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Resumo

A doenga inflamatéria intestinal (DIl) é uma doenca idiopatica do trato
gastrintestinal que acomete grande parcela da populacdo mundial e tem seus sintomas
relacionados com alteracfes na motilidade do colon. No entanto, a evolucdo dessas
alteracbes ndo é completamente compreendida, e pode estar relacionada com sintomas
que aparecem em fases quando a doenca é aparentemente controlada. O objetivo deste
trabalho foi realizar uma avaliacdo a longo prazo dos aspectos mecéanicos e elétricos da
contratilidade colénica durante 0 modelo de modelo de inflamagéo induzida por acido
trinitrobenzeno sulfonico (TNBS) em ratos.

Este trabalho aplicou uma metodologia eficiente e de baixa invasividade
associando informacgdes mecanicas, elétricas, quimicas e histoldgicas. A contratilidade e
parametros inflamatorios foram adquiridos no mesmo animal em seis momentos
diferentes: antes da inducdo de TNBS (controle) e 2, 5, 8, 11 e 14 dias depois. As
atividades mecanicas foram adquiridas pela Biosusceptometria de Corrente Alternada
(BAC) e subdivididas em Ondulacdes de Propagacdo Ritmica (RPR) e no Complexo
Motor Propulsivo Ritmico (RPMC). Registramos a atividade elétrica por eletromiografia
(EMG) e avaliamos o0s processos de inflamagdo determinando a atividade da
mieloperoxidase (MPOQ) nas fezes. Adicionalmente, comparamos a espessura de camadas
de célon ao longo da inflamacao por meio de andlises histopatologicas.

Nossos resultados mostraram alteragfes transitdrias nos niveis de atividade da
MPO e na frequéncia de contracdo de RPMC, enquanto RPR e atividade elétrica sofreram
alteragBes permanentes. Além disso, a associagdo desses resultados com a anélise da
espessura da camada tecidual revelou a possivel influéncia da fibrose e a profundidade de
lesdo nos diferentes tipos de Células Intersticiais de Cajal (ICCs).

A andlise geral dos resultados mostrou uma clara relagdo entre os diferentes
perfis das alteracOes contrateis, graus de inflamacéo intestinal, morfologia dos danos
teciduais e sintomas classicos das Dlls. A abordagem aqui desenvolvida, abre horizontes
para que novos trabalhos explorem a interdependéncia entre diferentes tipos de modelo

inflamatdrio, aplicacdo de drogas e suas consequéncias motoras.

Palavras-chave: motilidade colénica, doenca inflamatdria intestinal, TNBS,

contratilidade col6nica, biosusceptometria de corrente alternada.



Abstract

Inflammatory bowel disease (IBD) is an idiopathic gastrintestinal tract disease that
affects a large part of the world population and has its symptoms related to changes in
colon motility. However, the evolution of these changes is not completely understood,
and may be related to symptoms that appear in stages when the disease is apparently
controlled. The objective of this work was to perform a long-term evaluation of the
mechanical and electrical aspects of colonic contractility during the model of
inflammation induced by trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) in rats.

This work applied an efficient and low invasive methodology associating
mechanical, electrical, chemical and histological information. The contractility and
inflammatory parameters were acquired in the same animal at six different times: before
induction of TNBS (control) and at 2, 5, 8, 11 and 14 days thereafter. The mechanical
activities were acquired by Alternating Current Biosusceptometry (ACB) and subdivided
in Rhythmic Propagation Ripples (RPR) and Rhythmic Propulsive Motor Complex
(RPMC). We recorded the electrical activity by electromyography (EMG) and evaluated
the inflammation processes determining the myeloperoxidase activity (MPO) in the feces.
Additionally, we compared the thickness of colon layers throughout the inflammation by
histopathological analyzes.

Our results showed transient changes in MPO activity levels and frequency of
RPMC contraction, while RPR and electrical activity underwent permanent changes. In
addition, the association of these results with tissue layer thickness revealed the possible
influence of fibrosis and depth of lesion on the different types of Cajal Interstitial Cells
(ICCs).

The general analysis of the results showed a clear relationship between the
different profiles of the contractile alterations, degrees of intestinal inflammation, tissue
damage morphology and classic IBD symptoms. The approach developed here opens new
horizons for new work exploring the interdependence between different types of

inflammatory model, drug application and its motor consequences.

Key words: colonic motility, inflammatory bowel disease, TNBS, colonic contractility,

alternating current biosusceptometry.
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Introducao

As Doencas Inflamatdrias Intestinais (DII) sdo caracterizadas por inflamagao
cronica do trato intestinal associada a um desequilibrio da microbiota intestinal. A Doenca
de Crohn (DC) e a Retocolite Ulcerativa (RCU) s&o os tipos mais conhecidos de DIl e
tém sido foco de atencdo devido a sua incidéncia crescente [1]. Cronicas, recidivantes e
idiopaticas, essas DllIs possuem caracteristicas clinicas e patoldgicas sobrepostas e
distintas [2, 3]. A RCU tipica € a inflamacdo superficial limitada a mucosa do cdlon,
enquanto que a DC € caracterizada por lesGes transmurais descontinuas que ocorrem em
qualquer parte do trato gastrintestinal (TGI) [4].

Ambas se caracterizam por inflamacdo do intestino, com periodos de
exacerbagdo seguidos de intervalos de remissdo dos sintomas, e sdo marcadas também
por ulceracéo e infiltragdo de neutrofilos na mucosa, desconforto ou dor abdominal com
habitos intestinais alterados tais como diarreia e constipacao [5, 6].

As DlIIs acometem grande parcela da populacdo mundial, tendo prevaléncia
maior nos paises desenvolvidos, atingindo cerca de 1,4 milhdes de pessoas nos Estados
Unidos e 2,2 milhdes na Europa [7]. No Brasil, devido as dificuldades diagnoésticas e
reduzido nimero de amostras, os dados disponiveis sdo restritos, mas pode-se afirmar que
h& uma tendéncia crescente no nimero de casos no pais [8]. Segundo um recente estudo
realizado na regido centro-oeste do estado de S&o Paulo, as doengas inflamatorias
intestinais apresentam baixa incidéncia, igualando-se aos paises da América Latina e do
sul da Europa, entretanto sua crescente prevaléncia torna necessaria a abordagem desse
problema através de estudos detalhados e politicas de saude [9].

O ambiente e estilo de vida ocidentalizado, como o tabagismo, dietas ricas em
gordura e agucar, uso de medicamentos e estresse, estdo ligados ao aparecimento de DIl

[10]. A causa precisa da doenca inflamatdria intestinal € desconhecida, entretanto



individuos geneticamente suscetiveis parecem ter uma resposta imune desregulada em
relacdo a microbiota intestinal comensal, o que resulta em inflamacdo [11]. Estudos
genéticos indicam variagdes, especificas e ndo especificas, associadas com as Dlls.
Entretanto, devido ao grande numero de genes implicados e o pequeno efeito referente a
cada um deles, o mapeamento genético ndo é indicado para avaliar o risco do
desenvolvimento dessas doengas [12].

O intestino, principalmente o cdlon, é o 6rgdo que detém o maior e mais diverso
namero de microrganismos do corpo humano. O sistema imune do intestino é geralmente
tolerante a esta carga microbiana, e uma quebra nessa tolerancia é postulada como fator
importante para a patogénese da doenca inflamatoria intestinal [13]. Alteracfes na
composicgdo da flora intestinal, defeitos de imunidade das mucosas, ou os dois fatores
combinados podem levar a DIl. No entanto, as evidéncias que fundamentam essa
afirmacéo ainda sdo escassas [12].

Pacientes com DIl apresentam diarreia, tenesmo, ou urgéncia em defecar. A
patogénese desses sintomas ainda ndo € completamente compreendida. Discrepancias
entre os sintomas e o grau de inflamacdo, acessado via endoscopia, sugerem que 0S
sintomas podem, em parte, serem atribuidos a outros mecanismos, como perturbagdes
motoras ou sensoriais [14]. De fato, Collins (1996) descreveu que a inflamagé&o da mucosa
altera as func6es dos nervos e musculos em modelos animais de RCU [15]. A DIl tem
sido associada com um aumento de tonicidade e reducdo da complacéncia coldnica.
Alteracdes na distribuicdo, absorcdo, armazenamento ou eliminagdo do contetudo do
colon e nos padrdes contracteis do musculo liso podem ser manifestadas clinicamente
como sinais de perturbacdes intestinais, dor abdominal, ou ambos [16, 17].

A diarreia na DII ocorre principalmente devido a liberacdo de fluidos e muco,

sangramento e absorcdo debilitada, entretanto, motilidade e transito alterados também
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devem ser considerados. Connel et al. (1962) foram os primeiros a propor que o célon,
em estado avangado de retocolite ulcerativa, pode se comportar como um tubo
semirrigido, além disso, é bem reconhecido clinicamente que as contra¢fes segmentares
séo ausentes na fase tardia da doenga [18, 19].

Existe uma relacdo bastante complexa e ndo bem elucidada entre distarbios
funcionais da motilidade gastrintestinal e DIl [20]. Entre esses distdrbios funcionais
temos entre outros: refluxo gastroesoféagico; gastroparesia; dispepsia funcional; sindrome
do intestino irritdvel; doenga celiaca; e doencas anorretais [21].

Vérios modelos animais ja foram utilizados para investigar a patogénese das
Dlls, sendo um dos principais o modelo de &cido 2,4,6-trinitrobenzenossulfénico (TNBS)
[22, 23]. Normalmente, no modelo de TNBS, a lesdo da mucosa e a infiltragdo de celulas
inflamatorias sdo observados dentro de 2 horas apds a exposicdo ao TNBS, enquanto que
as caracteristicas de inflamacé&o cronica e infiltracdo celular linfocitica ocorrem 48 h ap6s
a exposicdo e persistem ao longo de vérias semanas [24]. As alteracdes nas propriedades
neurofisioldgicas de neurbnios mioentéricos persistem apos controle da inflamacdo e
provavelmente contribuem para a dismotilidade [25].

A atividade motora do cdélon é frequentemente anormal em pacientes com DI,
mesmo quando o processo inflamatdrio é leve ou moderado. Em geral, os dados
disponiveis mostram que a doenca ativa causa transito rapido e aumento da atividade de
propuls&o [26]. E crescente o nimero de estudos que descrevem anormalidades motoras
relacionadas a DII, entretanto os mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis por essas
anormalidades ainda permanecem obscuros devido a complexidade dos mecanismos
envolvidos no controle da motilidade do intestino grosso [26].

O estudo da motilidade colénica pode ser definido como a compreenséo do fluxo

do conteddo intraluminal, os movimentos da parede coldnica que induzem esse fluxo, e
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o0 sistema de controle que integra e regula esses processos. Em geral a fungdo motora é
muito menos estudada no célon do que no trato gastrintestinal superior devido & auséncia
da dependéncia clara em relagdo ao alimento, aos complexos motores interdigestivos e a
relativa inacessibilidade do érgdo [18].

Registros de sinais mioelétricos do c6lon humano mostram sinais elétricos que
iniciam e controlam as contracbes musculares. Os eletrodos podem ser inseridos
diretamente na serosa do 6rgao ou de maneira intraluminal associado a tubos flexiveis
[27]. Os registros mais seguros sdo os oriundos dos eletrodos fixos na serosa, pois sua
localizacdo é conhecida e proxima aos estimulos elétricos produzidos. Alteragdes na
passagem, absor¢do, ou na eliminacdo do contetido do célon e os padrdes contrateis do
masculo liso podem ser manifestadas clinicamente como alteragdes de habito intestinal,
dor abdominal, ou ambos [28]. De maneira geral, a eletromiografia é uma técnica
eficiente para estudar, do ponto de vista elétrico, as contracbes musculares que dardo
origem a motilidade coldnica [29, 30].

A Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) é uma eficiente técnica
biomagnética para acessar e analisar diferentes parametros relacionados ao estudo do TGl
e suas funcbes motoras. Desenvolvida na década de 1990 por Baffa, Miranda e
colaboradores para avaliar a fisiologia do trato gastrintestinal de humanos, tem grande
precisdo ao avaliar o esvaziamento gastrico, transito orocecal e atividade de contragédo
gastrica em humanos [31-33], cdes [34] e animais de pequeno porte [35, 36].

Através do uso de marcadores acoplados as paredes dos orgdos, a BAC
possibilita a investigacdo das propriedades mecanicas resultantes de atividade de
contracdo de determinado oOrgao/tecido. Quando associada as técnicas usuais para o
registro elétrico - como a Eletromiografia (EMG) — proporciona um modelo capaz de

detalhar o perfil elétrico e mecanico dessas contragdes, abrindo caminho para avaliagdes
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de condic¢Bes normais e alteradas, seja por doencga, procedimento cirlrgico ou tratamentos
farmacoldgicos [37, 38].

A associacdo dos registros elétricos e mecénicos, em experimentagdo animal,
pode ajudar a elucidar a atividade caracteristica do colon e evidenciar os mecanismos
fisiopatologicos envolvidos nos disturbios gastrintestinais observados na motilidade
coldnica durante a doenca inflamatdria intestinal.

Apesar de vérios estudos na area, a grande maioria foi desenvolvida com c6lons
removidos do corpo, in vitro, trazendo assim informacdes desprovidas de situacGes
fisioldgicas reais, como controle neural, reflexos sensoriais e liberacdo de substancias
[39-41]. A contribuicdo desta pesquisa esta centrada no estudo in vivo de alteragBes
fisiologicas e funcionais da motilidade colbnica de animais ao longo de modelo
experimental de inflamacéo intestinal. Neste sentido, este trabalho buscou meios para
fornecer maior compreensdo das consequéncias da DIl nas atividades motoras do c6lon e

a relacdo destas com os principais sintomas dessa doenca.
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Fundamentos Tedricos

I. Motilidade Colbnica

A principal funcdo da motilidade col6nica € misturar e transportar o conteudo.
Os padrdes motores sdo importantes para proporcionar contato eficaz do contetdo
coldnico com a superficie absortiva, otimizando assim sua digestdo e homeostase
bacteriana. Varios padrdes motores sdo observados, incluindo os padrGes motores
peristalticos (Tabela 1). A maior parte da atividade peristaltica ndo leva a evacuacao do
conteido, mas & mistura e ao transporte lento na direcéo aboral. [42]

Fatores que controlam a motilidade do intestino grosso sdo complexos e
pobremente entendidos. Como no estdbmago e intestino delgado, a motilidade do intestino
grosso é influenciada por, pelo menos, quatro fatores: propriedades dos musculos lisos;
nervos entéricos, nervos extrinsecos; e liberacdo local ou circulatéria de substancias
reguladoras [43]. Os dois principais controladores, células intersticiais de Cajal
(Interstitial Cells of Cajal — ICC) e o sistema nervoso entérico (SNE), sdo essenciais para
0 padrdo motor normal ocorrer, porém suas estruturas e funcbes estdo interligadas
tornando assim o controle da motilidade e a fisiopatologia da dismotilidade muitas vezes
dificil de decifrar [42].

O colon é anatomicamente dividido em: cdlon ascendente, colon transverso,
colon descendente e colon sigmoide. Cada regido possui diferentes funcdes e, portanto,
mostram diferentes padrées motores dominantes sob condi¢es fisioldgicas e patoldgicas.
Esses padrdes, seus mecanismos de controle e em particular a interagdo entre eles sdo
mais adequadamente observados em estudos com colons inteiros [44].

As redes neurais entéricas sdo circuitos intrincados de neurdnios sensoriais e
motores que sdo sequencialmente ativados para criar um padrdo motor complexo com

feedback de contelido ou do estado contratil do célon. Isto contrasta com um reflexo
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simples, onde um estimulo evoca uma contracéo ascendente e uma inibi¢do descendente
[45]. Chen et al. mostraram que uma distensdo/contracdo sustentada desencadeia
contracOes propulsivas [44]. Anéis sustentados de constricdo ocorrem com frequéncia, e
alguns estudos preliminares mostram que estes sdo comuns em cdlons inflamados com
TNBS. Todas essas constri¢des ocorreram entre o c6lon médio e distal. [44]

Nos ultimos anos, estudos em contragdes propulsivas do colon em vérias
espécies tém agrupado essas contracdes e chamando-as de: complexo motor migratorio
colénico (colonic migrating motor complexes - CMMCs) [46-48], contracOes gigantes
[49], contracBes haustrais [50], peristaltismo em massa [50] ou complexo motor
propulsivo ritmico (rhythmic propulsive motor complexes — RPMC) [42]. Outros
trabalhos reportaram que ocorrem diferentes padrdes motores no c6lon de rato, em estudo
com célon preenchido por fluido, que ndo podem ser caracterizados com um Unico termo
[44]. (Tabela 1)

Os complexos motores migratorios colénicos (CMMCs) sdo um dos principais
padrGes motores que ocorrem no intestino grosso, documentados em inimeros mamiferos
tanto in vivo [51, 52] como in vitro [53, 54]. Embora a fun¢do dos CMMCs néo seja
totalmente clara, é provavel que, a0 menos em parte, ela seja a base da propulsdo dos
contetdos solidos e semissolidos pelo intestino grosso [55].

No colon canino, a atividade de ondas lentas (slow wave) ocorre em 80 — 100
mHz [56, 57] e esta associada com as contracdes da camada muscular circular de mesma
frequéncia, porém essa regra in vivo e sua relagdo com o trénsito dos contetidos néo foram
totalmente elucidadas. Picos de baixa frequéncia (17 mHz) ocorrem em salvas (bursts),
semelhante a atividade da camada muscular longitudinal do colon [58]. Quando essas
rajadas foram estudadas in vivo, identificadas como “salvas de picos longos” (long spike

bursts), ela foram associadas com a propulsdo do contetido [59]. A ocorréncia dessas
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rajadas de picos longos foi claramente estimulo-dependente. Quando o alimento seco
substituiu o enlatado, sua frequéncia subiu nitidamente junto com o aumento da
evacuacéo [42].

Em tiras de musculo de célon de rato sob estiramento moderado, duas atividades
motoras ritmicas aparecem: uma com relativa alta amplitude e frequéncia de 8 — 25 mHz
associada com prolongadas despolarizagdes; e outra em alta frequéncia (200 — 250 mHz)
e amplitude bem menor, associada com a atividade de onda lenta [60].

Huizinga et al. [42] identificaram esses padrdes motores colGnicos como: a
atividade de baixa frequéncia, “complexo motor propulsivo ritmico” (rhythmic propulsive
motor complexes — RPMC); e a atividade de alta frequéncia, “ondulagdes de propagacdo
ritmica” (rhythmic propagating ripples — RPR). (Tabela 1)

No colon de rato, as ondas lentas ocorrem em 200 — 250 mHz e s&o relacionadas
com as células intersticiais de Cajal, associadas ao plexo submucoso (ICC-SM) [60] e
relacionadas in vitro com contracbes de baixa amplitude. Essas contracbes sao
identificadas como ondulagdes (ripples) no mapa espaco-temporal quando estas ocorrem
por conta propria [46, 61]. Mais proeminentes no c6lon proximal, elas ocorrem no colon
todo e possuem direcdo de propagacdo variavel, favorecendo assim a absor¢do. Essas
contragbes também sdo vistas como sendo parte das fortes contracdes propulsivas, o
complexo motor propulsivo ritmico (RPMCs) [42, 44].

O RPMC no colon de rato ocorre in vivo, em 10 mHz, e é inibido por atropina
ou hexametdnio para ~0,8 mHz no célon proximal; no colon distal eles ocorrem em 3
mHz e desaparecem com essas drogas [49].

Em outro estudo recente, através de monitoramento da motilidade coldnica de
ratos por gravagdo de video e posterior reconstrucdo de mapa espaco-temporal, foram

identificados também os mesmos dois principais padrdes motores: (i) Complexo Motor
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Propulsivo Ritmico (RPMCs) e (ii) Ondula¢des de Propagacdo Ritmica [42]. O primeiro
padrdo € caracterizado por ser grande, contragdes propulsivas, direcdo aboral com baixa
frequéncia (20 mHz no c6lon proximal e 8 mHz no colon medial). O segundo mostra
maior frequéncia (aproximadamente 160 mHz) com menor amplitude de contragéo, se
propagando nas duas direcdes (oral e aboral) [42].

PadrOes motores similares tém sido descritos em experimentos usando
transdutores strain-gage [49]. Estes sugerem que esses padrdes dependem de modulacéo
neural e sdo simultaneamente mediados pela atividade de células marca-passo (ICCs)
[42]. In vitro, experimentos eletrofisiolégicos em colons de ratos relevaram que ICC
associadas com o plexo submucoso (ICC-SM) medeiam a atividade da onda lenta, a qual
é relacionada com a contracdo de alta frequéncia. Por outro lado, ICC associada com o
plexo mioentérico (ICC-MY) realizam despolarizagdes ciclicas, relacionadas com as
contracOes de baixa frequéncia [60]. A Figura 1 ilustra as camadas do célon e indica a

posicao das ICCs acima mencionadas.
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Nodulo Linfatico

Vilosidades

/ Epitélio
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Muscular da Mucosa
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/ C. Musc. Circular
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Submucoso
- Muscular Externa

Figura 1: Camadas e estruturas do célon e indicacdo (em vermelho) da posi¢do da ICC-SM e
ICC-MY. Adaptado de http://fisiologiadadigestao.blogspot.com.br/.
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Tabela 1: Abreviagdes e explicagéo dos termos

Termos Explicacdo

Comentarios

Baixa frequéncia, contracéo de
Rhythmic propulsive propagacdo anal (rato), associado
motor complex (RPMC)  com grande aumento na pressao

intraluminal

. . Alta frequéncia, baixa amplitude
Rhythmic propagating )
de contracéo no colon, propagacéo

ripple (RPR)

anal e oral.

ICC associada ao plexo
ICC-MY _ .

mioentérico

ICC associada ao plexo
ICC-SM

submucoso no célon

Atividade elétrica de origem

Slow wave (onda lenta)
proposta nas ICC-SM [60]

o Complexo motor migratério
Colonic migrating

colbnico, descrito no célon de
complex (CMMC)

camundongo [48]
Giant migrating

contractions (GMC) B
. ] _ propulsdo que antecedem a
"ContragOes de migracéo B
defecacdo. [62]

Raramente ocorrem, contracGes de

gigantes”

Um reflexo de que é evocado pela
] ) distenséo local e envolve
Peristaltic reflex (reflexo . o
L neurdnios aferentes sensoriais,
peristaltico) ] L L
interneurdnios e neurdnios
motores. [64]
A contra¢do muscular circular em
Peristalses forma de anel que se propaga e
(Peristaltismo) provoca o0 movimento do

conteudo em direcéo anal

Idéntica a CMMCs (abaixo)

Também chamada de ICC-AP ou ICC-MP

Similar em outras espécies, incluindo humanos

Idéntica a RPMC, descrita aqui. Esse termo ndo
serd usado devido a semelhanca ao Complexo
motor migratério (CMM).

Termo confuso uma vez que também ¢é utilizado
para descrever outros padrdes motores, tais como
os complexos motores propulsores ritmicos no
c6lon de ratos que néo estdo associados com a
defecagdo. [63]

Erroneamente utilizado para descrever uma ampla
variedade de padrdes motores peristalticos. Em
livros e artigos de jornal, "reflexo peristaltico" e
"peristaltismo" é muitas vezes erroneamente

utilizado alternadamente

O RPMCs preenche o critério para um padréo

motor peristaltico

*Tabela adaptada de Huizinga et al. [42]
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Il. Marcadores Inflamatorios

O organismo enfrenta, ininterruptamente, agentes estressores fisicos, quimicos e
bioldgicos através de barreiras: fisicas, como a pele e muco; quimicas, como 0s
antioxidantes e pH gastrico: e bioldgicas, como a resposta imunologica celular e a
producdo de mediadores inflamatorios [65, 66].

A complexa resposta imune observadas na DIls e em seus modelos animais é
mediada principalmente pelo aumento da atividade de lipoxigenase e cicloxigenase que
geram tromboxanos, prostaglandinas e leucotrienos, que induzem a quimiotaxia de
polimorfonucleados, macrdfagos e linfécitos, os quais desencadeiam intensa sintese e
liberacdo de diferentes mediadores pré-inflamatorios (eicosanoides, fator de agregacéo
plaquetaria, TNF-o, IL-1B, IL-17 e IL-23) e pro-oxidantes como as enzimas
mieloperoxidase (MPO) e a 6xido nitrico sintase tipo Il (iINOS) presentes no célon, e seus
produtos como o anion superéxido, perdxido de hidrogénio, acido hipocloroso,
peroxinitrito, radical hidroxila, peroxicarboxilato nitroso, didxido de nitrogénio e 6xido
nitrico [65].

A deteccdo e quantificacdo desses mediadores tem importante papel na
constatacdo da presenca e do grau da inflamacdo. No acompanhamento das DlIs e seus
modelos experimentais, estas substancias podem ser detectadas no proprio tecido
coldnico, no soro sanguineo ou nas fezes [4]. Em crescente ascensdo, a identifica¢do de
marcadores nas fezes possui certas vantagens no acompanhamento da inflamacao
gastrintestinal tais como: ndo invasividade, simplicidade, baixo-custo, sensibilidade e
especificidade [67].

Citada acima como um dos mediadores inflamatorios, a mieloperoxidase (MPO)
€ uma enzima abundantemente expressa nos neutréfilos e tem importante acdo anti-

microbiana [68]. Em exacerbacdo aguda de inflamacdo, os neutréfilos migram e
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degranulam substéncias como mieloperoxidase (MPO), lactoferrina, fatores
quimiotaticos e eosinofilicos. Desse modo, os niveis de MPO indicam a ativacdo de
neutréfilos ao longo da mucosa intestinal durante a exacerbacdo da inflamacdo. Estas
substancias sdo estaveis nas fezes durante 3 dias e a sua medicdo gera indicios indiretos
de inflamacéo colonica [67, 69, 70]. Em comparacdo aos diferentes produtos granulares
de neutrofilos, a MPO tem melhor relagcdo com a atividade inflamatéria e a resposta da

doenca a tratamento [67].

I1. Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC)

A Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) é uma técnica biomagnética
que consiste na aplicacdo de um campo magnético alternado em um meio bioldgico e na
deteccdo dessa interacdo através do uso de tragadores/marcadores magnéticos no tecido.
Os sensores magnéticos podem ser considerados, basicamente, um par de
transformadores com nucleo de ar, onde as bobinas externas funcionam como excitadoras
e as internas como detectoras (arranjo coaxial). Cada par é separado por uma distancia
(linha de base) e dispostas em uma configuragcdo gradiométrica de primeira ordem, ou
seja, enroladas em sentidos contrarios de modo que os fluxos magnéticos concatenados
em cada bobina detectora sejam subtraidos, eliminando os ruidos ambientais e tornando-

as mais sensiveis [71] (Figura 2).
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Figura 2: Configuracdo de um sistema BAC mono sensor.

A BAC diferencia e detecta estruturas através da variacdo da susceptibilidade
magnética inerente a cada material. A técnica emprega como tracadores ou marcadores,
materiais com alta susceptibilidade magnética, como o éxido de ferro com manganés
(ferrita, MnFe204 - 50 — 100 wm), que proporciona alta resposta no sistema e ndo necessita
de magnetizacdo prévia do material. Considerada inerte no organismo, a ferrita possui
vantagens em sua utilizacdo como tracador magnético, como a sua ndo toxicidade e
insolubilidade natural [35, 72, 73].

Ao posicionar o sensor proximo a um material com alta susceptibilidade
magnética, como 0s tracadores magnéticos, é gerada uma corrente induzida na bobina
detectora. Por sua vez, essa corrente € medida através do monitoramento da tensdo do
sistema de medida. Desta forma é adquirido um valor de tensdo proporcional a
susceptibilidade magnética, a posicéo e a quantidade de material magnético presente na
regido analisada.
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Por principio, as contragdes mecénicas do colon afastam o contetido intraluminal
do sensor posicionado na superficie da pele, reduzindo a forga eletromotriz registrada. Do
mesmo modo, o relaxamento aproxima o marcador magnético dos sensores, 0 que,
consequentemente, aumenta a forca eletromotriz. Nas avaliagOes de transito, leva-se em
consideracdo que a intensidade do sinal é proporcional a quantidade de material no

interior do 6rgé&o.

IVV.Eletromiografia (EMG)

A eletromiografia (EMG) é o estudo dos potenciais de acdo e representa a soma
das atividades elétricas de varias unidades motoras ativas no masculo. Assim, o sinal de
EMG é uma forma de manifestacdo da ativacdo elétrica neuromuscular associada aos
musculos e pode ser adquirido em qualquer érgdo que represente uma variavel fisica de
interesse [29]. Este sinal € normalmente uma func&o de tempo e € descritivel em termos
de sua amplitude, frequéncia e fase. O método consiste no registro das alteracdes
bioelétricas dos musculos por meio de eletrodos inseridos diretamente na musculatura
[29]. Para captacdo dos sinais séo utilizados eletrodos do tipo agulha, que conduzem
sinais elétricos correspondentes a trocas iénicas ocorridas a nivel celular e podem

registrar a atividade de unidades motoras isoladas em repouso ou em atividade [74].
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Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi compreender as consequéncias da
inflamacéo intestinal na motilidade colénica em modelo animal induzido por TNBS e
avancar no entendimento da fisiopatologia da doenca inflamatoria intestinal.

Os objetivos especificos foram:

e Estabelecer uma nova abordagem metodoldgica para avaliacdo funcional da
motilidade col6nica (regido terminal) com baixa invasividade.

e Aplicar estratégia de avaliacdo de parametros em um mesmo animal,
acompanhando o processo inflamatorio por 14 dias ap6s inducéo;

e Medir a atividade da mieloperoxidase (MPO) em amostras de fezes;

e Medir as atividades mecanica e elétrica do colon;

e Quantificar a frequéncia de contracdo das atividades mecanica e elétrica do
cllon;

e Realizar analise histopatologica de fotomicrografias de célons adjacentes a
lesdo coletados ao longo do processo inflamatorio;

e Quantificar a espessura das camadas do célon (mucosa, muscular da mucosa,

submucosa e muscular externa) e a area da lesao.
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Metodologia

I. Planejamento experimental

Este estudo foi desenvolvido no Laboratdrio de Biomagnetismo — Departamento
de Fisica e Biofisica, e no Laboratério de Fitomedicamentos, Farmacologia e
Biotecnologia — Departamento de Farmacologia, ambos sediados no Instituto de

Biociéncias de Botucatu (IBB-UNESP).

Il. Animais

Foram utilizados 12 ratos machos adultos (Rattus norvegicus albinus — linhagem
Wistar), com peso entre 200 e 250 g, provenientes do Biotério Central da UNESP —
Botucatu. Os animais foram mantidos sob condi¢Oes controladas de temperatura (22 + 2
°C), umidade (50 £ 10 %), e ciclo claro/escuro (12 h), com &gua e racdo ad libitum.

Todos os experimentos e manipulacdes foram realizados de acordo com 0s
Principios Eticos em Pesquisa Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Este estudo foi aprovado pelo Comisséo de Etica no
Uso de Animal (CEUA) do Instituto de Biociéncias de Botucatu - sob protocolo 502-

CEUA.

I1. Cronograma do experimento
Com o intuito de avaliar os parametros em diferentes estagios da inflamacéo,
elaboramos um cronograma com seis medidas para cada animal num total de 12 ratos. A
cirurgia para os implantes foi realizada cinco dias antes do inicio das medidas, sendo a
primeira delas antes da inducéo da inflamag&o (controle) e as seguintes a cada trés dias,

como esta explicito na Figura 3.
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Figura 3: Cronograma do experimento, no qual observa-se o dia de cada medida (M1, M2, M3,
M4, M5 e M6) tendo como base 0 momento da indu¢do do modelo de inflamag&o (dia 0).

IV. Implante dos marcadores

Através de cirurgia, foram implantados um marcador magnético e um eletrodo
diretamente na parede do coélon. Os ratos foram anestesiados com ketamina/xilazina (0,1
mg/Kg — via intraperitoneal) e tiveram a parede abdominal aberta por meio de laparotomia
medial. Um conjunto (eletrodo e marcador magnético) foi implantado na serosa do célon,
de modo que o conjunto ficasse posicionado sobre o local onde a lesdo sera
posteriormente induzida. Cada conjunto foi constituido de um eletrodo tipo marca-passo
cardiaco (Ethicon - Johnson & Johnson) e um nucleo de 0,15 g de ferrita (marcador
magnético - MnFe204). O fio do eletrodo foi conduzido por meio de tunelamento
subcutaneo e exteriorizado através da pele por uma incisdo no topo da cabeca. A Figura
4 mostra o posicionamento dos implantes no colon do animal e do sensor durante a

aquisicéo.
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Figura 4: Posicionamento do sensor BAC para aquisi¢do dos sinais, dos implantes cirurgicos e
da lesdo a ser induzida no c6lon do animal.

V. Inducéo e avaliacdo de processo inflamatorio coldnico

A inducdo do processo inflamatorio foi realizada pelo método descrito por
Morris et al [23], com modifica¢bes descritas a seguir. Os animais foram submetidos a
12h de jejum e anestesiados imediatamente antes da indu¢do. Em seguida, foi realizada a
administracdo intracolénica de 0,25 mL de solucdo de 10 mg de é&cido 2,4,6-
trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em etanol 50 % (v/v). A administracdo foi realizada
com a ajuda de um cateter de 2 mm de diametro, que foi introduzido pelo anus até uma
distancia de 8 cm. Os animais foram mantidos de cabeca para baixo desde 0 momento da
instilacdo do TNBS até a recuperacdo da anestesia. Durante o periodo de experimentacéo,
os animais foram avaliados quanto a evolucdo do peso corpéreo e presenca de diarreia ou
presenca de sangue nas fezes.
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Imediatamente antes de cada medicdo da motilidade col6nica (Figura 3), uma
amostra de fezes foi coletada com o auxilio de gaiola metabdlica para a determinacéo da

atividade da mieloperoxidase (MPO).

V1. Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

A determinagdo da atividade da enzima mieloperoxidase em amostras de fezes foi
realizada pelo método de Krawisz, Sharon e Stenson [75]. As fezes foram
homogeneizadas em uma solucdo de brometo de hexadeciltrimetilamonio e submetidas a
um triplo congelamento/descongelamento para a determinacdo da atividade de
mieloperoxidase através da oxidacdo de o-dianisidina na presenca de um halogénio e
peroxido de hidrogénio, cuja coloracéo é detectada a 450 nm em espectrofotémetro. Os
resultados foram expressos em unidades de mieloperoxidase por grama de fezes (U/g de
fezes), onde 1 unidade de MPO ¢ definida como aquela que degrada 1 pmol de peréxido
de hidrogénio por minuto a 25 °C. A atividade da mieloperoxidase é utilizada como

marcador de neutréfilos ativados.

VII. Medidas da motilidade colonica

Devido a dificil acessibilidade do c6lon, de sua rela¢do nao clara com processos
digestivos do trato gastrintestinal superior e ciclo circadiano, foram feitas diversas
medidas a fim de se padronizar o procedimento experimental. Um breve relato dessa
padronizacéo esta disponivel no Apéndice A.

Em todas as medidas de motilidade, cada animal foi monitorado
simultaneamente por BAC e EMG para aquisi¢do de padrdes contrateis. Trinta minutos
apos a ingestdo de 2 g de racao, os animais foram anestesiados com Isoflurano (Cristélia,
Itapira, SP, Brasil) e mantidos em posicdo supina durante um periodo de aquisigdo de
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aproximadamente 60 minutos. Os sinais adquiridos com taxa de amostragem de 20Hz
foram digitalizados utilizando um gravador multicanal (MP100 System; BIOPAC, Santa
Barbara, CA, EUA) e armazenados para posterior anélise.

Todos os sinais foram analisados em ambiente MatLab® (Mathworks, Natick,
MA, EUA) por inspecdo visual e, posteriormente, utilizando filtros de média mdvel e
Savitzky Golay [36, 76]. O principal parametro analisado, tanto na atividade elétrica
guanto na mecanica, foi a frequéncia de contragdo, quantificada por transformada rapida
de Fourier (Fast Fourier Transform - FFT) [77]. O resultado da transformada répida de
Fourier € um novo grafico da intensidade espectral em funcdo da frequéncia. Neste
grafico, a frequéncia dominante no sinal aparece como pico bem definido, como mostra
o exemplo a seguir (Figura 5). Quando h& mais de uma frequéncia presente

simultaneamente no sinal, nota-se a presenca de mais picos (Figura 5C).
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Figura 5: Exemplo de sinais simulados e seus respectivos espectros de Fourier (FFT). (A) Sinal
com frequéncia de 100 mHz. (B) Sinal com frequéncia de 20 mHz. (C) Soma dos sinais A e B,
contendo ambas as frequéncias, 100 e 20 mHz.
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VIII. Defini¢io das contragdes

Julgando os mais atuais conceitos e relacionando-os com nossos dados, neste
trabalho foram utilizadas as seguintes definices e nomenclaturas: RPMCs (rhythmic
propulsive motor complexes, “complexo motor propulsivo ritmico”), para as fortes
contracdes propulsivas, de baixa frequéncia e alta amplitude; e RPR (rhythmic
propagating ripples — “ondulacfes de propagacao ritmica’), para a oscilacao constante,
de alta frequéncia e baixa amplitude [42].

A Figura 6 é um fragmento de sinal da atividade mecanica do célon onde se pode

notar claramente a presenca dos dois tipos de contracao.
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Figura 6: Exemplo de sinal de atividade mecanica col6nica. As flechas vermelhas indicam os
complexos motores propulsivos ritmicos (RPMC), e as chaves amarelas indicam as ondulagdes
de propagacéo ritmica (RPR).
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IX. Analises histopatologicas
Para esclarecer a relacdo entre danos nos tecidos, camadas musculares e
alteracdes na motilidade, avaliamos as secc@es histologicas utilizando um microscopio
optico (Zeiss Discovery V8, Thornwood, NY, EUA). Amostras de tecido (0,5 mm de
espessura) adjacentes a area de lesdo foram coletadas de 4 grupos de 10 animais para

processamento histologico. Cada grupo teve o colon removido nos dias 0 (saudavel, antes
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da inducdo), 2, 7 e 14 apds indugdo, de acordo com o grau de inflamacéo coldnica, bem
definido por avaliagBes macroscépicas e microscopicas [78]. A relacdo entre os dias das

andlises histopatoldgicas e dos dias de medida esta ilustrada na Figura 7.

Fotomicrografias x Medidas

(2) 3 4 5 6 (7)8 9 10 11 12 13 (14)
FM1 FM2 FM3 FM4

Figura 7: Relacéo entre os dias de medida e os dias de analise histopatologica. Onde: “IND”,
indica 0 momento da indugdo; “M”, indica os momentos de medida; e “FM”, indica os momentos
das fotomicrografias.

As amostras foram fixadas em ALFAC (alcool 80%, formaldeido 38% e acido
acético, 9:1:0,5 (v, v, v)) por 48 horas. Apoés este periodo as amostras foram lavadas e
mantidas em alcool 80%, para a seguir ser realizada desidratacdo em série alcodlica etilica
crescente. ApOs a desidratacdo, as amostras foram diafanizadas em xilol e,
posteriormente, incluidas em parafina Histosec-Pastilhas (Merck-11609). Os cortes (6 um
de espessura) foram desparafinizados em estufa a 50 °C e reidratados utilizando série
etilica decrescente. A seguir, as amostras foram submetidas a coloragdo em hematoxilina-
eosina para a analise histopatolégica das lesdes no microscopio éptico Zeiss Discovery
V8. As imagens foram adquiridas por cdmera MRc5 e pelo software AxioVision LE.

Nas micrografias, quantificamos a espessura das camadas de tecido (mucosa,
muscular da mucosa, submucosa, muscular externa) e area da Ulcera, se presente. Na
sequéncia, avaliamos a presenca de edema, infiltracdo de leucécitos e formacéo de tecido
conjuntivo. As imagens foram adquiridas e analisadas por AxioCam MRc 5 e pelo

software AxioVision LE.
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X. Analise Estatistica

Todos os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM).
A avaliacdo estatistica dos dados relacionados as atividades mecénica, elétrica, MPO e
massa corporal foi realizada por meio de Anélise de Variancia de uma via (ANOVA —
One Way) para medidas repetidas seguido pelo teste a posteriori de maultiplas
comparagOes de Dunnett. Para analisar as espessuras das camadas do colon, foi utilizada
ANOVA de uma via ordindria seguida pelo teste a posteriori de comparacdo maultipla de
Dunnett. Na anélise da area de Ulcera, usamos o teste t de Student para amostras nao
pareadas. Todas as analises foram feitas pelo software GraphPad Prism® com nivel de
significancia minimo de p < 0,05 comparados ao grupo controle (M1, animal saudavel

antes da inducéo).
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Resultados

A Figura 8 mostra a variacdo de massa corporal dos animais submetidos ao
experimento. Logo apds a inducdo (traco vermelho), houve diminuic¢do do peso, porém a
partir de M3 os valores voltam a aumentar gradativamente, como € esperado de um animal

com eficiente recuperacdo do processo inflamatorio.
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Figura 8: Massa corporal dos animais ao longo das seis medidas. A inducdo do processo
inflamatdrio est4 demarcada pelo traco vermelho.

A Figura 9 mostra o resultado da atividade da mieloperoxidase (MPO) nas fezes.
Observando esses dados, na medida subsequente a inducdo nota-se um aumento

significativo da atividade dessa enzima. J& nas proximas medidas (M3, M4, M5 e M6),
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o0s niveis da atividade de MPO diminuem e voltam a ndo apresentar diferenca estatistica

em comparacdo com a medida pré indugédo (M1).
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Figura 9: Atividade de MPO medida durante o experimento. O trago vermelho mostra 0 momento
a inducdo do processo inflamatério. * p<0,05, em comparacdo com M1.

Com relacéo as medidas da atividade mecénica da motilidade col6nica, na Figura
10 estdo apresentados trechos de 10 minutos de sinal para exemplificar cada um dos
momentos de aquisi¢do. Juntamente com o sinal previamente filtrado para eliminar ruidos
como respiracdo e oscilacdes de rede elétrica, esta apresentado também o espectro das
frequéncias do respectivo sinal. Cada pico do espectro representa uma frequéncia contida
no sinal. E possivel observar diferencas morfoldgicas no sinal ao longo das medidas,
principalmente em M3. Nota-se, atentando-se ao espectro de frequéncias, que existem
dois picos mais destacados em todas as medidas, esses picos representam as contragdes

RPCM, baixa frequéncia, e RPR, alta frequéncia. No decorrer das medidas, fica nitido o
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deslocamento desses picos, denotando uma variacdo de frequéncia, muito provavelmente,

pelo processo inflamatdrio.

SINAL MAGNETICO FFT
T T 0,03
g 3
£ T 002
M1 g £
5 g
(C) g & 0,01
E z
% 50 100 150
Frequéncia [mHz]
0,03
E 5 0,02
S 1
M2 E %
(2d) @ & 001
2 X
S £
% 50 100 150
Frequéncia [mHz]
0,03
3 T
£ =
M3 ¢ R
5d) ¢ i
@ @ 0,01
8 bl
= =
| L | 1 | - J\A—/\_J\/\—‘A
0 0 50 100 150
S| Frequéncia [mHz]
0,03
M %‘ 0,02 g
- = 0,02
o B Y
4 3 . E
o
(8d) 3 &
5 4 0.01
£ 002 £
| | | | |
0 100 200 300 400 500 600 o 50 100 150
Tempo [s] Frequéncia [mHz]
T T T 0,0
o s
M5 n T 002
11d) ¢ :
= & 001
8 e
=i E
L N\
0 100 200 300 400 500 600 0 50 100 150
Tempo [s] Frequéncia [mHz]
0,03
&
=)
002
B
3
&oot
E
1 1 1 1 Il 0

0 100 200 400 500 800 0 150

300 50 100
Tempo [s] Frequéncia [mHz]

Figura 10: Exemplos de sinais magnéticos e seus respectivos espectros de frequéncia (FFT)
relativos a atividade mecénica do célon ao longo do experimento (M1, M2, M3, M4, M5 e M6).

Os registros magnéticos adquiridos em cada situacdo foram quantificados em
relacdo a frequéncia e estdo apresentados nas Figuras 11 e 12. As contra¢fes mecanicas

RPMC e RPR foram quantificadas separadamente.
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Figura 11: Frequéncia da contragdo mecanica RPCM ao longo do experimento. O trago vermelho

mostra 0 momento da inducgdo do processo inflamatério. * p<0,05, em comparagdo com M1.
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Figura 12: Frequéncia da contracdo mecénica RPR ao longo do experimento. O trago vermelho

mostra 0 momento da indugdo do processo inflamatério. * p<0,05, em comparag¢do com ML1.
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Em RPMC, nota-se claramente um aumento de frequéncia nas medidas 3 e 4,
seguido de uma diminuicdo em M5 e M6, quando a frequéncia atinge valores
estatisticamente iguais aos da medida controle (M1). Em RPR, tem-se um comportamento
distinto, onde os valores dessa frequéncia diminuem significativamente em M3, porém
esses valores mantém-se diferentes dos valores de M1 até o fim do experimento.

De forma analoga aos registros mecanicos, trechos de sinais elétricos adquiridos
por EMG em todas as fases do experimento estdo apresentados na Figura 13. Os
respectivos espectros de frequéncias estdo apresentados de forma a evidenciar a
frequéncia contida em cada trecho de sinal, neste caso (atividade elétrica) apenas uma
frequéncia destaca-se. Observa-se claramente mudancas morfoldgicas no sinal ao longo

do experimento, bem como deslocamento no pico de frequéncia na andlise espectral.
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SINAL ELETRICO
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Figura 13: Exemplos de sinais elétricos e seus respectivos espectros de frequéncia (FFT) do célon

ao longo do experimento (M1, M2, M3, M4, M5 e M6).
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Os dados referentes a avaliacdo da atividade elétrica estdo apresentados na
Figura 14. A frequéncia da atividade elétrica tem uma diminuicdo nos valores a partir de

M2, a qual volta a aumentar em M6, mas ndo retornando a valores estatisticamente iguais

aos de M1.
Atividade Elétrica
80- —
=
o
E 60 s
p \‘_\ *
<S \“. * * ."/
= 40- O ‘,"
g bt
LL
20 1 ' | | | | 1 1 1
O & @& & (\"6\ (\b‘b\
RN R RO

Figura 14: Frequéncias da atividade elétrica ao longo do experimento. O tragco vermelho mostra
0 momento da inducdo do processo inflamat6rio * p<0,05, em comparagdo com M1.

Para esclarecer a relacdo entre danos aos tecidos e as camadas musculares e
alteracbes da motilidade, foram realizadas imagens de cortes histologicos
(fotomicrografias) de colons de animais nas seguintes condigdes: rato saudavel, 48 horas
apos a inducdo, 7 dias ap6s a inducdo e 14 dias apos a indugdo. A Figura 15 traz as

fotomicrografias dos cortes histoldgicos no decorrer da inflamacéo.
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Figura 15: Fotomicrografias do célon de ratos em 4 situacfes do experimento. (A) Controle, sem
inducdo de inflamacéo intestinal. (B) 2 dias ap6s a inducdo da inflamacdo intestinal. (C) 7 dias
apos a inducdo da inflamagdo. (D) 14 dias apds a inducéo da inflamac&o. Simbolos: * indica
infiltrado de leucécitos; & indica formacéo de tecido conjuntivo frouxo e denso; e # indica edema.

A Figura 16 mostra a variacdo da espessura da mucosa, muscular da mucosa,
submucosa e muscular externa, obtida pela quantificacdo da analise histopatologica. A
camada mucosa aumentou em espessura 2 dias ap6s a induc¢do, o que durou até o final do
experimento. A espessura da submucosa e da muscular externa também aumentou no dia
2, porém comecou a diminuir nos dias 7 e 14. A area de Ulcera também esta apresentada
na mesma figura, exibindo seus valores mais altos no dia 2, comegando a diminuir no dia

7. 14 dias ap6s inducdo. N&o se observaram pontos de ulceracdo nas imagens.

40



A Mucosa B Muscular da Mucosa
500- 120-
* * * *
— 400 —
E - E
= = 80 &
o 300 <
§ - T
@ 200 @
% & 404
2]
w 100 w
0- 04
& 2 o 2 \& 22 o 2
<° & & & & & & &
& v A g o°k v A N
C Submucosa D Muscular Externa
500+ * 500+ o
— 400 — 400
£ £
= = *
© 300 * © 300 .
2 2
*
2 200 - § 2004 T
7] ['/]
w 100- W 100+
0- 04
R 2 a2 Q(o @ N 2 -’b"
O S W\ S ) e W\ \
% & & & & & & &
e n A & o 0N A R
E Area de Ulcera
0.5- _
T 0.4
E
£ 0.3
s O
-
2 0.2
<]
y
w 01
0.0-
\& N o 2
O N S N
& & & &
& a A >

Figura 16: Espessuras das camadas do colon ao longo da duragdo do experimento: (A) mucosa;
(B) muscular da mucosa; (C) submucosa; e (D) muscular externa. Quando houve pontos de
ulceracéo visiveis, foram quantificadas areas (E). *p<0,05, em comparagdo com o Controle. Em
(E), a comparacdo foi feita entre 0 2° e 0 7° dias apds a inducéo.

Com os principais resultados, foi elaborado um artigo para publicacdo em
periddico de destaque na area. O texto referente ao artigo esta disponivel nesse documento
no Apéndice B.

41



Discussao

O objetivo deste estudo foi determinar o comportamento da contratilidade do
colon, atividade elétrica e grau de inflamacéo apds o modelo de inflamacdo TNBS. Os
principais resultados ao longo dos 14 dias ap6s a inducdo foram alteracdes transitorias
nos niveis de atividade da MPO e frequéncia de contracdo RPMC,; bem como mudancas
mais duradouras na frequéncia de contracdo RPR e da atividade elétrica. Estes resultados
foram associados as informac@es da andlise histopatologica em diferentes momentos do
processo inflamatdrio.

A massa corporal dos animais ndo apresentou altera¢fes preocupantes ao longo
do experimento, sendo a diminuicdo imediatamente pos indu¢do e o subsequente aumento
constatado considerado normal para o periodo de tempo do experimento [79, 80].

Vérias alteracdes histoldgicas ja foram observadas em pacientes com doenca
inflamatdria intestinal (DIl) e em modelos experimentais de inflamacdo intestinal,
incluindo os danos ao sistema nervoso, a ruptura das células intersticiais de Cajal (ICC),
e hiperplasia e hipertrofia de células de masculo liso [81].

A administracdo de TNBS resulta em uma leséo do tipo transmural, pode atingir
da camada mucosa a serosa, como podemos observar na Figura 15. Na analise
histopatoldgica, observamos que 2 dias apds a inducao do processo inflamatério, ha danos
na citoarquitetura da mucosa, edema na submucosa e infiltracdo de leucdcitos na
submucosa, muscular da mucosa, muscular da submucosa e na serosa (Figura 15B). Apés
7 dias da instilagdo do TNBS, pode-se observar diminuicdo no infiltrado de leucdcitos e
no edema da submucosa; porém ha um grande acimulo de tecido conjuntivo proximo a
muscular da mucosa e ainda pode-se observar pontos de ulceragédo da mucosa e muscular
da mucosa (Figura 15C). O célon, depois de 14 dias da indugéo da inflamag&o, apresentou

citoarquitetura semelhante a de um célon sem inflamagéo, apesar do edema discreto e do
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acumulo leve de tecido conjuntivo na mucosa e na submucosa adjacente a muscular da
mucosa (Figura 15D).

Os resultados da atividade da mieloperoxidase (MPO) nas fezes dos animais
apresentaram 6timo comportamento, mostrando um pico significativamente diferente na
M2 (Figura 9). Como M2 é considerado 0 momento onde o c6lon esta em seu maior grau
de inflamagdo [82], somado a avaliagdo histoldgica e a diarreia observada em todos 0s
animais (dados ndo apresentados), é possivel assegurar a presenca de inflamacgéo grave
no colon dos animais e em que momento essa inflamacdo foi critica. Como o
procedimento tradicional de avaliacdo desse marcador é a dosagem direta no tecido [75],
este resultado, do ponto de vista de mediadores inflamatérios, é extremamente
importante, pois € diretamente proporcional a migracao de polimorfonucleados ativos e
mantém o animal vivo, possibilitando diferentes tipos de abordagem. Além do mais,
nossos resultados séo corroborados pela atividade de mieloperoxidase em fezes de
pacientes com Doenca Inflamatoria Intestinal [69].

A RPCM mostra um aumento significante em sua frequéncia de contracdo em
M3 que perdura até M4 (Figura 11). Porém em M5, a frequéncia de contracdo regride aos
valores sem diferenca significativa com M1 (controle). A RPMC esté relacionada,
principalmente, com a propulsdo das fezes, tem longas despolarizagdes e € estimulo-
dependente. As redes neurais entéricas sdo circuitos intrincados de neur6nios sensoriais
e motores, que sdo sequencialmente ativados para criar um padrdo motor complexo com
feedback de conteudo ou do estado contratil do célon [45]. Esse tipo de contragédo é
relacionado com despolarizac¢6es oriundas de Células Intersticiais de Cajal, relacionadas
ao plexo mioentérico (ICCs-MY), situadas entre as camadas musculares longitudinal e
circular [60]. E possivel que, por se tratar de camadas mais externas, a lesdo ndo tenha

prejudicado de maneira mais grave e duradoura este tipo de atividade motora.
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Uma explicacédo para o fato da frequéncia ter aumento em M3 e M4, € que nesse
periodo hé recorrentes episodios de fezes diarreicas. A diarreia se caracteriza como um
mecanismo de defesa do organismo para limpar os contetdos que estéo irritando o TGl,
e se d, entre outros artificios, por um aumento de motilidade e transito gastrintestinal
[83, 84]. No modelo de inflamag&o por TNBS é relatado a ocorréncia de fezes diarreicas
na fase aguda [80, 85]. Como a RPMC ¢é a contracdo que tem por fungéo a propulsdo das
fezes, essa, por sua vez, aumentaria sua frequéncia. Entretanto, em M5, o c6lon ja estava
visivelmente recuperado (Figura 15D), e a ocorréncia de fezes diarreicas ja tinha cessado.
Nesse momento a frequéncia de contracdo RPMC tenderia a voltar a frequéncia normal.

A frequéncia da RPR demonstrou significante queda a partir de M3 (Figura 12).
Porém, diferentemente da RPMC, essa alteracdo se manteve até M6. Ja foi relatado que
a retocolite altera a atividade elétrica espontanea assim como a contratilidade do musculo
liso, em resposta a estimulos farmacoldégico e nervoso [86]. Experimentos
eletrofisioldgicos in vitro em colons de ratos relevaram que a RPR é diretamente
relacionada as ICCs que medeiam a atividade de slow wave, presente em todo TGI com
diferentes frequéncias em cada parte [60]. Essas células marca-passo do c6lon distal sdo
associadas com o plexo submucoso (ICC-SM), localizadas ao longo da superficie da
submucosa da camada muscular circular. Ao observar as Figuras 15 e 16, podemos
comparar a condicao e a espessura da camada submucosa dos célons. Nem apos 14 dias,
essa camada ficou totalmente restituida, sugerindo que o dano pode ter sido mais grave
do que nas camadas musculares externas (circular e longitudinal). A frequéncia da
atividade elétrica (Figura 14) diminui analogamente & RPR. No entanto, a atividade
elétrica comeca a diminuir sua frequéncia ja em M2, sugerindo assim um dano direto as

ICCs-SM, o qual também permaneceu até o fim do experimento.
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Uma situacéo que ocorre em determinadas partes do TGI, como o estdbmago [37,
87], é a existéncia de gradientes de frequéncia das ICCs. Alguns estudos em diferentes
modelos animais mostram a existéncia e inter-relacdo entre a origem e propagacéo dos
estimulos elétricos [88-90]. Quando determinadas células marca-passo sdo retiradas, ou
sofrem danos irreversiveis/morrem, outras ICCs, localizadas préximas, se tornam
dominantes, fazendo com que as contracdes na regido passem a ter a frequéncia de
contracdo da nova ICC dominante. Assim, aplicando essa situacdo ao colon, é possivel
que, se as ICCs-SM forem danificadas permanentemente, as ICCs-SM da vizinhanca
passem a coordenar o ritmo de contracdo naquele lugar, dessa maneira justificando a
alteracéo de frequéncia da RPR.

Os resultados obtidos no d&mbito das contragdes mecanicas (RPMC e RPR) e
elétricas foram muito interessantes e conclusivos. As frequéncias quantificadas para cada
uma delas sofreram uma variacao significativa em M3. Convém destacar a diferenca do
tempo de resposta para 0 mediador inflamatério MPO e as contracbes mecanicas RPMC
e RPR. Enquanto na MPO a mudanca ocorre em M2, para as contracfes mecanicas essa
variacdo ocorre em M3, ou seja, trés dias depois. Esse “atraso” pode ter relagdo com
tempo em que a lesdo quimica demora para se tornar estrutural em termos de reflexo
mecénico. Visto que, diferentemente da atividade mecénica, a atividade elétrica comega
a mudar significativamente ja na M2. Logo que ocorre a lesdo, existe a formacdo de
fibrose. Outros dados da literatura indicam que a administracdo de TNBS, em diversas
doses, causa fibrose em diversos modelos animais [91, 92]. Os resultados deste estudo
sdo importantes, pois podem explicar os sintomas de constipacdo, diarreia e dor
abdominal em pacientes com DII, apesar das analises macroscopicas de colonoscopia néo

mostrarem indicios de doenca ativa [93].
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Como jé foi citado, a DIl é uma inflamacdo, cronica, recidivante, incapacitante
e que ndo apresenta cura. A restauracdo da citoarquitetura dos tecidos é resultado natural
do dano tecidual; contudo, na inflamacdo cronica a gravidade e a extensdo da lesdo
excedem a regeneracgdo intrinseca e o organismo se defende através da fibrogénese [94].
Tal processo pode ser observado, em nossas fotomicrografias, com o acumulo de tecido
conjuntivo em 7 e 14 (Figura 15C e 15D) dias apds a inducédo da inflamacéo, e também
com o aumento de espessura da mucosa, a partir do dia 2, e muscular da mucosa, a partir
do dia 7 (Figura 16A e B, respectivamente).

As alteracBes observadas na andlise histopatolégica (Figura 15B), nas
frequéncias RPMC (Figura 11), elétrica (Figura 14) e RPR (Figura 12) 2 dias ap0s a leséo,
indicam que, além da alteracdo morfoldgica, ha alteracdo do peristaltismo colénico. Além
disso, a diminuicdo nas frequéncias elétrica e RPR permanece por todo o periodo do
experimento, o que pode ser explicado pelo acimulo de tecido conjuntivo denso e frouxo
em regifes adjacentes a muscular da mucosa (& na Figura 15C e 15D) e,
consequentemente, indicar o comprometimento do peristaltismo devido a fibrogénese.

Nesse processo inflamatdrio intenso, a lesdo ultrapassa a capacidade intrinseca
de regeneracdo (Figura 16), sendo a fibrogénese um dos mecanismos de defesa contra tais
danos [94]. Numerosos dados da literatura indicam que a administracdo de TNBS a vérias
doses provoca fibrose no tecido col6nico em varios modelos animais [91, 92].

Essa reacdo frente a inflamacéo por TNBS, onde uma das contragdes se alteram
transitoriamente enquanto a outra mantem a alteracédo, definitivamente foi obtida também
in vitro em estudo de cdlons isolados de ratos [24]. Neste estudo, foi sugerida
possibilidade de haver diferentes susceptibilidades da restauracdo da ritmicidade

espontanea e contracdo miogénica, especialmente na fase de cura da inflamacéo.
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De maneira geral, os principais controladores da atividade motora colonica s&o:
as propriedades dos musculos lisos (ICCs); Nervos intrinsecos (Sistema Nervoso
Entérico), Nervos Extrinsecos (Simpatico e Parassimpético); e substancias quimicas
liberadas no 6érgdo ou na circulacdo [43]. Dois destes, ICCs e nervos intrinsecos,
essenciais para o padrdo motor normal ocorrer, estdo nas camadas do tecido subjugadas
com maior ou menor gravidade aos danos da lesdo (Figura 15). No c6lon, bem como em
todo TGI, sdo encontradas diversos tipos de ICCs principalmente como: ICC-SM
(associadas ao plexo submucoso), ICC-MI (intra musculares) e ICC-MY (associadas ao
plexo mioentérico), entre outros [95]. Cada um deles localizados em diferentes lugares
do tecido e com fung¢Bes na motilidade gastrintestinal. Dessa forma, € muito importante
atentar & extensédo da les&o a nivel de camadas musculares e profundidade.

Os resultados apresentados neste trabalho podem explicar a constipacgéo, diarreia
e dor abdominal, que sdo os principais sintomas incapacitantes observados em pacientes
com DII [65, 96, 97]. Do ponto de vista experimental, o controle do grau de inflamagéo
a partir da coleta de fezes, simultaneamente com o monitoramento motilidade in vivo,
pode ser til e ndo-invasivo para avaliar o estado da doenca em diversos modelos de
estudos.

Alem disso, este estudo pode contribuir com dados cruciais para uma melhor
compreensdo da etiologia, progressdo e remissdo das doencas inflamatorias intestinais
(DIN). A elucidagdo dos mecanismos das Dlls é essencial para a medicina moderna
humana, uma vez que a DIl € uma de um conglomerado de doencas inflamatorias auto-
imunes, tais como artrite, psoriase, espondiloartropatias e erythematousus lUpus sistémico

[79].
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Conclusao

Esse estudo obteve bons resultados na avaliagdo in vivo das alteracdes da
motilidade em resposta ao modelo de DIl induzido por TNBS. A investigacdo dessas
consequéncias contrateis apontou para uma clara relacdo grau de inflamacdo, dano
tecidual, que por sua vez teve correspondéncia com caracteristicas da fisiopatologia da
doenca inflamatoria intestinal.

Todos parametros avaliados demonstraram resultados coerentes com a literatura
atual e também proporcionaram um novo angulo para abordagens e discussdes em torno
de mecanismos diretamente relacionados a patogénese, sintomas e danos causados pela
DII.

A principal resposta que obtivemos foram os diferentes perfis temporais da
alteracdo contratil das duas atividades mecanicas, RPMC (estimulo-dependente,
propulsdo) e RPR (slow wave, mistura). Respectivamente, essas alteracfes sugerem
fortemente ligagdes com a diarreia (temporaria no modelo) e a formacéo de fibrose no
tecido (permanente).

O fato das medidas biomagnéticas, bioelétricas e quimicas serem conduzidas em
um mesmo animal, devido a eficiéncia da dosagem do marcador inflamatério nas fezes e
as técnicas fisicas ndo invasivas, agregou para este estudo um grande potencial
metodoldgico.

Por fim, acreditamos que este trabalho ira contribuir para o esclarecimento de
questBes na area de interseccdo entre motilidade e doencas inflamatorias intestinais.
Ademais, este estudo permitird o desenvolvimento de novos projetos dando continuidade
ao uso dessa metodologia associada a diferentes delineamentos experimentais, como, por

exemplo, outros modelos de inflamacdo ou a implementacédo de drogas.
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APENDICE A — Testes preliminares de motilidade coldnica em

ratos

A primeira fase das medidas consistiu na aplicagédo do novo sensor em medidas
de contracédo coldnica em animais com o implante do marcador magnético e do eletrodo
na serosa do célon. O objetivo principal dessa etapa foi assegurar que os registros elétricos
e mecanicos adquiridos eram seguramente originados no célon, garantir a viabilidade da
cirurgia e implantes (descritos no projeto), bem como padronizar detalhes metodoldgicos

e, principalmente, obter um perfil da atividade col6nica em ratos saudaveis.

Deteccdo e identificacdo da atividade de contracao col6nica

Foram utilizados 2 ratos machos Wistar com o peso de aproximadamente 300
gramas. As medidas foram feitas utilizando o anestésico pentobarbital sédico (40 mg/kg).

Com o animal em decubito dorsal, o sensor foi posicionado na regido abdominal.
O ajuste fino do posicionamento foi feito mediante ao maior sinal captado pelo sistema
BAC. Nesse momento, o fio de eletrodo, juntamente com a “referéncia” e o “terra”,
também foram conectados ao sistema de aquisi¢do (Biopac®).

As aquisicdes tiveram duracdo de aproximadamente 60 minutos, tempo escolhido
de acordo com a duragdo do efeito em que o anestésico é efetivo.

Em um segundo momento, foi utilizada a neostigmina (0,1 mg/kg, Intraperitonial)
com o objetivo de aumentar a motilidade colénica e assim identificar as drasticas
alteracbes causadas garantindo que nossos dados estavam sendo adquiridos

coerentemente.
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Resultados

Foram selecionados trechos de 20 a 30 minutos de cada medida para serem
apresentados. Os registros elétricos e mecanicos estdo simultaneamente agrupados.
Neste teste os animais sao saudaveis e ndo tiveram alimentacdo controlada. A

Figura 1 mostra os registros elétricos e mecanicos de dois ratos saudaveis.
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Figura 1: Medidas elétricas e mecanicas de dois ratos saudaveis sem controle de ingestao.

Na figura 2, também para um rato saudavel, foi aplicada uma dose de Neostigmina

(0.1 mg/kg) como indicado no gréfico.
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Figura 2: Medida elétrica e mecénica de rato saudavel com aplicacdo de neostigmina conforme
indicado.

Observa-se contracdes mais fortes e localizadas, porém em periodos maiores.
Nota-se também atividade mais repetitivas e de menor intensidade, observadas também
nos sinais elétricos. E nitido o efeito da droga, sabidamente excitatdria, observada
principalmente no sinal de BAC. Existe uma razodvel relagdo eletromecénica para as

atividades mais ténues.

Padronizacdo da atividade elétrica e mecanica de colon de ratos saudaveis

A segunda etapa de medidas in vivo objetivou criar um padrdo em relacdo a
alimentacdo dos animais no periodo anterior a medida. Pois o estado prandial e o0 jejum
resultam diversas diferencas no comportamento de varias partes do TGI.

Dessa maneira, estruturamos experimentos similares aos acima descritos, porém
agora com variacOes no intervalo entre a ingestdo de determinada quantidade de racéo e
o inicio da medida. De forma a garantir que o rato tivesse apetite para ingerir a quantidade
de racdo determinada (2 gramas), o animal ficou 12 horas de jejum em gaiola metabdlica

com livre acesso a agua. Estabelecemos trés intervalos entre alimentacdo e medida para
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comparar os resultados: 30 minutos; 6 horas; e 10 horas. Definido este parametro,
procuramos padronizar o tipo de contracdo encontrada para o rato saudavel.
O anestésico, posicionamento, instrumentacdo e duracdo das medidas foram

exatamente iguais aos descritos primeiramente.

Resultados

As figuras 3, 4 e 5 sdo sinais elétricos e mecanicos adquiridos nos mesmos 3
animais com intervalos entre a ingestdo e a medida diferenciados (30 min., 6 h e 10 h
apos ingestao).

Nota-se que 0s registros elétricos apresentados na figura 3 possuem mais
atividades periddicas. Os registros mecanicos de maneira geral sdo semelhantes. Para um
controle mais fino da resposta a alimentacdo, escolheu-se padronizar os futuros

experimentos com alimentacdo 30 minutos antes da avaliacgéo.
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Mecénicos e elétricos com intervalo entre ingestdo em aquisicdo igual a 30
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APENDICE B — Artigo

O artigo a seguir reune os principais resultados deste trabalho, construido com o
intuito de contribuir com a area de pesquisa basica em doencas inflamatdrias intestinais.
Esse texto foi submetido para o periodico Journal of Inflammatory Bowel Disease da

editora Wolters Kluwer Health.

Changes in colonic contractility in response to inflammatory
bowel disease: long-term assessment in a TNBS-induced rat model

Abstract
(250 words)

Background: Inflammatory bowel disease (IBD) is a serious illness that affects
the gastrointestinal tract and promotes several changes in colonic motility. However, the
evolution of these changes is not completely understood, and may be related with
symptoms that appear in phases when the disease is apparently controlled. The aim of this
work was to perform a long-term assessment on both mechanical and electrical aspects
of colonic contractility during the model of TNBS-induced inflammation model in rats.

Methods: Contractility and inflammatory parameters were acquired in the same
animal in six different time points: before TNBS induction (control) and 2, 5, 8, 11 and
14 days thereafter. Mechanical activities were acquired by Alternating Current
Biosusceptometry (ACB) and subdivided in Rhythmic Propagating Ripples (RPR) and
Rhythmic Propulsive Motor Complex (RPMC). We recorded the electrical activity by
Electromyography (EMG) and assessed the inflammation processes by determining
myeloperoxidase (MPO) activity in stools. Additionally, we compared thickness of
colons layers along the inflammation by histopathological analyzes.

Results: Our results showed transient changes in MPO activity levels and in
RPMC contraction frequency, while RPR and electrical activity suffered permanent
changes. Furthermore, the association of these results with the analysis of the tissue layer
thickness revealed the influence of fibrosis and the depth of damage to different types of
Interstitial Cells of Cajal (ICCs).

Conclusions: We performed a detailed temporal in vivo analysis of the intestinal
inflammation consequences on colonic contractility, elucidating the changes promoted in
colonic motor functions over time. This in vivo approach enables the further assessment
of different factors, linked with different injury mechanisms, duration, remission,
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symptoms and motor consequences, as well as the evaluation of treatment protocols in
general.

Key words: Inflammatory Bowel Disease, Colonic Motility, TNBS, Colonic
contractility, Alternating Current Biosusceptometry.

Introduction

Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic, relapsing and severe
inflammatory process of the gastrointestinal tract. [1, 2] The pathogenesis of IBD is not
fully understood and there is no definitive cure available, neither pharmacological nor
surgical. [1, 2] Pain, diarrhea, blood in stool and loss of peristaltic function are common
clinical features and complications of IBD. [98]

Several studies have been performed in different animal models, to investigate the
pathogenic profile of IBD. Most of these employ the hapten 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic
acid (TNBS) model. [4, 5] Typically, mucosal injury and inflammatory cell infiltration
are observed shortly after exposure to TNBS, while chronic inflammation and
lymphocytic cell infiltration usually occur 48 h after exposure, persisting for few weeks.
[6] However, the changes promoted by the disease in the neurophysiological properties
of myenteric neurons persist, even after the resolution of inflammation, contributing to
the dysmotility profile detected. [7]

All those symptoms are observed in the animal models for intestinal inflammation
[8], which indicates that such studies might be useful to elucidate the changes in intestinal
motility promoted by IBD. Several studies have reported the influence of IBD on
intestinal motility [9-12], associating the intestinal inflammation with impairment of the
local motor function. [13, 14] Motility disorders of the gastrointestinal tract are of critical
clinical importance. [2] They can lead to failure of microbiota, thus inducing translocation
of bacteria and/or bacterial products through impaired mucosal barrier [2], increasing the
severity of intestinal injury. [6]

There are several ex vivo studies analyzing correlations between inflammation and
smooth muscle function. [6, 13, 15] However, most of these fail to provide in vivo
information regarding this complex relationship between inflammatory responses and
motility disorders.

Here, we characterized the contraction changes in colonic motility promoted by
TNBS-induced inflammation in a rat model, correlated with inflammatory levels,
obtained by monitoring the stools for specific biomarkers. We monitored all animals up
to 14 days after induction, when the animals started to recover, according to the
inflammatory markers. Thereby, the study presented here describes how and how much
IBD progression and its recovery influence the colonic motor activity.
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Methods
Animals and Ethical Considerations

Male Wistar rats (180 — 250 g; ANILAB, Paulinia/SP — Brazil) were kept in
standard environmental conditions at 21+1°C, 12h light/dark cycle and constant air
filtration. Experiments and manipulation were performed in agreement with the Ethical
Principles in Animal Research adopted by the Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA). All experimental protocol was reviewed and approved by the
Institute of Biosciences — Ethics Committee for Animal Research (CEEA) under
protocols no. 042/04-CEEA and 502-CEUA.

Induction of colonic inflammation and assessment of inflammatory process

2,4,6-trinitrobenzenosulfonic acid (TNBS, 40 mg/mL, 0.25 mL) was administered
through a Teflon cannula inserted into the anus of anesthetized rats, as described by
Morris et al. [5] The animals were fastened for 12h before the induction of the
inflammatory process, which occurred on the 2" day (figure 1).

We used the MPO activity as a marker of activated neutrophils. Stools were
collected immediately prior to each colonic motility measurement for determination of
myeloperoxidase enzyme activity (MPQ) according to the method described by Krawisz,
Sharon and Stenson. [16]

Colonic Motility Measurement

The magnetic marker (MnFe2Og - ferrite nucleus of 0.15g and ¢ = 4.2mm) and
the electrode (Ethicon®, Johnson and Johnson, Sao Paulo, Brazil) were surgically fixed
in the colon serosa at the lesion region (Figure 1A). The electrode wire was
subcutaneously driven by tunneling through the skin and exteriorized through an incision
on the top of the head. The experiments were conducted according to the schedule showed
(Figure 1B), in which after 5 days of implantation, the assessment of colonic motility
began and was repeated every 3 days, totaling 6 measurements.
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Figure 1: A) Experimental setup for animal preparation, illustrating lesion site, electrode and ferrite
implantation in the lesion, with the sensor positioned on the abdominal surface of the animal; B) Experiment
schedule, indicating motility assessment, inflammation induction and histopathological analyses.

In all motility measurements, each animal was monitored simultaneously by ACB
and EMG to acquire the contractile pattern after feeding. 30 minutes after ingestion of 2
g of chow, the animals were anesthetized with isoflurane (ISOFORINE®, Cristalia,
Itapira, SP, Brazil) and kept in a supine position for a 60-min recording period. The
acquired signal was digitized using a multichannel recorder (MP100 System; BIOPAC,
Santa Barbara, CA, USA) and stored for further analysis at a sampling rate of 20 Hz per
channel.

All signals were analyzed and processed in MatLab (Mathworks, Natick, MA,
USA) by visual inspection and by Moving Average and Savitzky Golay filters. [17, 18]
The main parameter assessed were the contraction frequency of colonic activities, which
were quantified by Fast Fourier Transform. [19]

Techniques
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Alternating Current Biosusceptometry (ACB)

The ACB system detects structures by monitoring the magnetic susceptibility near
the sensor probe. The technique employs materials with high magnetic susceptibility as
tracers or labels, such as iron manganese oxide (ferrite, MnFe2O4, 50 - 100 um), which
provide high response in the system and does not require prior magnetization. Considered
inert in the body, the ferrite has advantages in its use as magnetic tracer, as its non-toxicity
and natural insolubility. [20-22]

During the contraction process, the organ moves the marker away from the sensor,
attached to the organ external wall, decreasing the magnetic signal recorded. Similarly,
the relaxation process brings the magnetic marker near the ACB sensor, which increases
the signal. [18, 23-27] Thus making it possible to acquire the mechanical movements of
organs of interest, such as the colon.

Electromyography (EMG)

This classic method consists in recording the bioelectric changes of muscles
through electrodes inserted directly into the muscles. To capture the signals, we used
needle electrodes, which conduct electrical signals corresponding to ion exchange
occurring at the cellular level and can record the activity of motor units during rest or
activity. [28] This traditional technique is widely used to access the myoelectric activity
of GIT organs (e.g., stomach [29-31], small intestine [32, 33] and colon [34, 35]).

Histopathological analyzes

To clarify the relationship between tissue damage, muscle layers and changes in
motility, we evaluated histological sections using an optical microscope (Zeiss Discovery
V8, Thornwood, NY, USA). Tissue samples (0.5 mm thick) adjacent to the lesion area
were collected from 4 groups of 10 animals for histological processing. The injured colon
was removed on days 0 (healthy, before induction), 2, 7 and 14 after induction, according
with the degree of colonic inflammation, assessed by macroscopic and microscopic
techniques. [36] In the micrographs, we quantified the thickness of tissue layers (mucosa,
muscularis mucosae, submucosa, muscularis externa) and ulcer area, if present.
Sequentially, we assessed the presence of edema, leukocyte infiltration and connective
tissue formation. The images were acquired and analyzed by an AxioCam MRc 5 and by
AxioVision LE software.

Contractions definition

In order to characterize the two main motor colonic activities, we followed the
standard protocol defined by Huizinga in 2011, employing an ex vivo approach using
pressure transducers and spatiotemporal map images. [37] The motor activity patterns
studied were: the "rhythmic propulsive motor complexes” (RPMC); and "rhythmic ripples
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propagating” (RPR). In Figure 2A (control fragment), it is possible to note clearly both
patterns.

The RPR is a constant oscillation, with high frequency and low amplitude.
Characterized by spontaneous motor patterns, their functions are related with food
mixture and absorption. This activity is characteristic of the so-called “slow waves”,
which are associated with the contraction pattern promoted by the circular muscle layers
of same frequency, ubiquitous throughout the TGI. This contraction pattern is generated
by pacemaker cells, called Interstitial Cajal Cells, which are associated with submucosal
plexus (ICC-SM). [37-39]

The RPMC is characterized by strong contractions of low frequency and high
amplitude. With function associated to stool propulsion through bursts, the RPMC motor
patterns are evoked by distension. RPMC activity is similar to the electrical activity of
the longitudinal muscle layer and related with stimulus-dependent pacemaker activity of
the ICC-MY (associated with myenteric plexus). Furthermore is a dependent stimulus and
electrically characterized by prolonged depolarization. [37, 40, 41]

Statistical Analysis

All results were expressed as means = SEM. Statistical evaluation of the data
related to mechanical, electrical and MPO activities were performed by repeated
measurements one-way ANOVA followed by Dunnett’s Multiple Comparison test. They
are presented as the differences from M1 (healthy animal), which represents the control.
To analyze the thick layers of the colon, we used an ordinary one-way ANOVA followed
by Dunnett’s Multiple Comparison test. In ulcer area analysis, we use Student’s t-test for
non-paired samples. For all evaluations, P-values less than 0.05 were considered
statistically significant.

Results

Figure 2 present 10-minute signal excerpt to exemplify mechanical activity of
each of the acquisition moments (M1, M2, M3, M4, M5 and M6). Each signal is shown
its respective spectrum of frequencies, where it is possible to note the predominant
frequencies contained in the signal (peaks). Gradual morphological differences are
evident between all moments, especially in M3. There are two more prominent peaks in
all instants. First peak, with lower frequency, represents RPMC, while the second, with
higher frequency, represents RPR. Throughout all of the measurements, we observed a
displacement in both peaks, denoting a frequency variation, triggered by the
inflammatory process.
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Figure 2: Mechanical signals of all stages monitored and its respective frequency spectrum.

Similar to the mechanical recordings, electrical signals acquired by EMG at all
stages of the experiment are shown in Figure 3. In this case, the frequency spectrum
presented for each signal has only one dominant peak. Analogous to the mechanical
pattern analysis, we observed morphological changes and frequency peak displacement
in the electrical profile along all moments.
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Figure 3: Electrical signals in all stages monitored and its respective frequency spectrum.

Figure 4 shows mechanical wave patterns, the electrical profile and the MPO
activity for all stages. The mechanicals (RPR and RPMC) and electrical activities were
analyzed through its respective dominant frequencies. The frequency intervals used to
quantify each of the contraction patterns were: 40 - 110 mHz (RPR); 10 - 30 mHz
(RPMC); and 30 - 80 mHz (electrical activity). The RPMC increases in M3 and in M4,
returning to control values in M5 and M6. We observed a distinct behavior in the RPR,
where its frequency values decrease in M3 and remain statistically smaller until the M6
stage. The frequency parameter for the electric activity decreased in M2, and remained
low until the M6 stage, which showed a slightly increase, although it was still statistically
different from M1. Figure 4 also shows the results for myeloperoxidase activity (MPO)
in feces. Soon after the induction process (M2), there was a significant increase in the
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enzyme activity. However, all following stages (M3, M4, M5 and M6) showed values
statistically similar to the pre induction moment (M1).
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Figure 4: Frequency variations among the experiment in mechanical contractions (A — RPMC and B —
RPR) and electric activity (C). In D, is activity of myeloperoxidase (MPO). In all graphs, x axis represents
timeline of experiment, where: animal is healthy in M1 (control); and 2 (M2), 5 (M3), 8 (M4), 11 (M5) and
14 (M6) days after induction protocol. The red line highlight the moment of TNBS instillation. * p<0.05

Figure 5 shows the micrographs of the histological sections of the inflammation
model before induction and 2, 7 and 14 days thereafter. Clearly, it is possible to observe
the effects of inflammation, which are more drastic 2 days after induction, followed by
gradual recovery in the following steps (7 and 14 days after induction). 2 days after
induction (Figure 5B), we can notice the presence of leukocyte infiltration in submucosal
and muscularis externa layers, which is accordance with elevated MPO activity. Edema
appears markedly in submucosal layer, increasing its thickness at 2 and 7 days after
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induction. Connective tissue formation emerge 7 days the inflammation induction mainly
in the muscularis mucosae and mucosa layers.

Figure 5: Micrographs of colon tissue sample throughout the inflammatory process: A) control; B) 2 days
post-induction; C) 7 days post induction; and D) 14 days post-induction.

Figure 6 shows thickness variation of the mucosa, muscularis mucosae,
submucosa and muscularis externa, obtained by quantification of histopathological
analysis. The mucosal layer increased in thickness 2 days post-induction, which lasted
until the end of the experiment. The thickness of submucosa and external muscle also
increased at day 2, however it started decreasing on days 7 and 14. Ulcer area was also
present in the same figure, exhibiting its highest values in day 2, starting to decrease in
day 7. 14 days after induction, no ulceration spots were visible in the images.
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Figure 6: Thickness of colon tissue layers and ulcer area along the inflammation process. *p<0.05

Discussion

The aim of this study was to characterize the behavior of colon contractility,
electrical activity and how these parameters respond to chemically induced intestinal
inflammation. We assessed all of these patterns and their modifications throughout 14
days after inflammation induction by TNBS model. Our results showed transient changes
in MPO activity levels and in RPMC contraction frequency, and permanent changes in
both RPR frequency and electrical activity. Furthermore, these results were associated
with the tissue layer thickness, obtained from the histopathological analyzes at different
times points.

Several histological abnormalities have been observed in IBD patients and also in
experimental models of intestinal inflammation, which include damage to the enteric
nervous system, disruption of the ICCs network, with hyperplasia and hypertrophy of
smooth muscle cells. [42]

In general, the main controllers of the colonic motor activity are the properties of
the smooth muscles (ICCs); intrinsic (Enteric Nervous System) and extrinsic nerves
(sympathetic and parasympathetic); and chemicals released in the body or in the
circulation. [43] Two of these, ICCs and intrinsic nerves, are damaged, although
differently, by the intestinal inflammation (Figure 5).

On regards to ICCs network in the colon, we mainly find the ICC-SM (associated
with submucosal plexus), the ICC-IM (intra muscular) and ICC-MY (associated with
myenteric plexus). [44] Each of these has different functions in colonic motility, making
it critically important to understand the different extension damage caused to the tissue.
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The two pacemakers propagate independently. The strong propulsive contractile
activity is propagated at the same frequency and velocity of the ICC-MY pacemaker. This
propulsive motor pattern occurs in a rectal direction and it is associated with an increase
in intraluminal pressure, related with outflow. The contraction force is stronger when the
two pacemaker activities are superimposed at the level of smooth muscle, which explains
discrepancies in the literature regarding the myogenic or neurogenic nature of the
rhythmic propulsive motor complexes. [37]

Administration of TNBS (trinitrobenzenosulfonic acid) in 50% (v/v) ethanol
resulted in a delayed hypersensibility reaction, in which infiltration of inflammatory cells
was observed within 2 h and the inflammation developed after 48 h of TNBS instillation.
[36] The influence of intestinal inflammation is not restricted to the mucosa but extends
to the submucosa and muscularis externa (Figure 5B), thus influencing neurotransmission
and muscle contractility. [45] The IBD is associated with progressive and selective
alterations in myenteric plexus structure and function, with consequent reduction of
cholinergic neurotransmission and abnormality in colonic contractility. The reversibility
of myenteric plexus disruption is a clear indication of neuronal plasticity within enteric
nervous system as an adaptive mechanism against inflammatory challenges. [46]

TNBS administration induces an intense transmural inflammation and diffuse
necrosis, polimorphonuclear cells infiltration and inflammatory granulomas in all colon
layers (Figure 5B). [8] Moreover, TNBS-induced intestinal inflammation mimics both
acute and chronic phases of IBD due to similar Thl- and Th2-type cytokine mediated
inflammation. [8] Two days after TNBS instillation, damage in the cytoarchitecture of
mucosa, muscularis mucosae, submucosa, muscularis externa and even in the serosa can
be observed (Figure 5B). Seven days after the inflammation induction process,
histological analyses show leucocyte infiltration, accumulation of connective tissue
adjacent to muscularis mucosa and few ulceration spots (Figure 5C). Despite the discrete
edema and slightly larger connective tissue layer present close to both mucosa and
submucosa layers (Figure 5D), the colons cytoarchitecture is similar to a healthy colon.

The histological analyses indicate an intense and severe inflammatory process,
allowing the injury to overcome intrinsic regeneration capacity (Figure 5). Therefore,
fibrogenesis is one of the defense mechanisms against such harm. [47] Numerous
literature data indicate that administration of TNBS at various doses causes fibrosis in
colonic tissue in several animal models. [48, 49]

In addition to the morphological changes, frequency of RPMC, electrical and RPR
indicate motility impairment (Figure 4). RPR and electrical frequencies decreased after
induction of the inflammatory process and were not restored until the end of the
experiment (Figure 4B and 4C). This behavior observed corroborates previous report
pointing to dependence between damage and restoration of neural factors and
spontaneous colon motility after administration of TNBS. [45]

MPO activity was augmented in animal feces in M2 (Figure 4D), which is
considered the moment where the colon is at its highest degree of inflammation. [50]
From increased MPO activity in feces, histological assessment, and diarrhea observed in
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all animals (data not shown), it is possible to ensure the presence of severe inflammation
in the colon of the animals and at which time this inflammation was critical. These results
also corroborate the myeloperoxidase activity in feces of patients with IBD. [51] As the
traditional procedure for MPO assessment is performed in tissue biopsy [16], we
presented a valuable alternative evaluation method using feces as sample, with direct
proportional to the migration of polymorphonuclear leukocytes, although keeps the
animal alive, thus enabling continuous experimental approaches, such as the one
employed in here.

Data on motility frequency might also determine the presence of fibrosis and
neural damage near the intestinal complex muscular layers and, therefore, contribute to
analyses of IBD, inflammatory bowel syndrome, diarrhea, constipation, megacolon and
peristalsis.

Throughout the experiment, we noticed clear changes in the frequencies of all
contraction patterns monitored, either mechanical or electrical. Under the mechanical
aspect, the RPR showed significant drop from M3 (Figure 4B), which remained until
M6.The RPMC however, showed transient increase in M3 that lasted until M4 (Figure
4A) returning to control levels (M1) in M5. The electrical activity frequency showed
similar behavior for the RPR contraction, although decreasing in M2, closer to the time
of induction and maximum inflammation instant, according with the MPO results.

Regarding RPR contraction, electrophysiological experiments in vitro in colons
of rats revealed that the RPR is directly related to the ICCs that mediate slow wave
activity, present in all TGI with different frequencies in each part. [39] These pacemaker
cells of the distal colon are associated with the submucosal plexus (ICC-SM) located
along the submucosal surface of the circular muscle layer. In Figure 5, we can compare
the condition of the submucosal layer. Even after 14 days of inflammation induction, the
layer is not fully restored yet, suggesting that the damage was more severe than that in
the external muscle layers (circular and longitudinal).

The RPMC is related mainly with the propulsion of stool, presenting stimulus-
dependent depolarizations. [52] This contraction pattern is associated with
depolarizations originating from ICC-MY located between the circular and longitudinal
muscle layers, farther from the lesion site (Figure 5). [39] Therefore, it is possible that the
injury has not affected this motor activity in a severe and irreversible way.

An explanation for the increased frequency at M3 and M4 is the recurrent episodes
of diarrhea at this time point. Diarrhea is characterized as a body's defense mechanism to
clear contents of the TGI, and it is related, among other mechanisms, with increased
motility and gastrointestinal transit. [53, 54] In M5, the colon is already notably recovered
(Figure 5), and the occurrence of diarrheal stool has ceased the RCMP contraction
frequency has decreased back to normal.

Thus, applying this idea to the colon, it is possible that, if the ICC-SM are
damaged irreversibly, the neighborhood ICC-SM start to coordinate the contraction rate
in that place, therefore justifying the change in RPR frequency.
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On regards to the electrical activity behavior, it showed a contraction pattern
similar to RPR, although its frequency change in response to the inflammation was faster
(i.e. responded instantly to induction, in M2). This response suggests a direct damage to
ICC-SM, therefore, also irreversible. It has been reported by others that IBD might change
spontaneous activity and smooth muscle contractility in response to pharmacological and
nerve stimulation. [46]

In many parts of the GIT such as the stomach, there are gradients of ICCs
frequency. [55, 56] Some studies in different animal models show the existence and
interrelation between the source and spread of electrical stimuli. [57-60] When certain
pacemaker cells are removed, or suffer irreversible damage, the other ICCs, located near
become dominant, causing the contraction frequency to change permanently. [55]

The results obtained for the mechanical contractions RPMC and RPR were very
interesting, where both frequency patterns quantified undergone a significant change in
M3, while the MPO peak occurs in M2, showing the moment of greatest level of
inflammation. This delay may be related to the time that the chemical injury takes to
become structural in terms of mechanical reflex, since the electrical activity begins to
change significantly already in M2.

Previous studies in a mouse model of post-infectious irritable bowel syndrome
(PI-IBS) have implicated the enteric nervous system (ENS) and/or interstitial cells of
Cajal (ICC) as the sites likely responsible for the changes involving dysmotility.[61, 62]
Long-term changes to the sensitivity of the extrinsic innervation have also been reported
[61, 62] and these could also contribute to dysmotility through changes in the reflex
sensitivity.

Dramatic changes occur in the electrical and synaptic properties of myenteric
neurons of the inflamed colon, which are likely to contribute to the dysmotility that is
associated with IBD. [63] Alterations at the cellular level could be the main responsible
for the development of altered contractility of intestinal smooth muscle. [64] Also,
disturbance of L-type Ca?* channel activity has been reported as one of the causes of
decreased intestinal motility. [65, 66]

Alternatively, the dysmotility could be due to changes in smooth muscle activity.
For instance, in a rat model of post-inflammatory colitis, inflammation affects the ICC
and contractility of smooth muscle, however alterations of myogenic contractions of
smooth muscle persisted after the resolution of inflammation. [42, 64]

The persistent changes found in RPR and in electrical activity can be associated
with the submucosal plexus, which regulates secretion [7], indicating that prior
inflammation can lead to continuous changes in gut function and could contribute to
colonic dysfunction, which is reported during remission from IBD. [67] It is likely that
both the neural and myogenic activity contribute to the persistent dysmotility after the
resolution of inflammation. [67]

The TNBS inflammatory response, where there are different ways to restoration
of spontaneous rhythmicity and myogenic contraction, especially at the healing stage of
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inflammation, was also obtained in ex vivo studies on isolated rat colon. [6] Specifically
in the cited study, spontaneous rhythmicity dysfunction, related with RPR, may improve
more rapidly than myogenic contractility dysfunction, which is related with RPMC. This
apparent contradiction may be strongly related with the fact that the study was carried out
ex vivo, outside the physiological environment, with no contact to nervous regulation.

The results presented here might add important physiological explanations and
relations with constipation, diarrhea and bariatric pain, which are the major incapacitating
symptoms observed in patients with IBD. [3, 68, 69] Therefore, simultaneous feces and
motility monitoring might be a useful and non-invasive tool to assess disease status.
Furthermore, this study might bring crucial data to better understanding of IBD
pathophysiology. Elucidation of IBD mechanisms is essential to human modern
medicine, since IBD is one of a conglomeration of immune-mediated inflammatory
diseases, such as arthritis, psoriasis, spondyloarthropathies and systemic lupus
erythematousus. [1]

Summarizing, the results obtained in this study were based on a detailed temporal
analysis on the consequences of this type of inflammation in colonic motility of rats. The
use of robust measurement techniques associated with the monitoring of inflammation by
fecal samples allowed an in vivo approach in the same animal for 14 days. The perceived
changes in the different contraction frequencies showed a clear relation with the evolution
of the degree of the lesion. New studies should be conducted to explore this
interdependence among different factors, namely types of injury, duration, remission,
symptoms and motor consequences, as well as the evaluation of treatments in general.
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