos ultimos anos e a tendéncia &
gue em paises cuja prevaléncia da doenga ¢é alta, o numero se estabilize com passar
do tempo, enquanto nos demais ele continue aumentando (KAPLAN et al., 2019).
Visto que esta doenca, assim como a DC, causa grande prejuizo a qualidade de vida
e aumenta o risco para o desenvolvimento de cancer de colorretal, € necessario
compreender os fatores que tem contribuido para o aumento em sua incidéncia e
prevaléncia.

Por ser uma doenca idiopatica, ainda nao existem fatores que podem ser
associados diretamente ao desenvolvimento da RCU (KUCHARZIK et al., 2020).
Pressupde-se que ela seja o resultado de uma desregulagédo do sistema imunoldgico
em resposta a mudancgas no microambiente intestinal (JACOBS et al., 2016). Logo, os
principais fatores de risco para a RCU de acordo com Kobayashi et al. (2020) sao uso
de antibidticos, alteragdbes na dieta, consumo em excesso de alimentos
industrializados que contém aditivos alimentares como estabilizantes, espessantes,
corantes e flavorizantes, historico familiar e doencas psiquiatricas. Estes fatores de
risco sao considerados “gatilhos” para o desenvolvimento da RCU em individuos que

sao geneticamente pré-dispostos.

2.1.1 Fisiopatologia da RCU

Fisiologicamente, a resposta imunoldgica do intestino grosso € habil em
identificar e eliminar possiveis patdégenos que podem penetrar através da barreira
epitelial e causar danos (TOMMASO; GASBARRINI; PONZIANI, 2021). Essa defesa
€ indispensavel para o organismo pois inumeros microrganismos e antigenos
adentram o corpo humano por intermédio da alimentacdo e caso ndo sejam

identificados e neutralizados podem desencadear processos patolégicos (PAONE;
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CANI, 2020). Células dendriticas, natural killer (NK) e neutréfilos reconhecem os
antigenos presentes no intestino e promovem sua eliminagao a fim de manter a
homeostase local (ALLAIRE et al., 2018).

Além das células do sistema imune inato, existe uma camada de muco
revestindo o epitélio do célon e ela atua como uma barreira fisico-quimica que separa
a mucosa intestinal de bactérias e outros antigenos que estdo no lumen (PAONE;
CANI, 2020). Células caliciformes presentes na mucosa secretam glicoproteinas
denominadas de mucinas que posteriormente se unem e formam a barreira de muco.
As mucinas podem ser acidas ou basicas, e permanecem ancoradas a membrana ou
sao secretadas (JOHANSSON et al., 2008).

Todavia, mesmo frente a estas defesas, alguns antigenos presentes no lumen
conseguem se aproximar da parede do intestino, e nesse momento, complexos
juncionais que promovem a coesado entre as células epiteliais irdo impedir sua
translocacao para o interior da parede (SUZUKI, 2020). As jungcbdes de aderéncia,
desmossomos e “tight junctions” embora apresentem fungdes especificas atuam em
conjunto na manutencgéo e regulagdo da barreira epitelial intestinal (PARADIS et al.,
2021).

As bactérias que estdo no lumen intestinal, a microbiota residente, convive
com o hospedeiro simbioticamente (STRANDWITZ et al., 2018). Ou seja, sua
presencga € benéfica para o ser humano pois esses microrganismos contribuem para
manutengao da resposta imune local, absorvem e metabolizam hidratos de carbono e
proteinas formando acidos graxos de cadeia curta, regulam a motilidade local e
impedem que o intestino seja colonizado por patégenos prejudiciais (CRYAN et al.,
2019). Entretanto, diferentes fatores podem levar a alteragbes na microbiota do
intestino, como por exemplo, uso de antibibticos, stress e mudancas e na alimentacao
(TOMMASO; GASBARRINI; PONZIANI, 2021).

Assim, para o desenvolvimento da RCU, aumento na permeabilidade
acompanhada de alteragdes na integridade do epitélio intestinal devem ocorrer devido
a alteragdes na expressdo de diferentes proteinas de jungdo e mudangas na
microbiota intestinal (KOBAYASHI et al., 2020). As bactérias que normalmente
encontram-se no lumen aproximam-se da parede intestinal por causa da redugao da
camada protetora de muco e conseguem invadir o epitélio intestinal que se encontra
rompido. Isto leva a ativagdo da resposta imune local e o desenvolvimento da
inflamacao aguda (DU; HA, 2020).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Strandwitz+P&cauthor_id=29903615
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Receptores Toll-like (TLR) presentes no epitélio intestinal reconhecem os
padrées moleculares associados aos patdgenos (PAMPs) e padrées moleculares
associados a danos (DAMPs) levando a ativagdo de macrofagos e células
apresentadoras de antigenos (APCs) que passam a liberar quimiocinas que atraem
outras células imunoldgicas para o local (KOBAYASHI et al., 2020).

Os neutrdfilos formam a primeira linha de defesa por meio das neutrophil
extracellular traps (NETs) que visam capturar os patogenos (DINALLO et al., 2019).
Intensifica-se a produgéo de fator de necrose tumoral (TNF) e interleucinas (IL) do tipo
12, 23 e 6 no local da inflamacgao levando a ativacdo de uma resposta T helper 1 (Th
1) com o objetivo principal de fagocitar as bactérias invasoras (KALUZNA; OLCZYK;
KOMOSI NSKA-VASSEYV, 2022).

As respostas T helper 2 (Th2) e T helper 17 (Th17) exercem também um
importante papel na fisiopatologia da RCU (IMAM et al., 2018). Elas s&o ativadas por
macrofagos e células dendriticas e promovem a produgao de TNF-a, interferon gama
(IFN-y) e IL-13. Sabe-se que a IL-13 pode induzir a apoptose de células epiteliais e
alterar a composicédo das proteinas de jun¢do. Tudo isto contribui para uma maior
disfuncdo da barreira epitelial associada a intensificacdo da resposta inflamatéria
(KALUZNA; OLCZYK; KOMOSI NSKA-VASSEYV, 2022).

Linfécitos T reguladores (Treg) séo inibidos pela IL-36 produzida pelas células
epiteliais intestinais (LEON; HUSSEY; WALSH, 2021). A IL-36 é uma citocina
pertencente a familia da IL-1 que induz a um status pro-inflamatério por meio da
ativagao do fator nuclear kappa B (NF-kB) e de proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK). Como resultado, mais mediadores inflamatoérios sdo produzidos e liberados
resultando no recrutamento celular e intensificacéo inflamagéo (YUAN et al., 2019).
Concomitantemente as NETs produzidas pelos neutrofilos exercem efeitos citotdxicos
diretos sobre as células epiteliais e a integridade da parede fica ainda mais
prejudicada (DINALLO et al., 2019).

Leucdcitos circulantes sao recrutados para o local da inflamacéo através da
liberagdo de moléculas de atragdo como a IL-8 e o ligante de quimiocina 8 (CXCLS8)
pelas células do epitélio intestinal amplificando a inflamagéao (ZHU et al., 2021). Como
consequéncia da intensa chegada e ativagao de células imunoldgicas, a concentracao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio aumenta no célon, resultando em
estresse oxidativo e intensificagado do dano tecidual. Destacam-se o anion superdéxido,

acido hipocloroso e peroxido de hidrogénio (WAN et al., 2022).
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Logo, o desenvolvimento, intensificacdo e estabelecimento da RCU é
mediado pela liberagao mediadores pro-inflamatérios, recrutamento de células imunes

e produgao de grandes quantidades de ERO no epitélio intestinal (WAN et al., 2022).

2.1.2 Curso clinico, sintomas e tratamento da RCU

O curso tipico da RCU s&o quadros recorrentes de ativacdo e remissao da
inflamacéo intestinal (SAIRENJI; COLLINS; EVANS, 2017). Os sintomas mais comuns
da doencga sao diarreia acompanhada da presenga de sangue nas fezes, porém, de
acordo com a severidade da inflamacgéao pode ocorrer dor abdominal, presenca de
muco nas fezes, tenesmo e desidratacdo. Geralmente a intensidade dos sintomas
associa-se a extensdo do dano a mucosa, ou seja, quanto maior for, mais severas séo
as manifestacdes clinicas da doenca (FEUERSTEIN et al., 2019).

A gravidade da RCU ¢ classificada em leve, severa e fulminante com base
nos seguintes parametros: presengca de sangue nas fezes, temperatura corporal,
frequéncia cardiaca, niveis de hemoglobina, taxa de sedimentagdo de eritrocitos,
sinais clinicos, numero de evacuagdes diarias, consisténcia das fezes, achados nos
exames histologicos e de imagem (SAIRENJI; COLLINS; EVANS, 2017).

Pacientes com RCU leve evacuam de 4 a 5 vezes ao dia e a presenca de
sangue nas fezes nem sempre é identificada. Aqueles com RCU severa evacuam
mais de 6 vezes ao dia, a presenga de sangue € visivel e apresentam taquicardia,
anemia, febre e marcadores inflamatodrios elevados. Ja os com quadros fulminantes
da doencga, evacuam com sangue mais de 10 vezes ao dia, necessitando de
transfusdo e a dilatacdo do cdlon é visivel em exames radiograficos (DANESE;
FIOCCHI, 2011).

Durante a fase ativa da inflamacao o tratamento padrao consiste no uso de
medicamentos que auxiliardo no controle da inflamagao e da sintomatologia. O uso
de corticosteroides tem melhorado a qualidade de vida dos pacientes e aumentado a
sobrevida, porém, em alguns casos, o tratamento cirurgico € requerido (SAIRENJI;
COLLINS; EVANS, 2017). Tiopurinas sao usadas durante a fase da remissdo com o
proposito principal de impedir que a inflamacéao volte a ficar ativa (FEUERSTEIN et
al., 2019).
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2.1.3 RCU experimental induzida por Dextran Sulfato de Sédio (DSS)

Atualmente existem varios modelos experimentais de RCU que possibilitam
que diferentes facetas da doenga sejam compreendidas, como por exemplo,
patogénese, sintomatologia, diagndstico e tratamento (KIESLER; FUSS; STROBER,
2015). A escolha do protocolo que faz uso do Dextran Sulfato de Sodio (DSS) ocorre
na maioria das vezes devido a sua facilidade de reproducdo e manejo (CHASSAING
et al., 2015).

O DSS é um polissacarideo soluvel em agua cujo peso molecular pode variar
entre 5 a 1400 kDa, entretanto, a RCU € induzida por meio da administracdo de DSS
com 40 a 50 kDa (CHASSAING et al., 2015). Ele provoca danos a camada epitelial do
intestino possibilitando a disseminagao de bactérias para dentro da parede intestinal
(Figura 1). Como resultado, um processo inflamatério € desencadeado localmente
com o recrutamento de células imunes e producado de mediadores pré-inflamatorios
(KIESLER; FUSS; STROBER, 2015).

Figura 1. Disrupcao do epitélio induzida pelo DSS

Fonte: Kiesler; Fuss e Strober (2015, p.157)

Os primeiros sinais da RCU podem ser identificados apds o primeiro dia de
administracdo do DSS e eles resultam do aumento na producdo e liberagdo de
citocinas pré-inflamatérias e aumento da permeabilidade intestinal resultante de
alteragdes na expressao de proteinas de juncao (KIESLER; FUSS; STROBER, 2015).

Pressupde-se que ele adentre a mucosa do célon por meio da formagao de nano-lipo
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complexos com acidos graxos de cadeia média e induza a erosédo e dano a parede
por ser toxico a células (CHASSAING et al., 2015).

Para mimetizar quadros agudos, crénicos ou recidivas da inflamagao
intestinal, os modelos experimentais podem variar quanto ao tempo de administracao
do DSS e a porcentagem fornecida aos animais (OKAYASU et al., 1990). Para indugao
da RCU é sugerida a utilizacdo de 2 a 5% de DSS dissolvidos em agua e como a
microbiota intestinal € um fator essencial para o desenvolvimento do quadro
inflamatorio, os animais utilizados precisar ter a mesma origem e linhagem
(CHASSAING et al., 2015).

E importante destacar que embora o DSS seja utilizado para mimetizar a RCU
humana em modelos murinos, o quadro inflamatdrio gerado apresenta algumas
distingdes. Em humanos a presenca de neutroéfilos nas criptas e no epitélio da mucosa
€ comum na RCU, todavia, na indug¢ao da inflamacgéao por DSS nota-se que células
imunoldgicas mais proeminentes sdo os linfocitos (KIESLER; FUSS; STROBER,
2015).

2.2 CIRCUITOS NEURONAIS DO TRATO GASTROINTESTINAL (TGl)

Devido as recidivas da RCU, importantes alteracdes funcionais podem ocorrer
no colon como consequéncia do quadro inflamatério. O TGI ¢é inervado
intrinsecamente por uma rede de neurénios e feixes nervosos, o SNE. (HOLLAND et
al., 2021). Brierley e Linden (2014) destacam que os sinais clinicos e sintomas das
DIl, como diarreia e dor, sdo em grande parte transmitidos por neurdnios que se
encontram na parede do cdlon e captam as alteragdes locais.

Entre as alteragbes no SNE resultantes da RCU que ja foram descritas na
literatura destacam-se redugao e/ou aumento no niumero de neurdnios entéricos de
populagdes neuronais especificas, hipertrofia ou atrofia neuronal, redugdo da sintese
e liberacdo de neurotransmissores, e comprometimento da secrecédo de agua e
eletrélitos pelo epitélio coldbnico (MOYNES et al., 2014). Estudos correlacionando os
danos ao SNE causado pela RCU em associacao a diferentes tipos dieta ainda sao
escassos, porém, antes de avancar com a discussao € imprescindivel apresentar a
inervagao extrinseca e intrinseca do TGl, seus neurotransmissores e como acontece

0 processo de motilidade e secregao.



27

Anatomicamente o TGl pode ser dividido em regidao superior e inferior. A
primeira é formada pela boca, faringe, es6fago e estbmago, enquanto a segunda pelo
intestino delgado e grosso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Uma vez que o
presente trabalho tem como foco principal o cdélon, as informagdes a respeito da
inervagcao extrinseca e intrinseca do TGl aqui apresentadas encontram-se
relacionadas a este segmento.

2.2.1 Inervagao extrinseca do colon

Extrinsecamente o TGI é inervado por processo nervosos oriundos de vias
parassimpaticas e simpaticas que se originam do tronco encefalico e medula espinhal,

conforme é possivel observar na Figura 2 (FURNESS et al., 2014).

Figura 2. Inervacgao extrinseca do TGl
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O nervo vago € um dos mais mencionados quando se trata de inervagao
extrinseca do TGI. Ele origina-se na medula oblonga e inerva os musculos que
compdem a faringe e a laringe promovendo a degluticdo e vocalizagao (BREIT et al.,
2018). No estdbmago e intestino delgado atua regulando o processo de contragdo da
musculatura lisa e secrecao glandular (FURNESS et al., 2004). No intestino grosso, a
inervacado vagal é composta principalmente pela via eferente e tem uma menor
influéncia quando comparada ao intestino delgado, entretanto, tem se mostrado um
alvo terapéutico importante para o tratamento de DII, especialmente da DC (BONAZ,
2018).

Ja a inervacgéao simpatica atua no intestino grosso promovendo a inibigao da
motilidade, vasoconstricdo e bloqueio da secreg¢do glandular. Isto acontece por
intermédio da liberagao de catecolaminas, principalmente de epinefrina que se ligam
nos receptores B-adrenérgicos das células alvo (CERVI; LUKEWICH; LOMAX, 2014).
O cdlon, mais especificamente a regido distal e o reto, sdo inervados por axénios
oriundos de nervos peélvicos (FURNESS, 2012).

Os corpos celulares de neurdnios eferentes que inervam o célon se agrupam
e formam ganglios de raiz dorsal (DRG, do inglés “dorsal root ganglia”) (SPENCER;
HU, 2020). Morfologicamente, sdo neurbnios pseudo-unipolares que apresentam
processos nervosos que promovem a comunicacao entre Sistema Nervoso Central
(SNC) e Sistema Nervosos Periférico (SNP) (JACOBSON et al., 2021). Os principais
neurotransmissores destes neurdnios sao a substancia P e o peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP, do inglés “calcitonin gene related pepitide”) (ENGEL et
al., 2012).

2.2.2 Inervagao intrinseca do colon

A distribuicdo do SNE ao longo da parede do TGI, embora possa apresentar
diferengas regionais, tem inicio no es6fago, passa por estdmago, intestino delgado e
intestino grosso, finalizando na regido anal (LYTE; CRYAN, 2014). E importante
compreender que embora o SNE possa ser regulado pelo SNC, ou seja, receber e

enviar estimulos por intermédio de neurbnios originados no tronco encefalico ou
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medula espinhal, uma de suas principais caracteristica € a capacidade de atuar de
forma independente (FURNESS, 2012).

O SNE é constituido de plexos ganglionados e aganglionados que sao
nomeados de acordo com sua localizagédo e fungdo (FURNESS; STEBBING, 2017).
Assim, no colon, entre as camadas musculares externas encontra-se o plexo
mioentérico ou de Auerbach, e mais internamente, logo abaixo da mucosa e da sua
muscular, o plexo submucoso, chamado também de Meissner (FURNESS, 2012). Os
plexos aganglionados, que se distinguem dos demais pela auséncia de corpos
celulares de neurbnios, podem ser identificados entre as camadas da parede do TGl

e recebem nomes conforme a sua localizagéo (Figura 3).

Figura 3. Organizacao do sistema nervoso entérico
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Fonte: Furness (2012)

O plexo mioentérico é responsavel pela motilidade intestinal e seus ganglios
sdo grandes, bem delimitados e estdo associados a feixes nervosos formando uma
malha extensiva. Ja plexo submucoso é formado por fibras nervosas mais finas e
ganglios menores e sua funcao principal é regular o fluxo de agua no colon por
intermédio da secregao de cloreto (FURNESS, 2006) (Figura 3). Os principais tipos
de neurbnios que inervam intrinsicamente o colon s&o: neurbnios motores,
interneurdnios e neurbnios aferentes intrinsecos primarios (IPANs sigla do inglés

“intrinsic primary afferent neurons”) (FURNESS, 2000).
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No plexo mioentérico encontram-se os neurdnios motores inibitorios e
excitatérios da musculatura lisa do intestino (FURNESS, 2006). Os interneurénios
presentes ali podem ser classificados em ascendentes ou descendentes de acordo
com a direcido de seus axbnios. Sua principal fungao € promover a comunicagao entre
diferentes partes do intestino, sinalizando para os neurdénios motores 0 momento em
que devem promover o relaxamento ou contracdo da musculatura lisa (SPENCER,;
HU, 2020).

Ja no plexo submucoso o0s neurbnios motores s&o divididos em
secretomotores/vasodilatadores e secretomotores (FURNESS, 2000). Os
interneurdnios sdo mais escassos e geralmente se projetam de forma unilateral para
o plexo mioénterico. De acordo com Furness (2006), sua principal fungcéo é promover
a comunicacao entre os plexos do SNE.

Os IPANs compreendem em neurdnios cujo corpo celular por ser encontrado
em ambos 0s plexos, mioentérico e submucosos, e cujo axdnios estao projetados para
a mucosa ou camadas musculares a fim de detectar variagcbes quimicas e fisicas
(FURNESS et al., 2004). Existem ainda os neurénios aferentes extrinsecos primarios
que se diferenciam dos IPANs por seus corpos celulares estarem localizados fora do
SNE (FURNESS, 2006).

Os IPANs mioentéricos sao responsaveis por detectar distorcbes nas
camadas musculares e mudancas quimicas no lumem e por isto seus axdnios
encontram-se projetados para a musculatura externa do intestino ou para a mucosa
(FURNESS et al.,, 2004). Enquanto os IPANs submucosos identificam distor¢oes
fisicas e variagcbes quimicas no lumen e suas terminagcdes nervosas localizam-se
unicamente na mucosa (FURNESS, 2006).

Junto com os corpos neuronais que formam os ganglios estdo as células
entéricas gliais (CEG), um conjunto de células satélites nucleadas que auxiliam na
manutencdao do SNE (GULBRANSEN; SHARKEY, 2012). Elas conseguem interagir
com o microambiente intestinal e outras células gliais através de vasto repertério de
sinais de calcio e sdo essenciais para o desenvolvimento, sobrevivéncia e
diferenciacao neuronal (OCHOA-CORTES et al., 2016).

Para manter a homeostase no TGI, os constituintes do SNE necessitam
interagir entre si e com células efetoras, sejam elas células musculares lisas,

enterdcitos, células imunes, entre outros. A comunicagcdo e transmissdo de
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informacgdes ocorre através da liberagao de diferentes tipos de neurotransmissores na

fenda sinaptica.

2.2.3 Principais neurotransmissores do SNE

A acetilcolina (ACh) é sintetizada pelos neurénios motores excitatérios através
da agéo da enzima colina acetiltransferase (ChAT). Ela € o principal neurotransmissor
excitatorio do plexo mioentério e apos sua sintese fica armazenada em vesiculas
dentro dos neurénios. Quando requerida € liberada por exocitose e atua por meio da
ligacdo a receptores muscarinicos ou nicotinicos presentes na membrana pos-
sinaptica (VENTURA et al., 2010).

Os receptores muscarinicos presente na musculatura lisa intestinal sdo o M3
e M2 e a cascata de sinalizagao que eles disparam para que ocorra a contracao difere
(LECCI, SANTICIOLI e MAGGI, 2002). Normalmente, o M3 é o mais envolvido na
contragdo intestinal e desencadeia a liberagdo de calcio (Ca*™) dos depodsitos
intracelulares associada ativagao de fosfolipase C (PCL) e proteina quinase C (PKC)
(FURNESS, 2006).

A ligagao da ACh com receptores M2 por sua vez inibe a acdo da adenilato
ciclase reduzindo a capacidade desta enzima de inibir a contragdo muscular
(GERTHOFFER, 2005). Existem ainda os receptores nicotinicos de ACh que apds sua
ligacdo ao neurotransmissor mudam de conformagao permitindo a entrada de ions de
sodio (Na*) para o meio intracelular (VENTURA et al., 2010).

Normalmente a ligacdo da ACh a receptores nicotinicos acontece quando é
requerida uma resposta de contracdo mais rapida, porém, com uma dura¢gao menor.
Por outro lado, a ativacao de receptores muscarinicos leva a um tdnus muscular mais
sustentado (VENTURA et al., 2010). Neurénios motores excitatérios também podem
apresentar receptores para substancia P e neuroquinina A (NKA) (FURNESS, 2006).

O 6xido nitrico (NO) por sua vez € o neurotransmissor inibitério da
musculatura lisa mais proeminente, mas o peptideo intestinal vasoativo (VIP) e o
trifosfato de adenosina (ATP) também podem ser utilizados para identificar esta classe
de neurdnios (SANDERS et al.,, 2012). Tanto o NO quanto o VIP, promovem
relaxamento da musculatura intestinal por meio da ativacéo de canais de potassio (K)
e da diminuic&o da sensibilidade ao Ca** (LECCI, SANTICIOLI e MAGGiI, 2002).
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O NO é produzido pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) que apresenta trés
isoformas: NOS neuronal (nNOS), NOS induzida (iNOS) e NOS endotelial (eNOS). No
caso da nNOS ela € produzida e liberada por neurénios presentes no SNC e SNP,
promovendo além do relaxamento muscular, a regulacdo da plasticidade neuronal
(HAN et al., 2021).

Normalmente, neurdnios submucosos liberam Ach ou VIP e por isto estes dois
neurotransmissores sao utilizados para diferencia-los. Assim, neurdnios colinérgicos
podem ser secretomotores/vasoditaladores ou secretomotores que ndo promovem a
vasodilatagao, ao passo que oS VIPérgicos sao somente
secretomotores/vasoditaladores (FURNESS, 2006).

Fantaguzzi et al. (2009) apresentam a calrretinina como um neurotransmissor
util para diferenciar neurénios VIPérgicos e colinérgicos. Os autores identificaram que
existe dois padrdes de imunomarcagao quando este neurotransmissor € utilizado,
sugerindo que neurbnios fortemente imunomarcados provavelmente liberam Ach
enquanto os demais, menos imunomarcados, sao VIPérgicos.

O neuropeptideo Y (NPY), somatostatina, CGRP, taquicininas e calbindina
podem ser identificados também no plexo submucoso, porém, sao utilizados em
menor escala em estudos (FURNESS et al., 2003).

2.2.4 Motilidade intestinal e os reflexos de secrecdo e vasodilatagao

A motilidade intestinal compreende nos padrées de movimento realizados
pela musculatura lisa que tem como objetivo principal promover a propulsdo do
conteudo luminal ao longo do TGIl. Eles podem variar de acordo com regido do
intestino e sdo coordenados pelo SNE por meio da captacdo de mudancas no
microambiente luminal (SMITH; PARK; HENNIG, 2014).

Li et al. (2019) apresentam que o célon de camundongos realiza os seguintes
padroes de movimento: segmentacao e peristalse. As contragdes segmentares sao
responsaveis pela mistura do conteudo luminal e caracterizam-se como contragdes
fasicas resultantes da despolarizagdo das células musculares lisas sem influéncia
direta dos neurénios do SNE (SPENCER; HU, 2020). Pressupbde-se que estes

movimentos sdo desencadeados pela presenga de nutrientes no lumen intestinal,
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através de um mecanismo que envolve a liberagdo de colecistocinina (CCK) e
serotonina (5-HT) (FUNG; BERGHE, 2020).

O peristaltismo, por sua vez, acontece somente através de influéncia direta do
SNE. Células enterocromafins (EC) presentes no epitélio intestinal captam mudancas
quimicas ou fisicas no lumen e produzem 5-HT, que de acordo com Furness (2006),
€ um potente estimulador de IPANs. Estes neurdnios captam as informagdes e
transmite para os interneurénios ascendentes e descendentes que coordenam o
movimento de contragdo ou relaxamento de determinadas regiées do cdélon para
passagem do quimo.

No cdlon proximal predomina-se as contragdes segmentares visando a
mistura do conteudo luminal para facilitar a reabsorgdo de agua, enquanto na regiao
distal, o bolo fecal é expelido através de ondas peristalticas que formam os complexos
motores de migragao do colon (CMMC). Além disto, as conexdes entre os neurbnios
do SNE s&o mais complexas na regiao proximal que responde de forma mais intensa
a ACh. Outra grande diferenga entre as regides € que no colon proximal os CMMC
sdo gerados de forma constante, ja no distal eles sdo dependentes da presenca de
conteudo no lumen (LI et al., 2019).

Diferentes estimulos podem desencadear os reflexos de secregao e
vasodilatacdo no TGI, incluindo alteragcbes mecénicas, presenca de patdgenos,
variagdes quimicas e ainda deteccao de determinados nutrientes, como por exemplo,
a glicose no lumen (FUNG; BERGHE, 2020). Estes reflexos ocorrem na maior parte
do colon e sao regulados por meio de vias aferentes simpaticas (FURNESS, 2006).

Os reflexos iniciam-se a partir da ativacao dos IPANs pela 5-HT liberada pelas
células EC do epitélio intestinal quando detectam variacdes no meio luminal. Apds
isto, eles podem seguir trés vias distintas, sendo que a primeira envolve a ativagao de
um unico neurénio, geralmente um IPAN submucoso, que capta a informacéao e ja
promove a secrecdo como resposta. A segunda é mediada por IPANS que se
comunicam com neurbnios secretomotores e secretomores/vasodilatadores que
respondem ao estimulo por meio da secrecio e/ou vasodilatacdo. Enquanto a terceira
abrange também neurbnios mioentéricos, finalizando na ativagcao da secregao e/ou
vasodilatacao (FUNG; BERGHE, 2020).

Os reflexos de secregao no célon sédo ativados tanto em situagdes fisioldgicas,
como nas patologicas. Na regido proximal, eles sdo essenciais pois promovem a

reabsorcao de agua através da secregao de cloreto, visando a homeostase corporal



34

(FURNESS, 2006). Além disto, a vasodilatagao mediada pelo plexo submucoso regula
o fluxo sanguineo no érgao (FUNG; BERGHE, 2020).

2.3 INFLUENCIA DA DIETA NA SAUDE INTESTINAL E NO SNE

Alteragdes funcionais no SNE podem estar relacionadas a patogénese de
diferentes processos patologicos e isto indica que existe uma relagdo muito estreita
entre a homeostase intestinal e a saude dos individuos (KHOSHBIN; CAMILLERI,
2020). Diante disto, muitas pesquisas tém buscado compreender como a dieta pode
contribuir para a regulacédo das fungdes intestinais e concomitantemente auxiliar na
saude do organismo como um todo.

Todavia, a presenca em excesso de determinados nutrientes no intestino,
como por exemplo de proteinas, ndo interfere unicamente no processo de secregao e
motilidade, mas pode causar alteragcdes na barreira intestinal por provocar mudangas
na integridade e/ou permeabilidade do érgao (LLEWELLYN et al., 2018).

De acordo com Cui e Kim (2018), a ingestdo em excesso de proteinas pode
exacerbar um quadro inflamatério ja estabelecido no intestino. Por outro lado,
pesquisadores como Lan et al. (2016) e Liu, Wang e Hu (2017) demonstraram que a
suplementacao de proteinas e aminoacidos contribui positivamente para o processo
de restauragao do epitélio intestinal ap6s um quadro inflamatério agudo.

Uma vez que as consequéncias da ingestdo de proteinas em quantidades
acima do recomendado, tanto para individuos saudaveis quanto para os com RCU, é
uma tematica recorrente, principalmente no que diz respeito a manutencdo da
integridade e permeabilidade intestinal, compreender como acontece o processo de
digestao das proteinas e absor¢géo dos aminoacidos ao longo do TGl é imprescindivel
para discussdes mais aprofundadas sobre a tematica.

As proteinas ingeridas s&o inicialmente quebradas em particulas menores na
boca através da mastigagdo. No estbmago, a agdo da pepsina em associagao ao
movimento peristaltico promove a protedlise de forma limitada possibilitando que
peptideos cheguem ao duodeno como forma de sinalizar a composi¢ao do quimo
(LOVEDAY, 2022). No duodeno, bile e enzimas pancreaticas sdo adicionadas ao

conteudo luminal, ja bicarbonato, muco e agua sao excretados ao longo de todo o
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jejuno e ileo para facilitar o transito do quimo pelo intestino delgado (LE FEUNTEUN
etal., 2021).

Para serem absorvidos os peptideos que chegam ao jejuno necessitam ser
clivados em aminoacidos, dipeptideos ou tripeptideos. Existem duas classes de
enzimas que auxiliam neste processo: endopeptidases e exopeptidases. A primeira
abrange a pepsina, tripsina e quimiotripsina, e a segunda classe € composta pelas
aminopeptidases e carboxipeptidases (VAN DER VELDEN; HULSMANN, 1999).

As endopeptidases promovem a dissolugdo das ligagdes internas dos
peptideos formando moléculas menores, os di e tripeptideos que adentram os
enterdcitos através do transportador de peptideos 1 (PepT1), um transportador que
atua de forma dependente de protons (WANG et al., 2017). As exopeptidades atuam
nas porcdes N-terminal e C-terminal dos peptideos promovendo a liberacdo de
aminoacidos que sao co-transportados com Na* através dos enterdcitos (VAN DER
VELDEN; HULSMANN, 1999).

Pressupde-se que mais de 80% de toda proteina ingerida seja absorvida no
intestino delgado, porém, uma pequena por¢ado pode chegar ao intestino grosso em
forma de proteina nao digerida, peptideo ou aminoacido (LOVEDAY, 2022). Estas
moléculas sao utilizadas pela microbiota residente para o seu préprio metabolismo
culminando na producéao de diferentes metabdlitos (DALLAS et al., 2022).

Os principais metabdlitos microbianos produzidos neste processo sdo aménia,
sulfeto de hidrogénio (H2S), acidos graxos de cadeia curta (SCFA, do inglés “short-
chain fatty acids”), acidos graxos de cadeia ramificada (BFA do inglés “branched-chain
fatty acids”), aminas e compostos aromaticos (BLACHIER; ANDRIAMIHAJA; KONG,
2022). Yao, Muir e Gibson (2016) destacam que a capacidade de os produtos gerados
pela fermentagdo de proteinas no colon exercer danos locais e sistémicos depende
de sua concentragdo no lumen intestinal e isso € regulado principalmente pela
capacidade de desintoxicagcdo do préprio epitélio colénico e do teor proteico
consumido.

Elevados niveis de aménia, por exemplo, podem afetar a capacidade
absortiva dos colondcitos, intensificar o processo de renovacao das células da mucosa
e induzir producgao e liberagdo de mediadores pro-inflamatérios (ANDRIAMIHAJA et
al., 2010; PIEPER et al., 2012). Ja os compostos aromaticos, como o p-cresol, e as

aminas podem induzir a destruicao da barreira epitelial do célon por provocarem dano
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ao acido desoxirribonucleico (DNA) das células (BINGHAM et al., 1996; TODEN et al.,
2006).

A exposicao prolongada ao H2S por sua vez, prejudica a respiragéo celular e
causa danos ao DNA resultando na morte por apoptose dos colondcitos e células
caliciformes (COOPER; BROWN, 2008). Porém, as consequéncias do aumento na
quantidade de SCFA e BCFA no cdlon ainda continuam a ser investigadas, entretanto,
elas podem envolver alteragdes na secrecdo de ions e agua pelo epitélio colénico
(YAO; MUIR; GIBSON, 2016).

Além disto, mudangas na microbiota intestinal podem ocorrer quando a
quantidade de proteinas que chega ao cdélon intensifica-se (BLACHIER;
ANDRIAMIHAJA; KONG, 2022). Aumento de Clostridium perfrigens e redugdo na
populacao de Bifidobacterium spp ja foram identificados em estudos in vitro (SHEN;
CHEN YA; TUOHY, 2010). Os efeitos deste tipo de alteragcdo no microambiente
luminal do célon continuam a ser estudados, porém, pressupfe-se que estejam
relacionados a uma maior susceptibilidade a colonizagéo patogénica do segmento e
a producédo de moléculas que causam danos a mucosa intestinal (HEO et al., 2009;
ROUND; MAZMANIAN, 2009).

Alguns metabolitos gerados e aminoacidos podem causar efeitos no SNE, de
forma direta e indireta, influenciando a motilidade e secrecdo. Aumento de H2S no
lumen, por exemplo, leva a maior secregéo intestinal e inibicdo da motilidade intestinal
(QUAN et al., 2015). Existem ainda bactérias que aumentam em numero e sao
capazes de produzirem aminas que atuam como neurotransmissores tanto no SNE
quanto no SNC (YAO; MUIR; GIBSON, 2016).

Visto que a ingestdo em excesso de proteinas pode influenciar ndo somente
a microbiota intestinal, mas a integridade da parede e o SNE, compreender as
nuances disto durante a RCU é primordial para os individuos acometidos por esta

doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as repercussdes do consumo de uma dieta hiperproteica durante a
inducdo experimental de Retocolite Ulcerativa (RCU) para o intestino grosso de
camundongos C57BL/6.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estabelecer os efeitos da ingestdo do dobro de proteinas sobre os sinais
clinicos da RCU induzida por DSS em camundongos através da analise do
indice de atividade da doenga,;

¢ |dentificar se a dieta hiperproteica intensifica as alteragdes funcionais no célon
decorrentes da RCU por meio da analise de fenétipo de fezes e analise de
tempo de transito;

e Avaliar a densidade populacional e a morfometria do corpo celular da
populacdo total e subpopulagdes de neurbnios nitrérgicos e estimados
colinérgicos visando investigar os efeitos da dieta hiperproteica no plexo
mioentérico do colon de camundongos com RCU;

e Avaliar a densidade populacional e a morfometria do corpo celular da
populacdo total e subpopulacbes de neurdnios colinérgicos e VIPérgicos
visando investigar os efeitos da dieta hiperproteica no plexo submucoso do

c6lon de camundongos com RCU.
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ABSTRACT

Ulcerative colitis (UC) is a chronic, idiopathic inflammatory process that affects
individuals of both sexes, starting mainly during the most productive phase of life.
Although there is no factor that can directly lead to the development of UC, today, it is
understood that diet, especially the high-protein type, may be related to its
establishment and modulate inflammation during the active phases of the disease.
Thus, the study aimed to evaluate the effects on the colon of C57BL/6 mice of
consuming a high-protein diet during the active phase of UC. For this, male C57BL/6
mice were distributed into 4 experimental groups: SD (fed standard diet); HP (fed with
high protein diet); SP/DSS (fed standard diet and induced to UC); and HP/DSS (fed a
high-protein diet and induced UC). The disease activity index, gastrointestinal transit,
analysis of feces phenotype and evaluation of colonic myenteric plexus neurons were
evaluated. As a result, it was observed that the HP/DSS group mice showed more
intense clinical signs of the disease and more lesions in the myenteric and submucosal
plexus of the colon. Therefore, it is concluded that a high-protein diet, i.e., twice the
amount of protein compared to that recommended for mice, based on casein and
soybean meal, contributed to the intensification of the clinical signals of acute UC, and
caused more intense changes in the morphometry and population density of myenteric

and submucosal neurons of distal colon.

Keywords: IBD; high-protein diet; enteric nervous system.

INTRODUCTION

Ulcerative Colitis (UC) is an inflammatory bowel disease (IBD) that affect
individuals of both sexes and usually begin between the second and fourth decade of
life (SAIRENJI; COLLINS; EVANS, 2017). This disease lead to a significant decline in
people's quality of life because do not have a linear course or cure, interspersing
moments of remission and activation of intestinal inflammation (SEYEDIAN;
NOKHOSTIN; MALAMIR, 2019).

The incidence of UC has increased in last decade and the trend is that in

countries where the prevalence of the disease is high, the number stabilizes over time,
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while in others it continues to increase (KAPLAN et al., 2019). There are not factors
that directly triggers the UC, but it's known they are expressed as the result of a
combination of intrinsic and environmental factors (SAIRENJI; COLLINS; EVANS,
2017). Thus, the presence of certain genes and even the composition of the individual's
intestinal microbiota act as risk factors. Aspects related to the environment, such as
diet and lifestyle, act as triggers for its development (JARMAKIEWICZ-CZAJA et al.,
2022).

The pathogenesis of IBD involves an abnormal activation of the intestinal
immune system in response to changes in the luminal microenvironment and in
mucosal integrity (CHANG, 2020). In this sense, there are gene regions related to the
regulation of the body's defense that are altered in patients with IBD (SAIRENJI;
COLLINS; EVANS, 2017). The diet, in turn, can trigger changes in the intestinal
microbiota resulting in alterations in the gene expression of different proteins that are
related to the regulation of intestinal permeability and local immune response. Thus,
the diet has great potential to promote an enabling environment and to mitigate the
development of IBD, especially UC (SUGIHARA; KAMADA, 2021).

Currently, it is recommended that healthy individuals consume an average of
0.8 g/Kg/day of protein (RODRIGUEZ; MILLER, 2015). However, there are studies that
demonstrate that Brazilian population residing in large urban centers, such as Sao
Paulo and Rio de Janeiro, consumes up to 1.2 g/Kg or 1.4 g/Kg daily, when comparing
women and men respectively (MAFRA; LEAL, 2016). As for individuals with IBD, the
ideal amount of protein for patients in remission or activation phase is not well known.
According to the British Society of Gastroenterology (BSG) the consumption of protein-
rich foods be avoided, especially in the active phase of the disease (LAMB et al., 2019).
On the other hand, the European Society for Clinical Nutrition and Metabolism
(ESPEN) recommends an increase in protein intake to 1.2 - 1.5 g/Kg/day during the
period of intestinal inflammation (FORBES et al., 2017).

In active phase of IBD the protein turnover is increased and, therefore, an
increase in protein intake is necessary for the maintenance of bodily functions during
the acute phase, including the synthesis of cytokines and molecules associated with
intestinal inflammation (SCALDAFERRI et al., 2017, VIDAL-LLETJOS et al,, 2021).
But it should be considered that the amount of protein in the diet is directly related to
the intensity of the fermentation process of undigested proteins in the colon. So, high-

protein diets can increase the production of different metabolites by the intestinal
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microbiota, such as p-cresol, ammonia, short-chain fatty acids, branched-chain fatty
acids and hydrogen sulfide, which damage intestinal epithelial cells intensifying the
inflammatory condition of IBD (YAO; MUIR; GIBSON, 2016). In healthy individuals, this
process can trigger local inflammatory reactions, increasing susceptibility to diseases
such as UC (AHN; JEONG; KIM, 2022).

All these chemical and structural changes in the intestinal wall cause
modulations in the innervation of the colon, which can lead to the appearance or
intensification of signs and symptoms of IBD. The colon has an extrinsic and an
intrinsic innervation, known as the enteric nervous system (ENS). The scientific
literature is sparse in terms of studies that seek to understand how a diet, especially a
high-protein diet, can modulate enteric neurons during an inflammatory condition.
Thus, the present study aimed to evaluate the effects on the colon of C57BL/6 mice of

consuming a diet with 44% protein during the active phase of UC.

MATERIAL AND METHODS

All procedures were approved by the Ethics Committee on the Use of Animals

the State University of Londrina, Brazil (Reference Number: 046/20).

Animals

Male C57BL/6 mice (Mus musculus) aged 2 months were used. During the
experiment, the animals were kept in standard polypropylene boxes in the sectorial
animal house of the Histology Department of the State University of Londrina with
controlled temperature (24 £ 2°C) and light/dark cycle of 12/12 hour. All animals
received food and water ad libitum.

Diets

Both diets used in this experiment, were development at Animal Science

Department of the State University of Londrina. They were made based on the

nutritional requirements for mice and their compositions are detailed in Table 1. The
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standard diet had soybean as a protein source, while the high-protein diet had soybean
and casein.

The high-protein diet was produced with twice the protein content when
compared to the standard. This protein percentage was established based on the
average consumption of the Brazilian population, which can be up to twice the
recommended amount (MAFRA; LEAL, 2016). Thus, the standard diet had 22%
protein in its composition, while the high-protein contained 44%. Furthermore, to
prevent the amount of calories from influencing the evaluated parameters, the diets

used were adapted to become isocaloric.

Acute experimental colitis

For induction of experimental acute UC, mice were kept in cages with free
access to autoclaved water containing 3% DSS (MP Biomedicals - 40kDa) for seven
days (WATANABE et al., 2023).

Experimental groups

The mice were randomly distributed into four experimental groups: (1) SD -
animals that received standard diet for 7 days without being submitted to experimental
UC; (2) HP - animals that received high-protein diet for 7 days without being submitted
to experimental UC; (3) SD/DSS - animals that received standard diet during the
experimental UC induction period; and, (4) HP/DSS - animals that received high-
protein during the experimental UC induction period.

During the experimental period was performed daily monitoring of the animals'

body mass, diet intake rate and water consumption.

Pellet output analysis

Analysis of the stool phenotype consisted of counting the number of pellets
expelled by each mice every 24 hours. In addition, the gross mass of pellets output
was obtained using an aid of precision scale of 0.005 grams. After drying, overnight at
60°C, the dry mass of the feces was measured to determine the percentage of water

present in the feces.
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Disease activity index (DAI)

The DAI was calculated daily based on the following parameters: percentage
of weight loss, stool consistency and presence of blood in the stool/rectum (LAFFIN et
al., 2019). For each parameter, a scale from 0 to 4 was used, as shown in Table 2.
The occult blood test was performed only in animals that did not have hematochezia
or apparent blood in the feces. The DAI consisted of the sum of the score of each of
the analyzed parameters. The maximum total value that could be achieved daily per

animal was 12.

Gastrointestinal transit

Gastrointestinal transit was performed the day before euthanasia of all
experimental groups. It was evaluated after oral gavage of 0,1 mL of a non-absorbable
marker (3% Carmine Red—Corantec; 0.5% Methylcellulose—Campo Drugstore).
Animals were then placed into individual cages with free access to food and water.
Gastrointestinal transit was expressed as the time of the appearance of the first red
fecal pellet after gavage (MACHADO et al., 2021).

Euthanasia and material collection

All animals were euthanized on the 7th day of the experimental period by
inhalation of halothane (Tanohalo® - Cristalia) followed by cervical dislocation. Out of
respect for the lives of the animals, mice that showed a significant reduction in body
mass (<18%) were euthanized regardless of the experimental day. A vertical
laparotomy was performed to removal of the total colon (proximal and distal). All
intestinal segments were weighed, and their length and circumference were also
measured to obtain the total area. Considering possible changes in the intestinal area,
the weight of segments was adjusted according to this measurement. The spleen also
collected and weighed.

Histological analysis of the intestinal wall
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For histological analysis one-centimeter samples of the proximal and distal
colon were fixed in buffered paraformaldehyde (PFA) pH 7.4 for 3 hours and embedded
in paraffin. Five-micrometer sections were stained with hematoxylin and eosin (HE)
and used for histological evaluation of the damage to the colon wall. So, inflammation,
spread of inflammation, mucosal epithelium integrity, crypt damage and goblet cell
depletion were analyzed in three histological sections of samples from each animal.
Each parameter a score was attributed according to the histological findings according
to Table 3 (DIELEMAN et al., 1998).

Immunofluorescence

Proximal and distal colon samples were fixed in buffered PFA for 3 hours and
then stored in 0.1M phosphate-saline buffer + 0.08% sodium azide at 4°C until
microdissection using a stereomicroscope to obtaining whole-mount containing the
myenteric and submucosal plexus.

The whole-mount containing the myenteric plexus was submitted to
immunofluorescence protocol to evidenced total and nitrergic neurons. PGP9.5
polyclonal antibody (PA5-29012/ Invitrogen; dilution 1:1000) was used to
immunolabeling total neurons and, anti-nNOS polyclonal antibody (GTX89962/
Genetex; 1:500) to nitrergic neurons. Enteric neurons PGP9.5"/nNOS- were
considered cholinergic neurons. In the whole-mount containing the submucosal plexus
to immunolabeling total neurons was used PGP9.5 polyclonal antibody (PA5-29012/
Invitrogen; dilution 1:1000) and anti-calrretinin polyclonal antibody (AB16694/ ABCAM,;
dilution 1:1200) to VIPergic and cholinergic submucosal neurons. As Fantaguzzi et al.,
(2009) strongly (Car**) and weakly (Car*) calrretin immunolabeling were distinguished

for identification of cholinergic and VIPergic neurons, respectively.

Analysis of colonic enteric neurons

For the analysis of the population density myenteric and submucosal neurons
were counted in 32 images obtained in consecutive fields using the 20x objective.
Analysis total area were 0.0448cm? of the intermediate regions of the intestinal
circumference. The number de ganglia also counted in submucosal whole-mount using

the 10x objective. A total of 8 images were captured resulting in total area of
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0.0588cm?. Since changes can occur in the colon area due to inflammation, all results
obtained were projected to the total area of the evaluated segment.

Neurons were counted using Image Pro Plus® image analyzer software. In
addition, a total of 100 cell bodies each enteric neuronal population evaluated in

myenteric and submucosal plexus were measured using the same software.

Statistical analysis

Data distribution was analyzed using the Shapiro-Wilk test. Two-way ANOVA
followed by Tukey's post-test was used to compare groups when there were two
variables influencing the results. In other cases, data with normal distribution were
analyzed using the one-way ANOVA test, followed by Tukey's post-test. Data with free
distribution were compared using the Kruskal-Wallis test, followed by the Dunn test.
All statistical analyzes were performed using the GraphPad Prisma 8 software
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Differences between groups were
considered statistically significant for values of P<0.05 and data were expressed as

mean * standard error of mean.

RESULTS

The high protein diet enhanced DAI in DSS-induced UC promoting body mass

loss and greater changes in stool consistency

All DSS-induced colitis mice showed a DAI score that gradually increased
during the inflammatory intestinal induction, however, the DAl score of HP/DSS
significantly differ of controls before of the SD/DSS (P<0.05; Fig.1A). Additionally,
when the groups of mice with colitis were compared also differed among, they from
third day indicating that diet ingested could contribute to the course of inflammation
(P<0.05; Fig.1A).

Significant body mass reduction when observed in SD/DSS and HP/DSS mice
compared to controls after the fifth day of induction (P<0.05; Fig.1B). Hematochezia
and/or apparent blood in the stool composed the DAI score of both DSS groups of

similar form and differ of SD and HP (P<0.05; Fig.1C). However, stool consistency
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was more fluid in the HP/DSS group compared to the SD/DSS, HP and SD groups
from the third day of induction (P<0.05; Fig.1D). This last parameter contributed to the
significantly higher DAI of animals with colitis and fed a high-protein diet than those fed
standard diet (Fig.1D). Histological score of SD/DSS and HP/DSS was higher of control
groups, SD, and DP (P<0.05; Fig.1E).

Water and feed consumption is lower in colitis mice fed a high-protein diet

At the seven day, were observed that water consumption of the animals with
colitis was smaller in relation to controls (P<0.05; Fig.2A). Furthermore, the amount of
DSS ingested of HP/DSS group mice it was reduced than the SD/DSS group (P=0.002;
Fig.2A). Feed intake decreased significantly in the beginning of the experimental
period between the SD group and the others (HP; SP/DSS) (P<0.05; Fig.2B). Already
at the end of experimental induction, significant difference was identified only in DSS
groups in relation to SD (P<0.05; Fig.2B).

Intestinal inflammation and high-protein diet together contribute to changes in

the number of pellets expelled per animal during the experimental period

After fifth day of experimental induction the number of fecal pellets expelled
per daily significantly reduced in DSS groups (SD/DSS and HP/DSS) when compared
to their respective controls (SD and HP) (P<0.05; Fig.3A). This alteration was
intensified in the HP/DSS mice at seven day where decreased of fecal pellets number
was approximately 82%, 72% and 52% compared respectively with HP, SD and
SD/DSS (Fig.3A).

Changes in gross mass feces were observed until six day of acute colitis
induction (Fig.3B). The HP/DSS group had a significantly higher wet mass than the SD
and HP in this period (P<0.05; Fig.3B). A similar result was observed regarding the dry
mass per expelled pellet (P<0.05; Fig.3C). But no significant changes were observed
in the amount of water in the pellets (P>0.05; Fig.3D) and in the gastrointestinal transit
(P>0.05; Fig.3E).

The colon shortening resulting mainly colitis inflammatory process and the

high-protein diet did not have a great influence on this process
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Reduction was observed in the area and length of the total and distal colon in
SD/DSS and HP/DSS animals when compared both controls, SD, and HP (P<0.05;
Table 4; Fig. 4E). In the proximal colon the same alterations occur only in SD/DSS
group in relation to controls (P<0.05; Table 4; Fig. 4E). No significant differences were
found between the assessed groups as for the colon and spleen weight (P>0.05; Fig.
4A, B, C,D e F).

High-protein diet and colitis can be modulate the neuron population density and

cell body size in myenteric and submucosal plexus

In proximal colon, although variations were observed between the
experimental groups regarding the number of general myenteric (PGP9.5%), nitrergic
(nNOS*) and estimated cholinergic (PGP 9.5*/nNOS-) neurons, they were not
statistically significant (P>0.05; Fig.5A). However, changes in the cell body were
observed in all myenteric populations analyzed (Fig.5B). General neurons (PGP9.5%)
from the HP/DSS group had a smaller cell body when compared to SD/DSS. While the
cell body of nitrergic neurons of the HP, SD/DSS and HP/DSS groups were significantly
larger in relation to SD (P<0.05; Fig.5B and 6).

In distal colon, an increase in population density of general (PGP9.5%) and
estimated cholinergic (PGP 9.5/nNOS") neurons was observed in the HP/DSS and
SD/DSS groups, respectively (P<0.05; Fig.5C). The cell body area of general neurons
(PGP9.5%) were larger in the SD/DSS and HP/DSS groups when compared to SD and
HP (P<0.05; Fig.5D). The opposite happened with the nitrergic neurons (nNOS™) of
SD/DSS and HP/DSS groups. They had a significantly smaller cell body in relation to
the controls, and the DSS groups also differed from each other (P<0.05; Fig.5D).
Estimated cholinergic neurons (PGP9.5"/nNOS") from the SD/DSS group had a larger
cell body than those from the SD and HD/DSS groups (P<0.05; Fig.5D and 7).

Decrease in weak calretinin submucosal neurons (Car*) was observed in the
proximal colon of SD/DSS and HP/DSS groups (P<0.05; Fig.8A). Other evaluated
neurons populations did not show significant changes, however, in the HP/DSS group,
the number of neuron ganglia was greater than SD and HP groups (P<0.05; Fig.8C).
Reduction in cellular body area was identified in the SD/DSS and HP/DSS groups of

all neuronal populations in the submucosal plexus in relation of control (P<0.05;
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Fig.8B). The cell body of the neurons was even smaller in the HP/DSS group (P<0.05;
Fig.8B) (Fig.9).

In the distal colon, changes in population density were observed mainly in the
HP animals (P<0.05; Fig.8D). The number of ganglia did not change significantly
between the evaluated experimental groups (P>0.05; Fig.8F). The cell body area of
total neurons (PGP 9.5%) and strong calretinin (Car**) was significantly greater in the
HP when compared to SD group (P<0.05; Fig.8E). While a decrease in neuronal area
was observed in the SD/DSS group of all neuronal populations evaluated in the
submucosal plexus (P<0.05; Fig.8E). Interestingly, neurons from the HP/DSS group
had a larger cell body than the SD/DSS group, indicating that the diet may be
influencing the metabolic activity of these cells (P<0.05; Fig.8E) (Fig. 10).

DISCUSSION

Here were report the repercussions of the consumption of a diet composed of
44% of proteins, twice as much as recommended for mice, during the acute phase of
UC. Previous research has already shown the consequences of excess intake of this
nutrient, and it was observed that the results found may vary depending on the type of
amino acid and/or protein used and the percentage supplemented (LLEWELLYN et
al., 2018; VIDAL-LLETJOS et al., 2019).

Thus, we observed that the DAI of the animals in the HP/DSS group was
significantly higher than that of the SD/DSS group, indicating that the clinical signs of
colitis were more intense in the mice that intake a diet composed of 44% protein. A
similar result was identified by Anh, Jeong and Kim (2022) who compared the effects
of different levels of protein intake for the development and establishment of colitis.
These authors showed that the consumption of a diet with 40% protein from different
protein sources increases the DAI of mice with DSS-induced colitis when compared to
controls that consumed diets with a protein content of 20%.

Casein and soybean meal were used together as protein sources to produce
high-protein feed in our study. Both are part of the diet of many Brazilians, casein in
dairy products and soy protein in the daily lives of many vegetarians (OLIVEIRA et al.,
2022; ROMAO et al., 2022). Casein's own characteristics associated with its

digestibility seem to clarify the reason why its supplementation causes greater damage
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to gut health when compared to other protein sources (ANH; JEONG; KIM, 2022).
While the excess presence of soy protein in the small intestine seems to be related to
changes in the composition of colon bacteria leading to the production of pro-
inflammatory cytokines (LI ef al., 2022). However, our results demonstrate that intake
of 44% protein by healthy animals did not lead to changes in DAI and histological
inflammatory score.

Llewellyn et al. (2018) showed that the intensification of colitis as a result of
the consumption of casein-based diets is not observed in germ-free mice or mice
previously treated with antibiotics. In view of this, the role of the colon's resident
microbiota in this process is clear. It is important to highlight that in mice and humans,
significant changes in the resident bacterial populations of the colon can occur within
a period of 24 hours after changes in diet and remain until its replacement (FAITH et
al., 2013; SMITH et al., 2013).

Reduction in the length and area of the large intestine are commonly observed
in murine models of experimental ulcerative colitis induced by DSS (CHASSAING et
al. 2014; EICHELE; KHARBANDA, 2019) and this type of alteration was observed in
our work. However, the high-protein diet did not intensify the macroscopic alterations
normally observed in the colon of mice with experimental colitis induced by DSS,
however, microscopically, it caused several alterations in the intestinal wall, including
in the ENS.

In myenteric plexus, our results indicate that in the proximal colon, changes
were restricted to alterations in the cell body of nitrergic neurons. However, in the distal
portion, the morphometry and population density of all myenteric populations evaluated
underwent significant changes. ENS abnormalities have already been identified in
tissues of individuals with IBD and have included hypertrophy and/or hyperplasia of
neurons, ganglia and nerve bundles (LAKHAN; KIRCHGESSNE, 2010; BRIERLEY;
LINDEN, 2014; SPEAR; MAWE, 2019). According to Belkind-Gerson et al. (2017),
colitis induces enteric neurogenesis in adult mice and “new” neurons are formed mainly
derived from glial cells and neuroprogenitor cells.

Acetylcholine and nitric oxide are the two main neurotransmitters produced
and released by myenteric neurons (FURNESS et al., 2014). So, in this work PGP 9.5*
/InNOS* neurons were considered nitrergic, while PGP 9.57/nNOS- estimatedly
cholinergic. Both nitrergic and cholinergic neurons are responsible for controlling the

movements of the colon, therefore, changes in any of these groups of neurons impairs
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intestinal homeostasis and interferes with the functioning of the colon (FURNESS,
2006). In our research, the number of fecal pellets expelled per animal gradually
decreases during the experimental period. This change was even more evident on the
seventh day for the HP/DSS group.

In submucosal plexus, neurons strongly immunostained with calretinin were
considered as cholinergic (Calr**) while the weak as VIPergic neurons (Calr®)
(FANTAGUZZI et al., 2009). These chemical mediators are responsible for promoting
vasodilation and/or secretion reflexes in the colon (FURNESS, 2006). Our results
demonstrate that diet and inflammation can, together or separately, influence the
distribution and morphology of total (PGP 9.5%), VIPergics (Calr*) and cholinergic
(Calr**) neurons in the submucosal plexus. Although the percentage of water in the
stool did not differ significantly between the control (SD and HP) and DSS (SD/DSS
and HP/DSS) groups on the last day of the induction protocol, changes in stool
consistency significantly contributed to the increase in DAI between mice with UC that
intake a high-protein diet.

According to Julio-Pieper et al. (2021) changes in the luminal
microenvironment can affect individuals in different ways, locally and physiologically.
Therefore, since the type of food ingested can cause the luminal microenvironment to
undergo changes (KHOSHBIN; CAMILLERI, 2020), understanding how nutrients
influence the integrity of the intestinal wall can help in the prevention and/or treatment
of different diseases, such as UC.

Thus, it is concluded that a high-protein diet, i.e., twice the amount of protein
compared to that recommended for mice, based on casein and soybean meal,
contributed to the intensification of the clinical signals of acute UC. In the distal colon,
this diet caused more intense changes in the morphometry and population density of
myenteric and submucosal neurons. The interaction between nutrients, more
specifically dietary proteins, and ENS needs to be more explored to understand how

diet can promote the health of individuals with IBD.
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Table 1. Composition of standart and high-protrein diets
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DIETS

Ingredients: Unit SD HP
Wheat meal % 40.73 11.61
Soybean meal 46% % 29.35 46.65
Corn % 18.73 --
Soy hull % 5.24 11.99
Casein % - 20.00
Limestone % 272 2.24
Soy oll % 2.20 --
Salt % 0.62 0.64
Premix-app % 0.30 0.30
DI-metionina % 0.08 --
L-lisina hcl % 0.03 --
Caulin % -- 6.27
Dicalcium phosphate % -- 0.30
Raw Energy Mcal/Kg 3,97 3,97

Standart diet (SD); High-protein diet (HP)



Table 2. Disease activity index (DAI)

Score Weight loss (%)

Stool consistency

Hematochezia

0 None
1 1-5%
2 6 -10%
3 11-15%
4 >16%

Normal
Slightly loose
Loose
Watery

Diarrhea

Absent

Positive occult blood
Light (dyed stools)
Moderate

Intense

Adapted of Laffin et al. (2019)
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Table 3. Histological findings of colitis
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Microscopic findings Grade

Description

o

Inflammation

Spread of inflammation

Mucosal epithelium

Damage to the crypt

Goblet cell depletion

2 O WN-_0O WN-2OWN-_20WN -~

None
Slight
Moderate
Severe
None
Mucosa
Mucosa e Submucosa
Transmural
Integrate
<5% loss of epithelial surface
5-10% loss of epithelial surface
>10% loss of epithelial surface

None
<10% loss
<10% - 20% loss
>20% loss
Absent
Present

Modified from Dieleman et al (1998)



S7

A) - B)
5 *H& §
£ &
=
z «
z E
g et
< S
2 - E) 2 1s-
=
=-] ot 7 *H
o
-16 T T T T T T T ° «
1 2 3 4 5 6 7 ‘5 94 #
]
w
C) 4- D) 4 .§ i
*H& = T
7
7 37 =
==
SD HP SD/DSS HP/DSS

Score of hematochezia
N
1
Score stool consistency
~
1

Figure 1. Disease activity index (A), body mass loss (B), fecal hematochezia/blood score (C), fecal consistency score (C) and histological
inflammation score of DSS-induced ulcerative colitis mice fed a standard diet or hyperproteic diet. Two Way ANOVA test (A, B, C and D).
Anova One Way and Tukey's post test (E). Data expressed as mean + standard error of mean. *P<0.05 when compared to SD; #P<0.05 when
compared to HP; and, P<0.05 when compared to SD/DSS. Light gray line (SD); dark gray line (HP); red line (SD/DSS); and green line (HP/DSS)
(n=15 mice to A, B, C and D; n=5 mice to E).
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Figure 2. Water/DSS (A) and feed intake (B) of the animals during the experimental period of DSS-induced ulcerative colitis Two Way
ANOVA test (A and B). Data expressed as mean + standard error of mean. *P<0.05 when compared to SD; #P<0.05 when compared to HP; and,
4P<0.05 when compared to SD/DSS. Light gray line (SD); dark gray line (HP); red line (SD/DSS); and green line (HP/DSS) (n=15 mice).
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Figure 3. Number (A), mass (B and C) of pellets/day, amount of water in the feces (D) and gastrointestinal transit time (E) of the animals
during the experimental period of DSS-induced ulcerative colitis Two Way ANOVA test (A, B, C and D). Anova One Way and Tukey's post
test (E). Data expressed as mean + standard error of mean *P<0.05 when compared to SD; #P<0.05 when compared to HP; and, *P<0.05 when
compared to SD/DSS. Light gray line (SD); dark gray line (HP); red line (SD/DSS); and green line (HP/DSS) (n=15 mice to A, B, C and D; n=8
mice to E).



Table 4. Area, length and width of the total, proximal and distal colon of DSS-induced colitis mice fed a standard

diet or hyperproteic diet

PARAMETERS GRUPOS

SD HP SD/DSS HP/DSS
Total area (cm?) 7,1+0,3 6,9+0,5 460,320 490,32
Total Lengh (cm) 78+0,3 75+0,2 5,4+0,22 570,22
Total Width (cm) 0,93 + 0,04 0,93 £ 0,05 0,88 £ 0,04 0,90 £ 0,06
Proximal area (cm?) 27+0,2 26+0,2 1,9£0,12 22+02
Proximal lengh (cm) 2,7+0,1 2,6 £0,1 200,12 2,3+£0,1
Proximal width (cm) 0,97 £ 0,04 0,91 £ 0,04 0,92 £ 0,05 0,95 + 0,07
Distal area (cm?) 44+03 43+0,3 2,7+0,22° 2,7+0,22°
Distal lengh (cm) 51+0,3 49+0,2 3,4+£0,22 3,4+£0,22
Distal width (cm) 0,86 + 0,04 0,88 £ 0,05 0,80 £ 0,05 0,81 £ 0,05

60

Anova One Way and Tukey's post test (colon proximal area; colon distal area; and colon distal length); Kruskall-Wallis and post
Dunn test (colon total area; colon total length; colon total width; colon proximal length; colon proximal width; and, colon distal width).
Data expressed as mean + standard error of mean. 2P<0.05 when compared to SD; ®P<0.05 when compared to HP (n=6 mice).
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Figure 4. Weight of total colon (A), proximal colon (B), distal colon (C) and spleen (D) of
DSS-induced ulcerative colitis mice fed a standard diet or hyperproteic diet. Macroscopic
morphology of colon (E) and spleen (F) of all experimental groups. One-way ANOVA and
Tukey's post-test (A and B); Kruskall-Wallis and Dunn post-test (C and D). Data expressed as
mean = standard error of mean (n=15 mice).
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Figure 5. Population density of neurons in the proximal (A) and distal (C) colon
projected to the area of the analyzed segment. Area of the cell body of general (PGP
9.5%), nitrergic (nNOS*) and estimated cholinergic neurons (PGP 9.5/ nNOS") of the
proximal (B) and distal (D) colon. One-way ANOVA and Tukey's post-test (number of PGP
9.5" and PGP 9.5/ nNOS'neurons in proximal and distal colon); Kruskall-Wallis and post-test
Dunn (number of NNOS* neurons in proximal and distal colon; cell body of PGP 9.57, nNOS*
and PGP 9.5/ nNOS neurons in proximal and distal colon). Data expressed as mean
standard error of mean. *P<0.05 when compared to SD; #P<0.05 when compared to HP; and,
4P<0.05 when compared to SD/DSS (n=6 mice).
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PROXIMAL COLON

MERGE

Figure 6. An illustration the labeling of total (PGP 9.5%) and nitrergic neurons (nNOS") in myenteric plexus of proximal colon. Arrows
indicate some neurons estimated to be cholinergic. Bar:20 pm
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Figure 7. An illustration the labeling of total (PGP 9.5%*) and nitrergic neurons (nNOS") in myenteric plexus of distal colon. Arrows
indicate some neurons estimated to be cholinergic. Bar:20 pm.
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Figure 8. Population density of neurons in the proximal (A) and distal (C) colon projected to the area of the analyzed segment. Area of
the cell body of general (PGP 9.5%), calrretinin strong (Calr**) and calrretinin weak (Calr*) of the proximal (B) and distal (D) colon. One-
way ANOVA and Tukey's post-test (number of PGP 9.5, Calr** e Calr* neurons in proximal and distal colon); Kruskall-Wallis and post-test Dunn
(cell body of PGP 9.5, Calr*™* e Calr* neurons in proximal and distal colon). Data expressed as mean + standard error of mean. *P<0.05 when
compared to SD; #P<0.05 when compared to HP; and, ¥P<0.05 when compared to SD/DSS (n=6 mice).
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HP/DSS

PROXIMAL COLON

CALR —_

Figure 9. A illustration the labeling of total (PGP 9.5%) and calretinin weak (Calr*) and strong (Calr**) in submucosal plexus of proximal
colon. Arrows indicate examples of neurons Calr*. Bar:20 ym



DISTAL COLON

Figure 10. A illustration the labeling of total (PGP 9.5%) and calretinin weak (Calr*) and strong (Calr**) in submucosal plexus of distal
colon. Arrows indicate examples of neurons Calr*. Bar:20 pym
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

O interesse da area cientifica a respeito do microambiente intestinal aumentou
na ultima década. A cada dia novas descobertas sdo publicadas sobre o tema,
destacando o papel microbiota na patogénese de inumeras doencgas, ou ainda, na
manutencdo da saude. Entretanto, junto a isto, uma rotina estressante associada a
habitos alimentares perigosos tem se tornado comuns entre a populagdo em todo
mundo. Como resultado, inUmeros processos patoldégicos que por muito tempo
destacavam-se como problemas de paises desenvolvidos, encontram-se aumentando
em incidéncia e prevaléncia em todo o mundo, como € o caso da DII.

Este trabalho trouxe como ideia principal a discussdao sobre o papel das
proteinas indigestas presentes célon, oriunda de dietas com teores proteicos bem
acima do recomendado, na modulagdo da RCU durante a fase ativa da doenca. Com
base nos resultados obtidos foi demonstrado que o curso inflamatério € mudado
quando este nutriente € consumido duas vezes acima do recomendado, com
exacerbacgéao dos sinais clinicos da RCU induzida por DSS em camundongos.

Além disto, alteragdes nos neurdnios mioentéricos e submucosos do colon
proximal e distal foram identificadas resultantes ndo somente da RCU, mas de sua
associagao com o consumo da dieta hiperproteica. Embora avaliagées funcionais e
inflamatdrias mais aprofundadas devem ser realizadas para corroborar os dados, os
achados até aqui, novamente demonstram o “crosstalk” que existe no lumen intestinal
entre resposta imune e SNE, e sua importancia para manutencao da saude dos

individuos com RCU.
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