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Jéssica M. Campos Salgueiro
APRESENTACAO

Esta tese € composta por dois artigos cientificos. O primeiro artigo, investiga
os efeitos antioxidante e anti-inflamatorio da quercetina no ileo, pulméo, rim e figado
e alteracdes histologicas no figado e rim de ratos Wistar que foram submetidos a
isquemia intestinal de 45 minutos seguida de um periodo de reperfusdo de 7 dias.
Este artigo foi redigido de acordo com as normas da revista cientifica Journal of
Biomedical Sciences (ISSN: 1423-0127).

O segundo artigo foi redigido de acordo com as normas da revista cientifica
Digestive Diseases and Sciences (ISSN: 1573-2568) e investiga o efeito antioxidante
e neuroprotetor promovido pelo tratamento com quercetina na mucosa intestinal.
Investiga, alteracdes no transito gastrointestinal e na mucosa intestinal promovidas
pela isque mia e reperfusdo e como o tratamento com a quercetina pode atuar
prevenindo ou amenizando os danos causados pela injuria isquémica. Ambos artigos
estdo em consonancia com as regras do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias

Bioldgicas.



RESUMO GERAL

A isquemia e reperfusdo (I/R) intestinal € um quadro clinico que pode ser
desencadeado por alguns fatores, incluindo procedimentos cirdrgicos, acidentes
automobilisticos e doencas inflamatorias intestinais. A injaria causada pela I/R esta
associada ao quadro de estresse oxidativo, inflamacédo, alteracdes histologicas e
neuronais no ileo e danos a 6rgdos remotos. Nosso estudo avaliou o potencial
antioxidante e anti-inflamatério da quercetina no ileo, pulmao, figado e rim.
Avaliamos alteracdes histopatologicas no ileo, figado e rim e o efeito da quercetina
nestas alteracdes e nos neurbnios entéricos mediante um quadro de isquemia
intestinal de 45 minutos e reperfusdo de 7 dias. Foram utilizados 50 ratos Wistar
machos divididos em 5 grupos experimentais: Controle (C), sham controle (SC),
sham tratado com quercetina (STQ), isquémico controle (IC) e isquémico tratado com
quercetina (ITQ). Nos grupos IC e ITQ a isquemia foi induzida pelo clampeamento
da artéria mesentéria superior por 45 minutos seguido de 7 dias de reperfusédo. Aos
grupos tratados (STQ e ITQ) a quercetina foi administrada via oral na dose de
10mg/Kg por 7 dias. Os parametros bioquimicos e inflamatoérios dosados no ileo,
pulméo, figado e rim foram: glutationa s-transferase (GST), superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa (GSH), hidroperéxidos lipidicos (LOOH),
mieloperoxidase (MPO) e n-acetil-glicosaminidase (NAG). Além disso, foram feitas
andlises de tempo de transito gastrointestinal, morfometria e quantificacdo de
neurénios HUC/D* e nNOS*. Foram mensurados parametros histologicos no ileo,
figado e rim. A I/R promoveu aumento de estresse oxidativo no ileo, pulméo, figado
e rim. Os parametros inflamatérios foram alterados principalmente no pulmao e no
figado. O tratamento oral com 10mg/kg de quercetina livre reduziu o estresse
oxidativo e inflamacéo no ileo, rim, figado e pulméao e atenuou mudancas histolégicas
que ocorreram no rim e no figado. Além disso, o tratamento promoveu
neuroprotecdo e auxiliou na manutengcdo do tempo de transito gastrointestinal de

ratos submetidos a 45 minutos de isquemia e reperfusédo intestinal de sete dias.

PALAVRAS-CHAVE: Isquemia e reperfusdo intestinal, Estresse oxidativo;
Quercetina; Potencial antioxidante; ileo; Orgéos remotos.



ABSTRACT

Intestinal ischemia and reperfusion (I/R) is a clinical condition that can be triggered
by some factors, including surgical procedures, car accidents and inflammatory bowel
diseases. Injury caused by | / R is associated with oxidative stress, inflammation,
histological and neuronal changes in the ileum and damage to remote organs. Our
study evaluated the antioxidant and anti-inflammatory potential of quercetin in the
ileum, lung, liver and kidney. We evaluated histopathological changes in the ileum,
liver and kidney and the effect of quercetin on these changes and on enteric neurons
by means of a 45-minute intestinal ischemia and reperfusion of 7 days. Fifty (50) male
Wistar rats were used, divided into 5 experimental groups: Control (C), sham control
(SC), sham treated with quercetin (STQ), ischemic control (IC) and ischemic treated
with quercetin (ITQ). In the IC and ITQ groups, ischemia was induced by clamping
the superior mesentery artery for 45 minutes followed by 7 days of reperfusion. To
the treated groups (STQ and ITQ) quercetin was administered orally at a dose of
10mg / kg for 7 days. The biochemical and inflammatory parameters measured in the
ileum, lung, liver and kidney were: glutathione s-transferase (GST), superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione (GSH), lipid hydroperoxides (LOOH),
myeloperoxidase (MPO) and n-acetyl-glycosaminidase (NAG). In addition, analyzes
of gastrointestinal transit time, morphometry and quantification of HUC / D + and
nNNOS + neurons were performed. Histological parameters were measured in the
ileum, liver and kidney. | / R promoted an increase in oxidative stress in the ileum,
lung, liver and kidney. The inflammatory parameters were altered mainly in the lung
and liver. Oral treatment with 10mg / kg of free quercetin reduced oxidative stress
and inflammation in the ileum, kidney, liver and lung and attenuated histological
changes that occurred in the kidney and liver. In addition, the treatment promoted
neuroprotection and helped to maintain the gastrointestinal transit time of rats

submitted to 45 minutes of ischemia and intestinal reperfusion for seven days.

KEYWORDS: Intestinal ischemia and reperfusion; Oxidative stress; Quercetin;

Antioxidant potential; lleum; Remote organs.
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RESUMO

INTRODUCAO: A isquemia/reperfusdo (I/R) intestinal ¢ um quadro clinico
desencadeado por diversos fatores, incluindo procedimentos cirdrgicos, acidentes
automobilisticos e doencgas inflamatorias intestinais. A injuria causada por I/R esté
associada ao aumento do estresse oxidativo, inflamacdo e alteracdes
histopatoldgicas no ileo e em o6rgaos distantes. Nosso estudo avaliou o potencial
antioxidante e anti-inflamatorio da quercetina no ileo, figado, pulméo e rim mediante
um quadro de isquemia intestinal de 45 minutos e reperfuséo de 7 dias. METODOS:
A isquemia foi induzida pelo clampeamento da artéria mesentérica superior por 45
minutos seguido por reperfusdo de 7 dias. A quercetina foi administrada via oral na
dose de 10 mg/kg por 7 dias. ileo, rim, figado e pulmdo foram analisados. Os
parametros bioquimicos e inflamatoérios estudados foram: glutationa s-transferase
(GST), glutationa (GSH), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
hidroperéxidos lipidicos (LOOH), mieloperoxidase (MPO) e n-acetil-glucosaminidase
(NAG). Além disso, também foram mensurados parametros histololégicos no rim e
no figado. RESULTADOS: A isquemia e reperfusado intestinal (I/R) ocasionaram
reducdo de GSH no ileo, pulméo e figado e aumento de LOOH no ileo. Promoveu,
também, aumento na atividade enzimatica da SOD e da CAT no ileo, pulméo e figado
e aumento na atividade enzimatica do GST no pulmao e rim. A MPO aumentou no
pulméo e figado, e a NAG aumentou somente no pulm&o. Além disso, IR promoveu
reducao na densidade de hepatocitos. O tratamento com quercetina preveniu todas
as alteracdes no ileo e pulméo. No figado evitou as alteracdes histoldgicas. No rim,
nao foi capaz de prevenir as alteragfes de GST. E no figado né&o foi capaz de evitar
as alteracdes de GSH e CAT. CONCLUSAO: O tratamento oral com quercetina
reduziu o estresse oxidativo e inflamacéao no ileo, rim figado e pulméo e atenuou
mudancas morfologicas que ocorreram no rim e no figado de ratos submetidos a

isquemia/reperfuséo intestinal.

Palavras-chave: Isquemia e reperfusdo intestinal; Estresse oxidativo; Quercetina;

Potencial antioxidante; Histopatologia.



INTRODUCAO

A isquemia intestinal (I/R) é uma patologia que ocorre na auséncia ou reducao
do fluxo sanguineo arterial e/ou venoso intestinal, decorrente da obstrucao aguda ou
crbnica das artérias ou veias viscerais do tronco cefélico, da artéria mesentérica
superior ou da artéria mesentérica inferior e/ou veias correspondentes (1). As causas
da I/R sdo multiplas e estdo associadas principalmente a quadros de embolia,
traumas, hérnias, trombose venosa profunda, hipotenséo, vasoespasmo induzido
por drogas vasoativas, choque hemorragico, cirurgias do trato gastrointestinal,
processos infecciosos e inflamatérios e alteracdes na cascata de coagulacdo
sanguinea (2).

A isquemia seguida de reperfusdo desencadeia muitos processos biolégicos
que, juntos, induzem danos ao 6rgao que sofreu a I/R e a 6rgaos distantes (3). Estes
danos sé&o induzidos por inflamacédo, producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (EROs e ERNSs), aumento de 6xido nitrico e permeabilidade vascular, e
comprometimento da integridade da barreira intestinal (4). Durante a reperfusédo a
resposta imune inata e humoral sdo desencadeadas, e muitas células de defesa séo
recrutadas para o local da leséo, a fim de atenuar a injdria tecidual. O infiltrado
inflamatorio de neutréfilos e macrofagos no tecido libera mediadores inflamatérios,
citocinas, eicosandides e recrutam mais células, que sao responsaveis por agravar
ainda mais a leséo induzida por I/R e induzir a producdo de espécies reativas (5).

A formac@o de espécies reativas promove danos a véarias biomoléculas
encontradas nos tecidos como membranas, lipidios, acidos nucléicos, enzimas e
receptores. Com as membranas danificadas ha o comprometimento da barreira
intestinal e da sua permeabilidade, facilitando a translocacdo das bactérias
intestinais e producéo de mediadores inflamatérios e EROs em 6rgéos distantes
(5,6). Este fenbmeno contribui substancialmente para o comprometimento de 6rgaos
como pulmao, coracao, rim e figado e respostas inflamatorias sistémicas durante e
apos os quadros de I/R intestinal (6).

Devido a esta grande producdo de EROs na I/R intestinal, o uso de
antioxidantes para reduzir os danos aos tecidos € uma O6tima alternativa de
tratamento (7). A quercetina € um dos flavondides naturais mais abundantes na

alimentacgéo, esta presente em chas, frutas vegetais, graos e oleaginosas. E uma



substancia bem conhecida e que promove uma variedade de efeitos protetores. Sua
propriedade antioxidante € direcionada para alguns pontos especificos durante a
formacao de radicais livres, atua na inibicdo da enzima xantina oxidase, possuli
capacidade de quelar ions ferro que farédo parte da reacao de Fenton e na captura
de espécies reativas neutralizando-as pela capacidade que possuem de se ligarem
as espécies reativas por meio de seus grupamentos (OH-) (8). O estudo de Suganthy
e colaboradores documentou que além da quercetina exercer um importante papel
antioxidante, atua também, na regulacdo da resposta inflamatéria por meio da
modulacao de expresséao do fator nuclear eritréide-2 (NRF-2) e supresséao do NF-kB
9).

Existem poucos estudos publicados associando o uso da quercetina como
tratamento para amenizar os danos causados pela isquemia intestinal de 45 minutos
e reperfusdo de 7 dias. Para este periodo de reperfusdo encontramos poucas
evidéncias de como o intestino e orgdos distantes sdo afetados e possiveis
tratamentos para este quadro, especificamente.

Portanto, tendo em vista o potencial da quercetina em inibir enzimas
oxidativas e neutralizar espécies reativas, em nosso trabalho fizemos as dosagens
de varias moléculas e enzimas relacionadas ao estresse oxidativo, para avaliar o
potencial antioxidante da quercetina diante de um quadro de I/R, avaliando ndo sé
intestino, mas também, figado, pulmao e rim. Para estes mesmo 6rgéos realizamos
dosagens de enzimas presentes na inflamacdo para avaliar o potencial
antiinflamatdrio da quercetina, ja que esta substancia € conhecida por atuar inibindo
alguns mediadores responsaveis por etapas importantes da cascata inflamatéria. E,
para embasar os resultados bioquimicos encontrados apos I/R e tratamento com
quercetina, realizamos a analise histopatologica de figado e rim para evidenciar o

efeito protetor da quercetina.

METODOLOGIA

Animais e tratamento

Foram utilizados 50 ratos Wistar (Rattus norvegicus; 264 + 3,643 g) com 60
dias de idade provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa,
mantidos individualmente em caixas de polipropileno no Biotério do Departamento

de Ciéncias Morfoldgicas, com iluminacdo de claro e escuro de 12 horas e



temperatura controlada de 22 °C + 2 °C. O delineamento experimental foi aprovado
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de
Maringa (n° do protocolo: 7373240417) e estdo de acordo com 0s principios éticos
adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL/COBEA).

Os ratos passaram por uma semana de aclimatacdo no biotério, e durante
todo periodo que permaneceram em tratamento receberam racdo padréo para
roedores (NUVILAB, recomendada pela U.S. National Institutes of Health) e &gua ad
libitum. Foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos (n = 10/grupo) (Tabela 1):
grupo controle (C), grupo sham controle (SC), grupo sham tratado com quercetina
(STQ), grupo isquémico controle (IC) e grupo isquémico tratado com quercetina
(ITQ).

O tratamento dos grupos ITQ e STQ teve inicio 2 horas antes da cirurgia e até
o fim do periodo de 7 dias de reperfusdo. Para ser administrada aos animais, a
guercetina foi dissolvida em agua filtrada com pH: 7,4 (veiculo), ajustado com NaOH
0,1M. O tratamento foi realizado via gavagem com 10 mg de quercetina/kg de peso
corporal. Os grupos C, SC e IC foram tratados apenas com o veiculo antes e nos

dias subsequentes a cirurgia.

Tabela 1. Grupos experimentais e tratamento. S: sham (grupo submetido ao
processo cirurgico, com exposi¢cao do ileo por 45 min e a AMS néo ocluida); I
isquemia/reperfusdo (grupo submetido ao processo cirurgico, com exposic¢ao do ileo

e oclusédo da AMS por 45 min).

Grupos AMS? Tratamento
C N&o operado - Veiculo
SC Submetido a cirurgia N&o ocluida Veiculo

STQ Submetido a cirurgia N&o ocluida Quercetina
IC Submetido a cirurgia Ocluida Veiculo

ITQ Submetido a cirurgia Ocluida Quercetina

a: Artéria Mesentérica Superior



Procedimento cirdrgico paraisquemia

Os animais permaneceram em jejum por 15 horas antes do procedimento
cirdrgico. Os ratos de todos os grupos foram anestesiados via intramuscular com
uma mistura de 20 mg/Kg de xilazina (Sespo Industria e Comeércio, Paulinia, SP,
Brasil) e 100 mg/kg de ketamina (Sespo Industria e Comércio, Paulinia, SP, Brasil),
todos os grupos foram submetidos a laparotomia abdominal, exceto o grupo controle.

Os grupos sham (SC e STQ) foram anestesiados, submetidos a laparotomia
abdominal, exposicdo do ileo, porém, a artéria mesentérica superior e irrigacao
lateral ndo foram obstruidas, portanto nao sofreram a injuria isquémica. Nos grupos
isquémicos (IC e ITQ) a artéria mesentérica superior foi ocluida por um clamp para
causar a injuria da I/R, e a irrigacdo lateral entre as regifes isquémicas e nao
isquémicas foi blogueada por meio de amarracdes. Apés 45 min de isquemia, 0
clamp e as amarragbes foram removidos, e o fluxo sanguineo restabelecido
(reperfuséo). O abdémen foi suturado com linha de nylon. O periodo de reperfuséo
e de tratamento teve duracdo de 7 dias e neste periodo os animais foram mantidos

em caixas individuais de polipropileno.

Coleta dos 6rgéos

Os ratos foram eutanasiados com uma dose letal de 120 mg/Kg de tiopental
sbédico (Cristalia — Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, SP, Brasil). Foi
realizada a laparotomia abdominal e coletada do ileo, figado, rins e pulmao.

O intestino teve seu comprimento total mensurado e os demais 6rgaos
coletados foram pesados. O ileo, rim direito, pulméao direito e l6bulo esquerdo do
figado de cada animal foram coletados e destinados a realizacdo das técnicas para
avaliar biomarcadores de estresse oxidativo e parametros inflamatoérios. O rim
esquerdo e I6bulo direito do figado foram destinados as técnicas de analise

histoldgica.



Ensaios bioquimicos para estresse oxidativo e parametros inflamatorios

Todas as andlises descritas a seguir foram realizadas separadamente para

figado, rim e pulmao em todos os grupos experimentais (n = 7/grupo).

Atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD) e glutationa s-
transferase (GST) e niveis de glutationa redutase (GSH) e hidroperoxidos
lipidicos (LOOH)

As atividades enziméaticas da SOD e GST foram determinadas de acordo com

a metodologia descrita por Borges et al (36).

Atividade enzimatica da catalase (CAT)

A determinacédo da atividade da CAT em cada 6rgédo analisado foi realizada
com base no método de Aebi (10). Uma por¢cdo de cada um dos érgaos foi
homogeneizada em tampé&o fosfato 200 mM (pH 6,5). Em uma placa de 96 pocos foi
adicionado 150 pl da solugdo mix de 2,5 ml de tampéao Tris-HCI EDTA 0,1M (pH 8,5),
47,35 ml de agua destilada e 172,5 pl de H202 e em seguida foi adicionado 5 pl da
amostra. A absorbancia foi entdo medida a 240 nm e os resultados foram expressos

em pmol/min/mg de proteina.

Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-glicosaminidase (NAG)

Para inflamacao, os niveis enzimaticos de MPO e NAG foram avaliados em
todos os 6rgédos. O pellet foi ressuspendido em Tampéo Fosfato de Potassio 0,08 M
com HTAB (pH 5,4). Os niveis de MPO foram quantificados pela reacao do peroxido
de hidrogénio (H202) com tetrametilbenzidina na amostra. A absorbancia de 620 nm

demonstrou resultados em mD.O./mg de proteina. Para a NAG a solu¢cdo com n-



acetil-glicosaminidase foi adicionada a amostra na presenca de tampao citrato. A

leitura em 405 nm demonstrou resultados em mD.O./mg de proteina.

Processamento histoldgico do rim e figado

As andlises histolégicas foram realizadas por meio da coloracédo hematoxilina-
eosina (HE), seguindo o protocolo padrao de execucao desta técnica que segue seis
principais etapas: fixagdo em solucdo de paraformoldeido 4% (pH = 7,4),
desidratacdo em solu¢des com concentracdes crescentes de alcool, diafanizagdo em
xilol, inclusdo em parafina, microtomia (cortes semi-seriados com 6 pm de
espessura, em micrétomo Leica RM 2145), coloracdo e montagem das laminas
(Permount ®).

Os cortes histoldgicos corados com HE foram visualizados sob microscépio
optico (Olympus BX41 acoplado a camera de alta resolucdo Q Color 3 Olympus
American INC). Para as laminas de rim foram capturadas 30 imagens/animal com
objetiva de 10x e para as laminas de figado foram capturadas 30 imagens/animal
com objetiva de 20x. Para as imagens de figado foi padronizado a captura sempre

com uma veia lobular no centro da imagem.

Determinacao da densidade de hepatocitos

Foram contados, com auxilio do software ImagePro Plus ®, os hepat6citos de
30 imagens/animal, em uma area total de 7,68 mm? e os resultados foram expressos

em hepatdcitos/mm?2.

Determinacgao da densidade e morfometria dos corpusculos renais

Para determinar a densidade dos corpusculos, foram contados todos os
corpuUsculos presentes nas 30 imagens/animal, em uma area total de 88,9 mm?2. Os
resultados foram expressos em corpusculos/mm?.

A morfometria foi realizada a partir da mensuracdo da area ocupada pelo

corpusculo, esta medida foi feita para 100 corpusculos/animal e o resultado foi



expresso em um?. Estas analises foram realizadas com auxilio do software ImagePro

Plus @,

Anéalise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 7.
Os resultados foram apresentados como meédia = erro padrdo. Para dados
paramétricos foi realizada a andlise de variancia one-way (ANOVA), seguido de pos
teste de Tukey. E para dados ndo paramétricos foi realizado teste Kruskal-Wallis,
seguido de poés teste de Dunns. Valores de p < 0.05 foram considerados

estatisticamente significativos.

RESULTADOS

Estresse oxidativo e parametros inflamatorios

Como representado na tabela 2, as analises de estresse oxidativo e
parametros inflamatérios foram realizadas para ileo, pulméo, figado e rim em todos
0S grupos experimentais, sendo eles representados por: controle (C), sham controle
(SC), sham tratado com quercetina (STQ), isquémico controle (IC) e isquémico
tratado com quercetina (ITQ).

A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) no pulmé&o e no figado
apresentaram o mesmo padréo de alteracdo, em ambos os 6rgdos houve aumento
significativo da atividade no grupo IC em relacdo grupo C (p = 0,035 e p = 0,042,
respectivamente) e reducdo no grupo ITQ em relagéo ao IC (p = 0,045 e p = 0,019,
respectivamente).

No pulmé&o foi observada alteracdo na atividade da enzima catalase (CAT),
houve aumento da sua atividade no grupo IC em relacdo aos grupos C e SC (p =
0,044 e p = 0,049, respectivamente), ao passo que o grupo ITQ apresentou reducao
em relacdo ao grupo IC (p = 0,016). Em relacdo ao figado, houve aumento apenas

no grupo IC em relagéao ao grupo C (p = 0,03).



Os niveis de glutationa redutase (GSH) apresentaram-se alterados apenas
nas dosagens realizadas para pulméo e figado, no pulméo o grupo IC reduziu de
forma significativa em relagéo aos grupos C, SC e STQ (p = 0,0039; p = 0,020; p =
0,003, respectivamente). Neste mesmo 6rgdo o grupo ITQ apresentou aumento nos
niveis de GSH em relacéo ao grupo IC (p = 0,019). No figado as alteracbes foram
significativas apenas no grupo IC, que apresentou reducdo em relagcdo aos grupos
Ce SC (p=0,0017 e p = 0,015, respectivamente).

Dentre as dosagens realizadas para avaliar estresse oxidativo e parametros
inflamataorios, a atividade enzimatica da enzima glutationa s-transferase (GST) foi 0
anico parametro que apresentou alteracdo para os trés 6rgaos analisados (pulméao,
figado e rim). No pulméo a atividade de GST aumentou no grupo IC em relagédo ao
grupo C (p = 0,017) e reduziu no grupo ITQ em relagcéo ao grupo IC (p = 0,013). No
figado a alteracédo foi significativa para o grupo ITQ, que demonstrou reducao em
relacdo ao grupo IC (p = 0,028) e no rim os niveis do grupo IC aumentaram em
relagcdo aos grupos C e STQ (p = 0,018 e p = 0,041, respectivamente.

Alteracéo nos niveis de hidroperéxidos lipidicos (LOOH) foi observada apenas
no pulméo, neste érgdo houve aumento dos niveis de LOOH no grupo STQ em
relacédo aos grupos C e SC (p = 0,0036 e p = 0,024, respectivamente) e reducado de
LOOH no grupo ITQ em relagéo ao grupo STQ (p = 0,001).

Por fim, foram realizadas as analises de parametros inflamatorios, por meio
das dosagens de n-acetil-glucosaminidase (NAG) e mieloperoxidase (MPQO). No rim
ndo houve alteracao para ambas as enzimas. No figado apenas a atividade da MPO
apresentou alteragdes significativas, no grupo IC houve aumento em relagédo aos
grupos C e STQ (p = 0,012 e p = 0,04, respectivamente) e no grupo ITQ houve
reducao em relacéo ao grupo IC (p =0,016). No pulmé&o a atividade da NAG no grupo
IC apresentou aumento em relagéo ao grupo C (p = 0,011) e o grupo ITQ reducao
em relagdo ao grupo IC (p = 0,0028). Ainda no pulméo, a atividade da MPO
apresentou aumento no grupo IC em relagéo aos grupos C e SC (p = 0,0028 e p =
0,01, respectivamente) e o grupo ITQ reducéo em relagéo ao grupo IC (p = 0,03).

Analise histolégica do rim



Na figura 1 estdo representados os resultados das analises histologicas do
rim, que se dividiram em densidade e morfometria do corpusculo renal. Quando a
densidade do corpusculo observou-se uma reduc¢do no grupo SC em relagcdo ao
grupo C (p = 0,035) e aumento na densidade do grupo ITQ em relagédo ao grupo SC
(p = 0,016).

Analise histoldgica do figado

A figura 1 representa, também, as alteracBes histoldégicas encontradas no
figado quanto a densidade de hepatécitos. Para este parametro houve reducao
significativa da densidade de hepatdcitos para os grupos SC, STQ e IC em relacao
ao grupo C (p < 0,0001) para todas as comparacfes estatisticas). Observou-se
aumento na densidade do grupo STQ em relacdo ao grupo SC (p < 0,0001) e do
grupo ITQ em relacdo ao grupo SC, STQ e IC (p < 0,0001) para todas as

comparacoes estatisticas).



Tabela 2. Ensaios bioquimicos de estresse oxidativo para ileo, pulmao, rim e figado. @: diferenca
significativa do grupo C; °: diferenca significativa do grupo SC; ¢: diferenca significativa do grupo STQ;

d: diferenca significativa do grupo IC. Os dados foram expressos como média * erro padrdo (n = 7)

o PARAMETROS
ORGAO AVALIADOS C sc STQ IC ITQ
. 971,8 + 722,9 + 1208 + 717,8 + 1165 +
GSH (ug/g de tecido) 27 4 60,12 65,28b 45,43 45, 7bd
LOOH (mmolimgde 551,11 733+23 O476% 75,912 6614270
tecido) 1.6
SOD (U SOD/mg de 0,17 + 0,23 + 018% oo, g O14%
proteina) 0,0085 0,0162 0,01 e 0,005"
O .
e GST (umolimin/mgde 54,538 374030 282%  405+032 2805
- proteina) 0,49
MPO (mD.O./mg de 0,11 + 0,09 + 0,08 +
proteina) 011£001 443 001 014001 5008
NAG (mD.O./mg de 0,08 + 0,12 + 0,09 + 0,10 0,09 +
proteina) 0,004 0,012 0,007 0,004 0,006
CAT (umol/min/mg de 0,41+ 0,38 0,72 £ 0,35+
proteina) 0392003 547 0,030 0,08% 0,03¢
. 836,6 + 7499+ 8497 + 316,5 + 752,8 +
GSH (lg/g de tecido) 120,9 122,7 59,51 60,740 82,07¢
LOOH (mmol/mg de 50,44 + 53,35 % 49,49 +
tocido) 49,76 0,8 b6 o4 50.89 £0.4 py
0
<
S SOD (U SOD/mg de 1,26 + 1,38 + 1,18 +
5' proteina) Lir£01 0,06 0,14 1,67 +0,12 0,10
o
GST (umol/min/mg de 0,000 + 0,01 + 0,01 + 0,01 + 0,009 +
proteina) 0,0004 0,0005 0,001 0,0022 0,001¢
MPO (mD.O./mg de 0,07 + 0,08 + 0,12 + 0,18 + 0,09 +
proteina) 0,006 0,004 0,02 0,027 0,014¢




NAG (mD.O./mg de 2,37+ 2,26 + 1,63 +
proteina) 191£021 544 050 300047 56
CAT (umol/min/mg de 0,008 + 0,009 = 0,009 = 0,01+ 0,008 =
proteina) 0,0007 0,0007 0,001 0,0012° 0,0044
GSH (ug/g de tecido) 1041 + 1025 + 1064 + 878,1 %
105,7 1315 81,7 8715+ 77,42 80,4
LOOH t(glrigg')/mg de 77,65+ 7648+ 7631+ 7794+  7378%
0,91 1,08 0,88 1,07 1,59
SOD (U SOD/mg de 1,76 £ 1,34 + 1,37 £
proteina) 1,38+0,05 0,14 0,07 1.83+0,22 0,17
= GST (umol/min/mg de 0,02 + 0,02 + 0,02 + 0,03 0,02 +
nd proteina) 0,001 0,001 0,001 0,0023¢ 0,0008
MPO (mD.Q./mg de 0.10 £ 0,02 0,14 + 0,09 + 0,15 + 0,12 +
proteina) 0,02 0,009 0,027 0,017
NAG (mD.O./mg de 1,90 + 1,79 + 1,78 +
proteina) 1.82x0,19 g4y 017 211024 546
CAT (umol/min/mg de 0,05+ 0,06 £ 0,05 % 0,06 £ 0,06 £
proteina) 0,003 0,006 0,004 0,008 0,004
GSH (pg/g de tecido) 1485 + 1424 + 1091 + 1316 +
1583228 “gg 53,4 138,72 58,4
LOOH (mmol/mg de 76,5 + 76,7
tecido) 76,9+1,38 76,6+1,7 1,03 79,0+£1,30 073
SOD (U SOD/mg de 151+ 1,49 + 1,22 +
proteina) 126012 449 006  LBI*009 50
o
D .
< GST (umol/rpln/mg de 0,08 £ 0,08 £ 0,08 0.11 + 0,01 0,08 id
O proteina) 0,005 0,004 0,007 0,0005
T
MPO (mD.O./mg de 0,13 £ 0,12 = 0,18 = 0,11+
proteina) 0102001 “54q 0,01 0,022 0,009¢
NAG (mD.O./mg de 1,15 + 1,13 + 1,11+
proteina) 0972009 g4 0,07 1.29+0,10 "4 o5
CAT (umol/min/mg de 0,06 + 0,07 + 0,10 + 0,06 +
proteina) 0.06£0,009 459 0,009 0,0092 0,009
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Figuras 1. 1.A. Gréfico da densidade de corplsculo renal/mm?. 1.B. Corte
histoldgico do rim (aumento 10x) corado com hematoxilina-eosina (HE) e as setas
indicam os corpusculos renais quantificados. 1.C. Grafico da area ocupada (um?)
pelos corpusculos renais. 1.D. Corte histologico do rim (aumento 10x) corado com
HE e as setas indicam como foi realizada a medida da area ocupada pelos
corpusculos. 1.E. Gréafico da densidade de hepatdcitos/mm?. 1.F. Corte histolégico
do figado (aumento 20x) corado com HE. Ao centro localiza-se a artéria esplénica
central e as setas indicam os hepatécitos quantificados. 2: diferenca significativa do
grupo C; °: diferenca significativa do grupo SC; ¢: diferenca significativa do grupo
STQ; ¢: diferenca significativa do grupo IC. Os dados foram expressos como média

* erro padréao (n = 5).

NISCUSSAO

A I/R intestinal é capaz de promover danos no intestino e em 0rgaos remotos.
Estudos tém sido realizados para avaliar os efeitos da isquemia no intestino e em
diferentes orgaos, com tempos de reperfusdo que variam entre uma hora e trés dias
(11). Estes estudos demonstram que a isquemia e reperfuséo intestinal promovem
inflamacgéo e estresse oxidativo em 6rgdos como figado (12), rins (13) e pulmdes
(14). No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos da I/R com tempo de reperfuséo de
7 dias. Nossos estudos demonstraram que a isquemia de 45 minutos, mesmo
seguida de reperfusao de 7 dias, ainda apresenta estresse oxidativo e inflamacéo no
intestino, pulmao, rins e figado dos ratos e o tratamento com 10 mg/kg de peso
corporal foi capaz de amenizar estas alteracdes. Lindestron e colaboradores (15)
estudaram as alteracdes provocadas pela I/R intestinal no ileo, iniciando com uma
hora até 10 semanas de reperfusdo e observaram que as modificacdes continuam
ocorrendo mesmo apos as primeiras semanas de reperfuséo.

Nosso estudo demonstrou que o ileo, mesmo apds 7 dias de reperfuséo, ainda
apresenta alteracdes nos parametros de estresse oxidativo. Dentre as alteracdes
observadas houve um aumento nos niveis de LOOH indicando que este 6rgao

apresentou peroxidacao lipidica o que pode danificar as membrans celulares (16) e



causar morte celular. O aumento da atividade de enzimas antioxidantes como SOD
e CAT também foram observados. A SOD é responsavel por degradar anions
superéxidos e a CAT por degradar o perdxido de hidrogénio. Aumento nos niveis
dessas duas moléculas pode causar injaria as células e aos tecidos afetados. O
mecanismo antioxidante enddgeno atua eliminando espécies radicalares e néo
radicalares, na tentativa de impedir o surgimento de um quadro de estresse oxidativo
(17). A I/R também causou reducao nos niveis de GSH no ileo do grupo IC. O GSH
atua como cofator na atividade das enzimas glutationaperoxidase e da glutationa S-
transferase. Uma diminuicdo nos niveis de GSH pode indicar que essa molécula
esteja sendo consumida na tentativa de eliminar espécies reativas. Apesar disso,
apos 7 dias de reperfusdo ndo observamos alteracdo na atividade da enzima GST
no grupo IC. Apesar de termos verificado que a isquemia de 45 minutos seguida de
7 dias de reperfusdo alterou varios parametros de estresse oxidativo, observamos
que os parametros inflamatérios avaliados (MPO e NAG) se mantiveram
semelhantes ao do grupo controle. As alteracfes relacionadas a estresse oxidativo
e parametros inflamatorios causados pela isquemia no ileo foram menos expressivas
guando comparadas a 6rgaos remotos como pulméo e figado. No ileo as alteracdes
foram principalmente nos niveis de LOOH, SOD e CAT, estes parametros se
mostraram aumentados em relagéo ao grupo controle.

Durante a I/R intestinal ocorre no intestino a reducéo da oxigenacéo do tecido,
com consequente reducéo de ATP, aumento das EROs e um desbalangco metabdlico
e enzimatico que promove o comprometimento da barreira epitelial (18). Nadatani e
colaboradores (19) descrevem que a deplecédo de ATP causada pela isquemia
contribui para o afrouxamento das jun¢@es intercelulares nas células intestinais. Esta
ruptura da barreira epitelial promove a translocacdo bacteriana a qual pode
comprometer outros 6rgaos (20). As bactérias caem na corrente sanguinea e migram
para 6rgdos como figado, pulmé&o e rins. Nestes 6rgados se ligam a receptores tipo
Toll-like (TLR), que sdo proteinas transmembranas que compde uma parte do
sistema imune inato. Sendo estes responsaveis pelo reconhecimento de diferentes
patogenos (20).

Dentre estes receptores, temos o0s receptores TLR2 que reconhecem
lipopolissacarideos (LPS) expressos em bactérias gram negativas e os TLR-4 que
reconhecem proteoglicanos expressos em bactérias positivas (21,22). A ligacao dos

patdgenos a estes receptores sdo capazes de desencadear uma resposta



inflamatoria no 6rgdo no qual se encontram (23). Sendo assim, 0 processo
inflamatorio desencadeado pela translocacéo bacteriana seria o grande responsavel
pela injuria oxidativa em outros érgdos que ndo sofreram diretamente a isquemia
(23,24).

Sendo 6rgao de primeira passagem, o figado € um dos o6rgaos que com 7 dias
de reperfusao é bastante afetado. No grupo IC, a I/R intestinal promoveu aumento
na atividade da MPO, demonstrando a presenca de neutréfilos no tecido, uma
provavel resposta inflamatoéria, decorrente da translocacédo bacteriana (19). Além
disso, também observamos que no grupo IC a I/R promoveu reducdo nos niveis de
GSH e aumento na atividade da SOD e da CAT. Apesar de termos encontrado essas
alteracdes nos parametros de estresse oxidativo, verificamos que os niveis de LOOH
Nnos grupos que sofreram a isquemia ndo se apresentavam alterados no tempo de
reperfusdo analisado. E possivel que o aumento na atividade das enzimas
antioxidantes promova um mecanismo compensatério e diminua o0s niveis de
espécies reativas, justificando a manutencao nos niveis de LOOH no tecido (16). Na
avaliacdo da densidade de hepatécitos, os resultados complementam aqueles
encontrados nos parametros de estresse oxidativo e inflamagé&o. Ao analisar nossos
resultados, verificamos que o grupo IC apresentou reducéo significativa em relacéo
ao grupo controle. Podemos relacionar essa alteracdo na densidade de hepatoécitos
a injuria oxidativa e inflamatdria encontrada nesse grupo. Além disso, também
verificamos que o grupo SC também apresentou reducéo significativa na densidade
de hepatécitos. No entanto, em nossos resultados ndo encontramos alteracdes nos
parametros inflamatérios e de estresse oxidativo nesse grupo. Provavelmente,
outros fatores podem estar envolvidos nessas alteracdes indicando que apenas a
laparotomia podem causar prejuizos relevantes ao figado. Ghizoni e colaboradores
(25) avaliando ratos artriticos observaram reducdo na densidade de hepatdcitos
associada ao aumento do estresse oxidativo e inflamacao no figado.

Outro 6rgao remoto afetado pela I/R intestinal € o pulméo. Dependendo do tempo
de exposicéo a injuria e da severidade da lesdo, os efeitos deletérios podem ser
graves e até mesmo irreversiveis (26). Em nosso estudo foi o 6érgdo mais afetado
pela isquemia no grupo IC, apresentando a maior parte dos parametros de estresse
oxidativo e inflamacao alterados. Mesmo sendo um érgao distante do local da injuria,
o pulmé@o apresenta alta vulnerabilidade durante o quadro de I/R intestinal. Isto se

deve, provavelmente, ao fato de ser um 6rgdo muito vascularizado, facilitando a



permeabilidade vascular, inflamacéo local e liberagdo de mediadores inflamatorios
(27). Esse orgao torna-se entdo, um local propicio para reacdes inflamatorias
induzidas pela ligacdo das bactérias e seus subprodutos nos receptores TLR que
favorecem a formacdo de muitas espécies reativas (28). Observamos um aumento
na atividade das enzimas antioxidantes endégenas SOD, GST e CAT e no grupo IC.
A GSH apresentou reducéo indicando um estado de estresse oxidativo relevante.
Dentro dos parametros inflamatodrios analisados tanto MPO quanto NAG tiveram
aumento expressivo nos pulmdes, indicando um quadro inflamatério.

Os rins apesar de serem oOrgaos que exercem funcdes de filtracdo e de
detoxificacdo néo foram tao afetados apds 7 dias de reperfusdo. Estudos prévios em
ratos demonstram que a expressdo de moléculas como a xantina oxidase, lactato
desidrogenase e acido Urico, que indicam um quadro de estresse oxidativo, podem
estar alteradas no rim em casos de disfung@es circulatérias, inlusive a I/R (29,30).

Considerando que as principais alteracdes causadas pela I/R sdo provocadas
pelo estresse oxidativo e inflamacao, o uso de substancias que apresentam potencial
terapéutico comprovado com acdo antioxidante e anti-inflamatéria sdo Uteis para
aplicacdo e tratamento contra a injuria por I/R (31). Os flavonoides, dentre eles a
quercetina, tem demonstrado propriedades necessarias para O USO hestas
condi¢des. Este flavondide atua diminuindo a formacdo de espécies reativas de
oxigénio pela inibicdo de enzimas como a ciclooxigenase, lipoxantina oxidase, e
xantina oxidase, que fazem parte do sistema enzimatico que da origem a espécies
reativas (32). Possui a capacidade de quelar ions metalicos que podem iniciar a
producao de radicais livres pela reacdo de Fenton ou atua diretamente em enzimas
antioxidantes (33). Também pode atuar diretamente na captura de espécies reativas
por meio dos seus grupamentos (—OH), que possuem a capacidade de interagir com
radicais livres neutralizando-os (33).

Os metabdlitos da quercetina sédo distribuidos por todos os tecidos e
atuam em diversos 6rgaos. Quando administrada por via oral, seu primeiro sistema
de passagem € o trato gastrointestinal, passando pelas primeiras modificacdes no
estbmago e, principalmente no intestino, onde é absorvida. Em seguida o figado e
todo o aparato enzimatico ali presente, sdo responsaveis por metabolizar grande
parte da quercetina e redistribui-la, via corrente sanguinea para os demais 6rgaos
(34,35).



No ileo, os resultados de parametros de estresse oxidativo e inflamacéo
no grupo isquémico tratado com quercetina, demonstram uma melhora com os
valores semelhantes ao grupo controle. Resultados semelhantes foram encontrados
por Borges e colaboradores (36) quando utilizaram resveratrol para tratar leséo
isquémica em ratos que passaram por 45 minutos de isquemia seguida de 7 dias de
reperfusao.

No figado observamos que os valores na atividade enzimatica da SOD,
GST e MPO no grupo ITQ permaneceram semelhantes ao grupo controle. Neste
mesmo grupo a GSH também apresentou valores semelhantes ao grupo controle.
Por ser um 6rgdo com grande capacidade de regeneracdo, o figado teve sua
recuperacéao favorecida, também, pelo tempo de reperfusédo e pelo tratamento. Lee
e colaboradores (37) demonstraram que a quercetina, exerce a¢ao hepatoprotetora,
prevenindo ou amenizando casos de esteatose, inflamacéo e injaria celular.

Como pudemos observar, em nosso estudo, dentre os 6rgaos estudados,
os pulmdes foram os mais afetados pela injuria de I/R intestinal apds 7 dias de
reperfusdo. Por ser um 6rgéo altamente vascularizado, os pulmdes séo influenciados
tanto pelos efeitos deletérios da I/R intestinal quanto pelos efeitos de drogas
utilizadas (38). Desta forma, a quercetina apresentou um efeito antioxioxidante
positivo no grupo ITQ mantendo a atividade das enzimas antioxidantes a valores
semelhantes ao grupo controle, e aumentando a quantidade de GSH. Nos
parametros inflamatdrios, observamos também uma manutencdo na atividade da
MPO e NAG comparado ao grupo controle, demonstrando seu efeito anti-
inflamatorio. Assim como em nosso estudo, no trabalho de Kahraman e
colaboradores (39) observaram que a administracdo de uma dose de 10mg/kg de
quercetina, 60 minutos antes da inducéo da I/R, em ratos, promoveu diminuicao de
parametros de estresse oxidativo e inflamatérios no pulméo.

Nos rins, o 6rgdo menos afetado pela isquemia, o tratamento com quercetina
promoveu a manutengao no grupo ITQ da atividade da enzima GST com valores
semelhantes ao grupo controle. Estudos em ratos demonstram que a quercetina
pode levar a aumento da sobrevida celular quando ha injaria renal induzida por
agrotoxicos, sendo gque este impacto € dependente da dose utilizada no tratamento
(40). Dentre os parametros histopatolégicos analisados observamos apenas
alteracdo no grupo STQ. Este grupo apresentou aumento da morfometria do

corpusculo renal podendo indicar um aumento da capacidade de filtracdo glomerular.



Em resumo, a isquemia de 45 minutos seguida de reperfuséo de 7 dias promove
alteracbes mais significativas nos pulmdes seguida do intestino, figado, sendo os
rins os 6rgdos menos afetados. A quercetina foi capaz de amenizar os danos
oxidativos e inflamatérios da I/R intestinal podendo ser considerada uma molécula

promissora para o tratamento de pacientes com I/R intestinal.
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RESUMO

INTRODUCAO: A isquemia/reperfusdo (I/R) intestinal é um quadro clinico
desencadeado por diversos fatores, incluindo procedimentos cirargicos, acidentes
automobilisticos e doencas inflamatorias intestinais. A injuria causada por I/R esta
associada ao aumento do estresse oxidativo, inflamacdo e alteracdes
histopatoldgicas no ileo e em 6rgaos distantes. Nosso estudo avaliou o potencial
antioxidante e anti-inflamatério da quercetina no ileo mediante um quadro de
isquemia intestinal de 45 minutos e reperfusédo de 7 dias. METODOS: A isquemia foi
induzida pelo clampeamento da artéria mesentérica superior por 45 minutos seguido
por reperfuséo de 7 dias. A quercetina foi administrada via oral na dose de 10 mg/kg
por 7 dias. Os parametros bioquimicos e inflamatérios estudados foram: glutationa
s-transferase (GST), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa (GSH),
hidroperéxidos lipidicos (LOOH), mieloperoxidase (MPO) e n-acetil-glucosaminidase
(NAG). Além disso, foram feitas analises de tempo de transito gastrointestinal,
neurénios HUC/D* e nNOS™* e de parametros histologicos no ileo. RESULTADOS: A
isquemia e reperfusao intestinal (I/R) promoveu aumento da SOD, CAT e LOOH e
reducdo de GSH no ileo. Promoveu, também, aumento no tempo de transito
intestinal e reducéo nas populacdes de neurénios HUC/D* e nNOS*. Além disso, IR
promoveu alteracdes na morfometria da parede intestinal. O tratamento com
quercetina preveniu alteracdes no ileo, principalmente em relacdo ao estresse
oxidativo, inflamacdo e perda neuronal. CONCLUSAO: O tratamento oral com
10mg/kg de quercetina livre reduz o estresse oxidativo e inflamacao no ileo, promove
neuroprotecao e auxilia na manutengdo do tempo de transito gastrointestinal de ratos

submetidos a 45 minutos de isquemia e reperfuséo intestinal de sete dias.

Palavras-chave: Neuroprotecédo; Estresse oxidativo; Quercetina; Plexo mioentérico;

Efeito antioxidante; Histopatologia.



INTRODUCAO

A isquemia e reperfuséo (I/R) é uma condicdo patologica caracterizada pela
interrupcdo momentanea do fluxo sanguineo, seguida do restabelecimento deste
fluxo (1). Ha uma variedade de condi¢cdes que podem ocasionar este quadro clinico,
como, procedimentos cirurgicos, acidentes automobilisticos, traumas de forma geral
e trombose venosa ou arterial. Esta condicdo pode acometer diversos 06rgaos,
porém, especialmente o intestino € extremamente sensivel as injurias causadas pela
I/R (2). Isso se reflete em possiveis danos a mucosa intestinal (3), danos a populacéo
geral e subpopulacées neuronais que compde o0 plexo mioentérico e alteracdes no
tempo de transito intestinal (4).

A I/R pode promover alteracbes bioquimicas importantes, aumentando a
expressao de varios parametros inflamatorios e a producdo de espécies reativas,
que contribuem para que ocorram alterac6es histopatolégicas e para que os efeitos
deletérios da I/R sejam ainda mais significativos (5,6).

Diante das altera¢cdes promovidas pela I/R, o uso de antioxidantes como a
curcumina (7), resveratrol (8) e quercetina (9) sao alternativas interessantes e vém
trazendo bons resultados no tratamento de lesGes isquémicas e seus efeitos. A
quercetina € um flavonoide natural muito viavel, de valor comercial acessivel e
facilmente extraido de frutas e vegetais como, maca, cereja, cebola, brécolis e vinho
tinto (10,11). Devido as suas caracteristicas bioquimicas, este flavonoide possui
propriedades farmacolégicas ja conhecidas, tais como a¢éo anti-inflamatoéria (12),
anti-carcinogénica (13) e antioxidante (14). Além disso, estudos anteriores em
diferentes patologias sugerem que a dose de quercetina com bons resultados foi de
10 mg/kg possuindo efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios muito expressivos
diante de um quadro de estresse oxidativo ndo s6 no intestino, como em outros
orgaos (15,16), porém os efeitos da quercetina na dose de 10mg/Kg ainda ndo foram
estudados no ileo de ratos submetidos a isquemia seguida de reperfusdo de 7 dias.
Existem estudos (9,17) que utilizaram quercetina na dose de 50mg/Kg via

intraperitoneal para tratar ratos Wistar que foram submetidos a isquemia com



reperfusdo de 24 horas. As alteracdes observadas durante o periodo de reperfuséo
podem ocorrer por até 10 semanas de reperfusdo (18). E poucos estudos avaliam
os efeitos da quercetina sobre a I/R em periodos superiores a 72 horas de
reperfusdo. E ainda estudos sobre os efeitos da quercetina sobre a Isquemia e
reperfusdo intestinal normalmente utilizam doses superiores a 10 mg/kg por via oral.

Considerando que a Isquemia e Reperfusdo intestinal promove estresse
oxidativo, inflamacdo, neurodegeneracdo mioentérica e redugcdo no tempo de
transito gastrointestinal no ileo. Nosso estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
do tratamento com quercetina por 7 dias ap0s a injaria isquémica de 45 minutos em

ratos Wistar machos sobre estes parametros.

METODOLOGIA

Delineamento experimental

Cinquenta (50) ratos Wistar (Rattus norvegicus) com média de 250 gr + 8,43
gr de peso corporal, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de
Maringa, foram realocados para o Biotério setorial do Departamento de Ciéncias
Morfol6gicas e mantidos em caixas de polipropileno, com iluminacdo de claro e
escuro de 12 horas e temperatura controlada de 22 °C £ 2 °C. Os experimentos foram
realizados de acordo com os principios éticos adotados pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA) e foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Maringa
(N° do protocolo: 7373240417).

Durante uma semana 0s ratos passaram pela aclimatacdo no biotério, e
durante todo o periodo receberam racdo padrdo para roedores (NUVILAB,
recomendada pela U.S. National Institutes of Health) e &gua ad libitum. Estes animais
foram divididos, aleatoriamente, em 5 grupos experimentais (n = 10/grupo). Grupo
controle (C), grupo sham controle (SC), grupo sham tratado com quercetina (STQ),
grupo isquémico controle (IC) e grupo isquémico tratado com quercetina (ITQ), como
especificado na Tabela 1.

Os grupos STQ e ITQ receberam tratamento diario com quercetina 2 horas
antes da cirurgia e por 7 dias subsequientes a esta, durante o periodo de reperfusao.

A quercetina foi dissolvida em agua filtrada com pH: 7,4 (veiculo), ajustado com



NaOH 0,1M (veiculo) e foi administrada via gavagem na dose de 10mg/kg de peso
corporal. Os grupos C, SC e IC receberam apenas veiculo, na mesma proporcao, 2

horas antes e durante os 7 dias de tratamento.

Inducéo daisquemia

No dia anterior ao procedimento cirdrgico, 0s ratos permaneceram em jejum
por um periodo de 15 horas. Todos o0s animais foram anestesiados, via
intramuscular, com uma mistura de 20 mg/Kg de xilazina (Sespo Industria e
Comeércio, Paulinia, SP, Brasil) e 100 mg/Kg de ketamina (Sespo Industria e
Comércio, Paulinia, SP, Brasil). Todos os grupos foram submetidos a laparotomia
abdominal, exceto o grupo controle.

Os grupos sham (SC e STQ) foram anestesiados, submetidos a laparotomia
abdominal e exposicdo do ileo, porém a artéria mesentérica superior e a irrigacao
lateral ndo foram obstruidas, portanto o fluxo sanguineo néo foi alterado e néo
sofreram a injaria isquémica. Nos grupos isquémicos (IC e ITQ) a artéria mesentérica
superior foi ocluida por um clamp microvascular e a irrigacao lateral foi bloqueada
por meio de amarracdes, alterando o fluxo sanguineo e causando a injuria isquémica.
Durante um periodo de 45 minutos o clampeamento e as amarra¢gdes foram mantidas
e apods este periodo foram retiradas e o fluxo sanguineo foi restabelecido
(reperfuséo). O abddémen foi suturado com fio de nylon. O periodo de reperfusao e
tratamento teve duracdo de 7 dias e neste periodo os animais foram mantidos em

caixas individuais no biotério.

Analise do tempo de transito gastrointestinal

O teste para avaliar o tempo de transito gastrointestinal foi realizado em
todos o0s grupos experimentais no sexto dia de reperfusdo e tratamento. Foi
administrado aos ratos, via gavagem, 300 uL de solugao contendo 3% de corante
nao absorvivel Carmim hidro 52% e 0,5% de etilcelulose (Corantec ®, Sdo Paulo,
Brasil) diluidos em agua filtrada. ApGs receberem a solucéo, os ratos foram mantidos
em gaiolas individuais com livre acesso a racao e agua. O resultado final foi expresso
em horas, registrado no momento que apareceu o primeiro pellet fecal marcado com

0 corante.



Coleta do ileo

A coleta do ileo foi realizada ao final de 7 dias de tratamento, imediatamente
apos eutanasia dos animais, realizada com injecao intraperitoneal de dose letal (120
mg/Kg) de tiopental sédico. No momento da coleta foi mensurado o comprimento
total do intestino e separada a porcdo do ileo dos demais segmentos. O ileo foi
subdivido em 3 porcbes menores destinadas a diferentes técnicas: analises
bioquimicas de estresse oxidativo e inflamacéo, andlise histolégica e técnica de

imunomarcacao de neurbnios mioentéricos.

Ensaios bioquimicos para estresse oxidativo e inflamacéo

Preparacdo do homogenato

Para a preparagdo do homogenato as amostras do intestino foram pesadas
e homogeneizadas com o Turrax em tampao fosfato de potassio (200mM e pH=6,5)
e o volume de tampao utilizado foi 3 vezes o0 peso da amostra.

Uma parte do homogenato foi separada para a técnica GSH e o restante foi
centrifugado por 20 minutos a 9.000 rpm. O sobrenadante resultante da
centrifugacéo foi dividido para as técnicas de atividade enzimatica da catalase (CAT),
superéxido dismutase (SOD), glutationa-S-transferase (GST), niveis de
hidroperéxidos lipidicos (LOOH) e de glutationa (GSH). E o pellet foi destinado as
técnicas de dosagem de proteinas, e dosagens da atividade das enzimas
mieloperoxidase (MPO) e n-acetil-glicosaminidase (NAG).

Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada por meio do kit comercial Pierce BCA
protein — Assay Kit®. As amostras e os reagentes foram pipetados em placa de 96
pocos, em seguida a placa foi incubada em estufa a 37° por 30 minutos e a leitura

foi realizada com espectrofotdometro no comprimento de onda de 562nm.

Atividade da superoxido dismutase (SOD)



A atividade enzimatica da SOD foi realizada a partir de uma por¢cao do
sobrenadante adicionada ao tampao Tris-HCI (pH=8,5) e agitado em Vortex. Em
seguida foi adicionado pirogalol (1ImM) as amostras e estas foram incubadas em
temperatura ambiente por 20 minutos. As amostras foram entdo centrifugadas por 4
minutos a 14.000 rpm e, o sobrenadante resultante foi pipetado em microplacas e a
leitura foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 405 nm. Os
resultados foram expressos em U SOD/mg de proteina.

Atividade enziméatica da catalase (CAT)

A determinacdo da atividade da CAT foi realizada com base no método de
Aebi (19), no qual uma porcdo do sobrenadante foi diluida em tampéao fosfato de
potéssio (0,2M e pH=6,5). Em seguida, em uma placa de 96 pocos foi adicionado a
amostra ao meio reacional contendo Tris-HCL EDTA (0,1M e pH 8,5) e H202. A
leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento de onda

de 240 nm e os resultados foram expressos em umol/min/mg de proteina.

Atividade enzimatica da glutationa s-transferase (GST)

Para determinar a atividade enzimética da GST, o sobrenadante foi diluido em
tampao fosfato de potassio (0,2M e pH=6,5) e a esta mistura foi adicionada uma
mistura contendo CDNB (3mM) e GSH (3mM). Em seguida esta solucdo foi
transferida para microplacas, a leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 340 nm

e os resultados foram expressos em pmol/min/mg de proteina.

Grupos sulfidrilicos néo proteicos (GSH)

Para a determinacdo dos grupos sulfidrilicos ndo proteicos GSH, foi
adicionado ao homogenato o &cido tricloroacético, essa mistura foi agitada em Vortex
e centrifugada por 15 minutos a 9700 rpm. Em microplacas de 96 pocos, foi pipetado
o sobrenadante e o Tris-HCL (0,4M e pH=8,9), e a reacao foi iniciada com DTNB (5-
5’-ditio-bis-2-nitrobenzdico) (10mM). A leitura foi realizada em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 415 nm e os resultados foram expressos em ug/g de tecido.



Niveis de hidroperéxidos lipidicos (LOOH)

A dosagem dos niveis de hidroperéxidos lipidicos foi realizada seguindo o
método descrito por Jiang et al (20). O sobrenadante foi homogeneizado com
metanol a 30% e centrifugado a 4°C por 30 minutos a 10.000 rpm. Em seguida foi
preparado o meio reacional e adicionado as amostras e estas foram pipetadas em
microplacas e incubadas em temperatura ambiente, no escuro, por 30 minutos. Por
fim, as leituras das microplacas foram realizadas em espectrofotbmetro a 560 nm e

os resultados foram expressos em mmol/mg de tecido.

Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-glicosaminidase (NAG)

Para a inflamacéo, os niveis enzimaticos de MPO e NAG foram avaliados no
ileo. O pellet resultante da centrifugacao inicial do homogenato foi ressuspendido em
Tampéo Fosfato de Potéssio (0,08M) com HTAB (pH 5,4). Os niveis de MPO foram
quantificados pela reacao do peroxido de hidrogénio (H202) com tetrametilbenzidina
na amostra. A leitura das placas foi realizada em espectrofotometro a 620 nm e os
resultados foram expressos em mD.O./mg de proteina. Para a NAG a solu¢cdo com
n-acetil-beta-D-glucosaminedase foi adicionada a amostra na presenca de tampéo
citrato. A leitura foi realizada em espectrofotometro a 405 nm e os resultados foram

expressos em mD.O./mg de proteina.

Imunohistoquimica para neurénios HuC/D* e nNOS*

Processamento da amostra para dupla marcacgéo

Apos a coleta e separacdo da porcéo do ileo para realizacdo desta técnica,
as amostras foram fixadas em solucao de paraformaldeido 4% (pH = 7,4). O ileo foi
cortado em segmentos transversais menores de aproximadamente 1 cm de
comprimento e dissecados com o auxilio de pingcas sob estereomicroscépio para
obtencao de preparados totais da tinica muscular, por meio da remocao das tanicas

mucosa e submucosa. Os preparados totais foram entdo armazenados sob



refrigeracdo e conservados em PBS (Tampao Fosfato de S6dio 0,1 MepH=7,4) e
azida sddica a 0,08%, para a realizacdo das técnicas de imunohistoquimica.

Os preparados totais foram lavados por duas vezes durante 10 minutos em
PBS (0,1M, pH 7,4) e Triton-X100 a 0,5% (PBS+T) e incubados por 1 hora em
solucéo de bloqueio contendo albumina de soro bovino (BSA) a 2% e soro de burro
a 10% em PBS+T. As membranas foram incubadas com os anticorpos primarios anti-
HuC/D e anti-nNOS (tabela 2) durante 48 horas a temperatura ambiente sob agitacédo
constante, em meio de incubagdo composto por PBS+T, BSA a 2% e soro de burro
a 2%.

Apbs incubacdo com o anticorpo primario, os preparados totais foram lavados
trés vezes em PBS+T por 10 minutos. Foram entdo incubados com anticorpos
secundarios (tabela 2) por 2 horas ao abrigo da luz, em meio de incubacédo contendo
PBS+T, BSA a 2% e soro de burro a 2%. As membranas foram entéo lavadas 3
vezes em PBS-T por 10 minutos, montadas em laminas histolégicas contendo
antifade® (Life Technologies do Brasil Com. Ind. Prod. Biotec. Ltda, SP, Brasil), e

armazenadas sob refrigeracao e ao abrigo da luz.

Analise quantitativa e morfométrica dos neurénios HuC/D* e nNOS*

As andlises quantitativas e morfométricas foram realizadas por meio de
imagens capturadas por camera de alta resolucdo acoplada ao microscopio de
fluorescéncia FSX100 ® (Olympus) com objetiva de 20x. Estas imagens foram
analisadas com o auxilio do programa ImagePro Plus (v. 4.5.029; Media Cybernetics,
Silver Spring, MD, EUA).

Para a quantificacdo de neurénios HUC/D* e nNOS* foram contados todos
0s corpos celulares destes neurdnios presentes em 30 imagens de ganglios/animal
e os resultados foram expressos em nameros de neurénios/ganglio. E para a andlise
morfométrica, foram mensuradas as areas de 100 corpos celulares/animal de cada

tipo de neurdnio e os resultados foram expressos em um?.

Anélise morfométrica da parede intestinal

A analise histoldgica da parede intestinal foi realizada por meio do protocolo

de coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE), que inclui basicamente seis principais



etapas: fixacdo em paraformaldeido 4%, desidratacdo, inclusdo em parafina,
microtomia (cortes semi-seriados de 5 um de espessura), coloracdo e montagem das
laminas.

A morfometria foi realizada por meio da captura de imagens em microscopio
optico (Nikon Eclipse 80i®), com objetiva de 10x acoplado a um sistema
computadorizado de analise de imagens. Foram capturadas 30 imagens do ileo e
foram mensuradas as espessuras da parede total, tinica submucosa, tunica
muscular, altura e largura dos vilos e profundidade das criptas com auxilio do
software ImagePro Plus 4.5.029 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Para
cada um dos itens foram realizadas 100 medidas/animal e os dados submetidos a

analise estatistica

Analise estatistica

O software utilizado para analise estatistica foi o GraphPad Prism 7. Os
dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade. Para dados paramétricos
foi realizada a analise de variancia one-way (ANOVA), seguido de pos-teste de
Tukey. E para dados ndo paramétricos foi realizado o teste Kruskal-Wallis, seguido
de pos-teste de Dunns. Os valores de p < 0.05 foram considerados estatisticamente

significativos.

RESULTADOS

Tempo de transito gastrointestinal

O teste de tempo de transito gastrointestinal realizado ao final do tratamento
demonstrou diferenca estatistica entre os grupos (Figura 1). O grupo sham controle
(SC) apresentou aumento no tempo de transito gastrointestinal em relagéo ao grupo
controle (C) (p<0,0001). O grupo isquémico controle (IC) teve aumento no tempo de
transito gastrointestinal em relagédo ao grupo controle (C) (p<0,0001). O grupo sham
tratado com quercetina (STQ) apresentou reducdo do tempo de transito
gastrointestinal em relacdo ao grupo sham controle (SC) (p<0,0001). Da mesma

forma, o grupo isquémico tratado com quercetina (ITQ) apresentou reducdo no



tempo de transito gastrointestinal quando comparado ao grupo isquémico controle
(IC) (p<0,0001). Ambos os grupos tratados com quercetina (STQ e ITQ) mantiveram-

se estatisticamente semelhantes ao grupo controle (C).

Parametros de estresse oxidativo e inflamacao

Na tabela 3 estdo representadas as analises realizadas para parametros
bioquimicos de estresse oxidativo e inflamagé&o no ileo.

A atividade da enzima catalase (CAT) ndo apresentou alteracdo no grupo
sham controle (SC) em relacdo ao grupo controle (C). O grupo isquémico controle
(IC) apresentou aumento na atividade da CAT em relacdo ao grupo controle (C)
(p<0,0001). O grupo sham tratado com quercetina (STQ) apresentou reducao na
atividade da CAT em relacdo ao grupo sham controle (SC) (p<0,0001). Da mesma
forma, o grupo isquémico tratado com quercetina (ITQ) demonstrou reducdo da
atividade da CAT em relacéo ao grupo isquémico controle (IC) (p<0,0001). Os grupos
STQ e ITQ mantiveram-se estatisticamente semelhantes ao grupo controle (C).

A superoxido dismutase (SOD) apresentou aumento da sua atividade no
grupo sham controle (SC) e no grupo isquémico controle (IC) em relacdo ao grupo
controle (C) (p<0,0001 e p<0,0001, respectivamente). O grupo sham tratado com
quercetina (STQ) néo apresentou alteracdo na atividade da SOD em relagdo ao
grupo sham controle (SC). O grupo isquémico tratado com quercetina (ITQ)
apresentou reducdo na atividade da SOD em relagdo ao grupo isquémico controle
(IC) (p=0,0008). Os grupos tratados (STQ e ITQ) apresentaram resultados
estatisticos semelhantes ao grupo controle (C).

Os niveis de glutationa reduzida (GSH) apresentaram reduc¢do no grupo sham
controle (SC) e no grupo isquémico controle (IC) em relacdo ao grupo controle (C)
(p=0,0201 e p=0,0219, respectivamente). No grupo sham tratado com quercetina
(STQ) houve aumento dos niveis de GSH em relacéo ao grupo sham controle (SC)
(p<0,0001). Da mesma forma, os niveis de GSH aumentaram no grupo isquémico
tratado com quercetina (ITQ) em relacdo ao grupo isquémico controle (IC)
(p=0,0001). Os grupos STQ e ITQ mantiveram seus resultados estatisticamente

semelhantes ao grupo controle (C).



Os niveis de hidroperoxidos lipidicos (LOOH) no grupo sham controle (SC)
mantiveram-se estatisticamente semelhantes ao do grupo controle (C). O grupo
isquémico controle (IC) apresentou aumento dos niveis de LOOH em relacdo ao
grupo controle (C) (p<0,0001). O grupo sham tratado com quercetina (STQ)
apresentou reducéo nos niveis de LOOH em relacédo ao grupo sham controle (SC)
(p<0,0001). Da mesma forma, o grupo isquémico tratado com quercetina (ITQ)
apresentou reducdo nos niveis de LOOH em relacdo ao grupo isquémico controle
(IC) (p<0,0001). Ambos os grupos tratados com quercetina (STQ e ITQ) mantiveram
seus resultados estatisticamente semelhantes ao grupo controle.

Os niveis de glutationa s-transferase (GST) e parametros inflamatorios:
mieloperoxidase (MPO) e n-acetil-glicosamina (NAG) mantiveram-se sem alteracdes

estatisticamente significativas para 0s grupos experimentais.

Morfometria da parede intestinal do ileo

Como representado na tabela 4, a espessura da parede total apresentou
aumento nos grupos sham controle (SC) e isquémico controle (IC) em relacédo ao
grupo controle (C) (p<0,0001). O grupo sham tratado com quercetina ndo apresentou
alteracao significativa em relacéo ao grupo sham controle (SC). J& o grupo isquémico
tratado com quercetina (ITQ) apresentou aumento da espessura da parede total em
relacdo ao grupo isquémico controle (IC) (p<0,0001). Os grupos tratados (STQ e
ITQ) apresentaram aumento da espessura da parede total em relagcdo ao grupo
controle (C) (p=0,0010 e p<0,0001, respectivamente).

Na tunica submucosa ndo houve alteragdo significativa no grupo sham
controle (SC) em relacdo ao grupo controle (C). O grupo isquémico controle (IC)
apresentou aumento da submucosa em relacao ao grupo controle (C) (p<0,0001). O
grupo sham tratado com quercetina (STQ) apresentou reducdo da submucosa em
relacdo ao grupo sham controle (SC) (p=0,0483). Da mesma forma, o grupo
isquémico tratado com quercetina também apresentou redugcdo da submucosa em
relacdo ao grupo isquémico controle (IC) (p<0,0001). Ambos os grupos tratados
(STQ e ITQ) apresentaram reducdo da espessura da submucosa em relacdo ao
grupo controle (C) (p=0,0054 e p=0,0002, respectivamente).

A tanica muscular apresentou um aumento da espessura no grupo sham

controle (SC) e no grupo isquémico controle (IC) em relacdo ao grupo controle (C)



(p<0,0001 e p<0,0001, respectivamente). O grupo sham tratado com quercetina
(STQ) ndo apresentou alteracéo significativa em relacdo ao grupo sham controle
(SC). Ja o grupo isquémico tratado com quercetina (ITQ) apresentou aumento da
espessura da tunica muscular em relacdo ao grupo isquémico controle (IC)
(p<0,0001). Os grupos tratados (STQ e ITQ) apresentaram aumento da muscular em
relagcdo ao grupo controle (C) (p<0,0001 e p<0,0001, respectivamente).

Os grupos sham controle (SC) e isquémico controle (IC) apresentaram
aumento na altura dos vilos em relacéo ao grupo controle (C) (p=0,0012 e p<0,0001,
respectivamente). O grupo sham tratado com quercetina (STQ) apresentou reducéo
da altura dos vilos em relacado ao sham controle (SC) (p<0,0001). Em contrapartida,
0 grupo isquémico tratado com quercetina (ITQ) ndo apresentou alteracao
significativa na altura dos vilos em relacao ao grupo isquémico controle (IC). O grupo
sham tratado com quercetina (STQ) apresentou reducédo da altura dos vilos em
relacéo ao grupo controle (C) (p=0,0098) e o grupo isquémico tratado com quercetina
(ITQ) apresentou aumento da altura dos vilos em relagdo ao grupo controle (C)
(p<0,0001).

A largura dos vilos ndo apresentou alteracao significativa no grupo sham
controle (SC) em relacdo ao grupo controle (C). No grupo isquémico controle (IC)
houve reducao da largura dos vilos em relagéo ao grupo controle (C) (p<0,0001). O
grupo sham tratado com quercetina (STQ) apresentou aumento da largura dos vilos
em relacdo ao grupo sham controle (SC) (p=0,0014). Ao passo que, O grupo
isquémico tratado com quercetina (ITQ) apresentou reducéo da largura dos vilos em
relacdo ao grupo isquémico controle (IC) (p<0,0001). O grupo isquémico tratado com
quercetina (ITQ) apresentou reducdo da largura dos vilos em relagdo ao grupo
controle (C) (p<0,0001).

A profundidade de cripta foi avaliada e apresentou reduc¢ao nos grupos sham
controle (SC) e isquémico controle (IC) em relacdo ao grupo controle (C) (p<0,0001
e p<0,0001, respectivamente). O grupo sham tratado com quercetina (STQ)
apresentou reducéo da profundidade de cripta em relacdo ao grupo sham controle
(SC) (p=0,0321). Ao passo que, 0 grupo isquémico tratado com quercetina
apresentou aumento da profundidade de cripta em relacdo ao grupo isquémico
controle (IC) (p=0,0004). Ambos os grupos tratados (STQ e ITQ) apresentaram
reducdo da profundidade de cripta em relacdo ao grupo controle (C) (p<0,0001 e

p<0,0001, respectivamente).



Densidade e morfometria de neurénios HUC/D* e nNOS*

Os dados de densidade e morfometria dos neurénios HUC/D* e nNOS* estédo
representados na tabela 5. A densidade dos neurdnios HUC/D* foi menor nos grupos
sham controle (SC) e isquémico controle (IC) em relagcdo ao grupo controle (C)
(p=0,0012 e p<0,0001, respectivamente). No grupo sham tratado com quercetina
(STQ) houve maior densidade de neurbnios HUC/D* em relacdo ao grupo sham
controle (SC) (p=0,0019). Da mesma forma, 0 grupo isquémico tratado com
quercetina (ITQ) apresentou maior densidade de neurdnios HUC/D* em relacdo ao
grupo isquémico controle (IC) (p=0,0317). Tanto o grupo STQ quanto o grupo ITQ
permaneceram estatisticamente semelhantes ao grupo controle (C).

Em relacdo a densidade da subpopulacdo de neurdnios nNOS*, os grupos
sham controle (SC) e isquémico controle (IC) apresentaram menor densidade em
relacdo ao grupo controle (C) (p=0,0051 e p=0,0007, respectivamente). O grupo
sham tratado com quercetina (STQ) apresentou maior densidade na subpopulacéo
de neurdnios NnNOS*™ em relagdo ao grupo sham controle (SC) (p=0,0045). Da
mesma forma, o grupo isquémico tratado com quercetina (ITQ) apresentou maior
densidade nesta subpopulacdo neuronal em relacdo ao grupo isquémico controle
(IC) (p=0,0266). Ambos os grupos tratados com quercetina (STQ e ITQ)
permaneceram estatisticamente semelhantes ao grupo controle (C).

A morfometria dos neurénios HUC/D* ndo apresentou alteracdes estatisticas
significantes nos grupos sham controle (SC) e isquémico controle (IC) em relacéo ao
grupo controle (C). O grupo sham tratado com quercetina (STQ) apresentou redugao
da morfometria em relagdo ao grupo sham controle (SC) (p=0,0161). Ja o grupo
isquémico tratado com quercetina (ITQ) apresentou aumento da morfometria dos
neurbnios da populacdo geral em relacdo ao grupo isquémico controle (IC)
(p<0,0001). O grupo sham tratado com quercetina (STQ) apresentou reducao na
morfometria quando comparado ao grupo controle (C) (p<0,0001) e o grupo
isquémico tratado com quercetina (ITQ) apresentou aumento na morfometria quando
comparado ao grupo controle (C) (p<0,0001).

Em relacdo & morfometria da subpopulacdo de neurénios nNOS* apenas o

grupo isquémico tratado com quercetina (ITQ) apresentou reducdo em relagéo ao



grupo isquémico controle (IC) (p=0,0131). Os demais grupos experimentais nao

apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre si.

DISCUSSAO

Estudos tém demonstrado que as lesfes e efeitos decorrentes da I/R tem
relacdo com dois principais mecanismos: o aumento da permeabilidade vascular e
disfungbes na parede intestinal. O aumento da permeabilidade vascular leva a
ativacdo e recrutamento de células inflamatérias, que por sua vez produzem
citocinas inflamatérias e espécies reativas de oxigénio, resultando em danos
intestinais (21). Estes danos intestinais causados pela inflamacéo e estresse
oxidativo serdo responsaveis pelas disfungdes observadas no intestino, como:
alteracdes no padrao de motilidade e transito intestinal (22,23), danos aos neurdnios
mioentéricos (22,24) e alteracdes morfolégicas na parede intestinal (6).

Além disso, Lindestron e coladoradores (18) demonstraram em seu estudo, que
as alteracdes da I/R intestinal no ileo podem ser notadas a partir de uma hora até 10
semanas de reperfusdo, portanto, com 7 dias de reperfusdo ainda é possivel
observar alteracdes significativas no intestino.

O presente estudo constatou que 45 minutos de isquemia seguidos de 7 dias
de reperfusdo promoveram estresse oxidativo, perda da populacdo geral de
neurénios (HUC/D) e da subpopulacdo nitrérgica (nNOS), um tempo de transito
gastrointestinal mais lento e altera¢cdes na parede intestinal.

Uma das principais caracteristicas da isquemia e reperfusdo € a presenca de
estresse oxidativo e inflamacéo (25). Este processo € prejudicial pois gera lesdes
nos tecidos. Em nosso estudo quando avaliamos os parametros de estresse
oxidativo apés I/R no ileo, observamos que as enzimas antioxidantes superéxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT) apresentaram aumento no grupo isquémico
controle (IC). O aumento da atividade dessas enzimas que fazem parte do sistema
antioxidante endégeno geralmente estad associado a maior producédo de espécies
reativas de oxigénio (26). Alguns estudos ja demonstraram que ha reducdo da
atividade da SOD ap0s isquemia seguida por periodo de reperfuséo de até 12 horas
(27,28). Apos 7 dias de reperfusdo, a modulagdo do sistema antioxidante pode
favorecer o aumento da SOD e CAT para eliminar os radicais superoxidos e peroxido

de hidrogénio que ainda sdo produzidos. Da mesma forma, o tripeptideo GSH é



usado como indicador de estresse oxidativo, atuando como doador de elétrons para
eliminar peroxidos e outras espécies reativas (29,8). No grupo isquémico controle
(IC) houve uma reducao nos niveis de GSH no ileo. A reducéo ja foi reportada por
outros autores com 6 horas (6) e 7 dias de reperfusao (8). A reducdo do GSH pode
ocorrer porque ele pode ser utilizado para catalisar a reducdo de H202 ou
hidroperédxidos organicos (26). Nosso estudo também demonstrou aumento nos
niveis de hidroperdéxidos lipidicos (LOOH) no grupo isquémico controle (IC). Aumento
de hidroperoxidacéo lipidica pode promover alteragcdes na composicao, estrutura e
dindmica das membranas lipidicas levando a lesdo celular e tecidual (30). Por
conseqguéncia, o aumento dos niveis de LOOH pode indicar, indiretamente, que esta
ocorrendo danos celulares causados pelo estresse oxidativo (31).

O processo inflamatério segue uma sequéncia de eventos vasculares e
celulares que o caracterizam. As primeiras células a migrarem para o local da injuria
sao os neutrofilos, que serdo responsaveis pela liberacdo de seus granulos azuréfilos
gue contém mieloperoxidase e outros mediadores quimicos (32). A migracdo de
neutrofilos ocorre, principalmente, nas primeiras horas apds o processo inflamatério
ser desencadeado (fase aguda da inflamac&o). Posteriormente, outras células
migram para o local, incluindo os mondcitos, que ao migrarem para o local da injuria
transformam-se em macrofagos que serdo responsaveis pelo processo de
fagocitose, liberacdo de mais mediadores quimicos no local e liberacdo da enzima
n-acetilglicosaminidase (NAG). Os macrofagos sdo ceélulas presentes tanto na
inflamacéo aguda e cronica, portanto podem permanecer no local da injaria por um
periodo maior de tempo do que os neutréfilos. (32,33). Lin e colaboradores (34)
demonstraram que h& aumento da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) em
isquemia seguida de periodos curtos de reperfusdo de até 24 horas. JA em nosso
estudo quando avaliamos a atividade da enzima MPO apdés 7 dias de reperfuséo,
nao encontramos alteragdes significativas em nenhum dos grupos, isto sugere que
apos 7 dias os neutrdéfilos ndo sdo as células inflamatérias predominantes no local e,
consequentemente, h4 menor atividade da MPO. Em contrapartida, a atividade da
NAG estava aumentada no grupo sham controle (SC), demonstrando que mesmo
apos 7 dias ainda podem ter macrofagos no local contribuindo para este aumento.

O aumento do estresse oxidativo e inflamacéao sao capazes de causar danos
a diversas ceélulas, incluindo neurdnios mioentéricos. Estudo de Lindestrom e

colaboradores (18) demonstra que, em periodos de reperfusdo que variaram de 1



hora até 10 semanas, houve reducdo progressiva da densidade de neurdnios nos
grupos que foram submetidos a I/R. Ainda neste estudo, os autores associaram a
perda neuronal com o comprometimento das secrecdes celulares e motilidade
intestinal, uma vez que a inervagcdo entérica é responsavel por controlar estes
fatores. Em nosso estudo observamos reducdo na populacdo geral (HUC/D*) e
subpopulacao nitrérgica (nNOS™*) nos grupos isquémico controle (IC) e no grupo
sham controle (SC), ao mesmo tempo em que houve um aumento no perfil neuronal
dessas populacdes apenas no grupo isquémico controle (IC). A hipertrofia neuronal
(aumento da area ocupada pelo neurbnio) observada pode estar associada ao
aumento compensatorio da sintese de neurotransmissores em detrimento da
reducdo da densidade neuronal encontrada neste grupo (IC). Borges e
colaboradores também reportaram reducdo na densidade e alteracdo no perfil da
populacédo geral e subpopulacdes neuronais avaliadas em seu estudo apés isquemia
seguida de 7 dias de reperfusao (8).

Quando analisamos a morfometria da parede intestinal do ileo (Tabela 4),
notamos que os grupos sham controle (SC) e isquémico controle (IC) sofreram
alteracdes em relacdo ao grupo controle (C). A morfometria da parede total dos
grupos SC e IC apresentou aumento em relacdo ao grupo controle (C). Nos grupos
SC e IC as alteragbes na morfometria da parede intestinal podem ter uma relagéo
direta com a manipulagéo do intestino no grupo falso operado (grupo SC) e com a
cirurgia e I/R no grupo IC, ainda, associado a isso um quadro de mucosite. Estudos
com drogas antitumorais descrevem alteracdes ocorridas na parede intestinal
ocasionadas pelo uso dos quimioterdpicos como mucosite (35). Neste caso a
mucosite é dividida em cinco estagios: (i) fase de iniciacdo onde ocorre intensa
producdo de radicais livres os quais induzem danos ao DNA e RNA levando a
apoptose celular; (i) nesta etapa denominada regulacdo positiva o fator de
transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), promove a regulacdo positiva de varios genes
que levam a producédo de citocinas pro-inflamatérias como fator de necrose tumoral-
a (TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e IL-6; (iii) nesta fase ocorrera a amplificacdo e
sinalizacao dessas citocinas pro-inflamatorias; (iv) caracterizada pela formacao de
ulceracdes com a ruptura da barreira epitelial e a entrada de microrganismos e seus
subprodutos na circulacdo sanguinea capazes de ativar macrofagos teciduais e
produzir ainda mais citocinas pro-inflamatorias; (v) denominada de fase de cura ou

cicatrizacdo (36,37). Apesar de nado termos realizado o estudo das citocinas pro-



inflamatadrias, novos estudos buscando avaliar todas as alteracfes ocasionadas na
I/R poderdo auxiliar a elucidar se as altera¢des que ocorrem nas mesmas 5 etapas
da mucosite provocadas pelo uso de drogas antitumorais.

Ap6s 7 dias de reperfusdo as caracteristicas da mucosa intestinal se
assemelham a fase v da mucosite ocasionada por quimioterapicos. Portanto, o
aumento da espessura da parede total observado em nosso estudo pode ter relacéo
com aintensa sintese de colageno, producédo de componentes da matriz extracelular,
liberacdo de fatores de crescimento e proliferacdo celular que ocorre durante o
processo de cicatrizacdo do tecido (38). A descoberta das alteracdes ocasionadas
na mucosa intestinal podera auxiliar no tratamento dos pacientes que sofreram IR
intestinal.

Além das alteragBes neuronais e na parede intestinal, em nosso estudo,
observamos uma reducéo significativa do tempo de transito gastrointestinal nos
grupos isquémico controle (IC) e sham controle (SC) em comparacdo com 0 grupo
controle (C). Rivera e colaboradores (23) também relataram atrasos no transito
gastrointestinal que ocorrem em decorréncia de alteracdes celulares promovidas
pela I/R. Essas alteracdes podem estar associadas ao estresse oxidativo, resposta
inflamatoria (39) e alteracfes nos neurdnios entéricos (22).

Estas mudancas fisiopatoldgicas observadas na I/R, como estresse oxidativo,
inflamacéo e neurodegeneracdo podem ter melhoras significativas com o uso de
substancias antioxidantes (24). Os flavondides tem tido destagque por sua
capacidade antioxidante e anti-inflamatéria. Cada flavondide apresenta
caracteristicas moleculares proprias (26) e podem apresentar efeitos mais ou menos
potentes sobre diferentes patologias estando estes relacionados com seu
mecanismo de acao. A quercetina por suas propriedades pode ter uma importante
acao sobre a lesdo isquémica (17). Li e colaboradores (40) ressaltam em seu estudo
0S mecanismos de acdo da quercetina, dentre eles: inibicdo de citocinas e enzimas
pro-inflamatorias (lipoxigenase e cicloxigenase) auxiliando na modulacdo da
resposta inflamatoria. Aléem de exercer papel cito e neuroprotetor (41) por ser uma
molécula com alta capacidade antioxidante conferida, principalmente, pelos
grupamentos OH presentes em sua estrutura. Por suas caracteristicas a quercetina
€ uma potente eliminadora de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (42)

Em nosso estudo, o uso da quercetina na dose de 10mg/kg promoveu um

efeito antioxidante e protetor que foi verificado pela reducdo da atividade das



enzimas SOD e CAT no grupo isquémico tratado (ITQ). Neste grupo (ITQ) os valores
de SOD e CAT mantiveram-se semelhantes ao grupo controle (C) e reduziram em
relacdo ao grupo isquémico controle (IC), demonstrando assim o efeito protetor da
quercetina e sua capacidade de neutralizar espécies reativas produzidas durante e
apos I/R. Os niveis de glutationa (GSH) e hidroperoéxidos lipidicos (LOOH) no grupo
isquémico tratado com quercetina (ITQ) também se mantiveram semelhantes aos
niveis encontrados no grupo controle (C). A manutencdo dos niveis de LOOH nos
grupos tratados reforca a funcdo protetora da quercetina diante de um quadro de
estresse oxidativo. O trabalho de Borges e colaboradores, obteve bons resultados
para tratamento da lesdo isquémica seguida de 7 dias de reperfusao utilizando 7
mg/Kg de resveratrol livre (ndo encapsulado), porém quando utilizaram o resveratrol
nanoencapsulado na dose de 7 mg/Kg relataram que as nanoparticulas exerceram
certa toxicidade nos animais (8). Em nosso estudo utilizamos a quercetina livre (ndo
encapsulada) na dose de 10 mg/kg, considerada segura e eficiente (15,16). Além
disso, a quercetina possui um arranjo molecular diferente do resveratrol, e conta com
um maior numero de grupamentos —OH. Estes grupamentos sdo grandes
responsaveis pelo potencial antioxidante da quercetina, ja que sdo doadores de
elétrons capazes de estabilizar espécies reativas de oxigénio (14).

A acao neuroprotetora da quercetina foi observada em nosso estudo. Nos
grupos tratados com quercetina (STQ e ITQ) a densidade dos neurbnios
mioentéricos da populacao geral e subpopulacéo nitrérgica foi semelhante ao grupo
controle (C). Este resultado sugere que a reducéo do estresse oxidativo nos grupos
tratados possa ter influéncia na conservacdo da densidade e integridade de células
neuronais no ileo. A acdo neuroprotetora e antiinflamatéria da quercetina foi
reportada por Bossolani e colaboradores (43) quando avaliaram populacéo geral e
subpopulacdes no jejuno de ratos artriticos. A manutencéo da populacdo neuronal
geral e subpopulagéo nitrérgica pode ter contribuido para assegurar a integridade da
mucosa gastrointestinal (44), circulacdo sanguinea local, regulacdo das secrecdes,
contragcdo muscular e peristaltismo.

Em relacdo a morfometria da parede intestinal, os grupos tratados com
guercetina (STQ e ITQ) demonstraram aumento da espessura da parede total em
relacdo ao grupo controle (C). Neste contexto, destacou-se o resultado encontrado
para o grupo isquémico tratado com quercetina (ITQ), que além de apresentar

parede intestinal mais espessa em relacdo ao grupo controle (C), também



apresentou parede intestinal mais espessa em relacdo ao grupo isquémico controle
(IC). Este resultado nos sugere que a acdo anti-inflamatoria e antioxidante da
quercetina (40), possa ter acelerado o processo de reparo tecidual e cicatrizagéo do
tecido intestinal danificado, aumentando a sintese e deposi¢do de colageno, sintese
de componentes da matriz extracelular e proliferacéo celular que ocorre apés danos
a parede intestinal (38). Curgali e colaboradores obtiveram bons resultados no
tratamento com quercetina livre (50 mg/Kg) da injaria isquémica com 24 horas de
reperfusdo, neste estudo foi relatada a melhora geral da morfologia e regeneracéo
da mucosa do jejuno. Isto demonstra que independente do tempo de reperfuséo e
na dose adequada a cada circunstancia a quercetina trouxe bons resultados em
relacdo a parede intestinal.

Quando analisamos o tempo de transito gastrointestinal, observamos que a
Quercetina (grupos STQ e ITQ) foi capaz de manter o funcionamento semelhante ao
grupo controle (C). Estes resultados mostram que os efeitos antioxidante, anti-
inflamatorio e neuroprotetor deste flavondide podem ter efeitos praticos benéficos
aos transtornos ocasionados aos pacientes que tiveram IR intestinal.

Em resumo, nosso estudo confirma que a isquemia seguida por um periodo de
reperfusdo de 7 dias resulta em importantes alteracdes oxidativas, inflamatorias,
morfolégicas e neurodegenerativas no ileo. E o tratamento com 10 mg/kg de
quercetina é capaz de amenizar o estresse oxidativo e a inflamac¢édo na I/R intestinal,
possivelmente devido a sua acao antioxidante, anti-inflamatoria e neuroprotetora. A
quercetina livre na dose de 10 mg/Kg mostrou ser uma molécula promissora no

tratamento de quadros de IR intestinal.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Grupos experimentais e tratamento com quercetina (10mg/Kg). S

grupo sham (falso operado); | grupo Isquémico.

Grupos AMS? Tratamento
C N&o operado - Veiculo
SC Submetido a cirurgia N&o ocluida Veiculo
STQ Submetido a cirurgia Nao ocluida Quercetina
IC Submetido a cirurgia Ocluida Veiculo
ITQ Submetido a cirurgia Ocluida Quercetina

a: Artéria Mesentérica Superior

Tabela 2. Anticorpos primarios e secundarios utilizados na imunomarcacao

para HUC/D* e nNOS*.

Primario Diluicéo Empresa Secundério Diluigao Empresa
HuC/D Invitrogen ® Anti-mouse Invitrogen ®
1:500 1:500
Mouse Cat#A21271 (Alexa Fluor 488) Cat#A21202
nNOS Invitrogen ® Anti-rabbit Invitrogen ®
) 1:500 1:500
rabbit Cat#6171 (Alexa Fluor 546) Cat#A11010
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Figura 1. Tempo de transito gastrointestinal (horas) dos ratos dos grupos: C
(controle), SC (sham controle), STQ (sham tratado com quercetina 10mg/kg), IC
(isquémico controle) e ITQ (isquémico tratado com quercetina 10mg/kg).
Resultados expressos como média = erro padrdo (n = 5/grupo). 2. diferenca
significativa do grupo C; °: diferenca significativa do grupo SC; °: diferenca

significativa do grupo STQ; ¢: diferenca significativa do grupo IC.



Tabela 3. Ensaios bioquimicos de estresse oxidativo para ileo. Grupos: C (controle),
SC (sham controle), STQ (sham tratado com quercetina 10mg/kg), IC (isquémico

controle) e ITQ (isquémico tratado com quercetina 10mg/kg). Resultados expressos

como média * erro padréao (n = 6/grupo).

PARAMETROS
C SC STQ IC ITQ
AVALIADOS
CAT
(umol/min/mg de 0.46+0.07 0.51+0.11  0.41+0.03° 0.66+0.08% 0.39+0.04¢
proteina)
SOD (U SOD/mg
) 0.18+0.008  0.22+0.0162 0.19+0.01 0.22+0.01° 0.15+0,005"
de proteina)
GST
(umol/min/mg de 3.94+0.46 3.93+0.39 3.0+0.46 3.9+0.3 3.3+0.61
proteina)
GSH (pg/g de
_ 996.2+33.1 755.64592  1177+61.4° 756.9+53.87% 1144+43
tecido)
LOOH (mmol/mg
: 68.1+2.1 72.0+2.3 65.7+1.7° 73.5+£1.7%¢ 67.3+2.54
de tecido)
NAG (mD.O./mg
] 0.08+0.003 0.11+0.012  0.09+0.007 0.10+0.004 0.09+0.006
de proteina)
MPO (mD.O./mg
0.11+0.015 0.17+0.06 0.09+0.01 0.15+0.018 0.09+0.01

de proteina)

*a: diferenca significativa do grupo C; ®: diferenca significativa do grupo SC; ©: diferenca

significativa do grupo STQ; ¢: diferenca significativa do grupo IC.



Tabela 4. Morfometria (um) da parede intestinal do ileo de ratos. Grupos: C (controle), SC (sham

controle), STQ (sham tratado com quercetina 10mg/kg), IC (isquémico controle) e ITQ (isquémico

tratado com quercetina 10mg/kg). Resultados expressos como mediana e intervalo de confianca

(n = 7/grupo).

C sc STQ Ic ITQ
253.7 259.8
2325 246 238.5 , :
Paredetotal ;o6 60318) (23562413  (237.2:2413)p  (243.9:252) ez
Submucosa 14.12 13.96 13.44 15.14 13.18
(13.93114.31)  (13.75.14.19)  (13.25:13.73)®  (15.16:15.61)%¢  (13.2:13.73) ¢
useular 28.25 30.68 31.68 29.84 31.98
(27.47:28.45)  (29.98:31.02)7°  (31.32:32.46)°  (29.96:31.32)%  (31.49:32.63)%¢
Altura dos 110.7 117.5 107.1 123 118.4
vilos (110.1:113.2) (11351169  (106.2:109) ®  (119.3:123.7) ¢

Largura dos
vilos

Profundidade

de cripta

22.16
(21.96;22.74)

47.03
(46.8;48.36)

21.41
(21.28;22.08)

42.87
(44.51:46.5) @

22.79
(22.59;23.51)P

42.37
(41.83;23.21)%

19.45
(19.42;20.18)3¢

4253
(41.72;43.13)

(118.3;122.1)%

17.07
(17.36;18.23)20cd

44.44
(44.25;45.81)2c

*2: diferenca significativa do grupo C; °: diferenca significativa do grupo SC; ¢: diferenca significativa do

grupo STQ; ¢: diferenca significativa do grupo IC.



Tabela 5. Densidade (neurénios/ganglio) e morfometria (um?) dos neurdnios HUC/D* e
NNOS™* do ileo de ratos. Grupos: C (controle), SC (sham controle), STQ (sham tratado
com quercetina 10mg/kg), IC (isquémico controle) e ITQ (isquémico tratado com
guercetina 10mg/kg). Dados paramétricos expressos como média + erro padrdo e nao

paramétricos como mediana e intervalo de confianca (n = 7/grupo).

C sc STQ IC ITQ
Densidade ;43,08 13.240.3° 18.1+0.9b 11.9+1% 15.4+0.3¢
HuC/D
Densidade 69103 4.740.3° 7.040.6° 4.240.1% 6.0£0.3¢
nNOS
Morfometria  208.3 209.1 191.2 209.4 245.3

HuC/D*  (210.7;225.3) (214.7;229.5)  (197.7;211.4)®  (225.5;242.8)°  (252;269.5)c

Morfometria 219.9 220.7 211.4 229 216.7
nNOS* (222.3;236.1) (225.2;237.5)  (214.8,227.6)  (232.6;246.7)°  (218.3;230.9)

* 2. diferenca significativa do grupo C; °: diferenca significativa do grupo SC; °: diferenca

significativa do grupo STQ; ¢: diferenca significativa do grupo IC.
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readers are entitled. This is not meant to imply that a financial relationship with an
organization that sponsored the research or compensation received for consultancy

related to theresearch may include but are not limited to the following:

e Research grants from funding agencies (please give the research funder and the
grant number)

e Honoraria for speaking at symposia

e Financial support for attending symposia

e Financial support for educational programs

e Employment or consultation

e Support from a project sponsor

e Position on advisory board or board of directors or other type of management
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RESEARCH INVOLVING HUMAN PARTICIPANTS
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statement that the studies have been approved by the appropriate institutional and/or
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ethical standards as laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and its later
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“For this type of study formal consent is not required. ”

STATEMENT ON THE WELFARE OF ANIMALS

The welfare of animals used for research must be respected. When reporting
experiments on animals, authors should indicate whether the international, national,
and/or institutional guidelines for the care and use of animals have been followed,
and that the studies have been approved by a research ethics committee at the
institution or practice at which the studies were conducted (where such a committee

exists).
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