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RESUMO GERAL

INTRODUGCAO: Isquemia é o bloqueio parcial ou total do aporte sanguineo que chega
ao tecido, sendo a reperfusdo, o posterior retorno do fluxo sanguineo ao local. A isquemia
e reperfusdo (IR) intestinal pode acontecer pela oclusdo da artéria mesentérica superior
(AMS), em cirurgias em geral, transplantes de intestino, trombose, doencas inflamatdrias
intestinais, traumas, entre outros, estando associada a altas taxas de morbidade e
mortalidade. A hipdxia estabelecida no momento da isquemia, favorece a quebra da
homeostase do tecido, onde células ndo tém suas necessidades metabdlicas supridas. No
momento da reperfusdo, o retorno do oxigénio nesse tecido favorece o estabelecimento
de estresse oxidativo, de uma resposta inflamatéria e de dano tecidual local. Nesse
contexto, a barreira intestinal que age como protecdo contra 0 meio externo, é danificada.
A microbiota intestinal, em condicdes fisiologicas, vive em mutualismo com seu
hospedeiro. A partir do momento da ruptura da barreira intestinal, bactérias e seus
produtos sofrem a translocagdo bacteriana, atingindo linfonodos mesentéricos, circulacdo
sistémica e 6rgdos distantes. Nesse processo, a resposta inflamatéria também é
amplificada a niveis sistémicos e 6rgdos como rins, pulmao e figado podem sofrer
alteracdes funcionais e estruturais. A composi¢do da microbiota intestinal influencia
processos de salde e doenca no hospedeiro. Algumas bactérias, como os Lactobacillus e
Bifidobacteria, sdo capazes de promover beneficios ao hospedeiro, sendo chamadas de
probidticos. Por outro lado, algumas bactérias tem efeitos nocivos ao organismo, como
Escherichia coli e Salmonella. Nesse sentido, antibioticos ndo absorviveis de amplo
espectro, podem modular a microbiota intestinal, reduzindo a quantidade de bactérias no
ambiente luminal enquanto probidticos podem aumentar a densidade de bactérias
benéficas ao hospedeiro.

OBJETIVO: Avaliar o efeito da manipulacdo da microbiota intestinal através da
administracdo de antibidticos e probidticos sobre o estresse oxidativo, inflamacéo,
morfometria do ileo, pulmé&o, rim e figado, além de neurdnios e células gliais mientéricas
do ileo de ratos submetidos a IR intestinal.

METODOS: Ratos Wistar foram distribuidos em quatro grupos sendo eles: (SC) falso
operado (sham); (IRC) isquémico controle; (IRA) isquémico tratado com antibioticos;
(IRP) isquémico tratado com probidticos. A isquemia intestinal foi induzida nos animais
dos grupos IRC, IRA e IRP mediante oclusdo da AMS durante 45 minutos, seguida pela

reperfusdo de 72h. Os animais do grupo SC passaram pelos procedimentos cirirgicos,



porém sem a oclusdo da AMS. O tratamento com antibidticos no grupo IRA foi realizado
diariamente, nas 72h antes e ap0s a isquemia, do mix de antibidticos neomicina,
metronidazol e vancomicina via gavagem e ampicilina na &gua de consumo. A
administragdo de probidticos no grupo IRP ocorreu via gavagem, diariamente, durante 14
dias antes da isquemia e nas 72h posteriores, contendo Lactobacillus casei, L.
acidophilus, Lactococcus lactis, Bifidobacterium lactis e B. bifidum. Amostras do ileo,
rins, figado e pulmdes foram destinadas para analises bioquimicas de estresse oxidativo
e inflamacdo, além da histologia. O ileo ainda foi destinado & analise morfométrica de
neurdnios e quantitativa de neurdnios e células da glia do plexo mientérico.

RESULTADOS: A IR intestinal resultou no estresse oxidativo e inflamacédo do ileo,
refletindo em alteracdes na morfologia da parede intestinal, principalmente pela reducéo
na altura de vilosidades, profundidade de criptas, espessura da submucosa, muscular e
parede total. O dano intestinal estendeu-se ao plexo mientérico onde houve reducéo na
densidade de neurdnios da populacéo geral e subpopulacéo nitrérgica, aumento do perfil
celular desses neurdnios e reducdo na densidade de células gliais S100*. A administracdo
tanto de antibidticos quanto de probioticos foi benéfica quanto aos parametros
bioquimicos analisados no ileo dos animais. Esses animais ndo apresentaram
estabelecimento do estresse oxidativo e da inflamacdo. Apesar disso, apresentaram
alteracdes na morfometria semelhantes ao grupo IRC. Quanto ao plexo mientérico, o
grupo IRA permaneceu com alteragdes semelhantes ao grupo IRC, enquanto o grupo IRP
apresentou somente reducdo na densidade de células gliais e aumento no perfil dos
neurdnios nitrérgicos. Além do dano local, pudemos perceber o efeito da IR intestinal a
Orgdos distantes através das alteracdes encontradas no grupo IRC nos pulmades, figado e
rins. Os trés érgdos apresentaram aumento do estresse oxidativo e inflamacdo, sendo o
principal deles, o pulm&o. Além disso, alteragbes morfométricas pulmonares como
reducdo na area alveolar, aumento da espessura da parede alveolar, reducdo na quantidade
de colageno, e alteracbes renais como reducdo na area dos corpusculos, glomérulos e
espaco de Bowman. A administracdo de antibioticos, de modo geral, resultou no mesmo
quadro de estresse oxidativo e inflamacdo dos o6rgdos. A maioria das alteragdes
morfométricas pulmonares e renais ainda foram observadas nesse grupo, além da redugéo
da area de hepatdcitos. Animais que receberam probidticos ndo apresentaram estresse
oxidativo e inflamacdo hepatica e renal, ainda que o pulméao tenha sofrido aumento nesses
parametros, semelhante ao grupo IRC. O dano morfométrico pulmonar ainda foi

observado nesse grupo, porém as alterac6es morfométricas renais foram amenizadas.
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CONCLUSAO: A IR intestinal é capaz de causar danos oxidativos, inflamatorios e
histologicos intestinais que se estendem a orgaos distantes como pulmao, rins e figado. A
administracdo de antibidticos, apesar de melhorar os parametros bioquimicos intestinais,
ndo impede o dano morfométrico e neuronal intestinal e nem o seu efeito a 6rgaos
distantes. A administracdo de probidticos mostra efeitos benéficos contra os danos da IR
intestinal a oOrgdos distantes, principalmente sobre figado e rins, apontando que a
manipulacdo da microbiota com probiéticos é mais benéfica ao hospedeiro contra 0s
efeitos da IR intestinal quando comparada a supressdo da microbiota pelo uso de

antibioticos de amplo espectro.

PALAVRAS-CHAVE: estresse oxidativo, hipdxia, inflamacéo, intestino
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ABSTRACT

BACKGROUND: Ischemia is the partial or total blockage of the blood supply that
reaches the tissue, with reperfusion, the subsequent return of blood flow to the site.
Intestinal ischemia and reperfusion (RI) can occur due to occlusion of the superior
mesenteric artery (SMA), in general surgeries, bowel transplants, thrombosis,
inflammatory bowel diseases, trauma, among others, being associated with high rates of
morbidity and mortality. The hypoxia established at the time of ischemia favors the
breakdown of tissue homeostasis, where cells do not have their metabolic needs met. At
the time of reperfusion, the return of oxygen in this tissue favors the establishment of
oxidative stress, an inflammatory response and local tissue damage. In this context, the
intestinal barrier that acts as a protection against the external environment is damaged.
The intestinal microbiota, under physiological conditions, lives in mutualism with its
host. From the moment of rupture of the intestinal barrier, bacteria and their products
undergo bacterial translocation, reaching mesenteric lymph nodes, systemic circulation
and distant organs. In this process, the inflammatory response is also amplified at
systemic levels and organs such as kidneys, lungs and liver may undergo functional and
structural changes. The composition of the gut microbiota influences health and disease
processes in the host. Some bacteria, such as Lactobacillus and Bifidobacteria, are
capable of promoting benefits to the host, being called probiotics. On the other hand,
some bacteria have harmful effects on the body, such as Escherichia coli and Salmonella.
In this sense, broad-spectrum non-absorbable antibiotics can modulate the intestinal
microbiota, reducing the amount of bacteria in the luminal environment, while probiotics
can increase the density of beneficial bacteria to the host.

OBJECTIVE: To evaluate the effect of manipulating the intestinal microbiota through
the administration of antibiotics and probiotics on stress, inflammation and morphometry
of the ileum, lung, kidney and liver, in addition to neurons and myenteric glial cells of
the ileum of rats submitted to intestinal IR.

METHODS: Male Wistar rats were divided into four groups: (SC) false operated (sham);
(IRC) ischemic control; ischemic (IRA) treated with antibiotics; (IRP) treated with
probiotics. Intestinal ischemia was induced in the animals in the IRC, IRA and IRP groups
by occluding the SMA for 45 minutes, followed by reperfusion for 72h. The animals in
the SC group underwent surgical procedures, but without the occlusion of the SMA.

Antibiotic treatment in the ARI group was performed daily, in the 72 hours before and
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after ischemia, of the mix of antibiotics neomycin, metronidazole and vancomycin via
gavage and ampicillin in drinking water.

Probiotics were administered in the IRP group via gavage, daily, for 14 days before
ischemia and for 72 hours afterwards, containing Lactobacillus casei, L. acidophilus,
Lactococcus lactis, Bifidobacterium lactis and B. bifidum. Samples from the ileum,
kidneys, liver and lungs were intended for biochemical analyzes of oxidative stress and
inflammation, in addition to morphometry. The ileum was also used for morphometric
analysis of neurons and quantitative analysis of neurons and glial cells of the myenteric
plexus.

RESULTS: Intestinal IR resulted in oxidative stress and inflammation of the ileum,
reflecting changes in intestinal wall morphometry, mainly due to a reduction in villus
height, crypt depth, submucosal, muscular and total wall thickness. The intestinal damage
extended to the myenteric plexus where there was a reduction in the density of neurons
in the general population and nitrergic subpopulation, an increase in the cellular profile
of these neurons and a reduction in the density of S100" glial cells. The administration of
both antibiotics and probiotics was beneficial in terms of the biochemical parameters
analyzed in the ileum of the animals. These animals showed no establishment of oxidative
stress and inflammation. Despite this, they presented changes in morphometry similar to
the IRC group. As for the myenteric plexus, the IRA group remained with alterations
similar to the IRC group, while the IRP group presented only a reduction in the density
of glial cells and an increase in the profile of nitrergic neurons. In addition to the local
damage, we could perceive the effect of intestinal IR to distant organs through the
alterations found in the IRC group in the lungs, liver and kidneys. The three organs
showed increased oxidative stress and inflammation, the main one being the lung. In
addition, pulmonary morphometry changes such as reduction in alveolar area, increase in
alveolar wall thickness, reduction in the amount of collagen, and renal changes such as
reduction in the area of corpuscles, glomeruli and Bowman's space. The administration
of antibiotics, in general, resulted in the same picture of oxidative stress and organ
inflammation. Most of the pulmonary and renal morphometry changes were still observed
in this group, in addition to the reduction in the area of hepatocytes. Animals that received
probiotics did not show oxidative stress and hepatic and renal inflammation, although the
lung showed an increase in these parameters, similar to the IRC group. Morphometric
lung damage was still observed in this group, but renal morphometric changes were

lessened.
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CONCLUSION: Intestinal IR is capable of causing oxidative, inflammatory and
intestinal histological damage that extends to distant organs such as lungs, kidneys and
liver. The administration of antibiotics, despite improving intestinal biochemical
parameters, does not prevent intestinal morphometric and neuronal damage or its effect
on distant organs. The administration of probiotics shows beneficial effects against the
damage of intestinal IR to distant organs, mainly on the liver and kidneys, indicating that
the manipulation of the microbiota with probiotics is more beneficial to the host against
the effects of intestinal IR when compared to the suppression of the microbiota by the use

of probiotics. of broad-spectrum antibiotics.

KEYWORDS: oxidative stress, hypoxia, inflammation, gut
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ARTIGO 1:
MANIPULACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL DE RATOS COM O USO
DE PROBIOTICOS E ANTIBIOTICOS ORAIS NA ISQUEMIA E
REPERFUSAO INTESTINAL REDUZ ESTRESSE OXIDATIVO E
INFLAMACAO

Camila Quaglio Neves?

Nilza Cristina Buttow?

'Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas — Universidade Estadual de Maringa

2Departamento de Ciéncias Morfoldgicas — Universidade Estadual de Maringa

RESUMO

Introducéo: O intestino é um 6rgdo muito sensivel a isquemia e reperfusdo (IR)
intestinal. Associada a graves complicacOes, essa patologia caracteriza-se pelo bloqueio
do fluxo sanguineo em determinada regido do intestino e seu posterior restabelecimento,
com oferta de oxigénio. Esse processo leva a geracdo de radicais livres, ativacdo da
resposta inflamatdria e comprometimento do tecido, causando disfungdo do 6rgdo. A
microbiota intestinal tem importante relagdo com as células intestinais e com a resposta
inflamatoria tecidual e sistémica do hospedeiro. A manipula¢do da microbiota através da
administracdo oral de probioticos e antibidticos, pode consequentemente, alterar a
resposta do tecido em desafios como a IR intestinal. Sendo assim, o objetivo deste estudo
foi avaliar os efeitos da administracdo oral de antibidticos ou probidticos sobre o estresse
oxidativo, inflamacdo, morfometria da parede e neurénios mientéricos do ileo de ratos
Wistar submetidos a IR intestinal. Métodos: A isquemia foi provocada pela oclusdo da
artéria mesentérica superior durante 45 minutos e a reperfusédo estendeu-se por 72 horas.
O mix de antibioticos foi administrado diariamente por 72 horas antes da isquemia e
durante a reperfusao e o0 mix de probi6ticos foi administrado diariamente por 14 dias antes
da isquemia e durante a reperfusdo. Resultados: Ambos os tratamentos foram eficientes
na reducdo do estresse oxidativo e inflamagédo local, causados pela IR intestinal. Os
probidticos foram benéficos para o plexo mientérico, porém a administracdo de
antibioticos ndo exerceu efeitos positivos sobre a morfometria intestinal e sobre o plexo
mientérico dos animais. Conclusdo: A manipulagdo da microbiota intestinal por
probidticos e antibioticos se mostra benéfica contra alteracdes inflamatorias e oxidativas

intestinais causadas pela IR intestinal, porém ndo oferecem protecéo suficiente a parede
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intestinal. Como os probidticos tem efeito positivo sobre o plexo mientérico, mostra-se
como alternativa melhor para minimizacao dos efeitos da IR intestinal quando comparado

aos antibiobticos.

PALAVRAS-CHAVE: ileo, artéria mesentérica superior, plexo mientérico, hipoxia,

mucosa intestinal

INTRODUCAO

Isquemia e reperfuséo (IR) intestinal é uma patologia grave associada a altas taxas
de mortalidade® com causas diversas como trombose, arterosclerose, doencas
inflamatorias intestinais, hipovolemia? e cirurgias em geral, incluindo transplante de
intestino.® A oclusdo de um vaso sanguineo importante do intestino, como a artéria
mesentérica superior, caracteriza a isquemia® por causar hipdxia e hiponutricio do
tecido.* O fluxo sanguineo reduzido durante a isquemia é insuficiente para cumprir as
necessidades metabolicas do tecido? resultando em disfungio mitocondrial e queda na
producéo de ATP e de agentes antioxidantes, induzindo a troca do metabolismo celular
para anaerébico.* A atividade de enzimas citoplasmaticas é prejudicada e a célula
apresenta falha nos canais de sodio/potassio e célcio e desequilibrio iénico, facilitando o
influxo de 4gua e consequente inchago celular.* Para o reestabelecimento hemodinamico
se faz necessario a reperfusdo do tecido que sofreu isquemia, contudo, esse processo pode
ser mais danoso que a prépria isquemia, ocasionando danos locais e sistémicos,
principalmente pela ativagdo da resposta inflamatoria.> Nesse momento, quando ha
restauracdo do fluxo sanguineo trazendo oxigénio, ha grande producdo de espécies
reativas de oxigénio que se acumulam, induzindo a disfuncéo endotelial, dano no DNA*
em membranas lipidicas e proteinas® e levando a morte celular.* A resposta inflamatéria
local ¢ entdo ativada, podendo tomar proporgao sistémica.’

Em casos de IR intestinal, o intestino apresenta danos teciduais. Neste processo
primeiramente sdo atingidas as tdnicas mucosa e submucosa® e também o Sistema
Nervoso Entérico (SNE),® cuja funcdo é a de controlar a motilidade, absorcdo de
nutrientes e a imunidade.® A barreira intestinal é regulada por células do intestino, células
imunes, SNE e a microbiota.'® Como a IR intestinal pode afetar esses componentes, essa
patologia provoca disfuncdo da barreira intestinal,? permitindo a passagem de bactérias e
endotoxinas luminais, a chamada translocagio bacteriana, afetando 6rgdos distantes'! e

provocando resposta inflamatéria sistémica,*? por haver interacdo dessa microbiota ou
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seus subprodutos, com as células de defesa em 6rgaos além do intestino.*® Essas bactérias
luminais constituem a microbiota intestinal, que é composta por trilhdes de bactérias
essenciais para o correto funcionamento dos processos fisioldgicos do hospedeiro.* Tem
funcdo importante na manutencdo da salide do hospedeiro por ter influéncia sobre
absorc¢do de nutrientes, homeostase energética, controle do peso corporal, permeabilidade
intestinal, respostas inflamatorias,® digestdo e imunidade.*® A composicdo da microbiota
intestinal e os seus metabdlitos influenciam na ocorréncia, no desenvolvimento e no
tratamento da IR intestinal, portanto, sua modulacdo e direcionamento pode ser uma
abordagem terapéutica eficaz para o tratamento das complicagGes dessa patologia.’

Os probidticos sdo bactérias que quando administradas em doses adequadas
conferem beneficios para a satide do hospedeiro.'®1° Pertencem normalmente aos géneros
Lactobacillus, Bifidobacterium e Saccharomyces,®® e sdo comumente usados na
alimentacdo e/ou suplementacdo na busca da manutengdo de microbiota saudavel ou para
sua restituicdo quando ha distirbios ou sintomas gastrointestinais.?! Alguns tipos de
probidticos usados como forma de manipulacdo da microbiota, como os dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium,?? mostram ser boas estratégias no fortalecimento da
funcdo da barreira intestinal® tendo efeito tanto local quanto sistémico, por agirem na
regulacio das respostas imune e inflamatoria do hospedeiro?? e terem influéncia sobre
processos metabolicos e neuro-endocrinos.?

Por outro lado, a supressao da microbiota intestinal através da administracdo de
antibidticos, por reduzir a quantidade de bactérias luminais em contato com a barreira
epitelial intestinal, limita a inflamac3o tanto local, quanto sistémica® e pode reduzir
sintomas intestinais como a diarreia em doencas inflamatorias intestinais.?®> Além disso,
antibidticos de amplo espectro (neomicina, vancomicina, ampicilina e metronidazol)
podem atenuar danos intestinais por amenizar inflamacdo e proteger a integridade
intestinal .28 Além da acéo sobre a microbiota, antibiéticos como o metronidazol, mostram
efeitos antioxidantes sobre o colon de ratos?’ e in vitro combatendo espécies reativas de
oxigénio.”® A deplecio da microbiota com antibiGticos (neomicina, vancomicina,
ampicilina e metronidazol) j& se mostra eficiente na protecdo renal contra os danos
causados pela IR renal por influenciar a resposta inflamatéria, agindo na maturacéo de
macrofagos.?® E a administracdo de antibidticos (ampicilina, metronidazol e gentamicina)
em animais neonatos também previne o desenvolvimento de enterocolite necrosante por

proteger contra atrofia intestinal, inflamagéo e disfungdes.*
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Dessa forma, sabendo que tanto antibidticos quanto probioticos tem a capacidade
de modular a microbiota intestinal'® e que essas bactérias luminais estdo relacionadas com
as alterac@es histoldgicas e bioquimicas intestinais do hospedeiro, o objetivo desse estudo
foi comparar os efeitos da modula¢do da microbiota pelo tratamento com antibioticos e
probidticos orais sobre o estresse oxidativo, inflamacdo, histologia e neurbnios

mientéricos do ileo de ratos Wistar submetidos a IR intestinal.

METODOLOGIA
Animais

Este experimento foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA-UEM) sob n° 2869200218. Foram utilizados ratos machos linhagem
Wistar albinos (Rattus norvegicus) com peso entre 290 + 4 g provenientes do Biotério
Central da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Ficaram alojados sob condigdes
controladas de temperatura (22°C £ 2°C) e luminosidade (ciclo 12h claro/12h escuro) no
Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias Morfologicas da UEM. Receberam racéo
padrdo (NUVILAB®, Colombo, Brasil) e agua ad libitum. Os animais foram divididos
em 4 grupos (n=6), sendo eles: SC: falso operado tratado com veiculo; IRC: submetido a
isquemia intestinal pela oclusdo da artéria mesentérica superior (AMS) e tratado com
veiculo; IRA: submetido a isquemia intestinal e tratado com mistura de antibioticos; IRP:

submetido a isquemia intestinal e tratado com mistura de probidticos.

Isquemia e reperfusdo intestinal

Apbs jejum de 15 horas, os animais dos grupos IRC, IRA e IRP foram
anestesiados via intramuscular com a mistura de Ketamina® (100 mg/kg de peso
corporal) (Sespo Industria e Comércio LTDA, Paulinia, SP, Brasil) e Xilazina® (20
mg/kg de peso corporal) (Sespo Industria e Comércio LTDA, Paulinia, SP, Brasil). Foram
entdo submetidos & IR intestinal de acordo com Borges e colaboradores®!. Passaram por
laparotomia para exposicdo intestinal e isquemia da por¢do distal do ileo atraves da
oclus@o da AMS por um clamp microvascular e por amarracOes laterais para evitar que o
fluxo sanguineo lateral irrigasse a regido isquémica. A isquemia estabeleceu-se durante
45 minutos e solucdo salina aquecida a 37°C foi utilizada para manutencdo da temperatura
e umidade da cavidade abdominal. Apds esse periodo, o clamp e as amarracfes foram
retiradas e o abdome foi suturado, iniciando o periodo de reperfusdo que persistiu por 72

horas. Os animais do grupo SC passaram pelo mesmo protocolo de jejum, anestesia,
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laparotomia, exposicdo do intestino e sutura abdominal, mas ndo sofreram a isquemia

intestinal.

Tratamentos

O tratamento com antibioticos foi realizado por 3 dias antes da isquemia e durante
as 72h de reperfusdo. Os animais receberam diariamente via gavagem a mistura de
antibidticos metronidazol (100 mg/kg de peso corporal), neomicina (200 mg/kg de peso
corporal) e vancomicina (100 mg/kg de peso corporal); e ampicilina na agua de consumo
(1 g/L). O tratamento com probidticos foi composto pela mistura de Lactobacillus casei,
L. acidophilus, Lactococus lactis, Bifidobacterium lactis e B. bifidum (8,3x10° UFC por
animal), amido de milho e maltodextrina, conhecido pelo nome comercial SIMFORT®
(Vitafor), que foi administrado diariamente via gavagem por 14 dias antes da isquemia e
durante as 72h de reperfuséo.

Coleta de 6rgaos

Apos as 72h de reperfusdo, os animais foram mortos por dose letal (120 mg/kg de
peso) de Tiopental sddico® (Cristalia - Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, SP,
Brasil) via intraperitoneal, para coleta do ileo distal e do ceco. O intestino delgado foi
retirado e as placas de Peyer foram quantificadas em seu comprimento total através de
observagdo macroscopica. O peso do ceco foi verificado. As amostras de ileo distal foram
lavadas em Tampéo Fosfato de Sédio (PBS) 0,1M (pH 7,4). Para imunohistoquimica e
morfometria, os 6rgdos foram fixados em Paraformaldeido 4% (pH 7,4) durante 3h e 6h
respectivamente. Para 0s ensaios de estresse oxidativo e inflamacéo, as amostras foram

armazenadas em nitrogénio liquido e mantidas em freezer -80°C até as analises.

Ensaios bioquimicos

Amostras de ileo foram submetidas as analises de parametros de estresse oxidativo
e de inflamagdo, de acordo com Borges e colaboradores®. O tecido foi pesado e
homogeneizado em tampdo Fosfato de Potassio 200mM (pH 6,5). Parte do homogenato
foi separado para a técnica de glutationa reduzida e o restante foi centrifugado a 9000 rpm
durante 20 minutos. Sobrenadante e pellet resultantes, foram utilizados para 0s outros
ensaios. As analises foram realizadas em placa de 96 pocos e as leituras feitas em

espectrofotémetro.
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- Niveis de glutationa reduzida e de hidroperdxidos lipidicos

Para analise dos niveis de glutationa reduzida (GSH), acido tricloroacético foi
adicionado ao homogenato para precipitar proteinas. A amostra foi centrifugada a 9700
rpm por 15 minutos e adicionada ao GSH e ao &cido 2-nitrobenzdico. A leitura da reacdo
foi a 412nm. Os valores foram interpolados em curva padrdo de GSH e os resultados
expressos em pg de GSH/g de tecido.

Os niveis de hidroperoxidos lipidicos (LOOH) no sobrenadante das amostras,
foram avaliados de acordo com o método de Jiang e colaboradores® levando em
consideracdo o coeficiente de extingdo molar de 4,3 mmolar/cm. A leitura foi realizada

em 560 nm e os resultados foram expressos em mmol/mg de tecido.

- Atividade das enzimas catalase, superdxido dismutase e glutationa s-transferase

O sobrenadante foi utilizado para investigar a atividade da enzima catalase (CAT)
através da reacao de quebra do perdxido de hidrogénio (H202). A analise cinética adotou
240 nm como comprimento de onda das leituras, e os resultados foram expressos em
mmol/min/mg de proteina. A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi
dosada a partir do sobrenadante das amostras, foi avaliada pelo método de Marklund e
Marklund®3 que considera a capacidade da SOD de inibir a auto-oxidagao do pirogalol. A
leitura pontual foi realizada em 405nm e os resultados apresentados em U de SOD/ mg
de proteina.

O método de Warholm e colaboradores®* foi utilizado para analisar a atividade da
enzima glutationa s-transferase (GST). O coeficiente de extingdo molar utilizado para os
calculos foi de 9,6 mmolar/cm. As leituras para a andlise cinética foram realizadas em

340 nm e os resultados apresentados em mmol/min/mg de proteina.

- Atividade da n-acetilglicosaminidase e da mieloperoxidase

A atividade da n-acetilglicosaminidase (NAG) foi avaliada no pellet, na presenca
de tampao glicina e citrato. A leitura foi realizada a 405 nm e os resultados expressos em
D.O/min/mg de proteina. No pellet também foi avaliada a atividade da mieloperoxidase
(MPOQO) na presenca de H202 e dimetilformamida. O resultado da reac&o foi lido em

espectrofotdbmetro a 620 nm e os resultados expressos em D.O/min/mg de proteina.

- Espécies reativas de oxigénio
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Para avaliar os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs), uma porcdo do
ileo foi homogeneizada em tampéo Fosfato de Sodio 0,08M (pH 7,2). Toda a reacéo foi
executada no escuro. O homogenato foi incubado em solugdo de diacetato de 2°,7’-
diclorofluorescina e dimetilsulféxido. A leitura foi realizada em espectrofotémetro com
comprimento de onda de 488 nm para excitacdo e 520 nm para emissdo em placa escura.

Os resultados foram expressos em unidade de fluorescéncia.

Morfometria

Uma porcdo do ileo distal de cada animal foi submetida ao processamento
histologico convencional de desidratacdo, diafanizacdo e emblocamento na parafina.
Posteriormente foram realizados cortes semisseriados (6um) em micrétomo e coloracao
com Hematoxilina e Eosina (HE). Imagens foram capturadas em microscopio Optico
(Olympus Bx41) na objetiva de 10x e analisadas utilizando o Software Image Pro-Plus.
Foi realizada a morfometria da parede total, altura e largura das vilosidades, profundidade
da cripta e espessura das camadas submucosa e muscular. Para cada parametro foram

realizadas 60 medidas por animal. Os resultados foram expressos em pm.

Imunohistoquimica

O ileo distal foi separado em porcdes transversais e aberto na borda mesentérica.
Com apoio de estereomicroscopio as por¢cfes foram dissecadas para obtencdo de
preparados de membrana com exposicdo do plexo mientérico. Os preparados de
membrana foram submetidos ao protocolo de imunohistoquimica para dupla marcacéo da
populacdo geral de neurbnios (HuC/D*) e subpopulacdo de neurdnios nitrérgicos
(NNOS™) e marcagdo simples de S100 para as células gliais.

Os preparados de membrana foram lavados em PBS 0,1M (pH 7,4) e Triton X-
100 (PBS-T) 0,5% por 3 vezes, durante 10 minutos cada. A incubacdo em solucdo de
bloqueio foi realizada por 2 h contendo 3% de albumina de soro bovino (BSA) e 20% de
soro de burro ndo imune em PBS-T 0,5%. As amostras foram entdo encubadas por 48h
em solucéo de anticorpo primario contendo 2% de BSA e 2% de soro de burro em PBS-
T 0,1%. Foi realizada dupla marcagdo com os anticorpos primarios anti-HuC/D e anti-
nNNOS ou marcacdo simples para S100 (tabela 1). Os preparados de membrana foram
lavados novamente com PBS-T 0,1% por 3 vezes durante 10 minutos e incubados em
anticorpo secundario por 2h (tabela 1) ao abrigo de luz. Apés a incubagéo, as membranas

foram lavadas somente em PBS por 3 vezes durante 10 min e montadas em lamina
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histologica contendo Antifade (Life Technologies do Brasil Comm. Ind. Prod. Biotec.
Ltda, SP, Brasil).

Tabela 1: Anticorpos primarios e secundarios utilizados na imunohistoquimica

Anticorpo | Hospedeiro | Diluicdo | Marca Anticorpo | Diluicdo | Marca
primario secundario
HuC/D Camundongo Invitrogen anti- Invitrogen
1:500 camundongo | 1:500
488
nNOS Coelho 1:400 Invitrogen antl-s(il%elho 1:400 Invitrogen
S100 Coelho 1:400 Invitrogen anu;r%%elho 1:400 Invitrogen

Analises morfoquantitativas dos neurénios e células da glia

As laminas foram analisadas em microscépio de fluorescéncia e 30 imagens foram
capturadas na objetiva de 20x, de cada animal para andlises de quantificacdo e
morfometria. Foram realizadas as medidas da area do perfil celular de 100 corpos
celulares de neur6nios imunomarcados com anticorpos anti-HUC/D* e anti-nNOS™ para
cada animal. Os resultados foram expressos em um?. Para a analise quantitativa foram
contados todos 0s neurdnios e células gliais imunomarcadas para HUC/D*, nNOS™ e S100
nas 30 imagens capturadas. Os resultados foram expressos em quantidade de neurénios

ou células da glia por cm?,

Anélise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas nos Softwares GraphPad Prim 7 e
Statistica 10. Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade. Os dados de
estresse oxidativo, inflamacéo, peso do ceco, placas de Peyer e quantificacdo de neurénios
e células da glia, foram analisados por One-Way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey,
sendo os resultados expressos como média + erro padrdo. Os dados de morfometria da
parede intestinal e de neurénios foram analisados através do delineamento em blocos por
modelos lineares generalizados usando ANOVA e poés-teste de Fisher. Os resultados
foram expressos como mediana e intervalo de confianca. Para todos os casos, os valores

de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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RESULTADOS

As analises de estresse oxidativo no intestino (Figura 1) dos ratos mostraram que
houve reducéo na atividade da CAT nos grupos IRC e IRA quando comparados ao grupo
SC (p<0,05). Os trés grupos isquémicos apresentaram reducdo na atividade da SOD,
sendo IRC (p<0,01), IRA (p<0,001) e IRP (p<0,05) em relacdo ao SC. Houve aumento
das EROs e da LOOH somente no grupo que sofreu isquemia sem intervencdo na
microbiota (IRC) (p<0,05).

Quanto as analises de inflamacdo (Figura 1) observou-se que o grupo IRC
apresentou aumento na atividade das duas enzimas analisadas em relagéo ao grupo SC,
tanto da MPO (p<0,001) quanto da NAG (p<0,05). A manipulacdo da microbiota foi
efetiva nesses parametros, pois 0s grupos IRA e IRP ndo apresentaram aumento na
atividade da MPO e NAG.

O ceco sofreu aumento de peso nos animais tratados com antibidtico (grupo IRA)
(p<0,05). Esse grupo também apresentou quantidade menor de placas de Peyer (p<0,05)
em relacdo ao grupo SC (Figura 2). O grupo IRC apresentou aumento na quantidade de

placas de Peyer quando comparado ao grupo SC (p<0,05).
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Figura 1: Anélises bioquimicas de estresse oxidativo e inflamagéo do ileo de ratos Wistar submetidos a
isquemia e reperfusdo intestinal e tratados com antibi6ticos e probioticos. N=5 A: Atividade da catalase
(CAT). B: Atividade da superdxido dismutase (SOD). C: Niveis da glutationa reduzida (GSH). D:
Atividade da glutationa s- transferase (GST). E: Niveis de peroxidacao lipidica (LOOH). F: Niveis de
espécies reativas de oxigénio (EROs). G: atividade da mieloperoxidase (MPQ). H: Atividade da n-
acetilglicosaminidase (NAG). Grupos SC: falso operado; IRC: isquémico controle; IRA: isquémico
tratado com antibidticos; IRP: isquémico tratado com probidticos. (*) diferenca estatistica em relacdo ao
grupo SC. Valores apresentados como média + erro padrao.
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Figura 2: (A) Peso do ceco de ratos Wistar submetidos & isquemia e reperfusdo intestinal e tratados com
probidticos e antibidticos, n=6 (B) Quantidade de placas de Peyer no intestino delgado de ratos Wistar
submetidos a isquemia e reperfusdo intestinal e tratados com probi6ticos e antibiéticos, n=7. Grupos SC:
falso operado; IRC: isquémico controle; IRA: isquémico tratado com antibi6ticos; IRP: isquémico tratado
com probidticos. (*) diferenca estatistica em relacdo ao grupo SC Valores apresentados como média £
erro padréo.

A figura 3 mostra os resultados da morfometria da parede do ileo dos animais. As
vilosidades apresentaram altura reduzida nos trés grupos isquémicos (IRC, IRA e IRP)
quando comparados ao grupo SC (p<0,0001), A largura das vilosidades também foi
reduzida nos grupos IRA (p<0,001) e IRP (p<0,05) em relacdo ao SC. A profundidade
das criptas apresentou-se menor nos trés grupos isquémicos (p<0,0001), assim como a
espessura da submucosa IRC e IRP (p<0,0001) e IRA (p<0,001) quando comparados ao
grupo SC. A espessura da camada muscular reduziu nos grupos IRC (p<0,05) e IRP
(p<0,001). Esse conjunto de alteracdes resultou na redugdo da espessura da parede total

nos trés grupos que sofreram isquemia (p<0,0001) quando comparados ao grupo SC.
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Figura 3: Pardmetros morfométricos do ileo de ratos Wistar submetidos a isquemia e reperfusdo
intestinal e tratados com probidticos e antibioticos. (A) Altura das vilosidades; (B) Largura das
vilosidades; (C) Profundidade das criptas; (D) Espessura da submucosa. (E) Espessura da camada
muscular; (F) Espessura da parede total. Grupos SC: falso operado; IRC: isquémico controle; IRA:
isquémico tratado com antibidticos; IRP: isquémico tratado com probioticos. (*) diferenca estatistica em
relacdo ao grupo SC. Valores apresentados como mediana e intervalo de confianca.

Em relacdo as analises do plexo mientérico do ileo dos ratos (figura 4), houve
reducdo na densidade da populacdo geral de neurénios (HuC/D+) nos grupos IRC
(p<0,05) e IRA (p<0,01) e da subpopulacéo nitrergica (nNOS+) (p<0,05) em relacdo ao
grupo SC. O perfil da populacdo geral de neurdnios aumentou somente no grupo IRC
(p<0,01). Porém, quanto ao perfil dos neurdnios nitrérgicos, observou-se aumento nos

trés grupos isquémicos (IRC, IRA e IRP) (p<0,001) em relacdo ao grupo SC. Células da
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glia (S100+) também sofreram alteracdes pela IR, caracterizada pela reducdo na sua
densidade nos grupos IRC, IRA e IRP (p<0,01).
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Figura 4: Andlise dos neurdnios e células da glia do plexo mientérico do ileo de ratos submetidos a IR
intestinal e tratados com antibidticos e probioticos. N=5. A: Densidade da populagéo geral de neurdnios.
B: densidade da subpopulacio nitrérgica. C: Area do corpo celular da populagio geral de neurdnios. D:
Area do corpo celular da subpopulagéo nitrérgica. E: Densidade de células gliais. F: Imunofluorescéncia
para neurdnios HUC/D*. G: Imunofluorescéncia para neurénios nNOS*. H: Imunofluorescéncia para
células da glia S100*. Aumento de 20x e escala = 50 um. Grupos SC: falso operado; IRC: isquémico
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controle; IRA: isquémico tratado com antibidticos; IRP: isquémico tratado com probiéticos. (*) diferenga
estatistica em relagdo ao grupo SC. Valores de densidade apresentados como média + erro padréo e
valores de perfil apresentados como mediana e intervalo de confianga.

DISCUSSAO

A IR intestinal ¢ uma condi¢do clinica que causa importantes danos locais
intestinais®® e gera uma reposta sistémica'?> que contribui para a sua gravidade e
complexidade, principalmente por prejudicar a funcdo da barreira intestinal.? Estudos
demonstram que a modificagdo da microbiota intestinal através do uso de
probidticos?*2%37 e antibidticos®+? pode ter efeito positivo contra alterages intestinais e
bioquimicas em diversas patologias. 1sso ocorre devido a sua capacidade em modular o
sistema imunoldgico e fungdes intestinais.!* Em nosso estudo, a manipulacio da
microbiota através de probidticos na isquemia intestinal mostrou efeitos positivos quanto
aos parametros inflamatorios, oxidativos e neuronais. Porém as respostas morfométricas
mostraram que alguns danos intestinais podem se manter mesmo com a melhora de outros
parametros. J& a manipulacdo com antibioticos foi capaz de reduzir estresse oxidativo e
inflamacdo intestinal nesse modelo experimental, porém sem beneficios quanto a
protecdo da parede intestinal e de neurénios mientéricos.

Inicialmente, as alteracGes causadas pela IR intestinal sdo observadas nos
parametros de estresse oxidativo do ileo distal, principalmente quanto a reducdo na
atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD e pelo aumento nos niveis de EROs e
LOOH. Isso acontece porque durante o periodo de isquemia, a falta de disponibilidade de
oxigénio, impede a realizacao de fosforilagdo oxidativa e 0 ATP disponivel sofre deplegédo
até hipoxantina. Com a reperfusdo, a xantina oxidase oxida a hipoxantina acumulada,
usando o oxigénio que voltou a ser ofertado. Essa reacdo resulta na producdo aumentada
de radicais livres de oxigénio® e consequente sobrecarga nas defesas antioxidantes,
estabelecendo o quadro de estresse oxidativo.®® Os radicais livres, sendo moléculas
instaveis, sdo capazes de oxidar diversas biomoléculas, como &cidos nucleicos, proteinas
e lipideos, levando a alteragdo na composicdo dessas biomoléculas.*® Sabendo que os
lipidios de membrana e as lipoproteinas sio os maiores alvos,*! 0 aumento na peroxidagao
lipidica, vista em nosso estudo no grupo IRC, pode resultar em altera¢6es na composic¢ao,
estrutura e dindmica das membranas lipidicas celulares,*? levando dessa forma, a danos
celulares e teciduais. Nesse contexto, quando os animais foram tratados com antibioticos

ou com probidticos, as alteracdes sobre o estado oxidativo do ileo, causadas pela IR
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intestinal, foram menores. O grupo tratado com antibidticos (IRA) apresentou reducéo na
atividade da CAT e da SOD, porém sem o estabelecimento de dano lipidico e aumento
significativo de EROs. J& no grupo dos probidticos (IRP), as alterac6es em relacdo ao
grupo SC limitaram-se a reducdo somente da atividade da SOD. Essas observacoes
mostram que ambos os tratamentos tem efeito positivo contra o estresse oxidativo no ileo
apos IR intestinal, de forma mais significativa, a administracdo de probidticos. Entre os
antibidticos administrados, o metronidazol, apés administracdo oral, mostrou acao
antioxidante sobre a oxidacdo de proteinas no cdlon de ratos*” e na reducdo da
peroxidacdo lipidica sérica de ratos que sofreram queimaduras.** Essa atividade
antioxidante parece acontecer pela reducdo da geracdo e/ou inativacdo de espécies
reativas de oxigénio.?® O efeito benéfico dos probidticos esta ligado & sua capacidade de
fortalecer os mecanismos de defesa naturais do organismo e por evitar a formacao de
compostos toxicos ou fazer a sua neutralizagdo.** Especificamente, algumas bactérias
probidticas, como Lactobacillus acidophilus, utilizada em nosso estudo, sdo bactérias
acido laticas que ja demonstraram efeito antioxidante em diferentes estratégias: como
quelante de metais, neutralizando espécies reativas de oxigénio e apresentando atividade
redutora.®

Os processos de estresse oxidativo e inflamacgéo estdo intimamente relacionados
e muitas vezes sdo encontrados simultaneamente em diversas patologias.*® Nesse
contexto, o estresse oxidativo no grupo IRC, foi acompanhado do aumento da atividade
dos marcadores inflamatorios: MPO e NAG. A resposta inflamatoria induzida pela IR
estd relacionada com a producdo de metabdlitos da microbiota e sua interacdo com o
hospedeiro.*” A IR intestinal pode causar a alteragio em epitopos na superficie das células
afetadas, de forma que anticorpos naturais se liguem a esses epitopos e estimulem a
resposta inflamatdria por ativar o sistema complemento, atraindo células inflamatdrias
como neutréfilos e macrofagos.?® A inflamagdo induzida pela IR intestinal conta com a
ativacdo do sistema complemento, aumento de citocinas na circulacdo endotelial e
ativacéo de neutrofilos. Essa resposta € estimulada tanto pelos componentes intracelulares
que extravasaram ap6s o dano celular e morte dessas células, que geram padrdes
moleculares associados a danos (DAMPSs) e também pela microbiota e seus produtos, que
através dos padrGes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) interagem com
receptores e desencadeiam a resposta inflamatdria.*® Mobiliza inicialmente neutrofilos,
que é seguido pelo recrutamento dos macrofagos,® sendo a MPO utilizada como
marcador de atividade de neutrofilos no tecido e a NAG, como marcador da ativagdo de
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macrofagos.®® A producdo de mediadores inflamatorios locais estd relacionada com
alteragdes na permeabilidade da parede intestinal e com a facilitacdo da translocagédo
bacteriana, que podem resultar em uma resposta inflamatdria sistémica e afetar 6rgaos
além do intestino.?? Essa resposta inflamatdria induzida pela IR intestinal ndo foi vista
nos animais que receberam antibioticos. A acdo protetora dos antibioticos nesse caso se
deve provavelmente a diminuicdo da carga bacteriana no ambiente luminal e
consequentemente a quantidade de bactérias que entraram em contato com o sistema
imune do hospedeiro no momento da quebra da barreira epitelial intestinal; resultando em
controle da inflamacéo tanto local quanto sistémica.?* Estudos mostram a agdo da
deplecdo da microbiota, com a mesma mistura de antibidticos usados nesse trabalho,
sobre a resposta inflamatdria intestinal, reduzindo a ativacdo do sistema complemento e
a presenca de IgM e IgA no intestino® além da reducdo de subprodutos da microbiota,
como acidos graxos de cadeia curta, que interagem com sistema imune e contribuem para
alteracdes patologicas.’* O metronidazol é capaz de reduzir a inflamagéo intestinal em
animais que receberam transplante fecal de microbiota.*” Dessa forma, mostrando que os
antibidticos podem ser adjuvantes ao tratamento anti-inflamatdrio pela acao de supresséo
da microbiota intestinal.?® J4 0 grupo que recebeu probidticos, ndo apresentou aumento
na atividade da MPO e da NAG. A melhora do quadro inflamatorio no grupo IRP, indica
que os probidticos possuem a capacidade de modular as respostas imunes e inflamatdrias
do hospedeiro.?*” A melhora parece acontecer por meio de um fator bioativo que pode
ser um componente préprio das bactérias ou algum produto liberado por elas com efeito
positivo inclusive sobre a barreira intestinal.>> Os probiGticos mostram atividade anti-
inflamatoria in vitro, além de se mostrarem efetivos na reducao da expressdo de citocinas
pro-inflamatorias principalmente através de sua acdo sobre receptores Toll-like® e na
reducdo da MPO.*® Especificamente, os Lactobacillus casei apresentam essa agdo anti-
inflamatoria in vitro mediada pela inibicdo da via do NF-kp.%® Bifidobacterium e
Lactobacillus sdo capazes de reduzir a expressdo de TNF-o.>* A atividade dos probidticos
sobre a resposta inflamatoria tem também relacdo com a restauracdo da integridade da
barreira intestinal ap6s dano.?? Por isso o tratamento com probidticos vem sendo estudado
em doencas cronicas®’ como as doencas inflamatorias intestinais.?

Além das alteracBes bioquimicas, alteracbes morfologicas foram observadas. A
IR intestinal provocou aumento na quantidade de placas de Peyer intestinais no grupo
IRC. O tratamento com antibidticos causou aumento no tamanho do ceco e redugéo na

quantidade de placas de Peyer no grupo IRA. Essa é uma mudanca observada pos-
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supressdo da microbiota por ingestdo de antibioticos de amplo espectro,?®* onde os
animais acabam adquirindo caracteristicas fenotipicas de animais germ-free.>® O aumento
do tamanho do ceco, estd intimamente relacionado com a microbiota intestinal, sendo
pela auséncia dela ou pela supressdo por administragio de antibioticos.®® Em nosso
trabalho, o nimero de Placas de Peyer aumentou no grupo IRC. As placas de Peyer
possuem grande relacdo com antigenos e bactérias luminais, sendo chamadas de sensores
imunoldgicos do intestino. Elas controlam a tolerdncia imunoldgica e a defesa contra
patdgenos e se desenvolvem em resposta as bactérias comensais.®” O fendtipo semelhante
ao animal germ-free, com reducdo do numero de placas de Peyer, aumento do ceco e
diminuicdo na taxa de proliferacdo celular, sdo resultado da falta de estimulo dessas
estruturas pelas bactérias comensais, ja que estdo em numero reduzido. Essas
caracteristicas sdo reversiveis e modificaveis,”® de acordo com a composicio e
manipulagdo da microbiota.

As alteracdes intestinais causadas pela IR intestinal ndo se limitam apenas ao
estresse oxidativo e inflamagdo. As células epiteliais intestinais sdo responsaveis pela
producéo de proteinas, citocinas e hormdnios e tem alta sensibilidade a hipdxia.®® O tecido
responde aos niveis variados de espécies reativas de oxigénio formadas durante a IR
intestinal, de diversas formas, desde aumentando a proliferacao celular, interrompendo
ciclo celular e até recorrendo aos processos de apoptose e necrose.>® Desse modo, a
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio® e a inflamagao local®® levam ao
dano celular e tecidual. De acordo com Lindestrom e Ekblad® a destruicdo das
vilosidades pode ser vista logo nas primeiras horas de reperfuséo e a recuperacdo da
parede intestinal vai acontecendo ao decorrer do tempo de reperfusdo. Pudemos observar
que, apds 72 horas de reperfusdo ndo € mais possivel observar a ruptura da barreira
epitelial, no entanto, o dano histologico (grupo IRC) é caracterizado pela redugdo da
altura das vilosidades, da profundidade de criptas, da espessura da submucosa e da
muscular, resultando na reducdo da espessura da parede total nos animais isquémicos
controle. As alteracdes na parede intestinal foram semelhantes também nos animais que
receberam antibidticos (grupo IRA) e probidticos (IRP). O grupo IRA apresentou reducao
em todos os parametros analisados, exceto na espessura da muscular e o IRP mostrou
reducdo em todos os parametros. A microbiota intestinal tem intima relagdo com as
células intestinais e processos digestivos além do papel importante na regulacéo de genes
do ciclo celular, tendo influéncia no controle da proliferagéo celular do epitélio intestinal.
A administracdo de antibidticos afeta a atividade regenerativa das células do epitélio
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intestinal®® o que pode explicar a reducdo na espessura da parede intestinal e da
morfometria das vilosidades. A manipulacdo da microbiota através do uso de
vancomicina, ampicilina, metronidazol e neomicina tem efeito supressor sobre a
expressao de genes mitocondriais e ribossomais. Os genes mitocondriais sao de proteinas
relacionadas & cadeia transportadora de elétrons®?. A acdo ocorre por deplecdo da
microbiota (afeta mais a lamina propria), acdo direta dos antibidticos e também por agédo
da microbiota remanescente que é resistente aos antibioticos administrados (ambos
agindo sobre vilosidades e criptas). Esse processo leva ao mau funcionamento das
mitocdndrias e comprometimento das células intestinais®?. J4 0 aumento na espessura da
camada muscular tanto nos animais IRA, é esperado em animais tratados com antibioticos
como parte da sua mudanca de fen6tipo®. Apesar de estudos mostrarem que probidticos
tem efeito positivo sobre a barreira intestinal, em nosso estudo isso néo foi suficiente para
proteger a parede intestinal dos danos sofridos p6s IR intestinal. Bifidobacterium bifidum
é capaz de promover a integridade das juncdes de oclusao através da maior producédo de
seus derivados: acetato e formato, melhorando a funcdo da barreira intestinal,
preservando a via paracelular.®® B. bifidum também reduz o dano intestinal visto no
modelo de enterocolite necrosante em ratos, patologia que também conta com o0 aumento
da permeabilidade intestinal.®® Além disso, tem efeito anti-apoptotico, preservando a
integridade intestinal.% Bifidobacterium lactis parece acelerar a recuperagio da mucosa
apos insulto.®®

Os eventos oxidativos e inflamatdrios decorrentes da hipdxia tecidual e sua
posterior reperfusdo, podem resultar em danos neuronais e gliais mientéricos, além do ja
visto dano na mucosa intestinal. Em nosso trabalho, o grupo IRC apresentou reducéo na
densidade de neur6nios gerais e nitrérgicos, além do aumento do perfil neuronal da
populacdo geral e da subpopulacéo nitrérgica e reducdo na densidade de células gliais
quando comparado ao grupo SC. Estudos mostram que IR intestinal causa danos nos
neurdnios entéricos®®%57 inclusive sua reducdo em ndimero.*® Essa reducio acontece de
forma gradativa durante o tempo de reperfusdo, estendendo-se por pelo menos 10
semanas,*® sendo que os neurdnios nitrérgicos mostram-se mais suscetiveis a neuropatias
entéricas, como a causada pela IR intestinal, tendo relacdo com seu tipo de
neurotransmissor.®® Nesse modelo, um componente muito importante na fisiologia do
SNE® ¢ impactado: a microbiota. A microbiota intestinal tem relagdo com o SNE desde
sua formacdo e desenvolvimento até a vida adulta.”® Os produtos e metabdlitos da

microbiota agem como moléculas sinalizadoras sobre o SNE, inclusive modulando a
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ativacdo glial e a neuroinflamacio.”® A interacdo entre microbiota e hospedeiro e sua
consequente relagdo com o SNE se da por meio de receptores Toll-like que percebem os
produtos bacterianos e medeiam uma resposta. Esses receptores estdo presentes também
em células neuronais, musculares e gliais.”® Dessa forma, alteragbes na microbiota s&o
percebidas pelo SNE e causam alteragdes nesse sistema. Quando observamos 0s animais
tratados com antibioticos (grupo IRA) podemos constatar que o0s danos neuronais
permanecem 0s mesmos, provocados pela IR intestinal, exceto o perfil neuronal da
populacdo geral, que ndo sofreu alteracdo nesse grupo. Quando ha ruptura da barreira
intestinal e lesdo na parede, o acesso as células neuronais € facilitado, tanto para as
bactérias luminais ou administradas, quanto para o proprio antibiotico, deixando o0 SNE
altamente exposto e contribuindo para o dano. Antibidticos de amplo espectro, podem
apresentar atividade neuroativa e neurotoxica.’ A exposi¢do do intestino a antibidticos,
como a neomicina, causa alteracbes diretas ao SNE e a motilidade intestinal, pois o
antibidtico tem ac&o sobre canais i6nicos neuronais.”? Sendo assim, antibi6ticos podem
alterar a funcdo nervosa por acdo indireta modificando a ecologia bacteriana e
desregulando as vias de comunicacdo do intestino e por acdo direta, agindo de forma
neurotoxica.” A diferenciagdo entre os efeitos neurotoxicos diretos e os efeitos devidos
a atividade microbicida ndo € clara,” ja que a interagdo microbiota-neur6nios é essencial
para a sobrevivéncia neuronal”® e a deplecdo exagerada desses microorganismos acabe
impedindo essa interacdo. Alteracdes no SNE podem resultar em disfungdes diversas,
tendo em vista que esse sistema coordena digestdo, motilidade, secregéo, inflamacéo,
funcdo da barreira intestinal, resposta imune e circulagdo local,® disfuncdes essas que
podem permanecer de forma duradoura, afetando a qualidade de vida do individuo pds
IR intestinal. A manipulacdo da microbiota atraves da administragdo de probidticos foi
benéfica para o SNE contra os efeitos da IR intestinal. No grupo IRP, menor nimero de
alteracdes foram observadas, sendo elas 0 aumento do perfil neuronal da subpopulacéo
nitrérgica e reducdo na densidade células da glia. Probi6ticos vem sendo reconhecidos
pela acdo neuroprotetora, seja protegendo ou recuperando células, estruturas e funcéo.
Uma das funcBes que explica esse efeito é sua acdo anti-inflamatoria. Sdo utilizados em
diversas desordens neuroldgicas, incluindo do Sistema Nervoso Central.”* A
administracdo de probidticos, entre eles os Lactobacillus spp., tem acdo protetora sobre
neurdnios do hipocampo de camundongos.”

Como podemos observar, os efeitos intestinais da manipulacdo da microbiota

através da administracdo de probioticos e antibidticos apds IR intestinal variam de acordo
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com o parametro observado. Do ponto de vista da resposta inflamatdria local e do estresse
oxidativo no tecido intestinal, ambos os tratamentos se mostraram benéficos, com énfase
nos probidticos. Por outro lado, nenhum dos dois tratamentos foi eficaz na protecdo da
parede intestinal. A respeito do plexo mientérico desses animais, os probioticos
ofereceram certa protecdo aos neurénios, fato ndo observado nos animais que receberam
antibioticos. Sendo assim, a administracao de antibioticos, precisa ser melhor avaliada e
controlada, a fim de evitar o agravamento de danos teciduais e complicacdes. Ja os
probidticos, com a facilidade de serem uma estratégia ja inclusa em diversos alimentos e
dietas, mesmo néo sendo capazes de proteger o intestino contra todos os danos causados
pela IR intestinal, sdo capazes de trazer beneficios nessa patologia. Estudos
complementares mostrando a avaliacdo da resposta de outros 6rgdos a esse tratamento ou
a investigacdo da manipulacdo pontual da microbiota por tipos especificos de probidticos
e antibioticos em casos de IR intestinal, podem auxiliar na busca por intervengdes

terapéuticas que reduzam as complicag6es dessa condicdo clinica.

CONCLUSAO

A manipulacdo da microbiota realizada através da administracdo oral de
antibioticos para supressdo da microbiota ou de probidticos para aumento de bactérias
benéficas no lumen intestinal é vantajosa contra danos oxidativos e inflamatérios do ileo
de ratos submetidos a IR intestinal. Porém, nenhum desses tratamentos € suficiente para
proteger a parede intestinal contra o dano pos IR nesse tempo de reperfusdo. Como o0 mix
de probidticos tem efeito positivo sobre o plexo mientérico, nesse modelo, mostra-se
como melhor alternativa para minimizacao dos efeitos da IR intestinal quando comparado

aos antibiodticos.
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RESUMO

Introducéo: Isquemia e reperfusdo (IR) intestinal tem efeitos ndo sé locais, mas também
em Orgdos distantes. Estd relacionada com a ocorréncia de translocacdo de bactérias
luminais e seus subprodutos e com a resposta inflamatéria sistémica, podendo causar
complicacdes como a disfuncdo mdaltipla de érgdos. Como a microbiota intestinal
influencia na resposta sistémica do hospedeiro, o objetivo foi avaliar o efeito da
manipulac¢do da microbiota intestinal atraves de antibioticos e probioticos sobre o pulméo,
rim e figado de animais submetidos a IR intestinal. Métodos: Ratos Wistar foram
submetidos a IR intestinal pela oclusdo da artéria mesentérica superior durante 45 minutos
e posterior reperfusdo de 72 horas. O grupo IRA recebeu mix de antibidticos para
deplecdo da microbiota e o grupo IRP recebeu mix de probidticos. Foram realizadas
analises de estresse oxidativo, inflamacdo e histologia do pulméo, rim e figado dos
animais. Resultados: IR intestinal provocou estresse oxidativo e inflamagdo nos
pulmdes, rins e figado dos animais, além de alteracbes morfométricas pulmonares e
renais. A deplecdo da microbiota através de antibidticos nao foi benéfica, tendo em vista
que o grupo IRA apresentou 0 mesmo quadro de alteracbes que o IRC. Porém, os
probidticos trouxeram beneficios, pois o grupo IRP ndo apresentou estresse oxidativo e
inflamacg@o hepético e renal e as alteragbes morfométricas renais foram amenizadas.
Conclusdo: A manipulacdo da microbiota intestinal reflete na resposta de Orgdos
distantes a IR intestinal, sendo a administracdo de probidticos benéfica, por amenizar o0s

danos principalmente hepaticos e renais, e os antibioticos sdo ineficazes nessa situagao.

PALAVRAS-CHAVE: microbiota; antibioticos; pulmao; rim; figado; inflamacéo.
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INTRODUCAO

A condigdo em que inicialmente ha uma restricdo do aporte sanguineo ao 6rgéo e
posterior restauracdo desse fluxo, reoxigenando o tecido, € chamada de isquemia e
reperfusdo (IR). Esse processo causa um desequilibrio entre oferta e demanda metabdlica,
resultando em hipoxia tecidual [1]. A IR intestinal estd associada a altas taxas de
morbidade e mortalidade [2], sendo um dos maiores desafios enfrentados em cirurgias
em geral, incluindo o transplante de 6rgdos [1].

A ocorréncia de IR em um 6rgdo tende a refletir em consequéncias em outros,
principalmente pela ativacao de resposta inflamatoria [3]. No caso da IR intestinal, o dano
na parede intestinal € inflamatorio, oxidativo e metabdlico, o que compromete a
homeostase e sobrevivéncia de células intestinais [4]. Nesse contexto, ocorre a quebra da
funcdo da barreira epitelial intestinal, dano na microcirculagdo e translocagéo da
microbiota [5]. A translocacdo bacteriana € a passagem de bactérias vivas da microbiota
ou os seus subprodutos pela barreira epitelial intestinal [6]. Por isso, é possivel observar
um aumento na carga bacteriana em nodulos linfaticos mesentéricos, figado, baco e
corrente sanguinea de bactérias entéricas apos IR intestinal [2]. Porém, além da passagem
das bactérias, endotoxinas e antigenos do limen intestinal também atingem a circulacéo,
provocando uma resposta inflamatoria sisttmica que causa dano a oOrgdos além do
intestino [6]. Dessa forma, a quebra da barreira intestinal e a translocagéo bacteriana estdo
relacionadas com complicac@es da IR intestinal como a sindrome da resposta inflamatéria
sistémica e a disfungdo multipla de 6rgéos [7].

O intestino dos mamiferos aloja uma complexa comunidade bacteriana que traz
beneficios ao hospedeiro [8], vivendo em relacdo de mutualismo com este, quando em
condigdes fisioldgicas [9]. A microbiota intestinal tem grande importancia na maturagdo
e modulacdo da imunidade e resposta inflamatéria sistémica [10]. Comunica-se
ativamente com o hospedeiro e seus 6rgdos, como figado, tecido adiposo, pancreas,
pulméo, cérebro e sistema cardiovascular, influenciando no estado de salde e doenca
[11]. Existem bactérias com capacidade de afetar negativamente a homeostase da barreira
intestinal, como Escherichia coli, Salmonella, Campylobacter e Shigella [12], enquanto
outras como Lactobaccilus plantarum, Lactobaccilus rhamnosus e Bifidobacteria trazem
beneficios ao hospedeiro [13]. Sabendo que a IR intestinal promove a translocacao da
microbiota luminal para 6rgdos distantes como pulmdes, figado e rins [2, 14], com
consequéncias sistémicas, a manipulacdo da microbiota pode ser uma abordagem para

reducdo desses danos. Seja pela deplecdo da microbiota através da administragdo de
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antibioticos ndo absorviveis de amplo espectro [15], ou pelo aumento de bactérias
probidticas no lumen intestinal. Nesse contexto, o objetivo foi avaliar o efeito da IR
intestinal em 6rgdos distantes como pulmdo, figado e rim ap6s a manipulacdo da

microbiota intestinal pela administragdo de probioticos e antibioticos.

METODOLOGIA
Grupos experimentais

Seguindo o protocolo de aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA-UEM) n° 2869200218, ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, com peso entre
290 + 4g permaneceram alojados em biotério da Universidade Estadual de Maringé sob
condigdes controladas de temperatura (22°C £ 2°C) e luminosidade (ciclo 12h claro/12h
escuro). Os animas receberam racdo padrdo NUVILAB e agua ad libitum. Apos
adaptacdo, foram divididos em 4 grupos (n=6): SC: falso operado tratado com veiculo
(agua); IRC: submetido a isquemia intestinal e tratado com veiculo; IRA: submetido a
isquemia intestinal e tratado com mix de antibidticos; IRP: submetido a isquemia

intestinal e tratado com mix de probioticos.

Modelo de isquemia e reperfuséo intestinal

A isquemia intestinal foi estabelecida através da oclusdo da artéria mesentérica
superior (AMS). Para isso, os animais dos grupos IRC, IRA e IRP, apds jejum prévio ed
15 horas, foram anestesiados com Ketamina® (100 mg/kg de peso corporal) (Sespo
Industria e Comércio LTDA, Paulinia, SP, Brasil) e Xilazina® (20 mg/kg de peso
corporal) (Sespo Industria e Comércio LTDA, Paulinia, SP, Brasil), via intramuscular.
Foi realizada a laparotomia e exposicéao do ileo distal, para oclusdo da artéria mesentérica
superior (AMS) através de um clamp microvascular e amarracdes laterais. A isquemia
estendeu-se por 45 minutos, periodo no qual, solucdo salina a 37°C foi utilizada para
manter a umidade e a temperatura intestinal. A reperfusdo iniciou no momento da retirada
do clamp e das amarracGes e posterior sutura abdominal, perdurando por 72 horas. Os
animais sham (grupo SC) passaram pelos mesmos procedimentos, porém sem ocluséo da
AMS.

Tratamentos
Foi realizado através da administracdo oral de antibidticos e probidticos. Os
antibidticos metronidazol (100 mg/kg de peso corporal), neomicina (200 mg/kg de peso
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corporal) e vancomicina (100 mg/kg de peso corporal) foram administrados via gavagem
e a ampicilina na agua de consumo (1 g/L), diariamente, nas 72h antes da isquemia e nas
72h de reperfusdo, no grupo IRA. Os animais do grupo IRP, receberam via gavagem, o
mix de probiéticos de nome comercial SIMFORT® (Vitafor), composto por
Lactobacillus casei, L. acidophilus, Lactococcus lactis, Bifidobacterium lactis e B.
bifidum (8,3x10° UFC por animal), amido de milho e maltodextrina, diariamente durante

14 dias antes da isquemia e 72h de reperfusao.

Coleta dos 6rgaos

Os animais foram eutanasiados por dose letal, via intraperitoneal, de Tiopental
Sodico® (120 mg/kg de peso) (Cristalia - Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, SP,
Brasil). O figado, os rins e os pulmdes foram coletados lavados com Tampéo Fosfato de
Sodio (PBS) 0,1M (pH 7,4) e divididos para as analises bioguimicas e histol6gicas. Para
as analises bioquimicas, uma porcédo de cada 6rgdo foi congelada em nitrogénio liquido,
permanecendo em temperatura -80°C até posterior processamento. Para as andlises
histoldgicas, outra porcao de cada 6rgao foi fixada em Paraformaldeido 4% (pH 7,4). A
porcao especifica de cada 6rgdo destinada a cada técnica foi padronizada.

Analises bioquimicas

Para analise de parametros de estresse oxidativo e de inflamacéo, porc¢ées do rim,
pulméo e figado dos animais foram processados de acordo com Borges e colaboradores
[16]. Esses orgaos foram homogeneizados separadamente em tampéo Fosfato de Potassio
200mM (pH 6,5). Uma parte do homogenato foi retirado para analise da glutationa
reduzida e o restante foi centrifugado a 9000 rpm durante 20 minutos para separagéo de
sobrenadante e pellet que foram utilizados no restante das técnicas. Cada ensaio foi
realizado com seu protocolo especifico, pipetados em placa de 96 pocos e, ao final, lidos

em espectrofotbmetro em comprimento de onda de acordo com cada técnica.

- atividade da catalase (CAT), da glutationa s-transferase (GST), e da superéxido
dismutase (SOD)

Para essas andlises foi utilizado o sobrenadante. A atividade da enzima CAT foi
avaliada através da quebra do peroxido de hidrogénio pela enzima, observada através de
analise cinética em comprimento de onda de 240 nm [17]. Os resultados foram expressos

em um/min/mg de proteina. A leitura cinética da conjugacéo entre glutationa e 1-cloro-
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2,4-dinitrobenzeno foi utilizada para a analise da atividade da enzima GST, adotando 340
nm como comprimento de onda [18]. Os resultados foram apresentados em pum/min/mg
de proteina. A atividade da SOD foi mensurada considerando a sua capacidade de inibir
a auto-oxidacédo do pirogalol [19]. O comprimento de onda adotado para a leitura foi de

405nm e os resultados expressos em U de SOD/ mg de proteina.

- niveis de glutationa reduzida (GSH) e de hidroperéxidos lipidicos (LOOH)

O homogenato foi utilizado para anélise dos niveis de GSH. Para isso, acido
tricloroacético (TCA) foi utilizado para precipitar proteinas. Apos centrifugacdo, GSH e
acido 2-nitrobenzoico foram adicionados a amostra. Os valores obtidos na leitura
realizada em comprimento de onda 412 nm, foram interpolados em curva padrao de GSH
e os resultados expressos em pg de GSH/g de tecido. Para verificar os niveis de LOOH,
0 sobrenadante foi utilizado [20]. A leitura foi realizada em 560 nm e o coeficiente de
extincdo molar de 4,3 mmolar/cm foi utilizado nos calculos, expressando os resultados

como mmol/mg de tecido.

- atividade da mieloperoxidase (MPO) e da n-acetilglicosaminidase (NAG)

Para esses ensaios, 0 pellet foi utilizado. A atividade da MPO foi avaliada apds
adicdo de H20> e dimetilformamida. O comprimento de onda 620 nm foi utilizado na
leitura, e os resultados expressos em mD.O/mg de proteina. Para a atividade da NAG, a
amostra foi adicionada aos tampdes glicina e citrato. A leitura foi realizada a 405 nm e o0s

resultados expressos em mD.O/mg de proteina.

- Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Para andlise dos niveis de EROs, uma porg¢do dos 6rgdos foi homogeneizada em
tampdo Fosfato de Sédio 0,08 M (pH 7,2) e incubada, no escuro, em sonda (diacetato de
2°,7’-diclorofluorescina + dimetilsulfoxido). A leitura foi realizada em comprimento de
onda 488 nm para excitacao e 520 nm para emissdo, com resultados expressos em unidade

de fluorescéncia.

Morfometria
As porcles de figado, rim e pulmao fixadas em Paraformaldeido 4% (pH 7,4),
passaram pelo processamento histoldgico de inclusdo em parafina e corte semisseriado

em micrétomo (5 um). Laminas com cortes histologicos dos trés 6rgdos foram coradas
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com Hematoxilina e Eosina (HE), sendo o pulméo, corado também com Picrosirius Red.
Imagens das laminas foram capturadas em microscopio optico (Nikon Eclipse 80i) e
analisadas no software Image Pro-Plus.

Afim de analisar o figado, as ldminas foram capturadas na objetiva de 40 x, em
regides de veias centro lobulares. Foi verificada a area de 60 hepatdcitos e contado o total
de hepatdcitos em 24 imagens. Para essas analises, uma imagem escura de tamanho
padrdo foi posicionada sobre cada veia centro lobular, descontando essa area de todas as
imagens. A érea foi expressa em um? e a quantificacdo em hepatdcitos por cm?. Para o
rim, foram capturadas 30 imagens por animal na objetiva de 20x da regido cortical, para
analise da morfometria dos corpusculos, glomérulos e espaco de Bowman, além da
quantificacio dos corpusculos renais. Foram medidas as areas, em pum?, de 50 corpusculos
e glomérulos renais. A area do espaco de Bowman foi obtida através da diferenca de area
entre corpusculos e glomérulos. A quantificagdo foi realizada atraves da contagem de
todos os glomérulos presentes nas 30 imagens, sendo expressa em glomérulos por cm?.

Para analise morfométrica do pulméo, imagens foram capturadas das laminas
coradas em HE na objetiva de 40x. Foram analisados o perimetro, a area e a espessura da
parede alveolar. J& as 1dminas coradas com Picrosirius Red, foram capturadas com filtro
de polarizacao, no aumento de 20x para a quantificacdo de colagenos tipo | e tipo I1l. Para

o0 colageno total, as duas quantificagdes (tipo I e 111) foram somadas.

Anélise Estatistica

Os dados de estresse oxidativo, inflamacdo, densidade de hepatdcitos e
glomérulos foram submetidos ao teste de normalidade. Apresentando distribuicéo
normal, foram analisados por One-Way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey no
GraphPad Prism 7. Nesse caso, os resultados foram expressos como média + erro padréo.
Os dados de morfometria do pulméo, rim e figado foram analisados através do
delineamento em blocos por modelos lineares generalizados usando ANOVA e p6s-teste
de Fisher no programa Statistica 10. Assim, os resultados foram expressos como mediana
e intervalo de confianga. Para ambos os casos, os valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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RESULTADOS
Mortalidade

A maior taxa de mortalidade foi observada no grupo IRC (42%), seguida pelo IRA
(37%), IRP (16%) e SC (9%).

Estresse oxidativo e inflamacéo pulmonar

Sobre os parametros de estresse oxidativo pulmonar (Figura 1), observou-se a
reducdo na atividade da SOD nos trés grupos isquémicos (IRC, IRA e IRP) (p<0,05).
Houve também a reducgdo dos niveis de GSH, em relacdo ao grupo SC, nos animais dos
grupos IRC e IRA (p<0,05). Quanto aos niveis de LOOH, os grupos IRC (p<0,05), IRA
e IRP (p<0,01) apresentaram aumento em relacdo ao grupo SC. Esse aumento pbde ser
observado também nos grupos IRC e IRA (p<0,05) em relacdo ao SC, quanto aos niveis
de EROs. N&o houve diferenca quanto a atividade da CAT e da GST. Os grupos IRC e
IRP apresentaram aumento nos parametros inflamatérios (Figura 1), tanto em relacédo a
atividade da NAG (p<0,05), quanto na atividade da MPO (p<0,01 e p<0,05,

respectivamente) quando comparados com os animais do grupo SC.
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Figura 1: Estresse oxidativo e inflamacdo do pulmao de ratos Wistar submetidos a isquemia e
reperfusdo intestinal e tratados com antibidticos ou probidticos, n=5. (A) atividade enzimatica
da CAT,; (B) atividade da SOD; (C) niveis de GSH; (D) atividade da GST; (E) niveis de LOOH;
(F) niveis de EROs; (G) atividade da MPO; (H) atividade da NAG. SC: falso operado (sham);
IRC: isquémico; IRA: isquémico tratado com antibioticos; IRP: isquémico tratado com
probidticos. Resultados expressos em média + erro padréo. *p<0,05 em relagéo ao grupo SC.

Morfometria pulmonar

A érea alveolar (Figura 2) apresentou reducdo nos grupos IRC (p<0,05) e IRP

(p<0,01) e aumento no grupo IRA (p<0,001), enquanto o perimetro alveolar apareceu

reduzido no grupo IRP (p<0,001) quando comparados ao grupo SC. Em relagdo a
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espessura da parede alveolar, todos 0s grupos apresentaram aumento em relagao ao grupo
SC (p<0,0001 para IRC e IRA; p<0,001 para IRP). Observou-se uma reducdo na
quantidade de colageno tipo I, encontrado nos pulmdes dos animais dos grupos IRA
(p=0,01) e IRC (p<0,01) quando comparados ao grupo SC. Quanto ao colageno do tipo
I11, observou-se reducdo significativa no grupo IRC (p<0,01) em relacdo ao SC. Porém,
ao observar o colageno total, os trés grupos isquémicos (IRC, IRA e IRP) tiveram reducgéo

(p<0,05) quando comparados ao grupo SC.
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Figura 2: Morfometria pulmonar de ratos Wistar submetidos a isquemia e reperfuséo intestinal e
tratados com antibioticos ou probidticos, n=6. (A) Area dos alvéolos; (B) Perimetro dos
alvéolos; (C) Espessura do septo alveolar; (D) quantificacdo de colageno do tipo I; (E)
quantificacdo de colageno tipo Ill; (F) quantificacdo de colageno total. Grupos SC: falso
operado (sham); IRC: isquémico; IRA: isquémico tratado com antibidticos; IRP: isquémico
tratado com probidticos. Grupos SC: falso operado (sham); IRC: isquémico; IRA: isquémico

tratado com antibiéticos; IRP: isquémico tratado com probidticos. Resultados expressos em
mediana e intervalo de confianga. *p<0,05 em relagdo ao grupo SC.

Estresse oxidativo e inflamagéo renal

Nos rins (Figura 3), observou-se reducéo na atividade da enzima CAT nos grupos
IRC (p<0,05) e IRA (p<0,01) em relacdo ao grupo SC. O grupo que recebeu antibidticos
(IRA) apresentou reducdo também, na atividade da SOD (p<0,05) e nos niveis de GSH
(p<0,01) quando comparados aos animais falso operados (SC). Ambos os grupos (IRC e
IRA) apresentaram aumento na atividade da GST (p<0,01) e dos niveis de LOOH
(p<0,01) em relacdo ao grupo SC. Os animais do grupo IRA ainda mostraram aumento

de EROs (p<0,01) em relagdo ao SC. Embora ndo haja altera¢do significativa na atividade
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da NAG entre os grupos analisados, o grupo IRC apresentou aumento na atividade da

MPO em relagédo ao grupo SC (p<0,05).
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Figura 3: Estresse oxidativo do rim de ratos Wistar submetidos a isquemia e reperfuséo
intestinal e tratados com antibioticos ou probidticos, n=5 A) atividade enzimética da CAT; (B)
atividade da SOD; (C) niveis de GSH; (D) atividade da GST; (E) niveis de LOOH; (F) niveis de
EROs; (G) atividade da MPO; (H) atividade da NAG. SC: falso operado (sham); IRC:
isquémico; IRA: isquémico tratado com antibidticos; IRP: isquémico tratado com probioticos.
Resultados expressos em média + erro padrdo. *p<0,05 em relagdo ao grupo SC.
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Morfometria renal

Em relacdo a area dos corpusculos renais, os grupos IRC (p<0,0001) e IRA
(p<0,01) mostraram reducéo, quando comparados a area do grupo SC (Figura 4). Quando
observada a &rea glomerular, todos os grupos isquémicos apresentaram alteracdo,
caracterizada pela reducédo da area nos grupos IRC (p<0,0001) e IRA (p<0,01) e aumento
no grupo IRP (p<0,01) em relacédo ao grupo sham (SC). O grupo IRC ainda apresentou
reducdo do espaco de Bowman, quando comparado ao SC (p<0.001). N&o houve

diferenca significativa entre os grupos na densidade de glomérulos.
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Figura 4: Morfometria renal de ratos Wistar submetidos a isquemia e reperfusdo intestinal e
tratados com antibidticos ou probidticos, n=6. (A) Area dos corpusculos renais; (B) Area dos
glomérulos renais; (C) Area do espaco de Bowman; (D) Densidade de glomérulos por mm?2,
Grupos SC: falso operado (sham); IRC: isquémico; IRA: isquémico tratado com antibidticos;
IRP: isquémico tratado com probidticos. Resultados expressos em mediana e intervalo de
confianca em A, B e C; e em média * erro padrdo em D. *p<0,05 em relag¢éo ao grupo SC.

Estresse oxidativo e inflamagao hepéatica

N&o foram identificadas diferengas significativas entre 0s grupos quanto as
enzimas CAT e SOD (Figura 5). O grupo IRC apresentou reducdo na GSH em relacédo ao
SC (p<0,05). Houve aumento na atividade da GST nos trés grupos isquémicos (p<0,05)
quando comparados ao grupo SC. Além disso, observou-se aumento nas EROs nos grupos
IRC e IRA (p<0,05) e nos niveis de LOOH no grupo IRA (p<0,01) quando comparados

ao grupo SC. Em relacdo aos parametros inflamatérios hepaticos, observou-se aumento
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da atividade da MPO no grupo que recebeu antibidticos (IRA) (p<0,05) e na atividade da
NAG nos grupos IRC (p<0,05) e IRA (p<0,01) quando comparados ao grupo SC.
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Figura 5: Estresse oxidativo do figado de ratos Wistar submetidos a isquemia e reperfusdo
intestinal e tratados com antibidticos ou probidticos, n=5. (A) atividade enzimatica da CAT; (B)
atividade da SOD; (C) niveis de GSH; (D) atividade da GST; (E) niveis de LOOH; (F) niveis de

EROs; (G) atividade da MPO; (H) atividade da NAG. SC: falso operado (sham); IRC:
isquémico; IRA: isquémico tratado com antibidticos; IRP: isquémico tratado com probioticos.
Resultados expressos em média + erro padrdo. *p<0,05 em relacdo ao grupo SC.
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Morfometria hepética

Houve reducéo na area dos hepatocitos dos grupos IRA e IRP (p<0,0001) quando
comparados ao grupo SC, porém a densidade de hepatdcitos foi mantida (Figura 6).
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Figura 6: Morfometria hepatica de ratos Wistar submetidos a isquemia e reperfusédo intestinal e
tratados com antibidticos ou probioticos, n=5. (A) Area dos hepatdcitos; (B) Densidade de
hepatorcitos por mm?. Grupos SC: falso operado (sham); IRC: isquémico; IRA: isquémico

tratado com antibioticos; IRP: isquémico tratado com probioticos. Resultados expressos em
média % erro padrao. *p<0,05 em rela¢do ao grupo SC.

DISCUSSAO
Os efeitos da IR intestinal vao além do dano primario tecidual local. Os eventos

secundarios da quebra da barreira intestinal como a inflamacéo, translocacdo bacteriana,
e liberacédo de endotoxinas, resultam no dano de outros 6rgdos além do intestino [21] entre
eles figado, pulmado e rins [4]. Neste estudo observamos que a IR intestinal causa estresse
oxidativo, inflamacéo e alteraces morfométricas nos pulmdes, rins e figado de ratos e
que a manipulacao da microbiota intestinal resulta em diferentes respostas desses 0rgaos.
De uma forma geral, a administracdo de antibioticos agravou ou ndo interferiu no efeito
sisttmico da IR e a administracdo de probidticos trouxe beneficios aos animais. A
efetividade dos tratamentos variou de acordo com o 6rgdo analisado.

O intestino, além de ser responsavel pela absorcao de nutrientes, tem importante
papel como barreira com o meio externo, protegendo 0 ambiente interno contra patégenos
e toxinas [22]. Durante a isquemia, a hipoxia vascular, provoca o aumento da
permeabilidade vascular [1], lesdo de células epiteliais intestinais [6] e disfuncdo da
barreira intestinal, deixando o0 ambiente interno exposto aos componentes externos. Nesse
contexto, as bacterias luminais que ndo sdo destruidas por macréfagos na ldamina propria,

entram no sistema venoso, passam para nddulos linfaticos mesentéricos e/ou véo
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diretamente para a cavidade abdominal [23] atingindo outros érgdos, configurando a
translocacdo bacteriana, que afeta o individuo de forma sistémica [24]. Além da passagem
de bactérias, a translocacdo bacteriana consiste também da passagem de endotoxinas,
lipopolissacarideos e peptideoglicanos pela barreira da mucosa intestinal [23]. Nesse
contexto, a microbiota intestinal provoca infec¢des enddgenas e endotoxemia, e da inicio
a respostas inflamatorias [24]. Ainda, o intestino exerce papel de érgédo pro-inflamatério
através da liberacdo de padrdes moleculares associados a danos (DAMPS) que séo
carregados pelo sistema linfatico até receptores localizados em diversos érgdos, que
promovem vias pré-inflamatorias sistémicas e o dano aos 6rgdos. Os DAMPs sao
liberados pelo intestino na linfa mesentérica em resposta a exposicdo da submucosa
intestinal a bactérias intestinais e seus produtos [7], ndo carregando necessariamente essas
bactérias. Sendo assim, substancias inflamatérias e/ou téxicas, produzidas pela parede
intestinal em resposta ao processo de IR intestinal, também causam danos sistémicos [22].
Em nosso trabalho, os trés érgdos avaliados, pulmao, rim e figado, sofreram danos p6s
IR intestinal.

Estudos mostram que os pulmdes sdo Orgaos bastante prejudicados pos IR
intestinal [25,26,27] independente do tempo de isquemia e de reperfusdo, favorecendo
complicacdes respiratdrias e contribuindo para o aumento da morbidade e mortalidade.
Em nosso trabalho, os pulmdes apresentaram alteracGes significativas pos IR intestinal.
No grupo IRC, observamos a reducdo da atividade de SOD e dos niveis de GSH e
aumento da peroxidagdo lipidica e niveis de ROS, estabelecendo o quadro de estresse
oxidativo no 6rgdo. Bringhentti e colaboradores encontraram resultados semelhantes
quanto ao estabelecimento do estresse oxidativo e da inflamacao pulmonar apds isquemia
e reperfusdo de 72h, sendo o 6rgdo mais afetado nessas condi¢Bes [28]. A reducdo na
atividade da CAT e aumento de produtos da oxidagdo lipidica s&o alteracGes observadas
também no contexto da IR pulmonar, que refletem em danos histoldgicos [29]. O pulmao
é 0 orgdo que sofre diretamente com a IR intestinal, principalmente pela via inflamatdria.
Fatores inflamatorios, bactérias translocadas, metabolitos e endotoxinas acumulam-se
nos vasos sanguineos pulmonares, causando lesdo a esse 6rgao [22]. Diversos estudos
com diferentes tempos de oclusdo e reperfusdo da AMS, mostram ocorréncia da
inflamacdo pulmonar, avaliada principalmente pelo aumento da atividade da MPO
[25,27,30]. Em nosso estudo a inflamacéo pulmonar foi caracterizada pelo aumento da
atividade da MPO e NAG. O aumento da MPO nesse contexto, reflete a infiltracdo e

ativacdo de neutrofilos no tecido, aumentando a permeabilidade microvascular pulmonar
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e 0 dano nesse oOrgdo [30,31]. Borjesson e colaboradores mostram que ocorre
superativacao de macrofagos pulmonares apo6s IR intestinal, logo apds 12 h de reperfuséo
[32]. A ativacdo de macrdfagos alveolares, por citocinas, quimiocinas e bactérias luminais
também ¢é vista, causando lesdo pulmonar [23]. Ocorre também disfungdo vasomotora
pulmonar, com reducdo do contetdo de sangue no 6rgéo [32]. Essas alterac6es refletiram
na morfometria pulmonar no grupo IRC, na reducdo da area alveolar e aumento da
espessura da parede alveolar. Como o aumento da espessura da parede veio acompanhada
pela menor quantidade de colageno tipo 111 e total em sua estrutura, essa alteracdo pode
ser sinal de edema alveolar. Esse edema é observado desde o inicio da reperfusdo [33],
por resposta a inflamagdo local [34]. O dano morfométrico pulmonar, ainda esta
relacionado com o excesso de EROs e com a ativacao de neutréfilos. Esses neutréfilos e
seus produtos enzimaticos sdo sequestrados pelo tecido pulmonar, resultando no
desenvolvimento das alteragdes histoldgicas como edema perivascular e intersticial [35].

O dano renal pés IR intestinal tem grande relacdo com o estresse oxidativo no
orgdo [36]. Em nosso trabalho, observamos que os animais do grupo IRC apresentaram
reducdo na atividade da CAT e aumento da atividade da GST e dos niveis de LOOH.
Houve aumento da atividade da MPO em relacdo ao grupo SC. Essas alteracOes
bioquimicas refletiram em menor area do corpusculo, do glomérulo e do espaco de
Bowman renais. Alteracdes renais sao vistas em decorréncia da IR intestinal, como o
aumento da peroxidacdo lipidica, diminuicdo da atividade da SOD, aumento da
inflamagdo por citocinas e alteragcBes histologicas [37]. Mutlu e colaboradores
observaram que o aumento da peroxidacao lipidica nos rins apds isquemia acontece jaem
2h de reperfusdo [36]. Mas permanece por pelo menos 72h de reperfusdo, além do
aumento da atividade da GST e da ativacdo de neutrdfilos, vista pelo aumento da MPO
[28]. Yurdakan e colaboradores relacionam o dano histolégico renal pds IR intestinal com
0 aumento do estresse oxidativo e principalmente a peroxidacdo lipidica [38].

Estresse oxidativo e inflamacdo sdo dois processos importantes na lesdo hepatica
pos IR intestinal [39]. Em nosso trabalho identificamos o aumento das EROs e da
atividade da GST nos animais do grupo IRC, além do aumento da atividade da NAG.
Porém, sem alteracdo significativa na morfometria hepatica quanto a densidade e area de
hepatdcitos. O figado é um 6rgdo de exposicdo maxima a microbiota intestinal e seus
metabdlitos, pois intestino e figado comunicam-se pela veia porta, vias biliares,
circulagdo sistémica [40], mediadores inflamatdrios, hormonios e produtos da digestéo e

absorcdo [41]. Ademais a oclusdo da AMS durante a isquemia intestinal também reduz o
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fluxo sanguineo para o figado [42]. A microbiota e seus produtos podem sofrer
translocacdo para o figado pela veia porta, tendo influéncia nas funcdes hepaticas, sendo
que alteragdes da microbiota intestinal costumam favorecer doengas hepéticas. E o figado
que recebe e filtra nutrientes, produtos bacterianos e toxinas [40]. A translocacédo
bacteriana aumenta a exposicdo do figado a padrées moleculares associados a patdégenos,
resultando em sinalizacdo celular pré-inflamatoria, principalmente através de citocinas
IL-1, IL-6 e TNF-alfa, processo que promove a producdo de espécies reativas de oxigénio
e lesdo hepética [40]. Células de Kupffer sdo ativadas no figado para a secre¢do dessas
citocinas pro-inflamatdrias, e hd aumento na quimiotaxia de neutréfilos na area [22]. Aqui
observamos a inflamacéo através do aumento da NAG no grupo IRC, porém alteracdes
morfométricas significativas ndo foram observadas nesse grupo apos 72h de reperfuséo.
Liu e colaboradores mostraram que apesar de observar necrose de hepatdcitos e alteracdes
na arquitetura hepéatica apds 75 min de isquemia e 6h de reperfusdo, essas alteragdes séo
menos evidentes com o passar do tempo de reperfusdo (72h) [43]. Bringhentti e
colaboradores, apds 72h de reperfusdo, também observaram que o figado foi o 6rgéo que
apresentou menores alteracdes, relacionando com a grande capacidade de reserva
metabolica que possui, 0 que pode tornar esse 6rgdo mais resistente aos efeitos da IR
intestinal [28].

De um modo geral, pudemos observar em nosso trabalho, que os animais do grupo
IRA apresentaram alteragfes semelhantes aos do grupo IRC ou tiveram sua condi¢do
agravada ap6s a administracdo de antibioticos. A recomendac¢do da Sociedade Europeia
de Trauma e Emergéncia Cirlrgica é de que se utilize antibioticos de amplo espectro
precocemente em casos de isquemia intestinal afim de reduzir as consequéncias da
translocacdo bacteriana [44]. A descontaminacdo intestinal seletiva, através do uso de
antibidticos é pautada na tendéncia de reduzir a sepse causada por bactérias intestinais,
sendo focada muitas vezes na reducdo de bactérias gram-negativas [23], Enterococcus,
Pseudomonas, Acetobacter e fungos (leveduras) [24]. Por isso 0 uso de vancomicina,
neomicina e metronidazol por exemplo. Porém, pacientes ja com disfun¢do multipla de
6rgdos podem ter sua situacdo agravada pela administracdo desses antibiéticos para a
descontaminacdo seletiva, enfraquecendo a barreira intestinal e causando desequilibrio
da microbiota [24]. Além disso, mesmo sem uma patologia intestinal evidente,
antibioticos tem a capacidade de interferir na homeostase fisioldgica e resisténcia da

parede intestinal, permitindo a disseminacédo de bactérias [45].
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Observando o 6rgdo mais afetado nesse estudo pela IR intestinal, o pulméo,
identificamos que a manipulacdo da microbiota através do uso de antibidticos nédo
resultou em diferencas entre os grupos IRA e IRC quanto aos parametros de estresse
oxidativo. Porém, a utilizacdo de antibidticos de amplo espectro teve resultado positivo
sobre a inflamacdo, pois os animais do grupo IRA nédo apresentaram aumento da atividade
da MPO e da NAG. A NAG é produzida por macrdfagos ativados. Estas células parecem
sofrer influéncia e modulacdo pela presenca, auséncia ou diferente composicdo da
microbiota intestinal. No caso de manipulagdo da microbiota através da administracdo de
neomicina, camundongos que passaram por IR pulmonar mostraram menor atividade
inflamatoria [46]. Nesse caso, a reducdo da carga bacteriana a qual o individuo foi
exposto, pode ter sido o principal ponto no combate a inflamacéo pulmonar. Quanto a
histologia, esses animais mantiveram o padrdo de alteracbes do grupo IRC, porém
apresentaram reducdo na quantidade de colageno tipo I, e ndo de colageno tipo III.
Mostrando que mesmo melhorando padrées inflamatérios, o tecido pulmonar ainda
sofreu com os efeitos sistémicos da IR intestinal. O colageno tem papel importante no
suporte do parénguima pulmonar. Col&genos tipo | e Il fornecem estrutura para a parede
alveolar [47]. Alteracdes na quantidade de colageno podem afetar a estrutura, suporte e
homeostase pulmonar.

A administracdo de antibidticos nos rins agravou as alteracdes oxidativas,
caracterizada por diferencas entre os grupos SC e IRA em todos 0s parametros oxidativos
avaliados, caracterizando um quadro mais expressivo de estresse oxidativo que qualquer
outro grupo, porém, sem caracterizacdo de resposta inflamatéria. A reducdo das areas
corpusculares e glomerulares permaneceu, porém sem alteracdo no espaco de Bowman.
Esse efeito pode ser atribuido ao uso da vancomicina. A vancomicina, quando
administrada por via intraperitoneal, tem acéo nefrotoxica, causando dano ao tecido renal
através do estresse oxidativo. Também provoca a reducéo da atividade da CAT e da SOD
e aumento dos hidroperéxidos lipidicos [48]. Além disso, causa a reducdo dos niveis de
GSH [49]. Ou seja, vancomicina induz estresse oxidativo, apoptose e dano tecidual renal
[49]. Esse efeito pdde ser observado em nosso trabalho, mesmo pela administragédo oral
desse antibidtico, tendo em vista que o quadro de IR intestinal favorece a exposicao
sisttmica do contetdo luminal, pela quebra da barreira intestinal, mesmo sendo um
medicamento nao absorvido em condi¢des normais.

O mesmo pdde ser observado no figado, onde a deplecéo da microbiota intestinal
(grupo IRA) resultou em além do aumento da atividade de GST e niveis de ROS, também
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no aumento de LOOH e reducdo nos niveis de GSH. Houve um agravo nos parametros
inflamatorios, com aumento importante da atividade da MPO e da NAG. Essa piora do
quadro oxidativo e inflamatorio, refletiu na reducdo da area dos hepatécitos do grupo
IRA. A microbiota intestinal tem importante papel na regeneracgdo do figado. Ampicilina
tem como alvo tanto bactérias gram-positivas quanto gram-negativas da microbiota
intestinal, incluindo Lactobacillus. Essas bactérias tem grande importancia para o figado,
principalmente em situacdes de regeneracdo hepatica, pela interagdo com células imunes
[50]. No caso especifico da IR intestinal, a quebra da barreira intestinal abre caminho para
que o contetido luminal entre em contato com o ambiente interno. Os antibibticos entdo
utilizados para a deplecdo da microbiota, que a principio ndo sdo absorvidos, acabam
atingindo também outros tecidos. Como figado e intestino estdo ligados através da veia
porta, esse pode ser um 6rgdo afetado diretamente pelos antibi6ticos.

Por outro lado, o resultado da administracdo de probidticos contra os efeitos da IR
intestinal em oOrgdos distantes foi diferente do observado com antibidticos. Na maioria
dos drgdos e parametros avaliados, os probioticos, apresentaram efeitos benéficos ou ndo
agravantes. O uso de probidticos tem como a¢do direta, a suplementacdo da microbiota
intestinal normal, estimulando o crescimento dessas bactérias benéficas e inibindo
competitivamente o crescimento de bactérias exdgenas e patogénicas endogenas [24].
Estima-se que o tratamento com probioticos, previna a aderéncia das bactérias a parede
intestinal e a translocacdo bacteriana, protegendo também contra inflamacéo [51]. Porém,
no pulmao dos animais que receberam probi6ticos (grupo IRP), esses beneficios ndo
foram observados. Apesar de alguns parametros de estresse oxidativo terem sido
mantidos como o grupo SC (GSH e EROs), danos as membranas permaneceram,
caracterizadas pelo aumento de LOOH. Além de persistir o processo inflamatorio pela
alta atividade das enzimas MPO e NAG. Quanto a morfometria, os animais do grupo IRP
apresentaram reducao da area e do perimetro alveolar, aumento da espessura da parede
alveolar e reducdo na quantidade de colageno do tipo I. Podemos observar que a
manipulacdo com probioticos ndo foi suficiente para impedir as alteracdes no pulméo
causadas pela IR intestinal.

Porém, os beneficios da manipulacdo da microbiota por probidticos, puderam ser
observados nos rins dos animais. O grupo IRP apresentou melhora no quadro sistémico,
onde ndo houve alteracdo em nenhum dos parametros oxidativos e inflamatdrios
avaliados, quando comparados esses animais aos do grupo SC. A Unica diferenca

encontrada com o grupo SC foi o aumento na &area glomerular. Dessa forma, a
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administracdo de bactérias probidticas foi benéfica, especificamente para esse érgao.
Estudos mostram que Bifidobacterias sdo capazes de reduzir a translocacéo bacteriana da
microbiota para os rins [12,52]. A administragdo de Lactobacillus casei em animais que
sofreram IR renal, reduziu o dano ao 6rgdo, protegendo tubulos renais e controlando a
inflamacdo no local através da modulagdo da resposta de macrofagos [53]. Um mix de
Lactobacilos tem efeito anti-inflamatorio, antioxidante e protetor sobre o tecido renal
[54].

Da mesma forma, a administracao de probidticos foi benéfica ao figado, tendo em
vista a auséncia de inflamacdo e estresse oxidativo no 6rgdo, sendo o Unico parametro
bioquimico alterado, a atividade aumentada da GST. Porém, nesses animais, a area dos
hepatdcitos apresentou reducdo quando comparado ao grupo SC. Os probidticos sdo
capazes de atenuar o dano hepatico em modelo de disfuncdo da barreira intestinal,
justamente por proteger a barreira intestinal, reduzindo translocacdo bacteriana e a
secrecdo de citocinas inflamatdrias, inclusive da TNF-alfa [55]. Pacientes que receberam
suplementacdo oral de Bifidobacterium bifidum e Lactobacillus plantarum tiveram
melhora da lesdo hepética induzida por alcool, gracas a restauracdo da microbiota
intestinal [56]. Os efeitos antioxidante e anti-inflamat6rio observados nos rins e no figado
sdo descritos em trabalhos que usam diversas cepas de Lactobacilos e Bifidobacterias,
induzindo a secre¢do de IL-10 [57], reduzindo a peroxidacao lipidica in vitro [58] e
fortalecendo a barreira intestinal, reduzindo a translocacdo bacteriana e os niveis de
endotoxinas plasmaticas, TNF-alfa e IL-6 [12]. Mostrando que a suplementagdo com
probidticos pode ser uma estratégia preventiva ou de tratamento em doencas em que ha

aumento da permeabilidade intestinal [59].

CONCLUSAO

A manipulacdo da microbiota intestinal reflete na resposta de 6rgaos distantes aos
efeitos da IR intestinal. A administracdo de probi6ticos é benéfica, por amenizar os danos
inflamatorios, oxidativos e morfométricos principalmente hepaticos e renais. Por outro
lado, a deplecdo da microbiota atraves de antibidticos néo € eficiente nessa prote¢do, ndo
impedindo o dano a 6rgéos distantes em ratos Wistar.
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‘key points’, written with the practitioner in mind, that summarize the key
messages of their paper to be published with their article.

. Main body: formatted as introduction, materials & methods, results,
discussion, conclusion
. References;

. Tables (each table complete with title and footnotes);


http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp

69

. Figures: Figure legends must be added beneath each individual image
during upload AND as a complete list in the text.

Cover Letters
A covering letter must be included, signed by the corresponding author and stating on
behalf of all the authors that the work has not been published and is not being considered
for publication elsewhere.
Parts of the Manuscript
The manuscript should be submitted in separate files: main text file; figures.
The manuscript should be double-spaced with 30mm margins. Manuscripts must be
numbered consecutively in the following sequence: Title Page; Abstract, if required;
Main Body of Text; Acknowledgement; Reference List; Tables and Figure caption List.
I.A short informative title containing the major key words. The title should not
contain abbreviations (see Wiley's Wiley's best practice SEO tips);
ii.A short running title of less than 40 characters;
iii. The full names of the authors;
iv.The author's institutional affiliations where the work was conducted, with a
footnote for the author’s present address if different from where the work was
conducted,;
v.Acknowledgments;
vi.Abstract and keywords;
vii.Graphical Abstract;
viii.Main text;
ix.References;
x.Tables (each table complete with title and footnotes);
xi.Figure legends;
xii.Appendices (if relevant).
Figures and supporting information should be supplied as separate files.
Title page
On the title page, provide the complete title and a running title (not to exceed 45 characters
and spaces). List each contributor's name and institutional affiliation. Provide the name,
postal and e-mail address, fax and telephone number of the contributor responsible for
the manuscript and proofs. This is the person to whom all correspondence will be sent.
The corresponding author is responsible for keeping the editorial office updated with any
change in details until the paper is published.
Authorship
Please refer to the journal’s Authorship policy in the Editorial Policies and Ethical
Considerations section for details on author listing eligibility.
Acknowledgments
Contributions from anyone who does not meet the criteria for authorship should be listed,
with permission from the contributor, in an Acknowledgments section. Financial and
material support should also be mentioned. Thanks to anonymous reviewers are not
appropriate.
Conflict of Interest Statement
Authors will be asked to provide a conflict of interest statement during the submission
process. For details on what to include in this section, see the ‘Conflict of Interest” section
in the Editorial Policies and Ethical Considerations section below. Submitting authors
should ensure they liaise with all co-authors to confirm agreement with the final
statement.
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Abstract and Keywords

The abstract must not exceed 250 words. It should summarize the aim of the study and
describe the work undertaken, results and conclusions. For Original Articles and
Technical Notes, the abstract should be structured under four subheadings: Background,
Methods, Key Results and Conclusions & Inferences. For Review Articles, the abstract
should be structured under Background and Purpose. For Mini-review editorials, “Hot
Topics” and Case Reports, the abstract should be unstructured, i.e. without the
subheadings. In addition, you should list up to six keywords in alphabetical order. For
ideas on optimising your abstract.

Graphical Abstract

A graphical summary is required for all original articles. It is recommended that the
graphical summary is provided during the initial submission and is required during the
revision stage. Please note that all accepted original articles must include a graphical
summary before publication. Wiley Editing Services offers expert help with graphical
abstract design if desired.

Keywords

Please provide 5-7 keywords. Keywords should be taken from those recommended by the
US National Library of Medicine's Medical Subject Headings (MeSH) browser list
at https://www.nlm.nih.gov/mesh/.

Main body of text

Manuscripts should be typed in a standard, easy to read font, either 11 or 12pt in size.
Manuscripts should be double-spaced, with 2.5cm (1 inch) margins on all sides and run
in one single column. Please ensure that you have turned “track changes off” and removed
any reviewing notes from your manuscripts else these will be visible throughout the
review process. Place the page number and first author's last name in the upper right-hand
corner of each page.

Review articles should be divided onto the following sections and appear in the following
order: (1) title page (with short running page heading, title, authors names and
affiliations), (2) abstract and keywords, (3) body of the article, (4) acknowledgments,
funding, and disclosures; (5) references, (6) tables, (7) figure legends, and (8) figures.
Original articles should be divided into the following sections and appear in the following
order: (1) title page (with short running page heading, title, authors names and affiliations)
(2) abstract and keywords, (3) introduction, (4) materials and methods, (5) results, (6)
discussion, (7) acknowledgments, funding, and disclosures, (8) references, (9)
appendices, (10) supporting information, (11) tables, (12) figure legends, and (13) figures.
Methods and Materials

Animal preparation and experimentation should cite the approving governing body.
Equipment and apparatus should cite the make and model number and the company name
and address (town, state/city, country) at first mention.

Give all measurements in metric units and use negative indexing (mg mL2, not mg/mL).
Use generic names of drugs. Symbols, units and abbreviations should be expressed as
Systeme International (SI) units. In exceptional circumstances, others may be used,
provided they are consistent. If necessary, please contact the editorial office for further
advice.

Experimental Methods Reporting Checklist for Authors

References

All references should be numbered consecutively in order of appearance and should be
as complete as possible. In text citations should cite references in consecutive order using
Arabic superscript numerals. Sample references follow:
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Journal article:

1. King VM, Armstrong DM, Apps R, Trott JR. Numerical aspects of pontine, lateral
reticular, and inferior olivary projections to two paravermal cortical zones of the cat
cerebellum. J Comp Neurol 1998;390:537-551.

Book:

2. Voet D, Voet JG. Biochemistry. New York: John Wiley & Sons; 1990. 1223 p.

Please note that journal title abbreviations should conform to the practices of Chemical
Abstracts.

For more information about AMA reference style - AMA Manual of Style.

Endnotes

Endnotes should be placed as a list at the end of the paper only, not at the foot of each
page. They should be numbered in the list and referred to in the text with consecutive,
superscript Arabic numerals. Keep endnotes brief; they should contain only short
comments tangential to the main argument of the paper.

Footnotes

Footnotes should be placed as a list at the end of the paper only, not at the foot of each
page. They should be numbered in the list and referred to in the text with consecutive,
superscript Arabic numerals. Keep footnotes brief; they should contain only short
comments tangential to the main argument of the paper and should not include references.
Tables

Tables should be self-contained and complement, not duplicate, information contained in
the text. They should be supplied as editable files, not pasted as images. Legends should
be concise but comprehensive — the table, legend, and footnotes must be understandable
without reference to the text. All abbreviations must be defined in footnotes. Footnote
symbols: T, I, §, 9, should be used (in that order) and *, **, *** should be reserved for P-
values. Statistical measures such as SD or SEM should be identified in the headings.
Figure Legends

Legends should be concise but comprehensive — the figure and its legend must be
understandable without reference to the text. Include definitions of any symbols used and
define/explain all abbreviations and units of measurement.

Figures

Although authors are encouraged to send the highest-quality figures possible, for peer-
review purposes, a wide variety of formats, sizes, and resolutions are accepted.
Click here for the basic figure requirements for figures submitted with manuscripts for
initial peer review, as well as the more detailed post-acceptance figure requirements.
Data Citation

In recognition of the significance of data as an output of research effort, Wiley has
endorsed In recognition of the significance of data as an output of research effort, Wiley
has endorsed the FORCE11 Data Citation Principles and is implementing a mandatory
data citation policy. Wiley journals require data to be cited in the same way as article,
book, and web citations and authors are required to include data citations as part of their
reference list.

Data citation is appropriate for data held within institutional, subject focused, or more
general data repositories. It is not intended to take the place of community standards such
as in-line citation of GenBank accession codes.

When citing or making claims based on data, authors must refer to the data at the relevant
place in the manuscript text and in addition provide a formal citation in the reference list.
We recommend the format proposed by the Joint Declaration of Data Citation

Principles:



http://www.amamanualofstyle.com/
http://media.wiley.com/assets/7323/92/electronic_artwork_guidelines.pdf
https://www.force11.org/datacitationprinciples
https://www.force11.org/datacitationprinciples
https://www.force11.org/datacitationprinciples

72

. [dataset] Authors; Year; Dataset title; Data repository or archive; Version
(if any); Persistent identifier (e.g. DOI)

Additional Files

Appendices

Appendices will be published after the references. For submission they should be supplied

as separate files but referred to in the text.

Supporting Information

Supporting information is information that is not essential to the article but provides

greater depth and background. It is hosted online and appears without editing or

typesetting. It may include tables, figures, videos, datasets, etc.

Click here for Wiley’s FAQs on supporting information.

Note: if data, scripts, or other artefacts used to generate the analyses presented in the paper

are available via a publicly available data repository, authors should include a reference

to the location of the material within their paper.

General Style Points

The following points provide general advice on formatting and style.
. Abbreviations: In general, terms should not be abbreviated unless they are
used repeatedly, and the abbreviation is helpful to the reader. Initially, use the
word in full, followed by the abbreviation in parentheses. Thereafter use the
abbreviation only.
. Units of measurement: Measurements should be given in Sl or Sl-derived
units. Visit the Bureau International des Poids et Mesures (BIPM) website for
more information about SI units.
. Numbers: numbers under 10 are spelt out, except for: measurements with
a unit (8mmol/l); age (6 weeks old), or lists with other numbers (11 dogs, 9 cats,
4 gerbils).
. Trade Names: Chemical substances should be referred to by the generic
name only. Trade names should not be used. Drugs should be referred to by their
generic names. If proprietary drugs have been used in the study, refer to these by
their generic name, mentioning the proprietary name and the name and location
of the manufacturer in parentheses.

Wiley Author Resources

Manuscript Preparation Tips: Wiley has a range of resources for authors preparing

manuscripts for submission available here. In particular, we encourage authors to consult

Wiley’s best practice tips on Writing for Search Engine Optimization.

Article Preparation Support

Wiley Editing Services

offers expert help with English Language Editing, as well as translation, manuscript

formatting, figure illustration, figure formatting, and graphical abstract design — so you

can submit your manuscript with confidence.
Also, check out our resources for Preparing Your Article for general guidance about
writing and preparing your manuscript.

5. EDITORIAL POLICIES AND ETHICAL CONSIDERATIONS

Peer Review and Acceptance

The acceptance criteria for all papers are the quality and originality of the research and
its significance to our readership. Papers will only be sent to review if the Editor-in-Chief
determine that the paper meets the appropriate quality and relevance requirements.
Wiley's policy on confidentiality of the review process is available here.
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Guidelines on Publishing and Research Ethics in Journal Articles Please review
Wiley’s policies surrounding human studies, animal studies, clinical trial registration,
biosecurity, and research reporting guidelines here.
Species Names
Upon its first use in the title, abstract, and text, the common name of a species should be
followed by the scientific name (genus, species, and authority) in parentheses. For well-
known species, however, scientific names may be omitted from article titles. If no
common name exists in English, only the scientific name should be used.
Genetic Nomenclature
Sequence variants should be described in the text and tables using both DNA and protein
designations whenever appropriate. Sequence variant nomenclature must follow the
current HGVS guidelines; see http://varnomen.hgvs.org/, where examples of
acceptable nomenclature are provided.
Nucleotide sequence data can be submitted in electronic form to any of the three major
collaborative databases: DDBJ, EMBL, or GenBank. It is only necessary to submit to one
database as data are exchanged between DDBJ, EMBL, and GenBank on a daily basis.
The suggested wording for referring to accession-number information is: ‘These sequence
data have been submitted to the DDBJ/EMBL/GenBank databases under accession
number U12345°. Addresses are as follows:

. DNA Data Bank of Japan (DDBJ) www.ddbj.nig.ac.jp

. EMBL Nucleotide Archive: ebi.ac.uk/ena

. GenBank www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
Proteins sequence data should be submitted to either of the following repositories:
. Protein Information Resource (PIR): pir.georgetown.edu

. SWISS-PROT: expasy.ch/sprot/sprot-top
Conflict of Interest
The journal requires that all authors disclose any potential sources of conflict of interest.
Any interest or relationship, financial or otherwise that might be perceived as influencing
an author's objectivity is considered a potential source of conflict of interest. These must
be disclosed when directly relevant or directly related to the work that the authors describe
in their manuscript. Potential sources of conflict of interest include, but are not limited to,
patent or stock ownership, membership of a company board of directors, membership of
an advisory board or committee for acompany, and consultancy for or receipt of speaker's
fees from a company. The existence of a conflict of interest does not preclude publication.
If the authors have no conflict of interest to declare, they must also state this at
submission. It is the responsibility of the corresponding author to review this policy with
all authors and collectively to disclose with the submission ALL pertinent commercial
and other relationships.
Funding
Authors should list all funding sources in the Acknowledgments section. Authors are
responsible for the accuracy of their funder designation. If in doubt, please check the

Open Funder Registry for the correct
nomenclature: http://www.crossref.org/fundingdata/registry.html
Authorship

The journal follows the ICMJE definition of authorship, which indicates that
authorship be based on the following 4 criteria:

. Substantial contributions to the conception or design of the work; or the
acquisition, analysis, or interpretation of data for the work; AND
. Drafting the work or revising it critically for important intellectual content;

AND
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. Final approval of the version to be published; AND
. Agreement to be accountable for all aspects of the work in ensuring that
questions related to the accuracy or integrity of any part of the work are
appropriately investigated and resolved.
In addition to being accountable for the parts of the work he or she has done, an author
should be able to identify which co-authors are responsible for specific other parts of the
work. In addition, authors should have confidence in the integrity of the contributions of
their co-authors.
All those designated as authors should meet all four criteria for authorship, and all who
meet the four criteria should be identified as authors. Those who do not meet all four
criteria should be acknowledged. These authorship criteria are intended to reserve the
status of authorship for those who deserve credit and can take responsibility for the work.
The criteria are not intended for use as a means to disqualify colleagues from authorship
who otherwise meet authorship criteria by denying them the opportunity to meet criterion
#s 2 or 3. Therefore, all individuals who meet the first criterion should have the
opportunity to participate in the review, drafting, and final approval of the manuscript.
Data Sharing and Data Accessibility
The journal encourages authors to share the data and other artefacts supporting the results
in the paper by archiving it in an appropriate public repository. Authors should include a
data accessibility statement, including a link to the repository they have used, in order
that this statement can be published alongside their paper.
Data Citation
Please also cite the data you have shared, like you would cite other sources that your
article refers to, in your references section. You should follow the format for your data
citations  laid out in the Joint Declaration of Data  Citation
Principles, https://www.forcell.org/datacitationprinciples:
. [dataset] Authors; Year; Dataset title; Data repository or archive; Version
(if any); Persistent identifier (e.g. DOI)
Human subject information in databases. The journal refers to the World Health
Medical Association Declaration of Taipei on Ethical Considerations Regarding
Health Databases and Biobanks.
Publication Ethics
This journal is a member of the Committee on Publication Ethics (COPE). Note this
journal uses iThenticate’s CrossCheck software to detect instances of overlapping and
similar text in submitted manuscripts. Read Wiley’s Top 10 Publishing Ethics Tips for
Authors here. Wiley’s Publication Ethics Guidelines can be found here.
ORCID
As part of our commitment to supporting authors at every step of the publishing
process, Cytopathology requires the submitting author (only) to provide an ORCID iD
when submitting a manuscript. This takes around 2 minutes to complete. Find_more
information.

Correction to Authorship

In accordance with Wiley’s Best Practice Guidelines on Research Integrity and
Publishing Ethics and the Committee on Publication Ethics’
guidance, Neurogastroenterology & Motility will allow authors to correct authorship on
a submitted, accepted, or published article if a valid reason exists to do so. All authors —
including those to be added or removed — must agree to any proposed change. To request
a change to the author list, please complete the Request for Changes to a Journal
Article Author List Form and contact either the journal’s editorial or production office,
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depending on the status of the article. Authorship changes will not be considered without
a fully completed Author Change form. [Correcting the authorship is different from
changing an author’s name; the relevant policy for that can be found in Wiley’s Best
Practice Guidelines under “Author name changes after publication.”]

Author Name Change Policy

In cases where authors wish to change their name following publication, Wiley will
update and republish the paper and redeliver the updated metadata to indexing services.
Our editorial and production teams will use discretion in recognizing that name changes
may be of a sensitive and private nature for various reasons including (but not limited to)
alignment with gender identity, or as a result of marriage, divorce, or religious conversion.
Accordingly, to protect the author’s privacy, we will not publish a correction notice to the
paper, and we will not notify co-authors of the change. Authors should contact the
journal’s Editorial Office with their name change request.

6. AUTHOR LICENSING

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author will
receive an email prompting them to log in to Author Services, where via the Wiley Author
Licensing Service (WALS) they will be required to complete a copyright license
agreement on behalf of all authors of the paper.

Authors may choose to publish under the terms of the journal’s standard copyright
agreement, or open access under the terms of a Creative Commons License.

General information regarding licensing and copyright is available here. To review the
Creative Commons License options offered under open access, please click here. (Note
that certain funders mandate that a particular type of CC license has to be used; to check
this please click here.)

Self-Archiving definitions and policies. Note that the journal’s standard copyright
agreement allows for self-archiving of different versions of the article under specific
conditions. Please click here for more detailed information about self-archiving
definitions and policies.

Open Access fees: If you choose to publish open access you will be charged a fee. A list
of Article Publication Charges for Wiley journals is available here.

Funder Open Access: Please click here for more information on Wiley’s compliance
with specific Funder Open Access Policies.

7. PUBLICATION PROCESS AFTER ACCEPTANCE

Accepted article received in production

When your accepted article is received by Wiley’s production team, you (corresponding
author) will receive an email asking you to login or register with Author Services. You
will be asked to sign a publication license at this point.

Accepted Articles

The journal offers Wiley’s Accepted Articles service for all manuscripts. This service
ensures that accepted ‘in press’ manuscripts are published online very soon after
acceptance, prior to copy-editing or typesetting. Accepted Articles are published online a
few days after final acceptance, appear in PDF format only, are given a Digital Object
Identifier (DOI), which allows them to be cited and tracked, and are indexed by PubMed.
After publication of the final version article (the article of record), the DOI remains valid
and can continue to be used to cite and access the article.
Accepted Articles will be indexed by PubMed; submitting authors should therefore
carefully check the names and affiliations of all authors provided in the cover page of the
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manuscript so it is correct for indexing. Subsequently the final copyedited and proofed
articles will appear in an issue on Wiley Online Library; the link to the article in PubMed
will automatically be updated.

Proofs
Once the paper is typeset, the author will receive an email notification with full
instructions on how to provide proof corrections.

Please note that the author is responsible for all statements made in their work, including
changes made during the editorial process — authors should check proofs carefully. Note
that proofs should be returned within 48 hours from receipt of first proof.

Publication Charges

Accepted Articles

This journal offers rapid publication via Wiley's Accepted Articles Service. Accepted
Articles are published on Wiley Online Library within 5 days of receipt, without waiting
for a copyright agreement (they are protected under a general copyright statement).
Early View The journal offers rapid publication via Wiley’s Early View service. Early
View(Online Version of Record) articles are published on Wiley Online Library before
inclusion in an issue. Note there may be a delay after corrections are received before the
article appears online, as Editors also need to review proofs. Before we can publish an
article, we require a signed license (authors should login or register with Wiley Author
Services. Once the article is published on Early View, no further changes to the article
are possible. The Early View article is fully citable and carries an online publication date
and DOI for citations.

Citing this Article: eLocators

This journal now uses eLocators. eLocators are unique identifies for an article that service
the same function page numbers have traditionally served in the print world. When citing
this article, please insert the eLocator in place of the page number. For more information,
please visit the Author Services eLocator page here.

8. POST PUBLICATION

Access and sharing

When your article is published online:

. The author receives an email alert (if requested).

. The link to the published article can be shared through social media.

. The author will have free access to the paper (after accepting the Terms &
Conditions of use, they can view the article).

. For non-open access articles, the corresponding author and co-authors can

nominate up to ten colleagues to receive a publication alert and free online access
to the article.
Article Promotion Support
Wiley Editing Services offers professional video, design, and writing services to create
shareable video abstracts, infographics, conference posters, lay summaries, and research
news stories for your research —so you can help your research get the attention it deserves.
Measuring the Impact of your Work
Wiley also helps you measure the impact of your research through our specialist
partnerships with Kudos and Altmetric.
Archiving Services
Portico and CLOCKSS are digital archiving/preservation services we use to ensure that
Wiley content will be accessible to customers in the event of a catastrophic event such as
Wiley going out of business or the platform not being accessible for a significant period
of time. Member libraries participating in these services will be able to access content
after such an event. Wiley has licenses with both Portico and CLOCKSS, and all journal
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content gets delivered to both services as it is published on Wiley Online Library.
Depending on their integration mechanisms, and volume loads, there is always a delay
between content being delivered and showing as “preserved” in these products.
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Anexo 3 - Normas da revista Life Sciences

NEW SUBMISSIONS

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise
through the creation and uploading of your files. The system automatically converts your
files to a single PDF file, which is wused in the peer-review process.
As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript
as a single file to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word
document, in any format or lay-out that can be used by referees to evaluate your
manuscript. It should contain high enough quality figures for refereeing. If you prefer to
do so, you may still provide all or some of the source files at the initial submission. Please
note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded separately.
References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can
be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the article number or pagination must be present. Use of DOI
is highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the
accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct.

Formatting requirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential
elements needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords,
Introduction, Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with
Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be
included in  your initial  submission  for  peer review  purposes.
Divide the article into clearly defined sections.

Figures and tables embedded in text

Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the
relevant text in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file. The
corresponding caption should be placed directly below the figure or table.

Peer review

This journal operates a single anonymized review process. All contributions will be
initially assessed by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are
then typically sent to a minimum of two independent expert reviewers to assess the
scientific quality of the paper. The Editor is responsible for the final decision regarding
acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. Editors are not involved
in decisions about papers which they have written themselves or have been written by
family members or colleagues or which relate to products or services in which the editor
has an interest. Any such submission is subject to all of the journal's usual procedures,
with peer review handled independently of the relevant editor and their research
groups. More information on types of peer review.

Language

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). For language assistance, please see Language Services, above. Use
decimal points (not decimal commas); use a space for thousands (10 000 and above).
Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us
with an editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible.
Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. The
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electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional
manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier). See also the section on
Electronic artwork.
To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and
‘grammar-check’ functions of your word processor.

Organization of the manuscript

Beginning with the first page, present your manuscript in the order below:
1. Title: First letter capitalized, subsequent letters in lower case. Avoid abbreviations.
2a. Names of all authors.
2b. Affiliations of all authors. If necessary, use superscripted lowercase letters after the
author's name to distinguish affiliations.
3. Author to whom proofs and correspondence should be sent, including name, mailing
address, telephone and fax numbers, and e-mail address.
4. A structured abstract has to be submitted for research papers (not for reviews) of no
more than 250 words. The following headings must be used:
Aims:

Main methods:
Key findings:
Significance:

5. Key words for indexing purposes (a maximum of six can be entered). In addition to
key words from the title, please suggest other terms that help define the study. We
encourage authors to test the relevance of their key words by using them for a database
search and comparing the results with the topic of their own paper.

Word limits: In full papers, individual sections should be no longer than Abstract 250
words, Introduction 500 words, Discussion 1500 words, Conclusion 150 words. Materials
and Methods and Results sections should be concise but there is no formal word limit.
Headings: Papers must include the major headings Abstract, Introduction, Materials and
Methods, Results, Discussion, Conclusion, Acknowledgments, and References. Include
subheadings as appropriate. Review articles must contain Abstract and Introduction, with
subsequent headings and subheadings as appropriate.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent
researcher. Methods that are already published should be summarized, and indicated by
a reference. If quoting directly from a previously published method, use quotation marks
and also cite the source. Any modifications to existing methods should also be described.
Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. Avoid
extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions

Present the conclusions of the study in a short Conclusions section.

Highlights

Highlights are optional yet highly encouraged for this journal, as they increase the
discoverability of your article via search engines. They consist of a short collection of
bullet points that capture the novel results of your research as well as new methods that
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were used during the study (if any). Please have a look at the examples here: example
Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system.
Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point).

The Graphical Abstract is optional for research articles, but mandatory for reviews. GAs
should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form designed to
capture the attention of a wide readership online. Graphical abstracts should be submitted
as a separate file in the online submission system. Refer to the following website for more
information https://www.elsevier.com/graphicalabstracts.

Abbreviations

Abbreviations must be explained the first time they are used, both in the Abstract and
again in the main text.

Abbreviations used as names of cell lines do not need to be explained, but the species and
tissue of origin should be made clear in text the first time the cell line is mentioned.
Examples: "the human colonic adenocarcinoma cell line Caco-2" or "the porcine renal
endothelial cell line LLC-PK1".

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title
or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,
providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Please note that funding information must appear under the Acknowledgments heading.

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's
requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers
XXXX, Yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and
the United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and
awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university,
college, or other research institution, submit the name of the institute or organization that
provided the funding.

If no funding has been provided for the research, it is recommended to include the
following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article.
Many word processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should
this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes
themselves separately at the end of the article.

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
* Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.
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« Use a logical naming convention for your artwork files.
* Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.
* For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables
within a single file at the revision stage.
* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate
source files.

A detailed guide on electronic artwork is available.
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save
as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements
for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.
TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300
dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum
of 500 dpi is required.

Please do not

Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low.
. Supply files that are too low in resolution.
» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge,
that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites)
regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed
version. For color reproduction in print, you will receive information regarding the
costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your
preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on
the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations
themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results
and personal communications are not recommended in the reference list, but may be
mentioned in the text. If these references are included in the reference list they should
follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of the
publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation
of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.
Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online
links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing
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services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the
references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication
year and pagination may prevent link creation. When copying references, please be
careful as they may already contain errors. Use of the DOI is highly encouraged.

A DOI is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any
electronic article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is:
VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic
continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of
Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of
such citations should be in the same style as all other references in the paper.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by
citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data
references should include the following elements: author name(s), dataset title, data
repository, version (where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset]
immediately before the reference so we can properly identify it as a data reference. The
[dataset] identifier will not appear in your published article.

Preprint references

Where a preprint has subsequently become available as a peer-reviewed publication, the
formal publication should be used as the reference. If there are preprints that are central
to your work or that cover crucial developments in the topic, but are not yet formally
published, these may be referenced. Preprints should be clearly marked as such, for
example by including the word preprint, or the name of the preprint server, as part of the
reference. The preprint DOI should also be provided.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most
popular reference management software products. These include all products that
support Citation Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal template when
preparing their article, after which citations and bibliographies will be automatically
formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal, please
follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you
use reference management software, please ensure that you remove all field codes before
submitting the electronic manuscript. More information on how to remove field codes
from different reference management software.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can
be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the article number or pagination must be present. Use of DOI
is highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the
accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself
they should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual
authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.
Example: "..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...."
List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which
they appear in the text.
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Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article,
J. Sci. Commun. 163 (2010) 51-59. https://doi.org/10.1016/j.Sc.2010.00372.
Reference to a  journal publication ~ with an  article  number:
[2] J. van der Geer, J.AJ. Hanraads, R.A. Lupton, 2018. The art of writing a scientific
article.  Heliyon. 19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.
Reference to a book:
[3] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York,
2000.

Reference to a chapter in an edited book:
[4] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in:
B.S. Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New

York, 2009, pp. 281-304.
Reference to a website:
[5] Cancer Research UK, Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003
(accessed 13 March 2003).
Reference to a dataset:

[dataset] [6] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for Japanese
oak wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1, 2015.
https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Reference to software:
[7] E. Coon, M. Berndt, A. Jan, D. Svyatsky, A. Atchley, E. Kikinzon, D. Harp, G.
Manzini, E. Shelef, K. Lipnikov, R. Garimella, C. Xu, D. Moulton, S. Karra, S. Painter,
E. Jafarov, S. Molins, Advanced Terrestrial Simulator (ATS) v0.88 (Version 0.88),
Zenodo, March 25, 2020. https://doi.org/10.5281/zenodo.3727209.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit
with their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the
article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or
animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted
files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In
order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide
the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of
150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published
online in the electronic version of your article in Elsevier Web products,
including ScienceDirect. Please supply 'stills" with your files: you can choose any frame
from the video or animation or make a separate image. These will be used instead of
standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the
electronic and the print version for the portions of the article that refer to this content.
Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact
and engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out
about available data visualization options and how to include them with your article.
Supplementary Material
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Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published
with your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as
they are received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit
your material together with the article and supply a concise, descriptive caption for each
supplementary file. If you wish to make changes to supplementary material during any
stage of the process, please make sure to provide an updated file. Do not annotate any
corrections on a previous version. Please switch off the Track Changes' option in
Microsoft Office files as these will appear in the published version.
Life Sciences requires submission of the whole uncropped images of the original western
blots in triplicate that contributed to the quantitative analysis, from which figures have
been derived. Please submit as Supplementary Figure(s). Please note that this is
mandatory when western blots are shown. Please see Example of original western blot
for three repeats

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your published
articles. Research data refers to the results of observations or experimentation that
validate research findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also
encourages you to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods and
other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript
and reference list. Please refer to the "References™ section for more information about
data citation. For more information on depositing, sharing and using research data and
other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your
article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link
articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying
data that gives them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can
directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the
submission system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of
your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020;
CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional
raw data into a data article published in Data in Brief. A data article is a new kind of
article that ensures that your data are actively reviewed, curated, formatted, indexed,
given a DOl and made publicly available to all upon publication (watch
this video describing the benefits of publishing your data in Data in Brief). You are
encouraged to submit your data article for Data in Brief as an additional item directly
alongside the revised version of your manuscript. If your research article is accepted, your
data article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be
editorially reviewed, published open access and linked to your research article on
ScienceDirect. Please note an open access fee is payable for publication in Data in Brief.
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Full details can be found on the Data in Brief website. Please use this template to write
your Data in Brief data article.

MethodsX

You have the option of converting relevant protocols and methods into one or
multiple MethodsX articles, a new kind of article that describes the details of customized
research methods. Many researchers spend a significant amount of time on developing
methods to fit their specific needs or setting, but often without getting credit for this part
of their work. MethodsX, an open access journal, now publishes this information in order
to make it searchable, peer reviewed, citable and reproducible. Authors are encouraged
to submit their MethodsX article as an additional item directly alongside the revised
version of their manuscript. If your research article is accepted, your methods article will
automatically be transferred over to MethodsX where it will be editorially reviewed.
Please note an open access fee is payable for publication in MethodsX. Full details can be
found on the MethodsX website. Please use the methods template or protocol template to
prepare your MethodsX article.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data
is unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate
why during the submission process, for example by stating that the research data is
confidential. The statement will appear with your published article on ScienceDirect. For
more information, visit the Data Statement page.
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