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RESUMO

O trato gastrintestinal (TGI) ¢ composto por um conjunto de 6rgdos que tém
como principal fun¢io a nutri¢do do corpo humano e manuten¢do da homeostase, por
meio da absorc¢do de 4gua e nutrientes provenientes dos alimentos ingeridos. A absor¢ao
de 4gua e nutrientes ocorre em diferentes segmentos do TGI, e para isso ¢ indispensavel
que o alimento ingerido percorra todo o TGI. Para isso, existem mecanismos
denominados atividades motoras do TGI, que podem sofrer alteragdes em razao de
disfungdes fisiologicas causadas por distirbios do TGI. Durante as ultimas décadas,
inimeros estudos foram abordados pela comunidade cientifica para compreender a
fisiopatologia da diarreia e como ela afeta a motilidade gastrintestinal. Para a avaliagao
do transito gastroinstestinal (GI) as técnicas de maior vislumbre nesses estudos sdo a
técnica do carvao ativado e a técnica do vermelho de fenol, enquanto para avaliagdo da
contratilidade de segmentos do TGI a técnica mais utilizada para estes estudos € a técnica
do banho de 6rgaos. Essas técnicas compartilham a necessidade de eutanasia do animal,
aumentando o nimero de animais necessarios para o estudo e inviabilizando medidas
pareadas. Diante da necessidade de desenvolver estudos capazes de oferecer uma
metodologia completa para investigagdo de parametros bioldgicos da diarreia, a
Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) apresenta-se livre de radiagdo
ionizante, ndo invasiva, de alta versatilidade e baixo custo, ¢ ¢ capaz de analisar o
processo de esvaziamento gastrico, transito orocecal, atividade de contracao gastrica de
ratos antes e depois da indu¢do de um modelo de indugao de diarreia por dieta rica em
lactose. O objetivo desse trabalho foi empregar a BAC para avaliar a motilidade GI em
ratos diarreicos de forma in vivo. Foram avaliados parametros de transito GI, como o
esvaziamento gastrico (GE) e transito orocecal (OCT), e pardmetros de contratilidade
gastrica. Através dos resultados obtidos, foi observado que os animais do grupo DRL
apresentaram uma diminui¢ao do tempo médio de GE e do tempo médio de OCT em
relacdo ao grupo Controle, resultando em uma diminui¢do do tempo de transito GI geral,
0 que ¢ corroborado pelo aumento da frequéncia de contracao gastrica obtida através da
transformada rapida de Fourier (FFT) dos sinais de contratilidade dos animais. Em
sintese, o sistema BAC foi capaz de detectar altera¢cdes na motilidade GI em modelos de
diarreia de maneira in vivo apresentando-se como uma técnica promissora ha
compreensdo dos mecanismos mecanicos da diarreia, além ser benéfica para a
caracterizacao de estudos futuros, permitindo a avaliacdo de anormalidades do transito,
bem como auxiliando na pesquisa acerca da fisiopatologia da diarreia e de novos
farmacos antidiarreicos mais acessiveis € com menos efeitos colaterais associados ao
seu uso.

Palavras-chave: Biomagnetismo, Biosusceptometria de Corrente Alternada,
Motilidade Gastrintestinal, Diarreia, Dieta Rica em Lactose.



ABSTRACT

The gastrointestinal tract (GIT) is composed of a set of organs whose main
function is the nutrition of the human body and the maintenance of homeostasis, through
the absorption of water and nutrients from the ingested food. The absorption of water and
nutrients occurs in different segments of the GIT, and for this it is indispensable that the
ingested food travels through the entire GIT. To this end, there are mechanisms called
motor activities of the GIT, which can undergo changes due to physiological dysfunctions
caused by GIT disorders. During the last decades, numerous studies have been addressed
by the scientific community to understand the pathophysiology of diarrhea and how it
affects gastrointestinal motility. For the evaluation of gastrointestinal transit, the most
prominent techniques in these studies are the activated charcoal technique and the phenol
red technique, while for the evaluation of the contractility of GIT segments, the most
commonly used technique for these studies is the organ bath technique. These techniques
share the need for animal euthanasia, increasing the number of animals required for the
study and making paired measures unfeasible. In view of the need to develop studies
capable of offering a complete methodology for investigating biological parameters of
diarrhea, Alternating Current Biosusceptometry (ACB) is radiation-free, non-invasive,
highly versatile and low-cost, and is capable of analyzing the process of gastric emptying,
orocecal transit, gastric contraction activity of rats before and after induction of a diarrhea
model by a high lactose diet. The objective of this work was to employ ACB to evaluate
GI motility in diarrheic rats in vivo. GI transit parameters, such as gastric emptying (GE)
and orocecal transit (OCT), and gastric contractility parameters were evaluated. Through
the results obtained, it was observed that the DRL group animals presented a decrease in
the mean GE time and the mean OCT time compared to the Control group, resulting in a
decrease in the overall GI transit time, which is supported by the increase in the frequency
of gastric contraction obtained through the fast Fourier transform (FFT) of the animals'
contractility signals. In summary, the ACB system was able to detect changes in GI
motility in diarrhea models in an in vivo manner, presenting itself as a promising
technique in understanding the mechanical mechanisms of diarrhea, as well as being
beneficial for the characterization of future studies, allowing the evaluation of transit
abnormalities, as well as assisting in research on the pathophysiology of diarrhea and
new, more accessible anti-diarrheal drugs with fewer side effects associated with their
use.

Keywords: Biomagnetism, Alternating Current Biosusceptometry, Gastrointestinal
Motility, Diarrhea, High Lactose Diet.
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1. Introducio

O trato gastrintestinal (TGI) € composto por um conjunto de 6rgaos responsaveis
pela nutricdo do corpo humano, no qual, a 4gua e os nutrientes essenciais para a
manuten¢do da homeostase sao absorvidos em segmentos distintos do TGI. Desta forma,
¢ imprescindivel que o alimento ingerido percorra todo o TGI antes de ser excretado. Os
mecanismos responsaveis por tal funcdo sdo denominados atividades motoras do TGI.
Apoés a ingestdo de alimentos e outros nutrientes, o digerido é propagado através de
contragdes musculares coordenadas involuntarias, denominadas peristaltismo, que sao
moduladas por diversos mecanismos como o sistema nervoso, endocrino, células
musculares lisas e células marca-passo(KIM; PRITTS, 2017)(PINTO; MIRANDA,
2017). As atividades motoras do TGI podem apresentar variacdes em razao de alteragdes
fisiologicas e comumente essas alteragdes estdo associadas a disturbios do TGI
(BASSOTTlI et al., 2014).

Dentre os distirbios que alteram as atividades motoras do TGI, os principais e
mais estudados sao a Sindrome do Intestino Irritavel (SII), Constipa¢do Funcional (CF),
Dispepsia Funcional (DF) e Distensdo Funcional (SPERBER et al., 2021). A maior
prevaléncia ¢ encontrada na SII, atingindo cerca de 9% a 23% da populacdo mundial
anualmente, e seus principais sintomas incluem diarreia, constipacdo e dor ou desconforto
abdominal (SPERBER etal., 2021). A diarreia ¢ um dos principais sintomas de distarbios
do TGI e tem prevaléncia estimada de 5% (HEADSTROM; SURAWICZ,
2005)(“Diarrhoeal disease”, [s.d.]).

A diarreia ¢ caracterizada pelo aumento de evacuacdes (mais de trés por dia) e
aumento da liquidez das fezes, que pode se estender por muitos dias e acarretar altos
niveis de desidratagdo, gerando problemas ainda mais graves (HEADSTROM,;
SURAWICZ, 2005; MULLHAUPT, 2002). Durante as ultimas décadas, intimeros
estudos foram abordados pela comunidade cientifica para compreender a fisiopatologia
da diarreia e como ela afeta a motilidade gastrintestinal, visando também o
desenvolvimento de novos antidiarreicos mais eficientes e com menos efeitos colaterais.

A utilizagdo de modelos animais ¢ essencial para auxiliar o entendimento de todos
os mecanismos envolvidos na diarreia cronica e os seus efeitos na motilidade GI. O
modelo de indugdo por dieta rica em lactose € o mais encontrado na literatura para
compreender a fisiopatologia da diarreia cronica. Os estudos evidenciaram que dietas com
alto teor de lactose induzem diarreia osmdtica em animais experimentais e que ratos

submetidos a uma dieta rica em lactose, apresentam diarreia de 24 a 48 horas apds o inicio
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do consumo da dieta, o que consolida o0 modelo como eficiente e seguro (BOAKYE et
al., 2012; GALVEZ et al., 1995; JI et al., 2019). Nesses modelos, os parametros da
motilidade GI avaliados sdo, o transito GI (LI et al., 2016; SOBCZAK et al., 2014) ¢ a
atividade mecanica de segmentos do TGI, como, por exemplo, a contratilidade gastrica
(CORAK et al., 1997) e colonica (SOBCZAK et al., 2014). Os estudos destes parametros
permitem a andlise macroscopica completa sobre a atividade motora do trato
gastrintestinal.

As técnicas de maior vislumbre para a avaliagdo do transito GI nesses estudos sao
a técnica do carvao ativado e a técnica do vermelho de fenol. A técnica do carvao ativado
consiste na afericdo da distancia percorrida pelo marcador no intestino apds a
administracio (PADMANABHAN et al., 2013). Ja o vermelho de fenol funciona através
da analise das concentragdes do tragador que, no caso ¢ o vermelho de fenol, ¢ um cristal
vermelho, levemente acido, sendo estavel ao ar. Neste método, o vermelho de fenol é
utilizado como um tragador ndo absorvivel na refeicdo teste, apresentando como resultado
a concentragdo do tragador em cada segmento do TGI (estdmago, intestino delgado e
ceco) a partir de sua respectiva absorbancia. Por sua vez, ambos os métodos possuem
como desvantagem a alta invasividade, a inviabilidade de medidas pareadas e a
necessidade de um grande numero de animais para desenvolver um perfil temporal do
transito gastrintestinal, pois requerem a eutandsia do animal (SCARPIGNATO et al.,
1980).

A determinacdo da frequéncia de contragdo ou contratilidade de segmentos do
TGI ¢ extremamente importante em estudos envolvendo modelos diarreicos para a
avaliacdo da atividade de contracdo mecanica (SOBCZAK et al., 2014). A técnica mais
utilizada para estes estudos € a técnica do banho de 6rgaos, onde o segmento de tecido do
TGI que deseja ser estudado € retirado e colocado em um recipiente de volume controlado
contendo solucao de Krebs oxigenada, posteriormente ¢ fixado por um fio de fibra dptica
a um mandmetro e, apds a calibragdo, a contracdo mecanica do tecido gera modulagdes
que sdo registradas por um transdutor de forca e armazenados em uma interface
computacional (DINNING et al., 2016). Apesar da técnica permitir a obtengdo de curvas
de resposta dependentes da dose de farmacos, o método também requer a eutanasia do
animal, inviabilizado medidas pareadas, e possui alta complexidade.

Ao estender os estudos da motilidade GI para a rotina clinica, podemos mencionar
a cintilografia. Essa técnica € ndo invasiva, de realizacao relativamente simples e permite

a avaliacdo de processos fisiologicos de transito GI in vivo e, apesar de ser diariamente
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utilizada na rotina clinica, pode ser empregada também para estudos pré-clinicos. A
cintilografia possui boa performance e protocolos de uso bem estabelecidos
internacionalmente, o que facilita seu uso na rotina clinica. Por outro lado, a técnica tem
como desvantagem a exposi¢ao do tecido biologico a radiacao ionizante, com dose de
radiacdo liberada préxima a de uma radiografia de abdémen convencional. (ABELL et
al., 2008). A técnica consiste na administracdo de radiofarmacos especificos e o
subsequente monitoramento da emissdo radioativa desse material em determinada regido
de interesse do TGI. Os sinais obtidos pelos detectoras de radiagao sao reconstruidos em
imagens e, através da andlise das imagens formadas, ¢ possivel quantificar a massa de
alimento que ainda estd no estdomago. Isto ¢, a medida da atividade radioativa em um
instante ¢ uma representacao indireta do contetido alimentar no 6rgao (GRIFFITH et al.,
1966). O alto custo associado e a necessidade de manipulagdo e administragdo de um
radiofarmaco limitam as aplicag¢des pré-clinicas da técnica.

De maneira alternativa, existem técnicas biomagnéticas que podem ser utilizadas
no estudo dos processos do transito GI e contratilidade de segmentos do TGI. Tais
técnicas sao nao invasivas e totalmente livres de radiacao ionizante, sendo utilizadas para
aferir sobre o campo magnético proveniente de sistemas biologicos (WEITSCHIES et al.,
1994). As instrumentagdes aplicadas em biomagnetismo envolvem detectores de campo
magnético, como dispositivos supercondutores de interferéncia quantica (SQUID, do
inglés superconducting quantum interference device), magnetometros de fluxo saturado
(Fluxgate), detectores baseados no Efeito Hall, ressondncia magnética e
Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) (ROMANI; WILLIAMSON;
KAUFMAN, 1982).

Dentre as técnicas biomagnéticas, a BAC apresenta-se como livre de radiagao
ionizante, ndo invasiva, de alta versatilidade e baixo custo. A BAC j4 foi aplicada para
analisar o processo de esvaziamento gastrico (BAFFA et al., 1995; MIRANDA et al.,
1992), transito orocecal, atividade de contracao gastrica em humanos (MIRANDA et al.,
1997), ratos (QUINI et al., 2012b) e cades (MORAES et al., 2003) e a atividade de
contragao colonica em ratos (CALABRESI et al., 2019b). A técnica ¢ baseada no uso de
bobinas de indugdo para mensurar a magnetizagdo de marcadores magneticamente
susceptiveis distribuidos no tecido bioldgico através do registro da variacao de fluxo
magnético que o material causa no sensor. As microparticulas de ferrita de manganés
(MgFe203) em p6 (50 a 100 um) € o principal tipo de tragcador magnético utilizado para

confeccionar a ragdo magnética para ensaios in vivo (AMERICO et al., 2010). Esse



15

material ¢ de grande interesse para ensaios envolvendo o TGI por nao ser absorvido
(material inerte) e ser eliminado nas fezes. Através da administragdo de uma refeicao
solida contendo tragadores magnéticos € possivel avaliar de forma segmentada os
parametros do transito GI. Dessa forma, ¢ possivel avaliar individualmente o tempo de
esvaziamento gastrico, tempo de transito orocecal, além da atividade mecanica de
contracdo gastrica e colonica em uma unica técnica, de forma nao invasiva e viavel para
medidas pareadas que, em estudos com modelos bioldgicos in vivo, ¢ de extrema
relevancia para a comunidade cientifica.

O desenvolvimento de novos estudos acerca da diarreia cronica ¢ de grande
interesse a comunidade cientifica e, como resultado, a populagcdo em geral. As técnicas
utilizadas com maior frequéncia em ambientes pré-clinicos sdo invasivas e ndo permitem
a avaliacdo da motilidade GI em animais submetidos ao modelo de diarreia cronica
induzida por lactose de maneira pareada. Dessa forma, o desenvolvimento de técnicas
alternativas que apresentam baixa invasividade e ndo demandam da eutanasia dos animais
para avaliar pardmetros do TGI, como a BAC, podem colaborar significativamente no
desempenho de estudos pré-clinicos e, como consequéncia, em tratamentos clinicos

relacionados a diarreia cronica.

2. Objetivos
Este trabalho tem como objetivo desenvolver uma metodologia ndo invasiva para
avaliar de maneira segmentada a motilidade GI em modelo de diarreia cronica induzida
através de dieta rica em lactose (BOAKYE et al., 2012; GALVEZ et al., 1995; JI et al.,
2019) utilizando a técnica de Biosusceptometria de Corrente Alternada. Para tal, os
seguintes objetivos especificos foram realizados:
¢ Indugdo do modelo de diarreia utilizando uma dieta rica em lactose;
e Delineamento e Experimentacao animal via BAC para avaliar a motilidade GI:
o Determinacdo do tempo médio de esvaziamento gastrico (MGET);
o Determinacdo do tempo médio de chegada ao ceco (MCAT);
o Determinacdo da frequéncia dominante de contrag¢do gastrica.

e Avaliacdo e comparagdo dos parametros analisados.
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3. Materiais e Métodos
3.1. Animais e Protocolo Experimental

Neste estudo, foram utilizados 15 ratos machos (Rattus norvegicus albinus,
Wistar, pesando 250-350g) provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual
Paulista (UNESP). Os animais foram mantidos em condi¢des adequadas a 21 °C = 1 °C
com ciclo claro/escuro de 12h/12h, filtracdo de ar constante e alimentagdo ad libitum.
Todos os experimentos com animais foram conduzidos de acordo com o Comité de Uso
¢ Cuidados com Animais da Universidade Estadual Paulista (UNESP) (protocolo n°
CEUA — IBB 5587230421). Os ratos foram divididos em dois grupos experimentais,
grupo Controle (GC) e grupo submetido a dieta rica em lactose, denominado (DRL).
Especificamente, os animais do grupo DRL referem-se a etapa apds o protocolo de
inducao do modelo de diarreia, obtido através de uma dieta rica em lactose, de acordo
com o protocolo estabelecido por Boakye ef al. € o grupo controle refere-se aos mesmos
animais, porém na etapa anterior a indu¢do do modelo de diarreia. Portanto, obtemos
informagdes da motilidade gastrintestinal em momentos distintos no mesmo animal,

conforme ilustrado na figura 1.

Figura 1. Diagrama esquematico do protocolo experimental.

Avaliacio da Motilidade GI Periodo de Inducio Avaliacio da Motilidade GI
{Grupo Controle) do Modele de Diarreia {Grupe DRL)
T r/\\ T N
I | 4
0 1 7 8 Dias

3.2. Inducio do Modelo de Diarreia por Dieta Rica em Lactose

O protocolo de indugdo utilizado consiste na confec¢do e administracdo por via
oral de racdes contendo 35% de lactose monoidratada que foram peletizadas na Unidade
de Pesquisa Experimental (UNIPEX) da Faculdade de Medicina de Botucatu e a partir do
segundo dia do protocolo experimental, todos os animais do grupo (DRL) foram
submetidos a dieta rica em lactose durante 7 dias. Com o intuito de confirmar o modelo
de inducdo de diarreia, a morfologia fecal antes e ap6s o periodo de indu¢ao do modelo
foi monitorada. Os animais foram considerados diarreicos uma vez que as fezes

produzidas se apresentavam moles, aquosas, amareladas e mal formadas comparadas as
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fezes de animais em dieta padrdo, onde as fezes deveriam se apresentar macias € bem
formadas, como mostrado em estudos anteriores (BOAKYE et al., 2012; GALVEZ et al.,
1995; JI et al., 2019). Os animais que ndo apresentaram alteracdes na morfologia fecal,

nao foram utilizados para a realizagao das medidas de motilidade GI via BAC.

3.3. Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC)

O sistema BAC consiste em dois pares de bobinas, separados por uma distancia
de 15 cm. Cada par ¢ composto por uma bobina de excitacao (externa) e uma de detecg¢ao
(interna), no qual as bobinas detectoras sdo conectadas em sentidos opostos, com o
objetivo de reduzir o ruido ambiental, fornecendo boa relagdo sinal-ruido. O par de
bobinas mais distante da amostra fornece o sinal de referéncia, enquanto o outro, mais
proximo da amostra, atua como detector. O amplificador /ock-in (SR830, Stanford
Research Systems, Sunnyvale, EUA) gera um sinal de 0,7 V a 10 kHz, que ¢ amplificado
para 40 V através de um amplificador de poténcia (TIP 800, Ciclotron, Barra Bonita,
Brasil) e aplicado nas bobinas excitadoras, gerando um campo magnético alternado que
atravessa a seccdo transversal das bobinas de detecgdo. A presenca de materiais
magnéticos proximos a bobina de detec¢do desequilibra o fluxo magnético total do
sistema. O sinal elétrico gerado nas bobinas de detec¢do pela presenca do material
magnético retorna ao amplificador lock-in e gera um sinal DC através da filtragem em
fase. O sinal ¢ adquirido na frequéncia de 20 Hz em sistema Biopac A/D (sistema MP100;
BIOPAC, CA, EUA) e armazenado em um computador.

Neste trabalho foi utilizado um arranjo de sensor BAC monocanal (Mono-BAC)
que foi projetado e desenvolvido para andlises em animais in vivo (CALABRESI et al.,
2015, 2019a; PINTO et al., 2021; QUINI et al., 2012a). A Figura 2 representa o diagrama

de funcionamento do sistema BAC com o sensor Mono-BAC.
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Figura 2. Diagrama de funcionamento do sistema BAC com sensor monocanal.
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3.4. Medidas da Motilidade GI via BAC

Ap6s jejum de 12 horas, os animais ingeriram uma refeicao teste contendo um
marcador magnético que permite a avaliagdo do transito gastrintestinal e da motilidade
gastrica por meio da BAC (Secdo 3.4.1 e 3.4.2). A refeicdo teste (Pellet 2 g) foi composta
de ferrita em po (0,5 g) e racdo de laboratdrio (1,5 g). As microparticulas de ferrita de
manganés (MnFe;Os, 50-100 pm, Ferroxcube, El Paso, EUA) fornecem excelente
resposta magnética € nao necessitam de magnetizacao prévia. Além disso, € inabsorvivel
e inerte ao organismo (HUTTUNEN; TORMA, 2005; ROMEIRO et al., 2006). Apos a
ingestdo da refei¢do teste, foi realizado o monitoramento magnético medindo os valores
de intensidade registrados pelo sistema Mono-BAC posicionado na superficie abdominal.
Os animais foram manuseados delicadamente pelo pescogo, € o sensor foi posicionado na
projecdo gastrica e no ceco. A regido do estomago foi determinada como a regido de
maior intensidade sinal registrado pelo sistema Mono-BAC 10 minutos apos a ingestao

da refeicao teste e a regido do ceco foi determinada através das referéncias anatdmicas
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definidas em estudos anteriores (HUIZINGA, 2001). O sinal do sistema Mono-BAC foi
analisado para monitorar o esvaziamento gastrico (GE, do inglés Gastric Emptying) e o
transito orocecal (OCT, do inglés Orocecal Transit) e detectar a frequéncia de contracao
gastrica, além de possibilitar a detec¢ao de arritmicidades pela avaliagao do perfil dos
sinais biomagnéticos. Ambos os topicos sao descritos nas segdes 3.4.1 e 3.4.2,
respectivamente e a Figura 3 ilustra o processo de administragdo da ragdo contendo o

tracador magnético e a posterior determinagao das regides do estomago e do ceco.

Figura 3. Diagrama representativo. O animal ingere a ragdo contendo as microparticulas de ferrita de
manganés e posteriormente as regides do estdbmago sdo definidas pela regido onde ha maior intensidade

de sinal e do ceco com base em referéncias anatomicas.
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3.4.1. Transito GI

Apods a ingestdo das refeicdes testes contendo material magnético solido, o
esvaziamento gastrico GE e o trinsito orocecal OCT foram obtidos registrando a
intensidade do sinal das medigdes em intervalos de 30 minutos por 6 horas nas regides
anatomicas do estdbmago e ceco, respectivamente (CALABRESI et al., 2015). As medidas
a seguir foram realizadas no intervalo descrito com os animais acordados, manipulando
os animais pelo pescoco. Os sinais brutos obtidos em cada regido anatomica foram
analisados por inspe¢do visual e andlise estatistica do momento. O momento estatistico

foi definido a partir da média temporal ponderada pelas curvas de intensidade magnética
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e normalizada pela area sob a curva. Portanto, foram quantificados dois parametros
relevantes: O tempo médio de esvaziamento gastrico (MGET), definido como o tempo t
(minutos) para que uma quantidade média de refei¢do magnética foi esvaziada do
estdbmago, e o tempo médio de chegada ao ceco (MCAT), definido como o tempo t
(minutos) em que um aumento na quantidade média de refeicdo magnética chegou ao

CCCO.

3.4.2. Contratilidade GI

Para avaliar os padrdes de contratilidade géstrica, os animais foram anestesiados
com isoflurano (4,0% de indugdo e 1,5% de manuten¢do) 15 minutos apds a ingestdo da
refeicdo magnética solida para monitorar a atividade de contragdo mecénica do estomago.
Cada animal foi submetido a um periodo de 20 minutos de aquisi¢do, no qual, o sensor
BAC-monocanal foi posicionado na regido abdominal do estomago e o sinal registrado
em um sistema Biopac A/D (sistema MP100; BIOPAC, CA, EUA) com uma frequéncia
de aquisi¢ao de 20 Hz.

Os dados brutos de contratilidade gastrica foram analisados no MatLab®
(R2015a, Natick, MA, EUA) por inspecao visual da geometria do sinal e pelo espectro o
sinal, obtido pela Transformada Rapida de Fourier (FFT, do inglés Fast Fourier
Transform). O pico de frequéncia mais alto para cada FFT foi considerado a frequéncia
dominante de contragdo gastrica, e o menor foi o ruido intrinseco do sinal. As frequéncias
foram expressas em milihertz (mHz).

Apo6s a quantificacao dos valores de frequéncia obtidos pela FFT, o histograma
dos valores foi construido para a analise da contratilidade gastrica . O histograma permite
a visualizacdo do perfil de distribuicdo de frequéncia e apds a implementacdo do ajuste
gaussiano foi quantificado o valor da variancia (o) e a largura a meia altura (FWHM, do
ingl€s full width at half maximum), mostrando-nos como esses valores estdo dispersos do

valor central.

3.5. Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
8.0.1 (GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, EUA). Os dados foram apresentados
como média + desvio padrdo. A comparagdo foi realizada entre diferentes momentos

dentro do mesmo grupo através do teste t pareado.
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4. Resultados
4.1. Parametros Metabolicos

A Figura 4 apresenta as mudancas na morfologia fecal, que caracterizaram fezes
moles, aquosas, amareladas e malformadas apds a implementacdo da dieta rica em
lactose, indicando que os animais submetidos a dieta rica em lactose foram induzidos com

sucesso ao modelo de diarreia.

Figura 4. Imagens morfologicas dos pellets fecais antes e depois da implementag@o da dieta rica em

lactose.
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4.2. Medidas da Motilidade GI via BAC
4.2.1. Transito Gastrintestinal

A Figura 5 apresenta um exemplo do perfil das curvas do sinal magnético obtido
apos o animal ingerir a refei¢do magnéticas solidas. Essas curvas estdo associadas ao
esvaziamento gastrico (GE), com perfil decrescente, e transito orocecal (OCT), com o
perfil crescente, para os grupos controle e tratado. E possivel notar que, em relagio a
curva GE, a principal diferenga entre o grupo controle e o grupo DRL ¢ a velocidade do
decaimento, no qual a curva do grupo DRL decai mais rapidamente que o grupo controle.
Por outro lado, nas curvas do OCT o grupo DRL apresentou uma curva mais acentuada,
0 que representa menor tempo para a chegada do material magnético no ceco em relagao

ao grupo controle.
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Figura 5. Perfis de curvas de decaimento referentes ao GE e curvas de enchimento referentes ao OCT nos

grupos controle ¢ DRL.
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A Figura 6 resume os parametros temporais de transito gastrintestinal nos grupos
experimentais avaliados pela BAC. Como esperado, o tempo de esvaziamento gastrico
apresentou variacdo entre os grupos avaliados durante o protocolo experimental. Os
valores de MGET do grupo controle e tratado foram 88.51 & 13.69 e 63.38 £ 13.87 min
respectivamente. Através das andlises estatisticas, foi encontrada uma diferenca
significativa entre os valores de MGET dos grupos controle e tratado (p < 0.01).

Para o MCAT, também foi observado uma diminui¢do no grupo tratado em
relagdo ao grupo controle. O MCAT para o grupo controle foi 245.1 = 23.17 e para o
grupo DRL foi 219.3 + 28.56, ndo apresentando diferenca significativa.
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Figura 6. Tempos médios de esvaziamento gastrico (MGET) e chegada ao ceco (MCAT). ** p<0.01.
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A Figura 7 mostra as médias das frequéncias de contragdo gastrica dos grupos

controle ¢ DRL, que apresentaram, respectivamente, 70 mHz e 78 mHz. Através das

analises estatisticas, foi encontrada uma diferenca significativa entre as frequéncias de

contragdo gastrica dos grupos controle e DRL (p < 0.01).

Figura 7. Médias das frequéncias de contragdo gastrica dos grupos Controle e DRL. ** p<0.01
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A Figura 9 apresenta o perfil da curva de ambos os grupos. Através dos resultados

obtidos pela FWHM, foi obtido um valor superior do grupo DRL em relagdo ao grupo

controle (22.69 e 10.59, respectivamente). Valores mais altos de FWHM indicam uma

banda de distribui¢do de frequéncia mais ampla e um padrao de frequéncia mais disperso

e irregular (HUTTUNEN; TORMA, 2005).
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Figura 8. Distribuicdo dos valores quantificados de frequéncia de contragdo gastrica e a largura a meia

altura (FWHM).
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A Figura 9 apresenta dois sinais de contratilidade gastrica e suas respectivas FFT

do mesmo animal. Nestes sinais, podemos observar mudancas no perfil do grupo DRL

em relagdo ao grupo controle e uma maior frequéncia de contragdo gastrica no grupo

DRL, o que corrobora com os resultados observados na Figura 6.

Figura 9. Sinal de contragdo gastrica e a respectiva FFT do grupo Controle (A) e do Grupo DRL (B).
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5. Discussao

Neste estudo, implementamos uma avaliagdo completa da motilidade
gastrointestinal e sua resposta a um modelo de diarreia cronica induzida por dieta rica em
lactose, usando o sistema BAC.

Na Figura 4, identificamos que as fezes dos animais do grupo tratado se
apresentaram moles, aquosas, amareladas e malformadas em relagdo as fezes dos animais
do grupo controle. Esses achados indicam que os animais submetidos ao protocolo de
inducdo por dieta rica em lactose apresentaram caracteristicas bem definidas de diarreia,
conforme evidenciado em estudos anteriores (BOAKYE et al., 2012; GALVEZ et al.,
1995; Jl et al., 2019).

Apbs a confirmacao da inducao do modelo de diarreia, por meio de nossas analises
acerca dos parametros de quantificacdo do transito gastrintestinal obtidos, expressos por
MGET e MCAT, foi possivel constatar uma reducdo no tempo total de transito GI dos
animais induzidos ao modelo de diarreia. O valor obtido de MGET, através das medidas
in vivo, apresentou uma diferenca estatisticamente significativa (p<0.01) entre os grupos
Controle e DRL, apresentando um esvaziamento gastrico acelerado. Segundo Caballero-
Plasencia et. al 1998, mostrou que pacientes que apresentavam diarreia cronica como
sintoma, obtiveram um tempo de esvaziamento gastrico acelerado em relagao a pacientes
com constipacao cronica. Em relacdo ao MCAT, mesmo nao apresentando uma diferenca
estatisticamente significativa, indicou uma redug@o no tempo de chegada do material ao
ceco no grupo DRL em relag@o ao grupo controle. Sikander ef al 2022, obteve via teste
de H> no ar expirado, um tempo de chegada do material ao ceco acelerado em pacientes
com Sindrome do Intestino Irritdvel com predominancia de diarreia, assim corroborando
com os resultados obtidos no presente trabalho.

Os sinais obtidos na avaliacdo da contratilidade gastrica indicaram mudancgas no
perfil de contracdo géstrica do grupo DRL em relagdo ao grupo Controle, apresentando
um sinal arritmico € com uma maior frequéncia de contragdo gastrica no grupo DRL.
Além disso, o grupo DRL também apresentou valores de FWHM maiores que o grupo
Controle, o que indica uma banda de distribui¢do de frequéncia mais ampla e um padrao
de frequéncia mais disperso e irregular (HUTTUNEN; TORMA, 2005). Através do
aumento da frequéncia de contragdo gastrica e do sinal arritmico obtido, € possivel inferir
que houve uma taquigastria nos animais induzidos ao modelo de diarreia, assim como
evidenciado por Lin, Z et al 1999, que mostrou que frequéncias de contracdo gastrica

arritmicas indicaram taquigastria. A redu¢cdo no MGET e MCAT ¢ corroborada pelo
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aumento da frequéncia de contragdo gastrica encontrada no grupo DRL, uma vez que a
frequéncia de contragdo dos segmentos do TGI esté diretamente relacionada ao tempo de
transito GI.

A BAC apresenta caracteristicas intrinsecas adequadas a gastroenterologia devido
a capacidade de detectar a frequéncia de contracao de segmentos do TGI, como estdbmago
e colon. Assim, como a atividade contratil dos segmentos gastrointestinais ¢ ritmada com
ciclos de contragdo e relaxamento ao longo do tempo, movimentos das paredes do
estdbmago, gerados por contragdes musculares, alteram a distdncia entre o sensor € o
material magnético, promovendo modulagdes no sinal registrado pelo sensor posicionado
na regido anatdmica e permitindo determinar a frequéncia das contra¢des. Além do
sistema BAC apresentar baixa invasividade e ndo necessitar de radiotragadores ou agentes
de contraste, 0 mesmo permite uma avaliagdo simultanea do tempo de transito do trato
GI e seu perfil de contratilidade.

A avaliacdo da motilidade gastrintestinal por meio da andlise do transito GI e da
contratilidade dos segmentos ¢ fundamental. A BAC se apresenta como uma alternativa
as técnicas que sdo atualmente consideradas padrdo ouro, como a técnica do carvao
ativado e a técnica do banho de 6rgaos, isso porque ambos os métodos sdo invasivos e
exigem a eutanasia dos animais, o que inviabiliza medidas pareadas. As medidas pareadas
em modelos bioldgicos sdo essenciais para minimizar erros de medida associados a
variagdes anatomicas, melhorando a confiabilidade dos resultados (CALABRESI et al.,
2019c).

Com isso, estabelecer uma metodologia que permita a avaliagdo sequencial da
motilidade GI no mesmo rato em um modelo de diarreia, como a técnica BAC, ¢
promissor para aplicagdes em estudos acerca da motilidade GI, o que ¢ de suma
importancia, visto que, atualmente diversos estudos visam compreender os mecanismos
fisiopatologicos da diarreia e desenvolver novos farmacos antiadiarreicos mais acessiveis
e eficazes, que sejam capazes de aliviar os sintomas associados (BOAKYE et al., 2012;

GALVEZ et al., 1995; Jl et al., 2019).

6. Conclusao
De acordo com os resultados do presente estudo, a diarreia induzida através do

protocolo de indugdo por dieta rica em lactose afetou a atividade motora gastrintestinal.
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Por meio do monitoramento via BAC obtivemos os parametros de transito gastrintestinal
(GE e OCT) e determinamos a atividade de contragdo gastrica.

Os resultados mostraram que a diarreia diminuiu o tempo de transito
gastrintestinal e gerou um aumento na frequéncia de contragdo gastrica, resultando em
um sinal arritmico e indicando taquigastria. O sistema BAC também forneceu
informacdes qualitativas sobre o transito gastrintestinal, que podem ser benéficas para a
caracterizacdo de estudos futuros, permitindo a avaliagdo de anormalidades do transito,
bem como auxiliando na pesquisa acerca da fisiopatologia da diarreia e de novos farmacos
antidiarreicos mais acessiveis e com menos efeitos colaterais associados ao seu uso.

Contudo, apesar da técnica de Biosusceptometria de Corrente Alternada se
mostrar capaz de avaliar a motilidade GI em ratos e possuir um enorme potencial como
metodologia para o desenvolvimento de novos estudos acerca do trato gastrintestinal,
ainda ha muito o que desenvolver para consolidar a metodologia como um grande
potencial clinico. Com isso, a técnica BAC se mostra promissora e adequada para o
desenvolvimento de metodologias capazes de investigar varios o6rgdos e fungdes em

circunstancias normais ou em disfuncdes, incluindo testes in vivo em humanos.
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