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APRESENTACAO

A colecao “Ciéncias Morfofuncionais” é uma obra que tem como foco principal a
apresentacéo de trabalhos cientificos diversos que compde seus capitulos relacionados aos
mecanismos envolvidos na estrutura e no funcionamento do corpo dos organismos vivos.
O volume apresenta um compilado de 7 artigos distribuidos em tematicas que abordam de
forma categorizada e interdisciplinar trabalhos, pesquisas, relatos de casos e/ou revisées
que transitam nas diversas areas de aplicacdo da Anatomia e Fisiologia.

O objetivo central desta coletanea é apresentar de forma categorizada e clara
estudos desenvolvidos em diversas instituicbes de ensino e pesquisa do pais. Em todos
esses trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado a Biologia Celular, Biologia
Molecular, Bioquimica, Genética, Histologia, Embriologia, Imunologia, Anatomia, Fisiologia,
Medicina, Medicina Veterinaria, Saude e areas correlatas.

O avanco tecnolégico e cientifico tem contribuido com inUmeras pesquisas que
analisam a morfologia dos organismos e buscam entender o funcionamento e a interagéo
das moléculas, células, tecidos, 6rgaos e dos sistemas do corpo. O estudo das Ciéncias
Morfofuncionais pode auxiliar na prevencao e no combate a patologias/doencgas que podem
afetar a saude humana e dos demais seres vivos, além de contribuir com o diagnéstico e
tratamento de diversas doengas, como o cancer e a diabete.

Temas diversos e interessantes sdo deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de Graduados, Mestres, Doutores e todos aqueles que
de alguma forma se interessam pelas Ciéncias Biologicas e pelas Ciéncias da Saude em
seus aspectos anatémicos e fisiolégicos. Possuir um material que demonstre a aplicacéo
da Morfofisiologia em vérias areas do conhecimento, de forma temporal e com dados
substanciais de regides especificas do pais tem sido relevante, bem como, abordar temas
atuais e de interesse direto da sociedade.

Este livro “Ciéncias Morfofuncionais” apresenta uma teoria bem fundamentada
nos resultados praticos obtidos por varios pesquisadores, professores e académicos que
arduamente desenvolveram seus estudos que aqui estdo apresentados de maneira concisa
e didatica. Sabemos o quéo importante é a divulgacéo cientifica, por isso evidenciamos
também a estrutura da Atena Editora, que é capaz de oferecer uma plataforma consolidada
e confiavel, permitindo que esses pesquisadores exponham e divulguem seus trabalhos

cientificos.
Desejo a todos uma 6tima leitura.

Renan Monteiro do Nascimento
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RESUMO: O corpo humano é uma maquina
perfeita e que funciona a partir da atuacédo
conjunta de diversos sistemas. Como todos
0s seres vivos, com excegao dos virus, 0s
seres humanos possuem seu corpo formado
por células, que formam tecidos, os quais
formam orgédos, que, por sua vez, formam
sistemas. Dessa forma, é formado pelos
sistemas: cardiovascular, respiratério, digestério,
nervoso, sensorial, endoécrino, excretor, urinario,
reprodutor, esquelético, muscular,imunoldgico,
linfatico, tegumentar. Cada um deles envolve
6rgaos que atuam para a realizagédo das fungbes
vitais do organismo. Assim, no corpo humano
existem Orgdos e complexos sistemas que
interagem uns com os outros, de forma a garantir
que as fungdes vitais do organismo estejam em
funcionamento. Homeostase € o equilibrio que
esses sistemas devem ter para a realizacédo
dessas funcdes.
PALAVRAS-CHAVE:
morfologia.

Corpo, fisiologia,
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MORPHOLOGICAL ASPECTS OF BODY SYSTEMS

ABSTRACT: The human body is a perfect machine and it works from the joint performance of
several systems. Like all living beings, with the exception of viruses, human beings have their
bodies formed by cells, which form tissues, which form organs, which in turn form systems.
Thus, it is formed by the following systems: cardiovascular, respiratory, digestive, nervous,
sensory, endocrine, excretory, urinary, reproductive, skeletal, muscular, immune, lymphatic,
integumentary. Each of them involves organs that act to carry out the vital functions of the
organism. Thus, in the human body there are organs and complex systems that interact
with each other, in order to ensure that the vital functions of the organism are functioning.
Homeostasis is the balance that these systems must have to carry out these functions.
KEYWORDS: Body, physiology, morphology.

O sistema esquelético humano tem a fungéo de atuar na sustentagéo do corpo e na
protecdo de érgéos vitais(como o encéfalo e os pulmdes, por exemplo). Ainda, & por meio
do sistema esquelético em conjunto com o muscular que o corpo se locomove. Também,
o sistema esquelético é reserva de gorduras e de minerais(calcio e fosforo) e o centro de
producao de células sanguineas(medula 6ssea vermelha). (AMABIS, MARTHO, 2016)

O esqueleto humano é formado por mais de duzentos ossos de diferentes tipos
(ossos longos, chatos ou planos, curtos, irregular e sesamoide) unidos uns aos outros de
maneira articulavel (articulagdes) ou fixa. Ainda, o esqueleto € dividido em axial (ossos da
cabeca e tronco, formando um eixo, o0 que inclui a costelas e coluna vertebral, totalizando 80
0ss0s) e apendicular (0ossos dos membros anteriores e posteriores e as cinturas articulares
pélvica e escapular, num total de 126 ossos). (LOPES, ROSSO, 2013)

Outro sistema, chamado sistema muscular humano, tem a funcdo de estabilizar
as posicoes do corpo, produzir movimentos, regular o volume dos 6rgdos, movimentar
substancias dentro do corpo e produzir calor. Embora os ossos fornecam forgca mecénica
(de alavanca) e formem o arcabougo do corpo, ndo podem mover, sozinhos, partes do
corpo. O movimento resulta da alternancia entre contracao e relaxamento dos musculos,
que constituem 40 a 50% do peso total do corpo adulto. A forga muscular reflete a funcéo
béasica do musculo - a transformacéo da energia quimica em energia mecéanica para gerar
forga, realizar trabalho e produzir movimento. O estudo cientifico dos musculos é conhecido
como miologia. (FAVARETTO,2016)

E formado por mais de 600 misculos classificados como:musculos esqueléticos: os
responsaveis pela movimentacao voluntaria do esqueleto (musculos da perna, do braco,
da face);musculos lisos: responsaveis pelos movimentos involuntarios da maioria dos
orgéaos e estruturas internas do corpo humano (bexiga, pulméo, estdmago, veias);musculo
cardiaco(musculo do coragdo, chamado miocardio): composto por células alongadas,
cilindricas e estriadas com um ou dois nucleos em sua porgédo central, faz movimentos
rapidos, vigorosos e ritmados promovendo o bombeamento do sangue para todo o corpo.
(AMABIS, MARTHO, 2016)
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O coracéo ¢ formado por células musculares estriadas cardiacas (miocardio) que se
contraem involuntariamente realizando o bombeamento do sangue para todas as partes do
corpo. Com aproximadamente o tamanho de 12 cm de comprimento por 9 cm de largura,
localiza-se sobre o musculo diafragma em uma regido chamada de mediastino. O coragéo
apresenta quatro cavidades: dois atrios (camaras receptoras do sangue) e dois ventriculos
(camaras de bombeamento). O atrio direito e comunica com o ventriculo direito pela valva
atrioventricular direita (valvula tricuspide). (LOPES, ROSSO, 2013)

A comunicag¢do entre o atrio esquerdo o ventriculo esquerdo se da pela valva
atrioventricular esquerda (valvula bicuspide ou mitral). Ndo ocorre mistura de sangue do
lado direito (sangue venoso: rico em gas carbénico vindo de todas as partes do corpo)
com o sangue do lado esquerdo (sangue arterial: rico de oxigénio vindo do pulméao),
que é bombeado por dois caminhos: grande circulagé@o (circulacdo sistémica) e pequena
circulagéo (circulagdo pulmonar). Vasos sanguineos (veias e vénulas, artérias e arteriolas,
capilares): servem para fazer o sangue circular por todo o corpo partindo do coragéo e
irrigando cada uma de suas células, realizando a troca de materiais. (AMABIS, MARTHO,
2016)

As veias, com calibre menor, partem dos diversos 6rgdos do corpo e chegam
ao coracdo no atrio direito (pela veia cava superior e veia cava inferior). As artérias, de
calibre maior e paredes espessas, musculosas e elasticas, partem do ventriculo esquerdo
do coracgéo (pela artéria aorta). Sangue: é um tecido conjuntivo liquido formado, a partir
da medula 6ssea vermelha, por 45% de células (hemacias ou glébulos vermelhos ou
eritrocitos, leucocitos ou globulos brancos e plaquetas), também chamados de elementos
figurados. (LOPES, ROSSO, 2013)

Ainda, 55% de uma matriz extracelular liquida (plasma), composta por 91,5% de
agua, 7% de proteinas (albuminas, globulinas, fibrinogénio, dentre tantas) e 1,5% de outros
solutos (eletrélitos, nutrientes, gases, substancias reguladoras e produtos residuais). O
sangue tem especialmente trés funcdes: transporte de gases e outras substancias
(hemécias); regulacdo do pH, temperatura e conteudo hidrico das células; e, por fim,
protecdo contra a perda sanguinea pela coagulacdo (plaquetas) e defesa do organismo
(leucécitos). (LOPES, ROSSO, 2013)

A energia (ATP) para o funcionamento de cada uma das células do corpo humano
provém das reacgdes de respiragdo celular que necessitam de O2 e liberam CO2. Assim, o
sistema respiratério humano tem a fungéo de contribuir com a homeostasia do organismo
(equilibrio), possibilitando as trocas gasosas (oxigénio [O2] e gas carbdnico [CO2]) entre o
ar atmosférico e o corpo (por meio do sangue e do sistema cardiovascular). Também tem a
funcado de regular o pH do sangue e possibilitar a sensacédo do olfato, filtrar o ar inspirado,
produzir sons vocais (fonagao) e eliminar pequena quantidade de agua e de calor. O sistema

respiratério humano é formado pelos seguintes 6rgaos: nariz e faringe (sistema respiratorio
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superior) e laringe, traqueia, brénquios e pulmdes (sistema respiratoério inferior). (AMABIS,
MARTHO, 2016)

A energia (ATP) para o funcionamento de cada uma das células do corpo humano
provém, também, da glicose extraida dos alimentos. Assim, o sistema digestoério humano
contribui com a homeostasia do organismo (equilibrio), decompondo os alimentos em
formas que sdo absorvidas e usadas pelas células, ou seja, promove a digestdo deles
possibilitando a absor¢éo de agua, sais minerais, vitaminas, proteinas, carboidratos (dentre
eles a glicose), lipidios e acidos nucleicos. Séo, entédo, fungcbes do sistema digestdrio:
ingestao, mistura e propulséo do alimento; secrecéo de substancias (agua, acidos, enzimas,
entre outros); digestao (quimica e mecénica do alimento); absorc¢ao (passagem de produtos
digeridos do sistema digestorio para o sangue e depois para as células); defecagcéao
(eliminagéo dos restos alimentares que ndo foram absorvidos).(AMABIS, MARTHO, 2016)

Todos os outros sistemas do corpo humano operam controlados pelo sistema
nervoso, formado especialmente por tecido nervoso que &€ composto por dois tipos de
células: neurdnios e neurodglia. Junto com o sistema endoécrino, mantem a homeostasia
do organismo. Para isso, 0 sistema nervoso controla a geracado de impulsos nervosos
(potenciais de agdo) que produzem a regulacdo e a comunicagdo entre a maioria dos
tecidos. Dessa forma, o sistema nervoso tem fungéo: sensorial (detecta estimulos internos e
externos); integrativa (processa a informagéo sensorial, analisa, armazena e toma decisbes
e respostas apropriadas); e, motora (provoca uma resposta motora apropriada ativando os
efetores, que sdo os musculos ou glandulas). Para assim atuar, o sistema nervoso se
divide em Sistema Nervoso Central (SNC) - formado pelo encéfalo e pela medula espinal e
recoberto pelas meninges - e Sistema Nervoso Periférico (SNP) - formado pelos nervos e
ganglios e dividindo-se em SNP auténomo (simpético e parassimpéatico) e SNP somatico.
(FAVARETTO,2016)

Fazendo parte do SNC, o encéfalo é o centro integrador que recebe, processa e
armazena informacgdes, tomando decisbes e produzindo atividades motoras. Protegido
pelo cranio (osso), é formado por aproximadamente 100 bilhées de neurbnios e pesa em
torno de 1,3 Kg em adultos. O encéfalo adulto consiste em quatro partes principais: tronco
encefélico, cerebelo, diencéfalo e cérebro, cada um com fungbes especificas e varias
outras subdivisdes. (FAVARETTO,2016)

A medula espinal (ou espinhal): localizada dentro do canal vertebral na coluna
vertebral, consiste de um delicado tecido nervoso que se estende da base do encéfalo até
a margem superior da segunda vértebra lombar, medindo cerca de 42 a 45cm. Dela partem
31 pares de nervos espinais que, de acordo com sua localizagdo, se dividem em nervos
cervicais (oito pares entre vértebra cervical 1 e 8), nervos toracicos (12 pare entre vértebras
toracicas 1 e 12), nervos lombares (cinco pares entre vértebras lombares 1 e 5), nervos
sacrais (cinco pares entre vértebras sacrais 1 e 5) e nervos coccigeos (um par na regiao do
cocceix). (AMABIS, MARTHO, 2016)
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Ja os nervos séo filamentos esbranquicados formados por feixes de axoénios
envoltos por camada de tecido conjuntivo que se classificam em sensitivos (ou aferentes,
conduzem o impulso nervoso das células sensoriais para o0 SNC), motores (ou eferentes,
conduzem o impulso do SNC para os 6rgaos efetores) e mistos ou associativos (possuem
tanto axénios de neurdnios sensitivos como de motores). (MENDONCA,2016)

Os nervos podem ser classificados, ainda, em espinais (partem da medula espinal)
ou cranianos (partem do encéfalo). Ganglios: sdo pequenas massas de tecido nervoso,
contendo basicamente corpos de células neuronais, que estéo localizados fora do encéfalo
e da medula espinal. Os ganglios estao intimamente associados com os nervos espinais e
cranianos. (NETTER,2014)

O sistema limbico humano é a unidade responsavel pelas emocbes e
comportamentos sociais. E uma regido constituida de neurénios, células que formam uma
massa cinzenta denominada de lobo limbico. O sistema limbico é, algumas vezes, chamado
de encéfalo emocional, circundando a parte superior do tronco encefalico e o corpo caloso,
apresenta-se como um anel de estruturas, na margem interna do cérebro e no assoalho
do diencéfalo. Os principais componentes do sistema limbico sdo o lobo limbico, o giro
denteado, tonsila, nlcleos septais, corpos mamilares do hipotalamo, nucleos do talamo,
bulbos olfatérios e outras estruturas (fornice, estriais terminais, estrias medulares, fasciculo
medial do telencéfalo e o trato mamilotalamico). Com a atuacédo conjunta desses elementos
o sistema limbico exerce uma func¢do primaria em uma gama de emocgdes (prazer, dor,
docilidade, afeto, medo e raiva). (LOPES, ROSSO, 2013)

O sistema também esta implicado na olfagcdo (odor) e na memoria. Por exemplo,
a estimulacdo da tonsila em experimentos com gatos produz medo e um padrdo
comportamental de raiva. Ao contrario, quando € lesada ou removida o animal torna-se décil
e sem medo. Em humanos, lesdes na tonsila faz com que ndo reconhecam expressoes de
medo em outras pessoas ou ndo expressem medo em situacbes apropriadas. (AMABIS,
MARTHO, 2016)

Jé o sistema enddcrino humano, por meio da producgéo e liberacdo dos hormdnios
pelas glandulas, controlam a homeostasia do organismo, ou seja, coordena todas as
atividades do organismo (juntamente com o sistema nervoso). Assim, sao fungbes do
sistema enddcrino/hormdnios: a regulagcao da composi¢céo quimica e do volume do liquido
intersticial (entre as células); regulacdo do metabolismo e do equilibrio energético do
organismo; regulagéo da contracao dos musculos lisos e cardiaco; regulacdo das secre¢bes
glandulares; regulacéo de algumas atividades do sistema imune. (MENDONGCA,2016)

Ainda, controla o desenvolvimento e o crescimento humano, o funcionamento do
sistema reprodutor e os ritmos circadianos (como, por exemplo, a digestédo, o estado de
vigilia, o sono, a regulacdo das células e a temperatura corporal). Para tais atuagdes, 0s
principais 6rgdos que compdem esse sistema séo as glandulas endécrinas, que secretam
seus produtos (horménios) no liquido intersticial que envolve as células secretoras e, apos,

Ciéncias Morfofuncionais Capitulo 1 _



difundem-se pelos capilares sanguineos até as células-alvo (onde vai atuar efetivamente).
(FAVARETTO,2016)

As glandulas endécrinas incluem a hipéfise, a tireoide, a paratireoide, a suprarrenal
e apineal. Além disso, diversos 6rgéos e tecidos ndo sdo assim classificados mas secretam
horménios (hipotalamo [principal elo de ligagdo entre o sistema nervoso e o endocrino,
timo, pancreas, ovérios, testiculos, rins, estémago, figado, intestino delgado, pelo, coragéo,
tecido adiposo e placenta). Em conjunto, todas as glandulas enddcrinas e essas estruturas
formam o sistema enddcrino. A ciéncia que o estuda é a endocrinologia. (FAVARETTO,2016)

O sistema urinario humano contribui para a homeostasia do corpo alterando a
composicéo, o pH, o volume e a pressédo sanguinea. Ainda, mantendo a osmolaridade
do sangue e excretando residuos e substancias estranhas e produzindo horménios. Tais
funcdes sdo exercidas em razao de que os rins filtram o sangue (plasma), fazendo retornar
grande parte da agua e dos solutos para a corrente sanguinea e o restante vai formar a
urina (que passa pelos ureteres e é armazenada na bexiga até ser excretada do corpo pela
uretra). O sistema consiste em dois rins, dois ureteres, uma bexiga urinaria e uma uretra.
(AMABIS, MARTHO, 2016)

Para produzir urina, ocorrem trés processos basicos: filiragdo glomerular (primeiro
estagio da formacao da urina que ocorre na cdpsula de Bowman, a partir da filtracdo do
plasma sanguineo produzindo o filtrado glomerular); reabsor¢éo tubular (retorno de agua
[99%] e solutos Uteis do filtrado a corrente sanguinea a medida que passam pelo tubulo
renal) e secre¢éo tubular (a medida que o liquido flui ao longo do tubulo e ducto coletor,
estes secretam substancias removidas do sangue, como residuos, farmacos e excesso de
ions).(NETTER,2014)

Ademais, o sistema reprodutor humano (feminino e masculino) contribui para a
reproducdo sexuada, gerando a prole, e garantindo a perpetuacédo da espécie. Assim,
proporciona condi¢des fisicas e hormonais para a formacao e amadurecimento dos gametas
(6vulo e espermatozoide), a fecundagéo e a manutencgéo e crescimento do embriéo e feto
(gravidez) e o nascimento dos bebés, além de possibilitar o prazer sexual. Ginecologia é
0 ramo especializado da medicina relacionada ao diagnéstico e tratamento de doencgas do
sistema genital feminino, enquanto a urologia trata do masculino.(FAVARETTO,2016)

A Genitalia externa ou pudendo é localizada na regido do baixo ventre, forma-se
pelos pequenos e grandes labios que se constituem em dobras cutaneas extremamente
irrigadas por sangue que se estendem da regido inferior do pubis até a proximidade do
anus, protegendo a uretra e o canal vaginal. Revestida por pelos pubianos, nessa regiao
também encontra-se o clitdris, estrutura homologa ao pénis, que é responsavel por grande
parte do prazer sexual feminino. Também encontra-se a entrada da vagina (ou 0stio vaginal,
recoberto pelo himen, que se rompe, geralmente, apds as primeiras relagcdes sexuais,
permite a relacao sexual e a saida do bebé pelo parto normal) e a saida da uretra (permite
a passagem e eliminagéo da urina). (LOPES, ROSSO, 2013)
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Aimunidade ou resisténcia do organismo humano é a capacidade deste de precaver-
se contra dano ou doenca, por intermédio de suas proprias defesas. As substancias ou
seres estranhos ao organismo séo conhecidos como antigenos. Assim, a imunidade pode
ser classificada em: 1) imunidade inata (ou inespecifica) que refere-se as defesas presentes
desde o nascimento, estando sempre disponiveis a fornecer respostas rapidas de protecéo
- sdo as barreiras fisicas e quimicas da pele e mucosas e as defesas internas (dentre elas,
a febre e a inflamacgéo); 2) imunidade adaptativa (adquirida ou especifica) que refere-se
as defesas que envolvem a identificagcéo especifica de um micrébio, quando aquelas da
imunidade inata foram vencidas. (AMABIS, MARTHO, 2016)

Tem resposta mais lenta e um componente de memoria - ocorre pela agdo de
células, linfocitos T e B (tipo de glébulos brancos/leucécitos do sangue), ou por meio de
substancias, os anticorpos. Considerando essas atuagdes, a imunidade humana adaptativa
e parte da inata sdo estreitamente exercidas pelo sistema linfatico, por meio de seus drgdos
primarios (medula 6ssea vermelha e timo) e drgdos (linfonodos e baco) e tecidos (nédulos
linfaticos) secundarios. (NETTER,2014)

As barreiras fisicas formam a primeira linha de defesa do sistema imunitario humano,
as defesas inatas conferidas pela epiderme da pele, tinicas mucosas, muco, pelos, cilios,
lagrima, saliva, urina, defecagéo e vémitos. Barreiras quimicas formam a primeira linha
de defesa do sistema imunitario humano, as defesas inatas auferidas pelo sebo, lisozima
(substancia antimicrobiana presente na perspiracdo, lagrimas, saliva, secre¢des nasais
e liquidos teciduais), suco gastrico e secrecdes vaginais. As defesas internas formam a
segunda linha de defesa do sistema imunitario humano, as defesas inatas auferidas por
substancias antimicrobianas como os interferons, sistema do complemento, proteinas de
ligacéo ao ferro, proteinas antimicrobianas e, ainda, as células citotéxicas naturais, como
os fagocitos (neutrofilos e macréfagos especialmente) que induzem o processo inflamatério
e a febre.(MENDONGCA,2016)

Existe os linfocitos T CD4 que reconhecem o antigeno e produzem as interleucinas
que ativam a produgéo dos linfécitos T CD8 que produzem perforinas que destroem a
célula infectada. Constituem grande parte da memoria imunolo6gica. Ja os Linfocitos/células
B séo células sanguineas (glébulos brancos ou leucécitos) especializadas na resposta
imune humoral, ativados por um antigeno se diferenciam em plasmécitos que produzem os
anticorpos ou se diferenciam em células da meméria (0,5%). (FAVARETTO,2016)

O sistema tegumentar humano ou tegumento comum forma-se a parte de 6rgaos
como a pele (maior e mais pesado 6érgao humano) e os anexos: pelos, glandulas sebaceas
e sudoriparas, unhas e receptores sensitivos. Assim, esse sistema contribui com a
homeostasia protegendo o corpo (barreira fisica), auxiliando na regulagéo da temperatura
e permitindo a sensagéo do tato, basicamente. Em virtude de sua visibilidade, a pele reflete
emocgdes (desagrado, rubor) e alguns aspectos da fisiologia normal (como a transpiragéo,

alteragé@o na cor, na textura). Esteticamente também é importante esse sistema, sendo
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que a dermatologia é a especialidade médica que lida com o diagnéstico e o tratamento de
doencas do tegumento comum. (NETTER,2014)

A pele, também conhecida como cutis ou tegumento, recobre a superficie externa
do corpo, em um adulto perfaz uma area de cerca de 2m2, equivalendo a 16% do peso
corporal total e variando de 4,5 a 5 Kg, com espessura entre 0,5mm nas palpebras e 4 mm
nos calcanhares. Estruturalmente a pele compde-se de duas partes principais: a epiderme
e a derme que assentam-se sobre a hipoderme (tecido adiposo e areolar). A epiderme é
formada por tecido epitelial estratificado queratinizado, composto por quatro tipos principais
de células: queratindcitos (produzem a queratina), melanécitos (produzem a melanina),
células de Langerhans (participam de respostas imunes) e células de Merkel (detectam
sensacoes tateis).(MENDONCA,2016)

A epiderme é avascular, ou seja, 0s nutrientes e o oxigénio se difundem para ela
a partir da derme. A derme, por sua vez, € a camada mais profunda da pele, composta
por tecido conjuntivo resistente, contendo fibras elasticas e colagenas que Ihe conferem
resisténcia e a capacidade de esticar e retrair facilmente. Nela se encontra grande
nuamero de vasos sanguineos, nervos, glandulas e foliculos pilosos. As fun¢des da pele
sdo: termorregulacdo (regulagcdo homeostatica da temperatura corporal liberando suor
na superficie e ajustando o fluxo de sangue na derme), reservatorio de sangue (a derme
abriga uma extensa rede de vasos sanguineos que transportam de 8 a 10% do fluxo
total de sangue no adulto em repouso), protecao (por meio da queratina, dos lipidios, do
sebo, do pH &cido da transpiracdo, da melanina e pela agéo das células de Langerhans).
(NETTER,2014)

Ainda, é fungéo da pele a sensibilidade cutanea (tatil — toque, presséo, vibracao e
cbcegas - e de dor, em funcéo das inumeras terminacdes nervosas e receptores presentes
na derme), excrecdo (embora impermeavel, a pele exerce fungbes menores de excrecao
[agua, suor, sais, CO2, aménia e ureia] e absorgdo (vitaminas lipossolUveis, solventes
organicos e sais de metais pesados), também, a sintese de vitamina D. Pelos: com a
funcao de protegéo e percepcgéo, estdo presentes na maior parte das superficies cutaneas,
com excecgao das palmas e faces palmares dos dedos das méos e pés. Nos adultos, o pelo
€, em geral, mais densamente distribuido no couro cabeludo, nas sobrancelhas, nas axilas
e em torno do genitais externos, sendo afetados em sua quantidade, espessura e padrao
de distribuicdo por influéncias hormonais e genéticas.(LOPES, ROSSO, 2013)

A combinacgédo das secre¢Oes das glandulas sebaceas (sebo) e ceruminosa (“cera”)
forma um material amarelado chamado cerume. Este, junto com os pelos, no meato
acustico externo, fornece uma barreira viscosa que impede a entrada de corpos estranhos
e insetos. Ainda, impermeabiliza o canal e inibe a entrada de bactérias e fungos nas células.
As unhas séo placas de células epidérmicas queratinizadas, mortas, duras e firmemente
compactadas, que formam uma cobertura sélida e clara sobre as superficies dorsais das

partes distais dos dedos. Cada unha consiste de um corpo, uma margem livre e uma raiz,
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tendo a funcdo de segurar e manipular pequenos objetos de varias maneiras, proteger
contra trauma as extremidades dos dedos e cocar. (MENDONGCA,2016)

O crescimento da unha ocorre pela transformacdo das células superficiais da
matriz em células da unha, sua velocidade € determinada por fatores como idade, saude e
condigao nutricional da pessoa. O crescimento médio no comprimento das unhas das méaos
€ de aproximadamente 1mm por semana, para as unhas dos pés esse processo é mais
lento.(LOPES, ROSSO, 2013)
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RESUMO: A Paralisia cerebral (PC) &€ uma
doencga crbnica, caracterizada por disfuncéo
sensorio-motora que envolve distdrbios no
ténus muscular, na postura e na movimentacao
voluntaria. O objetivo deste estudo foi avaliar
a morfologia e morfometria das jungdes
neuromusculares (JNMs) do masculo tibial

Ciéncias Morfofuncionais

CEREBRAL

anterior de ratos Wistar submetidos a um
modelo de PC. Ratas prenhas foram injetadas
intraperitonealmente com solugdo salina ou
lipopolissacarideo (LPS) durante a gestagé@o. Os
filhotes machos compuseram: Grupo controle
(GC, n=7) - filhotes de maes injetadas com
solucéo salina; e Grupo PC (GPC, n=7) - filhotes
de maes injetadas com LPS, submetidos a anoxia
perinatal (dia do nascimento - PQ) e restricdo
sensorio motora (P1 ao P30). No 48° dia pds-
natal os animais foram pesados, eutanasiados
e o musculo tibial anterior coletado. O antimero
esquerdo do musculo foi submetido a técnica
de Esterase Inespecifica para a mensuragéao da
area, didmetros maior e menor das JNMs. As
analises dos dados corporais mostraram que 0s
animais PC apresentaram menor peso corporal,
peso e comprimento do musculo tibial anterior
quando comparados ao GPC. A area, didametros
maior e menor das JNMs do musculo também
foram menores nos animais do GPC. A PC
promoveu alteragdo nos parametros corporais
e nas JNMs, sendo ocasionadas por deficts
motores, relacionados a restricdo sensorio-
motora.

PALAVRAS-CHAVE: Lipopolissacarideo,
morfologia, restricdo sensorio-motora.

MORPHOLOGICAL AND
MORPHOMETRIC EVALUATION OF
NEUROMUSCULAR JUNCTIONS IN RATS
SUBMITTED TO A CEREBRAL PALSY
MODEL

ABSTRACT: Cerebral palsy (CP) is a chronic
disease, characterized by  sensorimotor
dysfunction that involves disorders in muscle
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tone, posture and voluntary movement. The objective of this study was to evaluate the
morphology and morphometry of the neuromuscular junctions (NMJs) of the anterior
tibial muscle of Wistar rats submitted to a PC model. Pregnant Wistar rats were injected
intraperitoneally with saline or lipopolysaccharide (LPS) during pregnancy. The male puppies
composed: Control group (CG, n = 7) - puppies of mothers injected with saline solution; and
PC Group (GPC, n =7) - puppies of mothers injected with LPS, submitted to perinatal anoxia
(day of birth - PO) and motor sensory restriction (P1 to P30). On the 48th postnatal day,
the animals were weighed, euthanized and the anterior tibial muscle was collected. The left
antimere of the muscle was subjected to the Unspecified Esterase technique to measure the
area, larger and smaller diameters of the NMJs. The analysis of body data showed that the
CP animals had lower body weight, and length of the anterior tibial muscle when compared
to the GPC. The area, larger and smaller diameters of the muscle NMJs were also smaller in
the GPC animals. CP promoted changes in the body parameters and in the NMJs, caused by
motor deficts, related to sensorimotor restriction.

KEYWORDS: Lipopolysaccharide, morphology, sensorimotor restriction.

11 INTRODUGAO

A paralisia cerebral (PC), conhecida também como encefalopatia crénica nao
progressiva da infancia, é definida como, grupo néo progressivo de desordens do
desenvolvimento, postura e movimento, descrito como sindromes do desenvolvimento
motor (Zanini et al., 2009).

Os seus principais sintomas sdo comprometimento do tdnus muscular, das fung¢des
motoras, equilibrio, reflexos, postura, déficits auditivos e visuais, convulsdes, dificuldades de
aprendizagem e transtornos de linguagem (DODGE, 2008;KRIGGER, 2006; ROTTA, 2002).
As alteragbes musculoesqueléticas incluem atrofia ou hipertrofia das fibras musculares,
aumento do tecido conjuntivo na musculatura, malformacédo 6ssea e degeneragcdo da
cartilagem (COQ et al., 2008).

Diversos modelos experimentais em PC sdo encontrados, podendo utilizar-se
da administracdo de lipopolissacarideo (LPS) (Roberson et al., 2006), anoxia perinatal
(Zhuravin et al., 2004), e restricdo sensério motora pOs-natal (Strata et al., 2004). Pois
Acredita-se que a restricdo sensoério-motora imita a imobilidade induzida pela espasticidade,
enquanto a associacdo com LPS e andxia perinatal desempenham um papel importante na
reproducdo de um fenétipo mais complexo de PC. (Stigger et al., 2011), Além de que quando
utilizados em conjunto, causaram déficits de equilibrio e coordenagéo além de alteragdes
na morfologia dos musculos, redugcéo na area de secgédo transversal das fibras, aumento do
comprimento e diminui¢cdo da densidade do sarcomero. (STIGGER et al., 2011).

As juncdes neuromusculares (JNMs) sdo regides sinapticas, responsaveis pela
transmissao dos impulsos nervosos e geragao da contragdo muscular (Wu et al., 2010).

O objetivo deste estudo foi avaliar a morfologia e morfometria das JNMs do mudsculo
tibial anterior de ratos Wistar submetidos a um modelo de PC.

Ciéncias Morfofuncionais Capitulo 2 _



1.1 Paralisia cerebral

A paralisia cerebral (PC) conhecida também como encefalopatia cronica néo
progressiva da infancia é definida como, grupo nado progressivo de desordens do
desenvolvimento, postura e movimento, ditos como sindromes do desenvolvimento motor,
secundarias a lesdes ocorridas no encéfalo em seu periodo de desenvolvimento (Zanini et
al., 2009; Pin et al., 2013). Ela é caracterizada principalmente por ocorréncia de disfuncao
motora, distlrbios no tbnus muscular e alteragbes neuromusculares, sendo geralmente
acompanhados por outras desordens como retardo mental, defeitos sensoriais e epilepsia
(Assis-Madeira & Carvalho, 2009). Estes disturbios levam a falta de controle sobre os
movimentos, modificagbes no comprimento muscular e em alguns casos deformidades
osseas (Oliveira et al., 2013).

Dados mostram que sua incidéncia estimada € de 1,5 a 2,5 para cada 1.000 nascidos
vivos nos paises desenvolvidos e de sete para cada 1.000 nascidos vivos em paises em
desenvolvimento, sendo que no Brasil o nUmero é de 30 a 40 mil novos casos por ano
(Lima et al., 2014).

1.2 Modelos experimentais de PC

Na tentativa de mimetizar as caracteristicas encontradas em pacientes com PC,
modelos experimentais sao utilizados. Para tanto, levam-se em conta os fatores pré e pos-
natais responsaveis pela sindrome. Estes podem ser reproduzidos de forma isolada ou em
conjunto, naindugéo da PC. Desta forma, ha na literatura modelos experimentais utilizando-
se de administracdo de LPS (Roberson et al., 2006), anOxia perinatal (Zhuravin et al.,
2004), restricéo sensoério motora pds-natal (Strata et al., 2004), bem como a utilizacdo da
administracédo de LPS e andxia perinatal (Stigger et al., 2013) e anOxia perinatal associada
a restricdo sensorio-motora pos-natal (Marcuzzo et al., 2008) para a indugéo da sindrome.

Stigger et al., (2011) estudaram os efeitos da exposi¢éo pré-natal ao LPS, andxia
perinatal e restricdo sensoério-motora, tanto de forma isolada quanto todas as combinagdes
possiveis entre eles. E observaram que em todas as tentativas os ratos expostos
apresentaram reducdo do equilibrio e coordenacdo no teste de Rotarod. Nos animais
submetidos a restricdo sensério-motora foram encontradas alteragbes motoras mais graves
e na associagao dos trés insultos foi observado redugéo na area de secgéo transversal das
fibras do muasculo tibial anterior (Stigger et al., 2011).

Em estudo de Buratti et al.,, (2019) a PC foi induzida através da administracéo de
LPS durante a gestacdo, andxia perinatal e restricdo sensorio-motora pds-natal, sendo
observado nos ratos com PC redugéo do peso corporal, peso e comprimento muscular
e, quanto as caracteristicas morfolégicas do musculo plantar, os animais apresentaram
reducao nas relagdes nucleo/fibra e capilar/fibra, menor area das fibras musculares e JNMs.

Sendo assim, observa-se que a combina¢do mais eficaz na indu¢do da PC é a
associagdo administracdo de LPS no periodo gestacional, andxia perinatal e restricdo
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sensorio-motora de acordo com literatura consultada e nos modelos experimentais
envolvendo PC.

1.3 Junc¢des neuromusculares

Os musculos estriados esqueléticos tém suas contragdes comandadas através
de estimulos vindos do sistema nervoso, através das jungdes neuromusculares (JNMs)
(Junqueira & Carneiro, 2013), que sao, portanto, a conexao sinaptica entre os neurdnios
motores e as fibras musculares (Wu et al., 2010). Elas sdo formadas por uma parte pré-
singptica, chamada terminacédo nervosa, responsavel pela sintese dos neurotransmissores,
que neste caso é a acetilcolina (ACh) que fica armazenada em vesiculas (Bloch-Gallego,
2015).

Quando um potencial de agdo chega até a terminacéo nervosa, ocorre a abertura
de canais de calcio (Ca2+), desencadeando a migracao das vesiculas para a superficie
nervosa, que se rompem e liberam a ACh para a fenda sinaptica (Martym et al., 2009). Ja
a parte pos-sinaptica € constituida por receptores de ACh, que séo ativados e respondem
ao estimulo abrindo canais de sodio, promovendo a amplificagdo do sinal, garantindo
a propagacao da atividade elétrica e promovendo a contracdo muscular (Fangerlund &
Ericksson, 2009).

1.4 Efeitos da PC nas JNMs

Embora a PC seja uma doencga que acometa principalmente o sistema muscular,
afetando a fungé@o motora do individuo, ainda s&o poucos os trabalhos que avaliam seus
efeitos na morfologia da musculatura esquelética e nas JNMs.

Buratti et al., (2019) realizaram um estudo com modelo experimental de PC e
observaram que o musculo plantar de ratos com PC apresentou reducé@o de 20% na area
das fibras tipo | € 25% na area, 11% no diametro maior e 11% no didmetro menor das JNMs.

No estudo experimental desenvolvido por Covatti et al., (2018) observou-se que 0
musculo extensor longo dos dedos de ratos com PC apresentou aumento da area das fibras
tipo IIB e aumento de 22% e 11% na area e didmetro maior das JNMs respectivamente.

Devido ao fato de ainda ndo estarem estabelecidas quais alteragbes a PC pode
causar na estrutura das JNMs, torna-se estritamente importante o desenvolvimento de

novos estudos para compreender melhor os efeitos desta sindrome.

21 OBJETIVOS

Avaliar a morfologia e morfometria das JNMs do musculo tibial anterior de ratos
submetidos a PC.
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31 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos envolvendo o uso de animais utilizados neste estudo foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) N° 24/16 da
Unioeste.

3.1 Obtencéao dos animais e inducédo do modelo experimental de PC

Para a realizacdo do experimento foram utilizadas ninhadas de ratos Wistar com
trés meses de idade (11 fémeas e 06 machos). Onde foram acondicionados em caixas
de policarbonato (27 x 26 x 31 cm) forradas com maravalha e mantidos sob condi¢cbes
controladas de temperatura (20 + 2°C) e de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h), com
agua e racgéo padrao ad libitum.

Inicialmente, as fémeas foram submetidas a exames colpocitologicos para o
acompanhamento do ciclo estral. Quando estas se encontrardo em fase receptiva
(proestro), foram colocadas em caixas individuais (19 x 11 x 10 cm) com um macho para
pareamento. ApOs confirmagéo da prenhez, através do exame colpocitolégico, sera injetado
intraperitonealmente solugéo salina estéril (100 pL) ou com LPS (200 ug/kg de LPS em
100 pL de solugéo salina estéril) nas fémeas prenhas. Estas injecdes serdo realizadas a
cada 12 horas, a partir do 17° dia gestacional até o final da gestacéo (21° dia gestacional)
(Stigger et al., 2011).

No dia do nascimento (dia pos-natal 0 - PO) foi realizada a padronizagdo das
ninhadas. Filhotes machos, oriundos de pelo menos quatro ninhadas foram separados em
dois grupos: Grupo controle (GC, n = 7), filhotes de ratas injetadas com solugédo salina
durante a gestacao; e Grupo PC (GPC, n = 7), filhotes de ratas injetadas com LPS durante a
gestacao, que serdo submetidos a anodxia perinatal e também a restricdo sensério-motora.

A anoéxia perinatal foi realizada no PO, colocando os filhotes do GPC em camara
fechada, parcialmente imersa em agua a 37°C = 1, com fluxo de 9 L/min de nitrogénio
(100%) durante 20 minutos. Em seguida, os filhotes foram rapidamente removidos,
mantidos em condi¢bes atmosféricas normais e observados até retornarem ao seu padrao
respiratério normal (Stigger et al, 2011). Os filhotes do GC foram submetidos a um
procedimento idéntico, sendo mantidos durante o0 mesmo periodo de tempo na camara, a
qual permaneceu aberta e com fluxo normal de ar atmosférico.

Apartir do primeiro dia p6s-natal (P1) até o 30° dia p6s-natal (P30), os animais do GPC
foram submetidos a restricdo sensoério-motora durante 16 horas/dia. Os membros pélvicos
dos animais foram unidos com fita microporosa adesiva. O quadril, joelho e tornozelo foram
mantidos em posi¢céo estendida com auxilio de molde de epdxi devidamente posicionado e
ajustado ao tamanho do animal. Os animais do GC receberam manipulacdo nos membros
pélvicos por aproximadamente 2 minutos, periodo semelhante ao utilizado para colocar os
aparatos de imobilizagdo no GPC (Strata et al., 2004).
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3.2 Coleta do musculo tibial anterior

Aos 48 dias de idade os animais foram pesados em balanca analitica (Shimadzu
UX620H, Sao Paulo, Brasil) e em seguida anestesiados com injecdes intraperitoneais com
cloridrato de quetamina (50 mg/kg, ip; Cristalia, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/
kg; Cristélia, Brasil). A pele dos membros pélvicos foi rebatida para permitir a coleta do
musculo tibial anterior. Posteriormente, foi realizada a mensuragédo do comprimento (mm)
do antimero muscular direito (ventre muscular) com o auxilio de um paquimetro digital
(Digimess®, Sao Paulo, Brasil) e pesagem em balancga analitica (Shimadzu UX620H, Sao
Paulo, Brasil). Em seguida, o antimero muscular esquerdo foi coletado para realizagéo do
estudo histoquimico das JNMs.

3.3 Estudo histoquimico e morfométrico das JNMs

Para o estudo das JNMs, um fragmento do antimero esquerdo do musculo tibial
anterior foi removido e fixado em Karnovski (Karnovski, 1965). Posteriormente foi realizada,
com a utilizacdo de laminas de inox, a sec¢ao longitudinal deste fragmento em varias fatias
e os cortes obtidos foram submetidos a reacéo Esterase Inespecifica (Lehrer & Ornstein,
1959).

3.4 Analise estatistica

Todos os dados obtidos foram analisados estatisticamente com auxilio do programa
GraphPad Prism® (La Jolla, USA), levando-se em consideracao os resultados do teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para os dados que se encontrarem da normalidade,
o teste estatistico empregado foi o teste t de Student. Enquanto que para as analises
ndo paramétricas foiz utilizado o teste Mann-Whitney. Considerando valores de p < 0,05

significativos.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises macroscopicas mostraram que os parametros de peso corporal (p=
0,0056), peso (p= 0,0007) e comprimento do musculo (p= 0,0003) foram menores no GPC
quando comparados ao GC (Tabela 1). Sugere-se que isso ocorreu devido aos déficits no
padréo sensoério-motor da mastigacao (Lacerda, 2016), pois criangcas com PC geralmente
apresentaram dificuldades na alimentacdo. Pois apresentam uma degluticéo ineficiente
ou até mesmo ausente, uma fase oral inadequada, por conta da lesdo neurolégica, que
interfere no seu desempenho. (Graziela et al., 2007). Além disso acredita-se que somado aos
déficits na mastigacdo, os achados também sofram influéncia de alguma atrofia muscular
e/ou menor densidade O6ssea causada pela restricdo sensorio-motora (Marcuzzo et al.,
2010). Pois foi visto que a longo prazo, a combinacao da asfixia perinatal com desuso dos

membros pélvicos gera atrofia das fibras musculares, alteracées da matriz extracelular do
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musculo e degeneracgéo articular, além de alteragdes do cértex somatossensorial primario.
Essa desorganizacao é maior quando sdo associados o0 ao desuso e a asfixia perinatal
(COQ et al.,, 2008). Além disso, em estudo de (MARCUZZO et al.,, 2010). a restricao
sensorio-motora no periodo pds-natal produziu reducéo do peso corporal e da densidade
Ossea além de prejuizos no desempenho motor em testes de caminhada e em escadas.
Onde a atrofia muscular do m. tibial anterior somente foi observada no grupo onde houve
associagao dos trés insultos. (Stigger et al. 2011)

Quanto a morfologia, foram observadas JNMs com formato oval, eliptico e redondo
em ambos os grupos estudados (Figura 1).

Sao as jungdes neuromusculares (JNMs) que permitem a comunicagéo entre o
sistema nervoso periférico e as fibras musculares, tendo como fungéo transmitir os impulsos
elétricos. A integridade estrutural das JNMs influencia a transmissdo neuromuscular e
consequentemente na sua fungdo muscular (Pratt et al.,(2013). O musculo depende da
fibra nervosa para suas funcdes. Por isso, a integridade dessas estruturas € fundamental.

As JNMs sao funcionais ao nascimento, mas sofrem modificagdes no periodo pos-
natal. Essas estruturas se mantem de forma estavel, mas sé@o suscetiveis a remodelacgéo.
As JNMs possuem ainda capacidade de regeneracdo apo6s lesdo do nervo periférico ou
musculo (SANES;LICHTMAN, 1999).

Com relacdo aos parametros morfométricos, foi observado que medidas de area
(p=0,0007), didmetro maior (p=0,0050) e didametro menor (p=0,0014) das JNMs foram
menores nos animais do GPC quando comparados ao GC (Tabelal). Sugere-se que a
reducdo da area e didmetros das JNMs, esteja relacionada a restricdo sensoério-motora,
pois o exercicio fisico possui grande importancia na manutencdo da funcionalidade
fisica das JNMs (Peretti et al., 2019). Também foi visto que, a interrupcéo da atividade
motora durante o desenvolvimento resulta em modificacées no sistema nervoso periférico
(Marcuzzo et al., 2008). mostrando que a imobilidade durante o inicio da vida pode
contribuir para um fen6tipo motor mais complexo em ratos, sendo compativeis aos déficits
motores dos pacientes. (Stigger et al.,2011) Foi visto também, a existéncia de um periodo
de plasticidade que dependente da atividade do sistema nervoso, em que o processo
apoptotico e a sinaptogénese dos neurdnios motores pode ser alterado pelo desuso.
(Augustin et al.,2013).

Sendo assim, é visto que, este modelo de PC, pode auxiliar na compreensao de
tal patologia. Onde o conhecimento dessas alteragbes, que ocorrem na musculatura
é essencial para o compreendimento da capacidade funcional dos pacientes com PC
(DIAS et al., 2013). Possibilitando, contribuir para uma investigagdo mais aprofundada,
com relacdo as alteracbes causadas sobre musculos e jungdes neuromusculares (JNMs),

podendo assim auxiliar em sua terapéutica.
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Parametros (n=7) GC GPC

Peso corporal (g) 1859 +7,9 172,7 +7,5*
Peso do musculo (mg) 0,36 + 0,04 0,28 +0,03*
Comprimento do musculo (mm) 17,5+0,8 14,6 +0,6*
Area das JNMs (um?) 674,5 +£74,2 512,8 + 30,5*
Diametro maior das JNMs (um) 43,5+29 39,70 +2,9*
Diametro menor das JNMs (um) 20,3 +1,6 16,2 + 8*

Valores expressos como média + desvio padrao. Comprimento do masculo tibial anterior: teste
de Mann Whitney, demais parametros teste t Student. * indicam diferenca significativa (p<
0,05).

Tabela 1- Parametros macroscépicos e microscopicos do musculo tibial anterior de ratos aos 48
dias de idade dos grupos controle (GC) e submetido a PC (GPC)

Figura 1- Fotomicrografias das jungdes neuromusculares (JNMs) do musculo tibial anterior
de ratos aos 48 dias de idade. Secgao longitudinal. Reagdo Esterase Inespecifica. A: Grupo
controle (GC) e B: Grupo submetido ao modelo de paralisia cerebral (GPC).

51 CONCLUSOES

A PC promoveu alteragdo tanto nos parametros corporais, quanto na morfometria das
JNMs. Sendo ocasionados por déficits motores, relacionados a restricdo sensoério-motora.
podendo assim causar alteragdes na funcionalidade muscular, devido a importancia das
JNMs para a neurotransmisséo e consequentemente sua funcao muscular.

REFERENCIAS

AUGUSTIN A.O0.,MARCUZZO S. Expressao de Sinaptofisina e Caspase — 3 em segmentos
lombares de medula espinhal de ratos apoés restricao sensorio — motora combinada ou ndao com
treinamento em esteira no periodo pds — natal. In: Saldo de Iniciacdo Cientifica. UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2013.

Assis-Madeira, E.A. & Carvalho, S.G. Paralisia cerebral e fatores de risco ao desenvolvimento
motor: uma revisdo tedrica. Cadernos de Pos-Graduagao em Distlrbios do Desenvolvimento, 2009.

Ciéncias Morfofuncionais Capitulo 2



Bloch-Gallego, E. Mechanisms controlling neuromuscular junction stability. Cellular and Molecular
Life Science, 2015.

Buratti, P., Covatti, C., Centenaro, L.A., Brancalhdo, R.M.C. & Torrejais, M.M. Morphofunctional
characteristics of skeletal muscle in rats with cerebral palsy. International Journal of Experimental
Pathology, 2019.

COQ, J.O; STRATA, F.; RUSSIER, M.; SAFADI, F. F.; MERZENICH, M. M.; BYL, N.N.; BARBE, M. F.
Impact of neonatal asphyxia and hind limb immobilization on musculoskeletal tissues and S1
map organization: Implications for cerebral palsy.Exp. Neurol., v.210, p.95-108, 2008.

Covatti, C.; Ulsenheimer, B. H.; Buratti, P.; Centenaro, L. A.; Guimaraes, A. T. B.; Brancalhdo, R. M. C.
& Torrejais, M. M. An evaluation of an animal model of cerebral palsy: The effects on the morphology
of the extensor digitorum longus muscle. International Journal of Morphology, 2018.

DIAS, C.P.; ONZI, E.S.; GOULART, N.B.A.; VAZ, M.A. Adaptacdes morfoldgicas musculares na
espasticidade: revisao de literatura. Scientia Médica, v. 23, p. 102-107, 2013.

DODGE, N. N. Cerebral Palsy: Medical Aspects. Pediatr. Clin. N. Am., v.55, p.1189-1207, 2008.

Fangerlund, M.J. & Eriksson, L.I. Current concepts in neuromuscular transmission. British Journal
of Anaesthesia, 2009.

Junqueira, L.C. & Carneiro, J. Histologia Basica. Rio de Janeiro: Guanabara Kooban, 2013.

Karnovski, M.J. A formaldehyde-glutaraldehyde fixative of high osmolality for use in electron
microscopy. Journal of Cell Biology, 1965.

KRIGGER, K.W. Cerebral Palsy: An Overview. Am. Fam. Physician., v. 73, n.1,p.91-100, 2006.

Lacerda D.C. Estudo do padrao sensdério-motor da mastigacao: implicacées da desnutricao
perinatal sobre a paralisia cerebral experimental. Dissertacdo de Mestrado, Programa de Pos-
Graduacgéao em Fisioterapia, Universidade Federal de Pernambuco, 2016.

Lehrer, G.M. & Ornstein, L. A diazo coupling method for the electron microscopic localization of
cholinesterase. Biophysical and Biochemical Cytology, 1959.

Lima, R.C., Furlan, J.B., Santos, S.R.G., Barreros, R., Adao, E.E. & Carvalho, R.L. Os avancos da
tecnologia assistiva para pessoas com paralisia cerebral no Brasil: revisao de literatura. Revista
da Universidade Vale do Rio Verde, 2014.

Marcuzzo, S., Dutra, M.F., Stigger, F., Nascimento, P.S., llha, J., Kalil-Gaspar, P.l. & Achaval, M.
Beneficial effects of treadmill training in a cerebral palsy-like rodent model: Walking pattern and
soleus quantitative histology. Brain Research, 2008.

Marcuzzo, S., Dutra, M.F., Stigger, F., Nascimento, O.S., llha, J., Kalil-Gaspar, P.l., Achaval, M.,
Different effects of anoxia and hind-limb immobilization on sensorimotor development and cell
numbers in the somatosensory cortex in rats. Brain. Dev. 32, 323-331, 2010.

Ciéncias Morfofuncionais Capitulo 2 “



Martym, J.A.J, Fagerlund, M.J. & Eriksson, L.I. Basic principles of neuromuscular transmission.
Anaesthesia, 2009.

Peretti, L.A., Kakihata, M.C., Wutzke L.M. & Torrejais, M.M. Efeitos da vibracao mecéanica nas
juncdes neuromusculares e tipo de fibra do muisculo séleo de ratas wistar ooforectomizadas.
Revista Brasileira de Ortopedia, 2019.

Pin, T.W., Elmasry, J. & Lewis, J. Efficacy of botulinum toxin A in children with cerebral palsy in
gross motor function classification system levels IV and V: a systematic review. Developmental
medicine & child neurology 55, 304-311, 2013.

Pratt SJP, Shah SB, Ward CW, Inacio MP, Stains JP, Lovering RM. Effects of in vivo injury on the
neuromuscular junction in healthy and dystrophic muscles. J. Physiol.; 591 (2): 559-570, 2013.

Roberson, R., Woodard, J.E., Toso, L., Abebe, D., Poggi, S.H. & Spong, C.Y. Postnatal inflammatory
rat model for cerebral palsy: t6o different from humans. American Journal of Obstetrics and
Gynecology, 2006.

Rotta NT. Paralisia cerebral, novas perspectivas terapéuticas. J. Pediatr. 2002;

SANES, J.R.; LICHTMAN, J.W. Development of the vertebrate neuromuscular junction. Annu. Rev.
Neurosci., v.22, n.1, p.389-442, 1999.

Stigger, F., Felizzola, A.L., Kronbauer, G.A., Couto, G.K., Achaval, M. & Marcuzzo, S. Effects of fetal
exposure to lipopolysaccharide, perinatal anoxia and sensorimotor restriction on motor skills
and musculoskeletal tissue: implications for an animal model of cerebral palsy. Experimental
Neurology, 2011.

Stigger, F., Lovatel, G., Marques, M., Bertoli, K., Moysés, F., Elsner, V., Siqueira, I.R., Achaval, M.

& Marcuzzo, S. Inflammatory response and oxidative stress in developing rat brain and its
consequences on motor behavior following maternal administration of LPS and perinatal anoxia.
International Journal of Developmental Neuroscience, 2013.

Strata, F., Coq, J.O., Byl, N. & Merzenich, M.M. Effects of sensorimotor restriction and anoxia
on gait and motor cortex organization: implications for a rodent model of cerebral palsy.
Neuroscience 129, 141-156, 2004.

Vivone, P. G., Michelle, M. M.T., Salles R., Nemr k., Chiappetta A.L.Analysis of alimentary
consistency and deglutition time in children with spastic quadriplegic cerebral palsy. Rev.
CEFAC 9, 504-511, 2007.

Wu, H., Xiong, W.C. & Mei, L. To construct a synapse signaling pathway in the assembly of the
neuromuscular junction. Developmet 137, 1017-1033, 2010.

Zanini, G., Cemin, N.F. & Peralles, S.N. Paralisia Cerebral: causas e prevalencias. Fisioterapia do
Movimento 22, 375-381, 2009.

Zhuravin, I.A., Dubrovskaya, N.M. & Tumanova, N.L. Postnatal Physiological Developmental of Rats
after Acute Prenatal Hypoxia. Neuroscience and Behavioral Physiology 34, 809-816, 2004.

Ciéncias Morfofuncionais Capitulo 2 “



CAPITULO 3

MORFOMETRIA DAS CELULAS HIPOCAMPAIS EM
RATOS DIABETICOS APOS TRATAMENTO COM
EXTRATO DA CASCA DE POUTERIA RAMIFLORA

Data de aceite: 01/03/2021
Data de submisséo: 07/12/2020

Larissa Fernandes Garcia

Universidade Federal de Uberlandia, Instituto
de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal,
Campus Pontal

ltuiutaba — MG

0000-0002-7925-2184

Victor Antonio Ferreira Freire

Universidade Federal de Uberlandia, Instituto
de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal,
Campus Pontal

ltuiutaba - MG

0000-0001-9685-4534

Gustavo Siconello dos Santos
Universidade Federal de Uberlandia, Instituto
de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal,
Campus Pontal

ltuiutaba - MG

0000-0002-9479-0220

Foued Salmen Espindola

Universidade Federal de Uberlandia, Instituto
de Biotecnologia, Campus Umuarama
Uberlandia - MG

0000-0002-6937-1411

Luciana Karen Calabria

Universidade Federal de Uberlandia, Instituto
de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal,
Campus Pontal; e Instituto de Biotecnologia,
Campus Umuarama, Uberlandia - MG
0000-0002-0500-0232

Ciéncias Morfofuncionais

RESUMO: Diabetes mellitus é uma doenca
metabolica crénica caracterizada pela
hiperglicemia persistente que pode afetar o
sistema nervoso central. Extratos de plantas tém
sido utilizados para diminuir os niveis de glicose
sanguinea e tratar as complicagbes causadas
pelo diabetes. Nesse estudo, os efeitos do
extrato hidroalcodlico da casca do caule de
Pouteria ramiflora foram investigados por meio da
morfometria das células hipocampais do cérebro
de ratos. Ratos machos Wistar foram divididos
em grupos ndo diabéticos (n=6), diabéticos (n=6)
e tratados por 20 dias (n=12) com acarbose 25
mg/kg ou extrato de Pouteria ramiflora 500 mg/
kg. Os cérebros foram dissecados, as seccgoes
coradas com Hematoxilina-Eosina e as células
hipocampais  quantificadas pelo  software
Imaged. A analise morfométrica revelou que
o tratamento com o extrato da planta atenuou
significativamente a morte celular no hipocampo
dos animais diabéticos, afetando a quantidade
total de células, em comparagdo com os outros
grupos. Sugere-se que o0 extrato da casca
do caule de Pouteria ramiflora possui efeito
neuroprotetor no hipocampo. Estudos futuros
sd0 necessarios para a melhor compreenséo
do mecanismo de acao do extrato da Pouteria
ramiflora nos neurdnios e no tratamento do
diabetes mellitus.

PALAVRAS-CHAVE: Diabetes
Neuroprotecao, Fitoterapia, Hipocampo.
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MORPHOMETRY OF THE HIPPOCAMPAL CELLS IN DIABETIC RATS AFTER
TREATMENT OF STEM BARK EXTRACT OF POUTERIA RAMIFLORA

ABSTRACT: Diabetes mellitus is a chronic metabolic disease characterized by persistent
hyperglycemia that can affect the central nervous system. Plant extracts have been used
to reduce blood glucose levels and to treat diabetes comorbidities. In this study, the
hydroalcoholic extract effects from peel bole of Pouteria ramiflora were investigated by means
of hippocampal cells morphometry from brain of rats. Male Wistar rats were divided into two
groups: non-diabetic (N=6) and diabetic (N=6) and were treated for 20 days (N=12) with
acarbose 25 mg/kg or Pouteria ramiflora extract 500 mg/kg. The brains were dissected, the
sections were stained with Hematoxylin-Eosin and the hippocampal cells were quantified by
the software Imaged. The morphometric analysis revealed that the treatment with plant extract
significantly mitigated the hippocampal cell death in diabetic rats, affecting the total amount of
cells, when compared with the other group. This study suggests that the extract from peel bole
of Pouteria ramiflora has neuroprotective effect in hippocampus. Future studies are required
to better understand the molecular mechanism of Pouteria ramiflora extract in neurons and in
the diabetes mellitus treatment.

KEYWORDS: Diabetes mellitus, Neuroprotective, Phytoterapy, Hippocampus.

11 INTRODUGAO

O encéfalo é um 6rgéo de alta demanda energética que utiliza a glicose como
fonte de energia. No entanto, o excesso desse monossacarideo na alimentagdo pode
acarretar no desenvolvimento do diabetes mellitus (DM) e trazer complicagbes para o
sistema nervoso central, incluindo alteragdes na neurotransmiss@o, mudancas estruturais,
distdrbios na aprendizagem e memoria, e anormalidades eletrofisiol6gicas (MOORADIAN,
1988; MCCALL, 1992; BIESSELS et al., 1994; DIMARIO et al., 1995; HELKALA et al.,1995).

Estimativas apontam um aumento significativo na prevaléncia de DM até 2030,
atingindo aproximadamente 417 milhdes jovens e adultos na fase produtiva e 195 milhdes
de idosos (IDF, 2019). O DM é classificado em dois subtipos, o tipo 1 e 0 2, no entanto cerca
de 90-95% dos casos séo diabéticos do tipo 2, o qual apresenta uma etiologia multifatorial
e o estabelecimento de resisténcia insulinica (SOCIEDADE BRASILEIRA DO DIABETES,
2019).

A hiperglicemia a longo prazo, quando n&do controlada, pode provocar disfuncéo
mitocondrial resultando no aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) e danos
em diversas biomoléculas e érgaos do corpo, incluindo o cérebro (HURRLE; HSU,
2017; SOCIEDADE BRASILEIRA DO DIABETES, 2019). Além disso, inviabiliza o bom
funcionamento dos receptores de insulina, resultando na resisténcia insulinica (HANCER
et al., 2014). Estudos evidenciam altera¢cdes na composicao e dano neuronal relacionados
ao DM (JACKSON-GUILFORD; LEANDER; NISENBAUM, 2000; PIOTROWSKI;
WIERZBICKA; SMIALEK, 2001; ZHEN-GUO et al., 2002). Além disso, o desequilibrio do
metabolismo energético descrito no DM induz a alteragdes no cérebro, como mudancgas na
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pressao osmoética plasmatica, na fungdo da Na*/K*-ATPase, aumento do estresse oxidativo
celular, ativagéo de vias apoptéticas, inflamacao e perturbagéo no balanco de célcio, dentre
outras (GONZALEZ-REYES et al., 2016).

Ainsulina tem um papel estratégico no sistema nervoso central onde atua controlando
os niveis de sacarideo e auxilia na modulacdo cognitiva, no processo de formagédo da
memoria, no aprendizado e na plasticidade sinaptica (ZHAO et al., 1999; PARK et al.,
2001), em conjunto com o funcionamento adequado dos seus receptores (BAGLIETTO-
VARGAS, 2016).

Entre as terapias utilizadas no tratamento do DM estdo a de farmacos, como a
acarbose, o miglitol e voglibose que possuem acéao inibitéria sobre enzimas alfa-amilase
e as alfa-glicosidase que catalisam o amido e o glicogénio (SOUZA, 2011; ROSA; DIAS,
2014; SALES et al., 2012). A acarbose € um oligossacarideo complexo pertencente a classe
dos antidiabéticos orais que atua retardando a digestéo de carboidratos (oligossacarideos
e dissacarideos) em monossacarideos (BALFOUR; MCTAVISH, 1993; CLISSOLD;
EDWARDS, 1988). No entanto, efeitos colaterais em pacientes dose-dependentes tém sido
reportados, tais como desconforto abdominal, anorexia, flatuléncia, diarréia, dentre outras
implicacbes gastro-intestinais (CHENG; FANTUS, 2005; MARCONDES, 2003), assim como
a utilizagcdo do miglitol e do voglibose (SHOBANA; SREERAMA; MALLESHI, 2009).

A demanda por farmacos seguros, hipoglicémicos e antidiabéticos leva a busca por
inibidores de origem vegetal, os quais tém mostrado efeitos inibitdérios na atividade das
enzimas alfa-amilase e alfa-glicosidase e, portanto, podem ser potenciais terapéuticos
eficazes no controle da hiperglicemia, apresentando poucos efeitos colaterais (DE SOUZA
et al., 2012).

Algumas plantas tém revelado a capacidade de diminuir a atividade da alfa-amilase,
como é o caso da Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk da familia Sapotaceae, cujo potencial
de inibicao foi verificado em 75% em testes in vitro (GOUVEIA et al., 2013). Além de seu
efeito inibitoério, da Costa e colaboradores (2013) revelaram um efeito neuroprotetor do
extrato das folhas de Pouteria ramiflora, prevenindo alteragcdes neuronais no hipocampo do
cérebro de ratos diabéticos induzidos.

Na préatica popular, tanto as folhas quanto a casca do caule e da raiz da Pouteria
ramiflora séo utilizadas no tratamento do DM. A literatura carece de estudos que elucidem
0s mecanismos de acao ou os efeitos da utilizagdo dos extratos de Pouteria ramiflora na
morfofisiologia humana. Neste sentido, o presente estudo buscou avaliar a morfometria de
células do hipocampo do cérebro de ratos diabéticos tratados com o extrato da casca do
caule de Pouteria ramiflora.
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21 MATERIAL E METODO

2.1 Coleta e preparo do material vegetal

O material vegetal (casca do caule de Pouteria ramiflora) foi coletado na Reserva Caga
& Pesca Itoror6, no municipio de Uberlandia-MG que logo foi submetida a identificagéo por
autorizagéo do IBAMA 02001.003400/2009-39. Exsicatas foram depositadas no Herbario
do Instituto de Biologia da UFU sob o n°® HUFU 45.535. O material vegetal foi separado,
dessecado em estufa de ventilagcdo forcada a 30-40°C e pulverizado em moinho de facas.
O extrato hidroetandlico 1:1 foi preparado por maceraga@o exaustiva por 24 horas, seguida
de centrifugacao e liofilizagao (MOURA et al., 2008).

2.2 Animais e inducéao do diabetes mellitus

Ratos Wistar machos com aproximadamente oito semanas (peso: 180-240 g) foram
alojados em condigbes padrdo (22+1 °C, umidade 60 + 5%, 12h luz/12h ciclo escuro)
com comida e agua ad libitum. Os experimentos animais foram realizados no Centro de
Bioterismo e Experimentacdo da Universidade Federal de Uberlandia, de acordo com a
autorizagdo do CBEA/UFU e aprovagédo pelo Comité de Etica em uso de animais CEUA/
UFU (registro 051/08).

Os ratos foram submetidos a jejum de 24 horas, anestesiados com solugcéo de
xilazina (10 mg/Kg) e cetamina (75 mg/Kg) aplicada via intraperitoneal, e o diabetes foi
induzido por uma unica administracéo de 40 mg/Kg de estreptozotocina diluida em tampéao
citrato 0,01 M (pH 4,5) via veia peniana (2 mL/Kg) (CALABRIA et al., 2011; DACOSTAet al.,
2013). Os ratos nao diabéticos receberam inje¢cdo do mesmo volume de tampé&o citrato, nas
mesmas condi¢des dos diabéticos induzidos. Dez dias apds a indugéo, a glicemia em jejum
foi mensurada usando fitas reativas Biocheck (Bioeasy), e os ratos com glicemia maior ou
igual a 200 mg/dL foram considerados diabéticos (DA COSTA et al., 2013).

2.3 Grupos e tratamento

Os ratos foram randomicamente divididos em seis grupos (n=6 ratos/grupo), sendo
eles, nado diabético tratado com acarbose (25 mg/Kg) (NDA), ndo diabético tratado com
extrato de casca de caule de Pouteria ramiflora (500 mg/Kg) (NDP), diabético tratado
com acarbose (25 mg/Kg) (DA) e diabético tratado extrato de casca de caule de Pouteria
ramiflora (500 mg/Kg) (DP). Os grupos tratados receberam acarbose ou extrato de planta
diluidos em agua, enquanto os néao tratados receberam apenas agua, ambos diariamente
por 20 dias, via gavagem, sendo considerados como controle negativo.

2.4 Procedimento experimental

Ao final do experimento, os animais foram mantidos em jejum por 12 horas, e
anestesiados com solucdo de xilazina (10mg/Kg) e cetamina (75 mg/Kg) aplicada via
intraperitoneal. O animal foi sacrificado por decapitacdo e o cérebro foi dissecado e
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imediatamente lavado em salina (NaCl 0.9%), sendo fixado em formaldeido 10% por 24
horas e, posteriormente, submetido aos procedimentos de desidratagdo em uma bateria
gradiente de alcool etilico, diafanizado em xilol e emblocado em parafina liquida, a 56°C

na estufa. Cortes de 5 ym foram montados em Iaminas pré-tratadas com gelatina (0,2%).

2.5 Analise morfolégica

Os cortes foram desparafinizados em estufa a 60° por 20 minutos, seguidos por
banhos de xilol, bateria gradiente de alcool etilico (100%, 70%, 50%) e agua destilada,
por 5 minutos. Apés a hidratacédo, as secc¢des foram coradas com Hematoxilina e Eosina
(H.E.), na qual os cortes foram imersos em solugdo de Hematoxilina de Harris comercial
por 10 minutos e lavados em agua corrente por 15 minutos. Em seguida, foram imersos em
solugéo de Eosina amarelada por 10 minutos e posteriormente imersos em agua destilada
por 5 minutos.

Uma vez corados, os cortes foram desidratados, seguindo a bateria gradiente de
alcool etilico e xilol por 5 minutos. As laminas foram montadas com Entellan e laminula
para visualizagdo dos cortes em microscépio de luz (Bio Focus). As imagens das regides
do corno de Amon (CA) e do giro denteado que compdem o hipocampo foram capturadas e
armazenadas em arquivo do tipo “jpeg” por meio de um tablet associado ao software VMS
3.6, versdo 1.0.

Para cada corte, entre 40 e 50 fotomicrografias foram obtidas de forma randdémica
utilizando a objetiva de 40x. A partir das imagens digitalizadas foi realizada a morfometria
das células granulares do giro denteado e das piramidais das sub-regides CA1, CA2 e CA3
do CA com o uso do software Imaged, considerando-se o namero total de células integras

no hipocampo, sendo contadas manualmente de forma randémica.

2.6 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software BioEstat, aplicando estatistica
descritiva e inferencial com o teste de Qui-quadrado para comparar os grupos de ratos
diabéticos e néo diabéticos antes e apds o tratamento, com nivel de significancia de 1%
(p<0,001).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O elevado indice glicémico é caracteristico em individuos portadores de DM, podendo
induzir ao estresse oxidativo, a alteragdes em enzimas metabdlicas, a glicosilagéo protéica
e a graves alteragOes estruturais em diversos tecidos (NAIK et al., 2014). O sistema nervoso
central é vulneravel aos efeitos desencadeados pelo estresse oxidativo, visto a geracédo
excessiva de EROs a partir da oxidacdo de niveis elevados de glicose (CALABRIA et al.,
2013; IBRAHIM; ABD EL-MAKSOUD, 2015). O estresse oxidativo pode desencadear a
apoptose celular, o que altera a transmissdo sinaptica e a morfologia encefélica (ARTOLA,
2008; TOMLINSON; GARDINER, 2008).
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Acoloragéo de H.E. é comumente utilizada em estudos experimentais de morfometria
celular (DA COSTA et al., 2013; MOREIRA et al., 2011; WOLLMANN et al., 2011). Neste
estudo, cortes frontais de cérebro de rato Wistar machos foram analisados por morfometria,
quantificando células nervosas da regido do corno de Amon (CA1, CA2, CA3) e do giro
denteado do hipocampo.

Células hipocampais

Tratamento frequéncia absoluta (n)

Grupo diabético

Agua 2.226
Acarbose 2.217*
Pouteria ramiflora 3.066*#

Grupo nao-diabético

Agua 2.853
Acarbose 2.381*
Pouteria ramiflora 3.480*#

Nota: Acarbose (animais tratados com acarbose a 25 mg/kg); Pouteria ramiflora (animais
tratados com extrato de casca de Pouteria ramiflora a 500 mg/kg). Os nimeros de células
hipocampais das regides supracitadas referem-se a quantidade total de células de todo o
hipocampo. (*) p< 0,001, comparando agua com os tratamentos acarbose e Pouteria ramiflora.
(#) p< 0,001, comparando os tratamentos acarbose e Pouteria ramiflora.

Tabela 1 — Frequéncia de células hipocampais das regiées do corno de Amon (CA1, CA2, CA3)
e do giro denteado de ratos diabéticos induzidos e ndo-diabéticos tratados com acarbose (25
mg/kg) ou com extrato da casca do caule de Pouteria ramiflora (500 mg/Kg)

Fonte: Autoria prépria.

No hipocampo encontram-se dois tipos celulares principais, as células granulares
do giro denteado e as piramidais das sub-regibes CA1, CA2 e CA3 (TAVARES, 2006;
DA SILVA, 2007). Para a analise morfométrica dos cortes de cérebro de ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina e ndo diabéticos foram considerados o numero absoluto
de células granulares e piramidais das sub-regides CA1, CA2, CAS3 e giro denteado do
hipocampo.

A andlise estatistica revelou que o tratamento com extrato de casca de Pouteria
ramiflora (500 mg/kg) nos animais diabéticos induzidos (3.066 células) pode ter resultado
na reducdo de morte das células hipocampais, quando comparado com 0 mesmo grupo
tratado com acarbose (2.217 células) (p<0,001) (Tabela 1). Esse perfil também foi observado
em animais nao diabéticos (Tabela 1).

A partir da redugéo dos niveis glicémicos e consequente controle da hiperglicemia
persistente, muitas das disfungbes metabdlicas sistémicas, como o estresse oxidativo,
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podem ser atenuadas, incluindo as complicagbes neuroldégicas e comportamentais
causadas pela morte neuronal e/ou deformacao estrutural do tecido nervoso, alteragcbes
na transmissao sinaptica, déficit cognitivo e de memoria, depresséo, hipolocomocgéo, entre
outros (PATEL; UDAYABANU, 2017).

O perfil fitoquimico completo do extrato da casca de Pouteria ramiflorafoi revelado por
Oliveira e colaboradores (2014). As diversas atividades biologicas possiveis para Pouteria
ramiflora podem estar relacionadas as diferentes classes de metabdlitos secundarios
presentes, como compostos fendlicos, taninos, antraquinonas livres, cumarinas, esteroides,
triterpenos, saponinas, glicosideos cardiotonicos e alcaloides (CORREIA et al., 2016). Além
disso, flavonoides foram identificados no extrato da folha desta planta (COSTA et al., 2014),
bem como miricetina glicosilados e acido galico (SHOBANA; SREERAMA; MALLESH],
2009).

Considerando que o tratamento com o extrato da folha de Pouteria ramiflora estimula
alguns mecanismos da capacidade antioxidante (DA COSTA et al., 2013), sugere-se que
o tratamento com o extrato da casca também reduza o estresse oxidativo ou dos niveis
glicémicos com resposta direta no cérebro dos ratos diabéticos, podendo resultar em efeito

neuroprotetor nas células hipocampais.

41 CONCLUSAO

E possivel sugerir, com os dados obtidos, que o extrato hidroalcodlico da casca do
caule de Pouteria ramiflora possui efeito neuroprotetor nas células do hipocampo, uma
vez que, em compara¢ao com o tratamento com acarbose, houve indicagdo na redugéo
de perda neuronal de células das subregides do hipocampo CA1, CA2 e CA3 e do giro
denteado. Estudos futuros sdo necessarios para a melhor compreensao do mecanismo de
acao do extrato da Pouteria ramiflora na biologia molecular das células hipocampais e no
tratamento do diabetes mellitus.
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RESUMO: Introducdo: Estudos mostram
que a matriz extracelular (ECM) desempenha
papel fundamental na migracdo e expressdo
fenotipica de células residentes, influenciando
a proliferagdo e diferenciacdo celular através
da transducdo de sinais. Desenvolvemos
estudos visando a obtengdo de arcabougos
pancreaticos descelularizados, Engenharia de
Tecidos e geracdo de um pancreas bioartificial.
Objetivos: Avaliar a estabilidade de matrizes
pancreaticas descelularizadas para reconstrugéo
pancreatica. Métodos: Pancreas murino
(n=12) foram extraidos, descelularizados por
perfusdo com solugdo detergente/enzima,
caracterizados quanto a auséncia de células e
preservados sob trés condi¢des diferentes: a)
tampao salino-fosfato - sem célcio ou magnésio
(PBSA) a 4°C; b) PBSA suplementado com
antibioticos e antimicéticos a 4°C (PBSA-AA);
c) solugdo CRIO: meio RPMI 1640 contendo
10% de dimetilsulfoxido (DMSO) e 10% de soro
fetal bovino (FBS) a -80 °C. Amostras foram
retiradas para analise histologica apos 1, 2, 4,
8, 12 e 16 semanas de incubagéo. Resultados:
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A analise histologica indicou auséncia de células e manutencdo da arquitetura nativa da
ECM pancreatica até o final do periodo de armazenamento avaliado, em todas as condigées,
bem como a manutencéo da rede de colageno. Observou-se também a perda gradativa da
coloragédo correspondente aos proteoglicanos e glicosaminoglicanos, ao longo deste periodo,
em todos os meios de preservacdo, sendo menos acentuada na solucdo CRIO. Esses
achados foram confirmados através de avaliacdo da ultraestrutura das amostras e dosagem
de proteinas totais no sobrenadante. Conclusao: Durante o periodo de uma semana, nao
foram encontradas diferencas significativas nas condicdes de preservacao utilizadas, mas a
condicdo mais favoravel foi a manutengédo dos arcabougos em meio CRIO a -80°C por um
periodo de até quatro semanas. Conhecendo a melhor condi¢cdo de preservacao e o tempo
limite de manutencao destes arcaboucos permitird a criagédo de um Banco e aperfeicoamento
das tecnologias para geragcdo de um pancreas bioartificial parcial ou totalmente funcional.
PALAVRAS-CHAVE: Descelularizagdo pancreatica, Matriz  extracelular/arcabougo
pancreatico, Engenharia Tecidual, Banco de matriz pancreética descelularizada, pancreas
bioartificial.

DECELLULARIZED PANCREATIC EXTRACELLULAR MATRICES FOR FUTURE
BANKING AND TISSUE ENGINEERING

ABSTRACT: Introduction: Studies show that the extracellular matrix (ECM) plays a crucial
role in cell migration and phenotypic expression, influencing proliferation and differentiation
through signal transduction. We undertook studies aiming at generating descelullarized
pancreatic scaffolds. Objectives: To evaluate the stability of descellularized rat pancreatic
matrices for pancreatic reconstruction. Methods: murine pancreata (n=12) were extracted,
decellularized by perfusion with a detergent/enzyme mixture, characterized with respect to
cells removal and preserved under three different conditions: a) saline-phosphate without
calcium or magnesium (PBSA) at 4°C; b) PBSA supplemented with antibiotics and antimicotic
(PBSA-AA); c) CRIO solution: RPMI 1640 medium containing 10% dimethylsulphoxide
(DMSO) and 10% fetal bovine serum (FBS) at -80°C for four weeks. Histological analysis was
carried out at 1, 2, 4, 8, 12 and 16 weeks of incubation. Results: The histological analysis
revealed the absence of cells and maintenance of the native pancreatic ECM architecture
throughout the observation period, under all conditions, as well as maintenance of the
collagen network. Gradual loss of proteoglycans and glycosaminoglycans staining was also
observed under all conditions, being less pronounced for the CRIO condition. These findings
were confirmed by evaluation of the samples ultrastructure and of the amount of proteins
present in the supernant. Conclusions: No significant differences were found among the
different preservation conditions during the first week, however, the most favorable condition
was maintenance of the scaffolds under the CRIO condition, for a period of up to four weeks.
Better understanding of the preservation and time-limit conditions for maintenance of these
scaffolds should open the way for construction of a Scaffolds Bank and perfection of the
technologies allowing the generation of a functional bioartificial pancreas.

KEYWORDS: Pancreatic decellularization, pancreatic extracellular matrix/scaffold, Tissue
Engineering, pancreatic extracellular matrix Bank, Bioatrtificial pancreas.
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11 INTRODUGAO

A aplicacdo da Engenharia Tecidual vem sendo aprimorada nos ultimos anos,
contando com as mais diversas ferramentas, incluindo: arcabougos, biomateriais, enxertos,
células-tronco e fatores peptidicos de crescimento e diferenciagcéo celular, que controlam
a formacao dos tecidos e manipulagéo de fontes celulares (STOLTZ et al., 2012; FISHER
e MAUCK, 2013). Essa nova area do conhecimento vem aprimorando o desenvolvimento
de tecidos e 6rgaos para o tratamento de tecidos injuriados ou degenerados (LANGER e
VACANTI, 1993; GRIFFITH e NAUGHTON, 2002; ORLANDO et al., 2010). Além de células,
os tecidos e 6rgaos sao constituidos de uma matriz extracelular (MEC) de composicéo
singular, tecido-especifica, possuindo microestruturas com propriedades biomecanicas,
que mantém sinais distintos no microambiente local (BROWN et al., 2010). O arcabouco
(scaffold), conhecido como esqueleto celular, de material adequado e moléculas
biologicamente ativas desempenham um papel significativo na Engenharia Tecidual.
Idealmente, o arcabougo deve prover um microambiente/ nicho igual ou semelhante aquele
da matriz extracelular nativa (GILBERT, SELLARO E BADYLAK, 2006).

Dessa forma, no ambito da Engenharia Tecidual, a combinagéo apropriada de células
com um arcabougo adequado e moléculas biologicamente ativas constitui uma alternativa
extremamente atraente para o desenvolvimento de um pancreas bioartificial. Os métodos
descritos na literatura para manutencé@o de arcaboucos provenientes dos mais diversos
tecidos variam muito entre os autores, mas, até o momento, nao foram relatados protocolos
desenhados para a manutencgéao de arcabougos pancreaticos in vitro até o momento de sua
utilizacao.

Este trabalho teve o intuito de escolher a melhor forma de manutencdo e
armazenamento de arcabougos pancreéaticos murinos descelularizados in vitro, visando
a futura criacdo de um Banco e sua utilizagdo em Engenharia Tecidual. Este trabalho
faz parte da Tese de Doutorado “Descelularizagdo pancreética visando a recelularizacéo
como alternativa terapéutica para o Diabetes mellitus tipo 1” da primeira autora do presente
capitulo (MANTOVANI, 2019).

2| DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E METODOLOGIA

Este estudo foi realizado no Nucleo de Terapia Celular e Molecular (NUCEL - http://
www.usp.br/nucel) da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP),
dentro do Programa de Ciéncias Médicas, na area de concentragéo de Disturbios Genéticos,
do Desenvolvimento e do Metabolismo. O presente protocolo de pesquisa envolveu o uso
de animais (ratos - Rattus norvegicus) tendo sido submetido ao Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da FMUSP e aprovado sob o Protocolo nimero 117/15.

Os animais foram mantidos em gaiolas no Biotério e com livre acesso a comida

e agua, em ambiente de temperatura e luminosidade controladas. Os animais foram
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eutanasiados com overdose de anestésico (Tiopental — 45-55mg/Kg do animal) via
intraperitoneal, e, em seguida, foi realizada antissepsia com solu¢do de Povidona iodada e
tricotomia abdominal, seguida de laparotomia mediana ventral com exposi¢éo do pancreas
de ratos Wistar de linhagem albina da espécie Rattus norvegicus, desenvolvida no Instituto
Wistar na Filadélfia, do sexo masculino, pesando aproximadamente 300-500 gramas. ApOs
a extracdo dos pancreas murinos (n=12) os érgéos foram descelularizados.

Apbs a etapa de descelularizacdo, as matrizes pancreaticas foram caracterizadas
e, entdo, preservadas de sob trés condi¢cdes diferentes, a saber: a) tampao salina-fosfato —
sem calcio ou magnésio (PBSA) a 4°C; b) PBSA suplementado com antibi6tico e antimicotico
a 4°C; c¢) meio de criopreservagdo composto de: meio de cultura RPMI 1640, desenvolvido
no Roswell Park Memorial Institute, suplementado com 10% de dimetil sulféxido (DMSO) e
10% de soro fetal bovino (FBS), a -80°C. Amostras foram retiradas para analise apés 1, 2,

4,8,12 e 16 semanas.

2.1 Descelularizacao

A descelularizacao foi realizada através de protocolo adaptado a partir da literatura
(TOTONELLI et al., 2006) por meio de perfusdo com detergente e enzima (a ser detalhado
em um proximo artigo).

2.2 Microscopia Optica - Analises Histolégicas

As bidpsias coletadas para as andlises histoldgicas por microscopia Optica foram
fixadas em solugdo de paraformaldeido 4%, por, no minimo, 24h e mantidas em alcool
etilico 70%. Ap0s fixagéo, as bidpsias foram desidratadas, através de incubacao em etanol
de concentracdes crescentes (70, 96 e 100%). Apo6s a desidratacdo, as amostras foram
diafanizadas em xilol e, posteriormente, emblocadas em parafina. Cortes histolégicos, com
espessura de 4 a 5 micrometros, foram obtidos em micrétomo e depositados em laminas
silanizadas. As laminas foram submetidas as coloragdes de: 1) hematoxilina e eosina (H/E),
2) azul de Alcian, e 3) vermelho de Picrosirius. As laminas foram mantidas a temperatura
ambiente até sua avaliacdo em microscopio 6ptico Optiphot-2 Nikon, utilizando-se camera

Nikon Digital Sight DS-U1 e programa NIS Elements Nikon® para a documentagao.

2.3 Analises da Ultraestrutura por Microscopia Eletrénica de Transmissao
(MET)

Biopsias de 3 a 5mm de comprimento, 1mm de largura e 1mm de espessura
foram coletadas para as analises da ultra-estrutura através de microscopia eletrénica de
transmissao (MET), fixadas em solug¢édo de glutaraldeido a 2% em tampéao salino fosfato
(PBS) pH 7,2 e 0,1% de &cido tanico, sendo mantidas a 4°C por 2h. Ap6s esse periodo, as
amostras foram acondicionadas em soro fisioldgico glicosado 5%, seguido por lavagens em

soro fisioldgico glicosado 5%, incubacdo em tetroxido de 6smio a 4°C, lavagens em soro
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fisiologico glicosado 5% e incubagéo em acetato de uranila a 4°C overnight. Os materiais
foram emblocados em resina e mantidos a temperatura ambiente até a realizacdo dos
cortes. Os cortes ultrafinos com espessura de 70 nanémetros foram feitos em micr6tomo
(Leica®) e montados em tela de cobre. A marcacgéo foi realizada por adicdo de solugao
de citrato de chumbo sobre os cortes. As imagens geradas foram capturadas através de
microscépio eletrdnico de transmisséao (JEOL JEM.1010 Electron Microscope).

2.4 Dosagem de Proteinas Totais

As dosagens de proteinas totais presentes nas amostras foram obtidas apds
maceracédo dos arcabougos descelularizados em nitrogénio liquido, utilizando-se gral de
porcelana, com auxilio de um pistilo. As amostras foram depositadas em tubos de 1,5mL e
pesadas em balanca semi-analitica, de forma que todas as aliquotas geradas possuissem
0 mesmo peso (0,017g). As dosagens de proteinas totais foram realizadas utilizando-se o
Kit Bio-Rad Protein Assay (método de Bradford), ao lado de uma curva padréo de albumina
sérica bovina (BSA), de acordo com as especificacdes do fabricante. As concentracdes das
proteinas totais foram estimadas através de leitura espectrofotométrica em comprimento de
onda de 595nm, utilizando-se o espectrofotdmetro SpectraMax® Paradigm®.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora o transplante de pancreas érgéo inteiro tenha sido aperfeicoado nos ultimos
anos, permitindo manter a qualidade de vida e sobrevida dos pacientes, infelizmente,
apenas um pequeno grupo de pacientes se beneficia desse procedimento, devido a
escassez de 6rgaos de doadores falecidos. Isto pode ser verificado, por exemplo, quando
se constata o numero de 2.851 ébitos de pacientes que aguardavam tal procedimento
na fila de transplante de 6rgdos em 2018, no Brasil. Acrescenta-se a este dado outros
30.684 pacientes que ingressaram na lista de espera para transplante de 6rgaos no mesmo
periodo (RBT, 2018). Op¢oes alternativas de tratamento sdo urgentes e necessarias para
resolver o problema da escassez de 6rgéos.

No ambito da Engenharia Tecidual, nos altimos anos, foi aprimorada a tecnologia
de desenvolvimento de tecidos e 6rgéos in vitro para o tratamento de tecidos injuriados ou
degenerados (LANGER e VACANTI, 1993; GRIFFITH e NAUGHTON, 2002; ORLANDO et
al., 2010). A utilizagao de ferramentas por meio da combinagéo apropriada de células-tronco
ou adultas com um arcabouco adequado e moléculas biologicamente ativas (STOLTZ et al.,
2012; FISHER e MAUCK, 2013), constitui uma alternativa extremamente atraente para o
desenvolvimento de um pancreas bioartificial. Nesse contexto, surgiu a pergunta se seria
possivel a criagdo de um Banco de Matriz Extracelular Pancreatica Descelularizada e qual
seria a melhor condicdo a ser empregada para tanto.

Para responder esse questionamento, a literatura foi avaliada para descobrir as

principais formas de armazenamento dos 6rgéos descelularizados até o momento de sua
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utilizacdo. Foi possivel constatar o uso de tampéo salina fosfato sem célcio ou magnésio
(PBSA), mantido a 4°C e de PBSA suplementado com antibi6tico e antimicotico (PBSA-AA)
mantido a 4°C (TOTONELLI et al., 2006; MIRMALEK-SANI et al., 2013; GOH et al., 2013;
PELOSO et al., 2016; . DE CARLO et al., 2010), sem indicagédo alguma sobre o periodo de
tempo maximo de armazenamento ou como esses arcabougos se comportam nesses meios.
Além destas duas condi¢cdes, resolvemos avaliar, também, o meio de congelamento de
células, contendo RPMI e DMSO a -80°C (CRIO), por ser uma condigcéo interessante, uma
vez que a essa temperatura diversas amostras biol6gicas sdo mantidas de forma viavel por
um periodo maior de tempo. Conforme relatado por alguns autores (SCARRITT, PASHOS
e BUNNELL, 2015), a adi¢gdo do criopreservante DMSO pode evitar que alguns tecidos
mantidos a baixa temperatura sofram quebras no arcabougo de sua matriz extracelular.

Dessa forma, os pancreas murinos foram descelularizados e os arcabougos foram
mantidos sob as trés condicdes de armazenamento acima citadas e as amostras foram
avaliadas periodicamente durante até 16 semanas.

Por meio de analise histologica e coloracdao de hematoxilina e eosina (H/E), foi
avaliado, de forma qualitativa, a eficiéncia do processo de descelularizagdo do protocolo
adotado, bem como a arquitetura dos arcaboucgos nos diferentes periodos de tempos e
sob as trés diferentes condicbes de armazenamento testadas. No tecido descelularizado,
observou-se auséncia de células e manutencgéo da arquitetura nativa da matriz extracelular
pancreética até o final do periodo avaliado de 16 semanas de armazenamento, em todas
as condicdes analisadas (Figura 1). Por meio da coloracdo de vermelho de Picrosirius,
foi observado, de forma qualitativa, a manuteng¢édo do arcabougo de colageno, sendo que
todos os tecidos descelularizados mantiveram esse arcabougo de colageno e, ainda, que
as fibrasf/fibrilas de coldgeno, aparentemente, sdo mantidas no arcabougo descelularizado,
de forma integra, até o final do periodo avaliado, ou seja, 16 semanas de armazenamento,
em todas as condi¢bes avaliadas (Figura 2).
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Figura 1.: Preservacao dos Arcaboucos - Histologia Pancreatica — Hematoxilina/Eosina.
A) Pancreas Nativo de rato. A Seta Vermelha indica uma ilhota pancreatica e a seta azul
indica um vaso sanguineo. B) Pancreas Descelularizado de Rato no tempo zero. C) Campos
representativos das amostras avaliadas nas diferentes condi¢cbes de armazenamento e
diferentes periodos de tempo. PBSA: tamp&o salina fosfato sem célcio ou magnésio. PBSA-AA:
PBSA suplementado com antibi6tico e antimicético. CRIO: meio de criopreservagao. A barra
indica 100pm. Fonte: Mantovani, 2019, p.86.

Em contrapartida, ao analisar a presenca de proteoglicanos e glicosaminoglicanos
(GAGs) remanescentes, através da coloragdo com Azul de Alcian, foi possivel observar uma
perda gradativa na coloragdo, ao longo das semanas, em todos os meios de preservagéo
avaliados, sendo menos acentuada no meio de criopreservacao (Figura 3), o que foi
confirmado através de avaliacao da ultraestrutura das amostras (Figura 4).
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Figura 2.: Preservacao dos Arcaboucos - Histologia Pancreatica — Vermelho de
Picrosirius. A) Pancreas Nativo de rato. B) Pancreas Descelularizado de rato no tempo
zero. C) Campos representativos das amostras avaliadas nas diferentes condi¢des de
armazenamento e em diferentes periodos de tempo. PBSA: tamp&o salino fosfato sem célcio
ou magnésio. PBSA-AA: PBSA suplementado com antibiotico e antimicotico. CRIO: meio de
criopreservacgéo. A barra indica 100pum. Fonte: Mantovani, 2019, p.88.

A ultraestrutura da matriz descelularizada foi avaliada por meio de microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET) observando-se, de forma qualitativa, a eficiéncia do
processo de descelularizagéo e a manutengao da arquitetura dos arcabougos nos diferentes
periodos de tempo e sob as diferentes condicdes de armazenamento testados. No tecido
nativo, foi possivel visualizar nucleos celulares de células de ilhotas pancreéticas, assim
como granulos de insulina, secrecbes exocrinas, fibras e fibrilas de colageno, além da
presenca de proteoglicanos e GAGs. Nos arcaboucgos descelularizados de todas as
amostras, ndo foram observados células ou remanescentes celulares, apresentando
somente proteoglicanos, GAGs e fibras/fibrilas de colageno,. A avaliacdo das fibras/
fibrilas de colageno demonstrou que, aparentemente, estas sdo mantidas no arcabouco
descelularizado até o final do periodo analisado, em todos 0s meios de preservagcédo. Os
proteoglicanos e GAGs apareceram ligados a fibrilas de colageno na primeira semana,
sendo possivel observar uma perda gradativa nas semanas posteriores em todos os meios
de preservacéo avaliados, mas essa perda € menos acentuada no meio de criopreservagcao
(Figura 4).
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Figura 3.: Preservacao dos Arcaboucos - Histologia Pancreatica — Azul de Alcian. A)
Pancreas Nativo de rato. B) Pancreas Descelularizado de rato no tempo zero. C) Campos
representativos das amostras avaliadas nas diferentes condi¢cbes de armazenamento e apds
diferentes periodos de tempo. PBSA: tamp&o salina fosfato sem célcio ou magnésio. PBSA-AA:
PBSA suplementado com antibi6tico e antimicético. CRIO: meio de criopreservagéo. A barra
indica 100um. Fonte: Mantovani, 2019, p.87.

As proteinas totais presentes nos sobrenadantes das amostras armazenadas sob
as diferentes condicdes e periodos de tempo foram dosadas e os resultados, apresentados
na Figura 5, indicam que, gradativamente, todas as amostras apresentam proteinas no
sobrenadante de maneira tempo-dependente. As amostras dos sobrenadantes dos
arcaboucos mantidos em PBSA apresentaram perda de proteinas de, aproximadamente,
24,26pg/mL (+0,015) na 2% semana, com uma perda mais acentuada a partir da 4* semana,
de aproximadamente 64,9ug/mL (+1,830) e, ao final da 16* semana, um valor de 112,91ug/
mL (+3,630) de proteinas totais no meio. As amostras dos sobrenadantes dos arcaboucgos
mantidos em PBSA-AA apresentaram perda de proteinas de, aproximadamente, 27,04ug/
mL (+5,708) ja na 1* semana, com uma perda mais acentuada a partir da 2* semana de,
aproximadamente, 73,37ug/mL (+9,873) e, ao final da 16® semana, um valor de 124,47ug/
mL (+0,040). As amostras dos sobrenadantes dos arcabougos mantidos em CRIO
apresentaram perda de proteinas de aproximadamente 7,04pg/mL (+0,427) na 2* semana,
apresentando uma perda mais acentuada a partir da 8 semana, de, aproximadamente,
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74,48ug/mL (+1,813), e, ao final da 16* semana, um valor de 93,88pg/mL (+0,514). Quando
comparados os diferentes meios de manutencdo dos arcabougcos nos mesmos periodos
de tempo, foi possivel observar diferenga entre eles logo na segunda semana (PBSA /
PBSA-AA, **** = p<0,0001, PBSA-AA / CRIO, **** = p<0,0001) e na quarta semana (PBSA
/ CRIO, *** = p<0,001, PBSA-AA/ CRIO, **** = p<0,0001). Ap6s a quarta semana todas as
condi¢cbes apresentam quantidades similares de proteinas no sobrenadante, porém, ainda
existe diferenca estatisticamente significativa entre os meios PBSA-AA e CRIO (8 semanas
** = p<0,01, 12 semanas, *** = p<0,001, e 16 semanas * = p<0,05) (Figura 5).

PBSA PBSA-AA

~ . |1 SEMANA

2 SEMANAS

144 SEMANAS

8 SEMANAS

12 SEMANAS

E
116 sEmanAas

Figura 4.: Preservacdo dos Arcaboucos - Andlise da Ultraestrutura por Microscopia
Eletronica de Transmissao. A) Pancreas Nativo de rato. A seta azul indica os proteoglicanos
e glicosaminoglicanos de matriz. A seta vermelha indica as fibrasf/fibrilas de colageno. Gl -
Granulo de Insulina. B) Pancreas Descelularizado de rato no tempo zero. PBSA: tampéo salina
fosfato sem calcio ou magnésio. PBSA-AA: PBSA suplementado com antibi6tico e antimicotico.
CRIO: meio de criopreservacao. A seta azul indica os proteoglicanos e glicosaminoglicanos de
matriz e a seta vermelha indica as fibras/fibrilas de colageno. Fonte: Mantovani, 2019, p.89.

Portanto, a dosagem de proteinas totais no sobrenadante das amostras corrobora
os resultados nas analises histologicas e ultraestruturais, possibilitando uma avaliagéo
quantitativa da possivel liberacdo gradativa desses proteoglicanos e GAGs no meio de
preservacao, de forma tempo-dependente, sendo menos acentuado na condicdo CRIO,
seguido por PBSA e PBSA-AA.
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Assim, foi possivel concluir que os arcabougos provenientes de pancreas
descelularizados murinos podem ser estocadas por até uma semana, independente do
meio de preservacéo utilizado e por até, pelo menos, quatro semanas no meio CRIO.
Alguns pesquisadores reportam o uso de arcabougos descelularizados mantidos em PBSA
e PBSA-AA até o momento do uso (TOTONELLI et al., 2006; MIRMALEK-SANI et al.,
2013; GOH et al., 2013; PELOSO et al., 2016; . DE CARLO et al., 2010), mas n&o indicam
o periodo de tempo utilizado. Nossos achados indicam que a condicao denominada CRIO
foi a mais eficaz na manutencdo das caracteristicas das matrizes descelularizadas de
pancreas murino, apresentando valores inferiores a 25ug/mL de proteinas dispersas no
sobrenadante em até quatro semanas. Valores menores do que 25ug/mL de proteinas
foram observados apenas pelo periodo de até uma semana em PBSA-AA e duas semanas
em PBSA (Figura 5).

A manutencdo dos proteoglicanos e GAGs nos arcabougos descelularizados
desempenha um papel importante para a etapa de recelularizagdo (GOH et al., 2013;
SCARRITT, PASHOS e BUNNELL, 2015), portanto, armazenamento por periodos muito
prolongados pode interferir diretamente na recelularizagédo dos arcaboucos.

Com base nestes resultados, conclui-se que a criagdo de um Banco de Matriz
Pancreatica Descelularizada seria mais factivel utilizando-se a condi¢gdo CRIO a -80°C, a

qual garante a manutengéo das caracteristicas estruturais por até quatro semanas.

150+

Proteinas totais (ug/mL)
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- PBSA PBSA-AA CRIO
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6,91 + 0,616 7,10 £ 1,330

T1H 7,06 £ 0,396 11,12 £ 1,926 0
T1SEM 18,16 + 0,092 27,04 + 5,708 6,73 + 1,023
T2SEM 24,26 £ 0,015 : 73,37 9,37§ 7,04 + 0,427
TASEM 64,90 1,830 77,08 + 4,977 21,23 + 0,97’;
T8SEM 92,58 + 4,977 111,50 + 0260 74,48 + 1,813
T12SEM 112,00 5063 91,07 0035 77,65 +21,772"
T16SEM 112,91 +3630 124,47 0,040 93,88 + 0,514

Figura 5.: Dosagem de Proteinas Totais. Quantificacdo de proteinas totais, através do Método
de Bradford, no sobrenadante das amostras descelularizadas que foram armazenadas por
diferentes periodos de tempo em diferentes meios de preservagao,. TO: tempo zero, T1H:

1 hora, TISEM: 1 semana, T2SEM: 2 semanas, T4ASEM: 4 semanas, T8SEM: 8 semanas,
T12SEM: 12 semanas, TI6SEM: 16 semanas. O asterisco representa a diferenca estatistica
entre os mesmos periodos de tempo e nas diferentes condicdes de manutencédo dos
arcaboucos. * PBSA / PBSA-AA, * PBSA/ CRIO, * PBSA-AA/ CRIO. (Two-way ANOVA. **** =
p<0,0001, *** = p<0,001, ** = p<0,01, * = p<0,05) (n=03). Fonte: Mantovani, 2019, p.91.

41 CONCLUSAO

Concluiu-se que para a criagdo de um Banco de Matriz Pancreatica Descelularizada,
a melhor condigdo dentre aquelas estudadas, é a manutencao dos arcabougos pancreaticos
em meio CRIO a -80°C por um periodo de até quatro semanas. Observou-se, ainda, que os
arcaboucgos pancreaticos descelularizados murinos podem ser estocados por um periodo
de até uma semana, sem prejuizos, em qualquer uma das trés condi¢bes avaliadas.

O presente trabalho incitou diversos questionamentos, que poderdo motivar a
realizacdo de trabalhos futuros. Um estudo interessante seria avaliar outras formas de
manutengdo/armazenamento dos arcabougos gerados in vitro, visando a criagdo de um
Banco de Matriz Pancreatica Descelularizada, o qual podera permitir estender, ainda mais,
o periodo de preservacao estrutural dos arcabougos pancreéticos. Este é um trabalho de
suma importéancia, que, atualmente, vem sendo negligenciado na literatura cientifica.

Todos esses esforgos visam um cenario translacional clinico futuro, no qual 6rgaos
alogénicos, ou até mesmo xenogénicos (suino por exemplo), poderiam ser utilizados
para descelularizagdo, seguido de recelularizagdo com células do proprio paciente
(IPSCs) isoladas, diferenciadas e expandidas, para popular 6rgdos especificos. Apds

a recelularizacdo e maturacdo deste 6rgdo bioartificial, o enxerto personalizado seria
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implantado sem a necessidade de imunossupresséo a longo prazo, atuando, diretamente,
na problematica da escassez de 6rgaos e melhor manutencao dos tecidos apds transplante.
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MURRILL

RESUMO: O envelhecimento esta relacionado
ao estresse oxidativo, podendo causar alteragoes
morfofisiolégicas na inervagdo intrinseca
intestinal. O Agaricus blazei Murril (ABM) pode
neutralizar espécies reativas de oxigénio (ERO)
e prevenir alteragdes decorrentes da idade. O
objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos
do extrato aquoso de ABM sobre os neurénios
NADH diaforase positivos do plexo mioentérico
de ratos Wistar velhos. Ap6s aprovacdo do
Comité de Etica em Experimentacdo Animal,
ratos Wistar com 7 meses de idade foram
distribuidos em grupos controles de 7 e 23
meses (C7 e C23) e grupo experimental de 23
meses (CA23). Os ratos do grupo CA23 foram
suplementados via gavagem diariamente com
extrato aquoso de ABM (26mg/animal) por 16
meses. Todos os animais foram alimentados ad
libitum com racdo padrdo para roedores. Apds
eutandsia dos animais, amostras do jejuno
foram destinadas a obtencdo de preparados de
membrana e coloragéo pelo método histoquimico
NADH-diaforase, para estudo quantitativo
e morfométrico neuronal. Foram contados
0s neurbnios em 80 campos microscopicos
aleatorios por animal e mensuradas a area dos
corpos celulares, nucleos e citoplasma de 100
neurdnios por animal. Os dados foram analisados
por one-way ANOVA e Tukey, com significancia
de 5%. O envelhecimento causou prejuizo
neuronal, registrado com aumento significativo
na densidade de neurénios NADH-diaforase
positivos, ndo havendo interferéncia do extrato
de ABM. Nenhuma modificagdo na éarea do
corpo celular, nucleo e citoplasma dos neurénios
ocorreu com o envelhecimento e suplementagéo.
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O extrato aquoso de ABM néo protege os neurénios NADH-diaforase positivos do jejuno de
ratos Wistar velhos contra o dano nervoso ocasionado pela disfungcdo e aumento de ERO.
PALAVRAS-CHAVE: Cogumelo do sol, envelhecimento, plexo mioentérico.

NADH-DIAPHORASE POSITIVE NEURONS OF THE JEJUNUM OF OLD RATS
SUPPLEMENTED WITH AGARICUS BLAZEI MURRILL

ABSTRACT: Aging is related to oxidative stress and may cause morphophysiological changes
in the intestinal intrinsic innervation. The Agaricus blazei Murril (ABM) can neutralize reactive
oxygen species (ROS) and prevent alterations due to age. The objective of this work was to
analyse the effects of the aqueous extract of ABM on the NADH-diaphorase positive myenteric
neurons of old rats. After approval by Ethics Committee Animal Experimentation, 7-month-old
Wistar rats were distributed into groups control groups of 7 and 23 months (C7 and C23)
and experimental group of 23 months (CA23). The CA23 group rats were supplemented by
gavage daily of aqueous extract of ABM (26mg/animal) for 16 months. All animals were fed ad
libitum with standard rodent feed. After euthanasia, samples of jejunum were destined to the
whole-mount preparations stained with NADH-diaphorase histochemical method for neuronal
morphoquantitative study. For neuronal analysis, myenteric neurons present in 80 randomic
microscopic fields per animal were counted and the cell body area, nucleus and cytoplasm
of 100 neurons per animal were measured. The data were submitted to analysis of one-way
ANOVA and Tukey tests with 5% significance. The aging caused neuronal damage, registering
significant increase of NADH-diaphorase positive neurons density, with no interference from
the ABM extract. No modification occurred in the cell body, nucleus and cytoplasm of neurons
after aging and supplementation. The aqueous extract of ABM did not protect the NADH-
diaphorase positive neurons of jejunum of old Wistar rats against nerve damage caused by
dysfunction and increase of ROS.

KEYWORDS: Sun mushroom, aging, myenteric plexus.

11 INTRODUGAO

O processo de envelhecimento promove alteracdes morfoquantitativas na
populagéo de neurdnios entéricos, na expressao de neurotransmissores e organiza¢ao dos
plexos nervosos (PHILLIPS; POWLEY, 2001), podendo levar a sintomas como reducéo
do tempo de esvaziamento géastrico e dos movimentos peristalticos (HALL, 2002; WADE,
2002), atividades estas moduladas pela inervacao intrinseca do trato gastrointestinal.
Estas alteracOes estdo relacionadas principalmente a producdo de radicais livres, pelo
metabolismo energético mitocondrial, reducéo dos antioxidantes intracelulares e deplecao
de fatores neurotréficos, provocando danos neuronais cumulativos e irreversiveis causando
a morte celular (THRASIVOULOU et al., 2006; KORSAK et al., 2012; SCHOFFEN et al.,
2014).

Existem inumeras rotas que levam a produgé@o de espécies reativas de oxigénio

(ERO), mas o metabolismo energético mitocondrial &€ geralmente reconhecido como o mais
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importante na maioria das células eucarioticas (CARVAJAL et al., 2012). Por ser a fonte
intracelular direta de ERO, as mitocéndrias também estao sujeitas ao ataque direto dessas
moléculas (SOARES et al., 2009). Ja foi constatado que os danos induzidos por moléculas
oxidantes, incluindo mutagdes no DNA mitocondrial, pode resultar em perda progressiva
da capacidade celular de produzir ATP, degeneracéo e, eventualmente, morte da célula
(FIRENZUOLI et al., 2008).

Compostos com propriedades antioxidantes como o basidiomiceto Agaricus
blazei Murril (ABM) tem sido amplamente estudado com objetivo de amenizar os
efeitos do estresse oxidativo sobre as células. ABM, conhecido como cogumelo do sol,
possui atividades preventivas popularmente conhecidas para doencas como diabetes,
hiperlipidemia, arteriosclerose, hepatite e cancer (TAKAKU et al., 2001; NASO, 2010),
além de acgbes antimutagénicas, imunoestimulatérias, neuroprotetora e antioxidantes
comprovadas cientificamente (TAKAKU et al., 2001; BARBISAN et al., 2002; OLIVEIRA et
al., 2007; SANTI-RAMPAZZO et al., 2015), podendo contribuir significativamente para a
melhoria dos sintomas gastrointestinais e a qualidade de vida de idosos.

Neste contexto, varios métodos séo utilizados para estudo dos neurdnios do
sistema nervoso entérico em animais e humanos, todavia a técnica histoquimica para
NADH-diaforase (NADH-d) permite comparar o grau de atividade metabdlica dos neurbnios
entéricos em diferentes tratamentos experimentais (SOUSA; MIRANDA-NETO, 2009). A
técnica baseia-se na formagéo de um precipitado de formazana que ocorre na medida em
que o Nitro Blue Tetrazolium (NBT) é reduzido as custas da oxidagdo do NADH em uma
reacdo catalisada pelo complexo | da cadeia transportadora de elétrons das mitocondrias
(BERRIDGE et al., 2005). Investigagdes dos efeitos do ABM sobre a inervacgéo intrinseca
intestinal de ratos envelhecidos evidenciada por esta técnica ndo sdo encontradas na
literatura.

Este trabalho teve por objetivo analisar os efeitos do extrato aquoso de ABM sobre
os neurdnios NADH-diaforase positivos do plexo mioentérico de ratos Wistar velhos.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencéo do extrato de Agaricus blazei Murril (ABM)

O presente estudo utilizou basidiomas desidratados de ABM produzidos em Ibema,
PR, Brasil (25°6’50”sul, 53°0’53”0este). Os basidiomas foram moidos para formar um pé
fino e entdo submetido a extragcdo aquosa, modificada da metodologia de Soares et al.
(2009). Agua destilada (100 mL) foi adicionada a cada 10 g de basidioma moido, que
permaneceu sob agitagéo a 28° C por 3 horas. Os soélidos residuais foram removidos por
filtracdo a vacuo usando papel de filtro Whatman tamanho 1 e novamente submetido a
extracdo, que foi repetida trés vezes. Os filirados foram liofilizados e mantidos em freezer
a-20° C.
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2.2 Animais e tratamento

Foram utilizados 15 ratos Wistar (Ratfus novergicus) com 7 meses, mantidos em
caixas de polipropileno com iluminacéo de claro e escuro de 12 horas e temperatura de 22
+ 2 °C, os quais foram distribuidos em grupos denominados controles de 7 meses (C7) e
23 meses (C23), e grupo experimental de 23 meses (CA23).

Os animais foram alimentados ad libitum com ragdo padrao NUVILAB-NUVITAL® para
roedores durante todo periodo experimental. A partir dos 7 meses, os ratos pertencentes
ao grupo CA foram suplementados diariamente, via gavagem, com 1 ml de solu¢éo aquosa
contendo 26 miligramas do liofilizado de ABM por 16 meses.

Aos 7 e 23 meses 0s animais foram anestesiados intraperitonealmente com tiopental
sodico (Thionembutal®) na concentragdo de 40 mg/kg do peso corporal. Apds laparotomia,
amostras do jejuno foram retiradas e destinadas ao método histoquimico da NADH-d
(GABELLA, 1969) para estudo morfoquantitativo dos neurdnios mioentéricos.

Os procedimentos deste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagédo Animal da Universidade Estadual de Maringa (Protocolo N° 033/2010).
2.3 Técnica histoquimica para NADH-diaforase neuronal

As amostras coletadas foram lavadas e preenchidas com solugcdo de Krebs,
permanecendo 20 minutos imersas nesta mesma solu¢do; seguido por permeabilizacédo
em Triton X-100 a 0,3% de Krebs por 5 minutos. Em seguida, realizaram-se 4 imersdes em
solugéo de Krebs (10 minutos cada) e, por ultimo, as amostras ficaram por 45 minutos em
meio de incubacgéo contendo 50 ml de solucao estoque de NBT, 50ml de tampé&o fosfato de
sodio 0,1M pH 7,3, 100ml de agua destilada e 0,1g de B-NADH. A reacéo foi interrompida
através da imersdo dos segmentos em formol a 10% tamponado.

Apbds fixacdo, preparados totais da tanica muscular foram obtidos através da
remocao das tunicas mucosa, submucosa e tunica muscular circular do jejuno, por meio de
disseccdo sob estereomicroscopio. Posteriormente, estes foram desidratados em etanol,
diafanizados em xilol e montados entre lamina e laminula com resina sintética Permount®.

2.4 Analise morfoquantitativa neuronal

Através de imagens microscoOpicas capturadas em objetiva de 40X, nas regides
intermediaria e antimesentérica da circunferéncia intestinal, foram realizadas contagens
das células nervosas em 80 campos microscopicos aleatérios por animal (40 campos/
regido) e mensuragdo da area (um?) dos corpos celulares e nacleos de 100 neurdnios/
animal (50 neurdnios/regi@o). A area do citoplasma neuronal foi estimada pela subtracédo
da area do nucleo da area do perfil do corpo celular.

A captura de imagens dos neurdnios mioentéricos foi efetuada em microscopio de
luz Motic BA410® e a analise morfoquantitativa foi realizada com auxilio do software Image-
Pro Plus® 4.5.
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2.5 Analise estatistica

O software GraphPad Prism® 5.0 foi utilizado para analise estatistica de todos os
dados obtidos, aplicando-se o teste Kolmogorov-Smirnov (para verificar a normalidade)
e Andlise de Variancia (one-way ANOVA) seguido pelo teste de Tukey, com nivel de
significancia de 5%, sendo os resultados expressos como média + erro padréo.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O envelhecimento causou aumento significativo (35,29%) na densidade de neurbnios
mioentéricos NADH-d positivos do jejuno no grupo C23 em relacdo ao grupo C7 (Fig. 1 e
Fig. 2). Este resultado diverge da literatura para o intestino delgado e grosso de ratos,
uma vez que registra-se reducdo quantitativa desta populacdo neuronal aos 24 meses
(SANTER; BAKER, 1988; JOHNSON et al., 1998; COWEN et al., 2000).
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Figura 1 — Densidade de neur6nios mioentéricos NADH-d positivos do jejuno de ratos controles
de 7 e 23 meses (C7 e C23) e suplementados com extrato aquoso de ABM dos 7 aos 23 meses
(CA23). Média = erro padrao (n=5). (*) p<0,05 comparado com C7.

A maior quantidade de células nervosas NADH-d evidenciadas aos 23 meses
neste estudo esta relacionada ao intenso metabolismo mitocondrial, 0 qual aumentaria a
quantidade de agentes oxidantes e a probabilidade de disfuncao desta organela, conduzindo
0s neurdnios a morte com o passar do tempo. Disfungéo mitocondrial e aumento do estresse
oxidativo € um fendmeno encontrado no cérebro de ratos velhos (SA-NAKAMISHI et al.,
2014b), podendo resultar em perda progressiva na capacidade celular de produzir ATP,
degeneracéo celular e, eventualmente, morte (FIRENZUOLI et al., 2008).
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Figura 2 - Fotomicrografias de neurénios do plexo mioentérico evidenciados pelo método
histoquimico NADH-d no jejuno de ratos controles com grupo controle de 7 (A) e 23 (B) meses
(C7 e C23).

O aumento na densidade de neurbnios entéricos no jejuno dos animais dessa
pesquisa indica, portanto, dano no sistema nervoso entérico (SOARES et al., 2015;
STENKAMP-STRAHM et al., 2015) ocasionado pela elevacdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) mitocondrial (SA-NAKAMISHI et al., 2014b), que resultard em apoptose
neuronal a partir dos 24 meses (THARASIVOULOU et al., 2006). Cabe destacar que
manuteng¢ao na quantidade destes neurdnios dos 6 aos 12 meses é verificada no duodeno
e colo de ratos Wistar (GAGLIARDO et al., 2008; MARI et al., 2008), todavia, estudo dessa
populacédo neuronal entre 12 e 24 meses nao sé&o encontrados atualmente. A investigacédo
neste intervalo etario possibilitaria maior entendimento sobre o comportamento e a
capacidade plastica dos neurénios mioentéricos NADH-d com o avangar da idade.

Nos animais tratados com ABM (grupo CA23) também se registrou aumento
(45,36%) na evidenciagdo dos neurénios NADH-d em relagdo a C7, todavia sem diferir
de C23 (Fig. 1). Este resultado demonstra que a suplementagcdo com ABM por 16 meses
nao foi capaz de alterar os efeitos do envelhecimento sobre o metabolismo neuronal (com
intensa atividade mitocondrial), assim aumentando o estresse oxidativo e a possibilidade
de morte celular. O extrato aquoso de ABM n&ao se mostrou efetivo na diminuicdo de ERO e
nem capaz de melhorar a capacidade antioxidante total no cérebro de ratos com 23 meses
(SA-NAKAMISHI et al., 2014a). Também néo elevou a capacidade antioxidante plasmatica
(SANTI-RAMPAZZO et al., 2015), tampouco diminuiu os niveis de ERO mitocondrial (SA-
NAKAMISHI et al., 2014b) e hepatica em ratos velhos (SA-NAKAMISHI et al., 2014a). De
acordo com Sa-Nakamishi et al. (2014a), o longo e constante tratamento com ABM (200
mg/kg/dia) apresenta a tendéncia de se tornar menos efetivo acima dos 12 meses.

Com relacdo a anélise morfométrica, nenhuma modificagéo significativa na area
do corpo celular, nucleo e citoplasma dos neur6nios ocorreu com o envelhecimento e a
suplementagao com ABM (Fig. 3). Comparando animais com 6 e 24 meses de idade, Santer
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e Baker (1988) ndo encontraram diferenga na area média dos neur6nios NADH-d positivos
do jejuno de ratos Wistar. Manutencdo na morfologia neuronal também foi observada no
colo de animais entre 6 e 12 meses (GAGLIARDO et al., 2008). De acordo com Romano et
al. (2010), a partir dos 3 meses, a tendéncia é de que o tamanho dos neurénios NADH-d
no jejuno permaneca constante até o fim da vida do animal. Assim, nossos resultados
morfométricos no envelhecimento estdo de acordo com a literatura, nao havendo efeito do
ABM sobre os parametros analisados.

Vale ainda destacar que analises quantitativas de populagbes neuronais realizadas
por amostragem da area intestinal (como executada nesta pesquisa), se faz necessario
que o tamanho do 6rgéo inervado por estas células seja considerado para corregoes, ja
que alteracbes no comprimento e/ou largura podem ocorrer. Frequentemente no processo
de envelhecimento registra-se aumento no tamanho intestinal (JOHNSON et al., 1998;
COWEN et al., 2000), o que pode levar a uma falsa redugdo no nimero de neurénios
mioentéricos por area, ja que estas células estariam mais dispersas no tecido (PECK et al.,
2009; GAMAGE et al., 2013),

Ressalta-se que neste estudo verificou-se aumento estatisticamente significativo na
area do intestino delgado dos grupos C23 e CA23 (66,67% e 48,24%) quando comparados
ao grupo C7, com maior densidade de neur6nios NADH-d ativos no jejuno de ratos velhos
suplementados ou ndo com ABM (Fig. 4). Este dado corrobora com a hip6tese de aumento
na atividade metabdlica mitocondrial na idade de 23 meses, antecedendo a apoptose

neuronal.
C7 C23
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u Citoplasma mNucleo u Corpo Celular

250

Figura 3 — Area média do corpo celular, ntcleo e citoplasma dos neurdnios mioentéricos
NADH-d positivos do jejuno de ratos controles de 7 e 23 meses (C7 e C23) e suplementados
com extrato aquoso de ABM dos 7 aos 23 meses (CA23). Média + erro padréo (n=5). Diferenca
nao significativa (p>0,05)
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Figura 4 — Area intestinal do jejuno de ratos controles de 7 e 23 meses (C7 e C23) e
suplementados com extrato aquoso de ABM dos 7 aos 23 meses (CA23). Média + erro padrao
(n=5). (*) p<0,05 comparado com C7.

41 CONCLUSOES

O extrato aquoso de Agaricus blazei Murril ndo protege os neurdnios NADH-
diaforase positivos do jejuno de ratos Wistar velhos contra o dano nervoso ocasionado pela
disfuncéo e aumento de espécies reativas de oxigénio mitocondrial.
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ABSTRACT: Prostate gland can be target of
various proliferative lesions that compromise the
quality and/or life span of patients. Pequi (Caryocar
brasilense) has been reported as a fruit with
antioxidant, anti-inflammatory and antiproliferative
properties, and presents a preventive potential
against several types of cancer. In order to
analyze the influence of pequi oil on normal
prostate tissue behavior and under surgical
castration, 15 male gerbils, 90 days old, divided
into 3 groups (5 animals each) were used: Ca,
submitted to bilateral orchiectomy, and sacrificed
after 120 days; CaP, bilateral orchiectomysed,
and received daily doses of pequi oil (1mL / kg)
per gavage for 120 days, when were sacrificed;
Co, formed by intact animals. The prostate were
collected and processed for morphological,
morphometric analyzes and mast cells counting.
The data obtained from the stereological analysis
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showed a significant decrease in the volume of
all prostatic compartments in groups Ca and CaP,
when compared to group Co. The administration
of pequi oil seems to have attenuated the
regression of epithelium and muscle stroma,
when compared to the Ca group. Qualitative
analysis of stromal collagen fibers revealed a
higher amount and density of these fibers in the
Ca group when compared to the Co group. In the
CaP group there were no visible changes in fiber
density and quantity when compared to the Ca
group. compared to the Co. group Quantification
of intact and degranulated mast cells revealed
an increase in the amount of these cells in the
prostatic stroma in both the Ca group and the CaP
group compared to the Co. group. These results
demonstrate that pequi oil appears to promote a
modulation of gerbil prostate epithelium-stromal
interaction by modifying the components stromal
lesions besides regulating the amount of mast
cells in the prostate tissue.

KEYWORDS: Prostate, anti-inflammatory, anti-
proliferative, tissue remodeling.

INFLUENCIA DO OLEO DE PEQUI
NA REORGANIZACAO DOS
COMPARTIMENTOS PROSTATICOS
DO GERBILO APOS CASTRACAO
CIRURGICA

RESUMO: A prostata costuma ser alvo
de diversas lesdes proliferativas que
comprometerem a qualidade e/ou a extenséo
de vida dos seus portadores. O pequi (Caryocar
brasilense) tem sido apresentado como
um fruto com propriedades antioxidantes e
antiproliferativas, e apresenta um potencial
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preventivo contra diversos tipos de cancer. Com o objetivo de analisar a influéncia do 6leo
do pequi no comportamento tecidual da prostata normal e sob agdo da castragéo cirurgica
foram utilizados 15 gerbilos: Ca, submetidos a orquiectomia e sacrificados apés 120 dias;
CaP, submetidos a orquiectomia e a doses diarias de 6leo de pequi (1mL/kg) via gavagem
por 120 dias; Co, animais intactos. A prostata foi coletada para processamento histolégico
para analises morfolégicas, morfométricas e quantificacdo de mastocitos. Os dados obtidos a
partir da analise estereol6gica evidenciaram uma significativa diminui¢do no volume de todos
os compartimentos prostaticos nos grupos Ca e CaP, quando comparados com o grupo Co.
A administragao de 6leo de pequi parece ter atenuado a regresséo do epitélio e do estroma
muscular, quando comparado com o grupo Ca. A andlise qualitativa das fibras de colageno
do estroma revelou uma maior quantidade e densidade destas fibras no grupo Ca, quando
comparado com o grupo Co. Ja no grupo CaP n&o houve modifica¢des visiveis na densidade
e quantidade de fibras quando comparadas com o grupo Co. A quantificacdo de mastoécitos
intactos e desgranulados revelou um aumento na quantidade destas células no estroma
prostatico tanto no grupo Ca, quanto no grupo CaP em comparagéo com o grupo Co. Estes
resultados demonstram que o 6leo de pequi parece promover uma modulagéo da interagao
epitélio-estroma da prostata do gerbilo através da modificagdo dos componentes estromais
além de regular a quantidade de mastocitos no tecido prostatico.

PALAVRAS-CHAVE: Prostata, anti-inflamatério, anti-proliferativo, remodelagéo tecidual.

11 INTRODUCTION

Growth and maturation of the prostate is highly dependent on the testosterone
produced by the testicles (MARKER et al., 2003; BENTVELSEN et al., 1995; RUSSELL e
WILSON, 1994).

The development and maintenance of this gland can be controlled by suppressing
these androgens, using bilateral orchiectomy, which consists of surgical removal of
the testicles, promoting an immediate decrease in the absolute volume of the prostatic
compartments, and loss of epithelial cell secretory activities (CAMPOS, et al., 2011; GOES
et al., 2007; OLIVEIRA, 2007; VILAMAIOR, et al., 2005; FOCHI 2013).

Castration causes intense surgical trauma, which activates the inflammatory
response, being a complex biological process, promoting the interaction between numerous
inflammatory, hormonal, metabolic and immunological mediators, which aims to minimize
tissue damage, assist in the healing process and in homeostasis (BUSK et al., 2010;
FILIPPO et al., 2016; GIANNOUDIS, 2003; MEDZHITOV, 2008;).

In this context, the mast cell is an immune system cell, which releases its cytoplasmic
granules containing important chemical mediators for the defense of the organism such as
the growth factor, cytokines, histamines, participating in the process of tumor angiogenesis,
tissue repair and remodeling (KRYSTEL-WHITTEMORE, et al., 2016; MOON et al., 2010;
PASTWINSKA et al., 2017; SILVA et al., 2014). However, any interruption or imbalance in

the inflammation process may result in its prolongation, leading to drastic damage to the
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organ (AYDIN et al., 2002; MEINEKE et al., 2000; YAMANAKA et al., 2000). These cells are
distributed in various mammalian tissues, close to blood vessels, nerves, smooth muscle
epithelium, connective tissue, respiratory and gastrointestinal tracts. In the prostate, mast
cells are found in the stroma\connective tissue, acting on blood vessels dilation, activation
of fibroblast to produce collagen and inducing the proliferation of epithelial cells and smooth
muscle cells (DAMAZO et al., 2004; METCALFE e BOYCE, 2006; NOVIANA et al., 2004;
YAMANAKA et al., 2000).

Intake of antioxidant fruits has been pointed out, in epidemiological studies, with
the lowest risk of developing chronic diseases such as cancer (Diplock, 1994; Yang &
Xiau, 2013; Sun et al., 2013; Silberstein et al., 2013; Fragoso et al., 2012). In this way, the
antioxidant properties of the fruits of the Caryocaraceae family have been the subject of
important studies (Ribeiro, 2000). Pequi oil (Caryocar brasilense) is very promising as a
herbal medicine due to its anti-proliferative and anti-inflammatory actions, but it is necessary
to investigate the action of its components, both in the normal prostate tissue and during
the tissue remodeling process. The evaluation of the influence of the pequi oil ingestion
on the drastic changes in prostatic histoarchitecture after surgical castration can bring
important information for the understanding of its action in the maintenance and recovery
of tissue homeostasis. Thus, the aim of this project was to analyze the behavior of prostatic
compartments due tissue regression promoted by surgical castration, with or without oral
intake of pequi oil.

21 MATERIAL AND METHODS

2.1 Experimental animals

Adults male Gerbils (Meriones unguiculatus) were housed in the experimental animal
maintenance room of the UFMT Araguaia Campus, under standard conventional conditions
(251°C, 40% — 70% relative humidity, 12 hr light/12 hr dark) and allowed access to chow
and water ad libitum.

2.2 Pequi oil

The pequi was obtained from local producers in Barra do Gargas / MT (Brazil). The
internal mesocarp was cut to obtain the pulp, which was packaged and frozen. The oil
from the pequi pulp was extracted in a soxlet using exane as solvent. The extract was
subjected to evaporation under vacuum pressure to complete removal of the solvent, being
subsequently aliquoted and frozen (adapted from Miranda-Vilela et al., 2009 and Miranda-
Vilela et al., 2008).
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2.3 Experimental design

Adults male Gerbil were divided in following groups (n=03): Ca, surgically castrated;
CaP, surgically castrated and received pequi oil (1 mL/Kg) by gavage for 4 months (adapted
by Miranda-Vilela et al., 2009 e Miranda-Vilela et al., 2008); Co, intact animals. After
euthanasia prostate gland were processed for histological analysis. Sections (5 um) were
stained with Haematoxylin & Eosin, for morphometrical and stereological analysis, and with
toluidine blue, for MCs quantification.

Animals received intramuscular administration of ketamine hydrochloride (Dopalen
— 90 mg/kg) and Xylazine hydrochloride (Rompun — 10 mg/kg), for blood collection (5 mL).
Then the euthanasia was made by overdose of same anesthetic described. After necropsy,
the prostates were fragmented and immersed in fixative for 24 hours. Animal handling
and experiments were done according to the ethical guidelines of Federal University
of Mato Grosso, following the Guide for Care and Use of Laboratory Animals (Protocol
23108.209569/2017-92-CEUA-UFMT).

2.4 Statistical

The ANOVA and Tukey HSDs test were employed to compare differences in prostatic
complex absolute weight,morfometrical-stereological and in quantification data. Than p <
0.05 was considered statistically significant.

31 RESULTS AND DISCUSSION

After 120 days there was an intense reduction in prostatic weight in the Ca and
CaP groups (0.03g and 0.03g, respectively), when compared to the Co group (0.17g). The
decrease in circulating T, caused by orchiectomy, promoted a morphological regression in
the prostatic compartments, with a thin epithelium in the prostatic acini (Fig. 1).

CaP

Figure 1: Photomicrographs of the prostatic compartments of animals from Co [A], Ca [B]
and CaP [C] groups. L: lumen; epi: epithelium; es: stroma; * blood vessel; ml: smooth muscle.
Staining: Hematoxylin-Eosin. Magnification 400X.
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In addition, the morphometric analysis (Fig. 2) showed a significant decrease in the
epithelial height in the prostate of animals in the Ca and CaP group, when compared to
the Co group, being more intense in the CaP group, because the experimental depletion
of androgens (by orchiectomy ) caused an atrophy of the prostate, due to the decrease in
prostatic blood flow, stopped in the synthesis and release of luminal secretion, consequently
causing a decrease in the height and number of epithelial cells by apoptosis processes,
resulting in reduced acini with low epithelial cells (BRANDES, 1966). Justulin et al. (2006)
reported that all these changes are reversed by the administration of T, thus proving their

role in the prostate tissue.
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Figure 2: Morphometric analysis of the prostatic epithelium of the Co, Ca and CaP groups.
Results showed as average + S.E.M. of 5 animals/ group. **** p < 0.0001 versus Co, #### p <
0.0001 versus Ca.

The stereological analysis (Fig. 3) showed a lower volume of the epithelium, the
muscular and non-muscular stroma, and the lumen of the Ca and CaP groups compared
to the Co. group. Pequi oil administration, after castration, seems to have intensified the
decrease in the volume of non-muscular stroma and epithelium. But in contrast, there was
less regression of the muscular stroma and the lumen in the groups treated with pequi oil,

when compared with the Ca.
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Figure 3: Stereological analysis of the prostatic compartments of the Co, Ca and CaP groups.
Results shown as average + S.E.M. de 5 animals/group. ** p < 0.01 versus Co; *** p < 0.001
versus Co; **** p =0.0001 versus Co.

Quantification of mast cells (Fig. 4 and 5) revealed a significant increase in the
number of these cells in the prostatic stroma both in the Ca group (Fig. 4B) and in the CaP
group (Fig. 4C) compared to the Co (Fig. 4A), due to the activation of the inflammatory
process in response to extremely aggressive tissue modulation caused in the prostate gland

as a result of surgical castration.

Co Ca CaP

es . : 74

Figure 4: Photomicrographs of prostatic compartments from animals of Co (A), Ca (B) and CaP
(C) groups. L: lumen; epi: epithelium; es: stroma; arrow: mast cell. Staining: Toluidine Blue.
Magnification 400X.
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Figure 5: Quantification of mast cells in the prostatic stroma of the Co, Ca and CaP groups.
Results shown as mean + S.E.M. of 5 animals/group. * p < 0.05 versus Co ; ** p <0.01 versus
Co.

Administration of pequi oil after castration seems to promote a regulation of the
amount of mast cells in the prostate tissue, which was significantly lower in the CaP group
when compared to the Ca group, corroborating the study by Diniz (2015). that showed
the anti-inflammatory effect of this fruit. Tissue repair after castration involves a series of
biochemical, cellular and pathophysiological processes, which may have been accelerated
by the bioactive substances present in the pequi (de LIMA, et al., 2007; de OLIVEIRA &
NUNES-PINHEIRO, 2013).

All these results demonstrate that pequi oil is able to change the behavior of the
epithelium during the tissue reorganization process triggered by surgical castration,
promoting a modulation of the epithelium-stroma interaction, in addition to acting as a
regulator of the inflammatory process by reducing the amount of mast cells. in the prostate
after castration, indicating the therapeutic potential of this promising herbal medicine native
to the Brazilian Cerrado.
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RESUMO: Como estratégia pedagobgica
no ensino superior, a monitoria académica
constitui instrumento importante de interagéo
e compartiihamento de experiéncias entre
discentes, por meio do ensino dinamico
e interativo. No contexto da Histologia,
componente curricular relevante entre os cursos
de graduacdo da area da salde, a monitoria
colabora significativamente com o ensino dessa
disciplina, como uma estratégia metodologica
alternativa capaz de promover o interesse dos
discentes e facilitar a aprendizagem. O trabalho
objetivou relatar a experiéncia da monitora
do Programa de Monitoria Académica de
uma universidade brasileira federal de cunho
internacional sobre as dificuldades vivenciadas
por discentes que cursam a disciplina
de Histologia e Embriologia Humana e a
contribuicdo da monitoria para a sua superacgéo e
desenvolvimento do académico-monitor. Trata-se
de relato de experiéncia conduzido pela monitora
da disciplina de Histologia e Embriologia Humana
com estudantes brasileiros e estrangeiros do
Curso de Enfermagem da Universidade da
Integracéo Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira, no periodo de julho de 2018 a abril
de 2019. Para as atividades de monitoria, foram
utilizados recursos metodolégicos, como google
forms, google docs, roteiros de aula pratica,
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laminas histologicas e modelos embrioldgicos. Foi perceptivel a consolidacdo do apoio
pedagogico proporcionado pela monitoria, particularmente pelas atitudes positivas, retorno
favoravel e relatos dos discentes. Quanto aos estudantes estrangeiros, esses buscaram a
monitoria com maior frequéncia, a qual foi significativamente marcada pelo esclarecimento
de duvidas. As atividades de monitoria tornaram o estudante mais confiante em falar e
manifestar suas perspectivas, bem como fortaleceram o conhecimento obtido em sala
de aula e proporcionaram a busca da monitora quanto a assuntos paralelos a disciplina,
incluindo interesse em atividades de pesquisa. Para essa Ultima, a monitoria permitiu o
aprofundamento do estudo teorico e pratico, o exercicio da responsabilidade e lideranca e
uma formacao pessoal, ética e moral mais consciente.

PALAVRAS-CHAVE: Histologia, Universidade, Ensino, Aprendizagem, Educagdo em
Enfermagem.

MONITORING: STRATEGY TO OVERCOME CHALLENGES IN THE HISTOLOGY
AND EMBRYOLOGY DISCIPLINE IN AN INTERNATIONAL UNIVERSITY

ABSTRACT: As a pedagogical strategy in higher education, academic monitoring is an
essential instrument for interaction and sharing experiences among students through dynamic
and interactive teaching. In the context of Histology, a relevant curricular component among
undergraduate courses in the health area, monitoring significantly collaborates with the
teaching of this discipline as an alternative methodological strategy capable of promoting
students’ interest and facilitating learning. The work aimed to report the experience of
the monitor of the Academic Monitoring Program of a Brazilian federal university of an
international nature about the difficulties experienced by students who study the discipline
of Human Histology and Embryology and the contribution of monitoring to their overcoming
and academic development- monitor. This is an experience report conducted by the monitor
of Human Histology and Embryology with Brazilian and international students of the Nursing
Course at the University of International Integration of Afro-Brazilian Lusophony, from July
2018 to April 2019. For the monitoring activities, methodological resources were used, such
as Google forms, google docs, practical class scripts, histological slides, and embryological
models. The consolidation of the monitoring’s pedagogical support was noticeable, mainly due
to the positive attitudes, favorable feedback, and reports from the students. As for international
students, they sought monitoring more frequently, which was significantly marked by the
clarification of doubts. The monitoring activities made the student more confident in speaking
and expressing his / her perspectives, strengthening the knowledge obtained in the classroom,
and providing the monitor’s search for subjects parallel to the discipline, including interest in
research activities. For the latter, the monitoring allowed the deepening of the theoretical and
practical study, the exercise of responsibility and leadership, and a more conscious personal,
ethical, and moral training.

KEYWORDS: Histology, University, Teaching, Learning, Nursing Education.

11 INTRODUGAO

No &mbito do ensino superior no Brasil, a Lei n® 5.540, de 28 de novembro de 1968,

estabeleceu normas de organizacgéo e funcionamento do ensino superior e sua articulagéo
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com a escola média. Nesse contexto, reconheceu-se a potencialidade pedagodgica da
monitoria académica, por meio do incentivo ao aperfeicoamento didatico, nas instituicbes
de ensino superior (BRASIL, 1968).

Nessa perspectiva, a monitoria académica, tida como uma proposta criativa de apoio
pedagogico (GURGEL et al, 2017), surge como um importante instrumento na formagéo e
constru¢do de uma educagéo mais dindmica e justa perante os anseios e possibilidades de
ensino (MAGALHAES et al, 2013). Quanto a sua base, ela esta fundamentada na interacédo
e compartilhamento de experiéncias entre os discentes. Para esses, 0 monitor representa
aquele individuo em que se tem a liberdade de esclarecer as duvidas e apoio emocional
diante dos desafios vivenciados nas disciplinas (SANTOS et al, 2020).

De acordo com a Lei de Diretrizes e Bases da Educagdo Nacional n°® 9.394,
de 20 de dezembro de 1996, entre outras atribuicbes, o monitor deve estar nas aulas
ministradas pelo docente orientador, ajuda-lo nas atividades programadas para a disciplina,
planejar, organizar e implementar grupos de estudos e aprofundar o conhecimento por
meio de leituras e pesquisas complementares (BRASIL, 1996). Dessa forma, o papel do
monitor ndo se restringe ao esclarecimento de duvidas, devendo elaborar e implementar
métodos eficientes e eficazes que auxiliem o processo de metacognicdo do monitorado
(FERNANDES et al, 2015).

A monitoria estimula o estabelecimento de praticas inovadoras e vivéncias
pedagégicas que visam a consolidagdo da teoria e pratica. Para além disto, a monitoria
oferece a possibilidade do estudante de se envolver na pesquisa e extensao (SILVA et al,
2020), importantes pilares da Universidade, bem como propiciar um auxilio mdtuo entre
estudante e professor. Particularmente, para Silva et al. (2020) e Ferreira et al. (2020), ela
objetiva estimular a pratica docente e experienciar situagées-problemas que o monitor se
deparara no mercado de trabalho.

No contexto da Histologia, um componente curricular relevante entre os cursos de
graduacao da area da saude, a monitoria tem colaborado significativamente com o ensino
dessa disciplina, como uma metodologia alternativa capaz de promover o interesse dos
discentes e facilitar a aprendizagem (SANTOS et al, 2020).

Pelo elevado volume de conteudo e nivel de dificuldade, a monitoria em Histologia
€ um importante instrumento de apoio ao professor e fortalecimento da aprendizagem do
estudante, com relacdo aos conteudos ministrados em sala de aula, especialmente para
aqueles que apresentam deficiéncia de compreenséao do assunto durante a aula ministrada
pelo docente (SANTOS et al, 2020).

Esse trabalho teve como objetivo relatar a experiéncia da monitora do Programa
de Monitoria Académica de uma universidade brasileira federal de cunho internacional
sobre as dificuldades vivenciadas por discentes que cursam a disciplina de Histologia e
Embriologia Humana e a contribuicdo da monitoria para a sua superagéo e desenvolvimento
do académico-monitor.

Ciéncias Morfofuncionais Capitulo 7 “



21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Tipo de Estudo

Este estudo é um relato de experiéncia, de natureza descritiva, que visa registrar
as observacgdes e impressdes de uma estudante bolsista de monitoria de uma disciplina
bésica do Curso de Enfermagem.

2.2 Local do Estudo

A experiéncia teve como cenario o Programa de Monitoria Académica (PMA) da
Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira (UNILAB), uma
universidade federal brasileira de cunho internacional localizada nos estados do Ceara
(municipios de Redencéo e Acarape) e Bahia (municipio de Sdo Francisco do Conde). A
monitoria foi conduzida no Campus das Auroras, situado em Redenc¢éo, com discentes da
disciplina de Histologia e Embriologia Humana do Curso de Enfermagem, uma disciplina
basica dos cursos da area da saude.

Na instituicdo supracitada, a disciplina é ofertada no segundo semestre do curso
de bacharelado em Enfermagem, na modalidade presencial, com a carga horéaria de 120
horas, sendo distribuidas em aulas teoricas (80 horas) e praticas (40 horas). Aborda a
caracterizagdo, aprofundamento e identificacdo microscépica dos tecidos epitelial,
conjuntivo, muscular e nervoso, 6rgaos e sistemas do corpo humano. A disciplina contempla
ainda o desenvolvimento embrionario até a 82 semana e anexos embrionarios.

2.3 Periodo de Realizacao da Experiéncia

A monitoria em Histologia e Embriologia Humana do Curso de Enfermagem da
UNILAB foi realizada no periodo de julho de 2018 a abril de 2019.
2.4 Sujeitos Envolvidos na Experiéncia

Os sujeitos envolvidos na experiéncia foram os 75 discentes do segundo semestre do
curso de graduac@o em Enfermagem da UNILAB, matriculados na disciplina de Histologia
e Embriologia Humana, no periodo de julho de 2018 a abril de 2019. Participaram ainda a
estudante monitora e o corpo docente da disciplina, constituido por duas professoras. Para
esse estudo, ndo foram aplicados critérios de exclusao.

2.5 Descricao da Experiéncia

As atividades de monitoria foram elaboradas e desenvolvidas em conjunto com
0 corpo docente e colaboragdo dos discentes brasileiros e estrangeiros matriculados na
disciplina. O planejamento das a¢des foi continuo e flexivel, tendo em vista a necessidade
de apoio pedagogico pelo aumento de demanda da disciplina e grau de complexidade dos
contetdos abordados a cada semana.

Os recursos utilizados no desenvolvimento das atividades de monitoria foram
distintos, considerando o carater tedrico-pratico da disciplina. A abordagem da teoria foi
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realizada por meio de métodos audiovisuais, representados pelo projetor multimidia e lousa
branca. Os encontros referentes aos contetdos teéricos foram realizados em sala de aula,
semanalmente, no horario livre da monitora e discentes matriculados na disciplina.

Para a abordagem teoérica, foram utilizados recursos autorregulatérios, constituidos
por aplicativos de administracdo de pesquisa, como o google forms, e contetdo, como o
google docs. Foram empregados ainda materiais elaborados previamente pela monitora e
corpo docente, como roteiros de aula, glossarios e simulados de questdes referentes aos
assuntos abordados na disciplina.

Em relacdo a abordagem do contetdo pratico, ela ocorreu no laboratério de
microscopia da UNILAB, semanalmente, na presenca da monitora e discentes, em horarios
previamente definidos. Nesses encontros, a monitora revisava o assunto ja abordado na
aula pratica e esclarecia as duvidas dos discentes. Roteiros de aula pratica, contendo a
descricéo de estruturas histolégicas a serem observadas em cada lamina, constituiram
uma estratégia de ensino no aspecto prético da disciplina.

Em relagdo ao estudo de Embriologia, modelos embriolégicos adquiridos e
disponibilizados pela UNILAB, que retratavam a progressdo do desenvolvimento
embrionario, desde a fecundacgéo até a 82 semana, foram utilizados como recurso didatico.
Os modelos de anexos embrionarios, também disponibilizados pela instituicdo de ensino,
foram usados para auxilio da teoria, para, como recurso visual e tatil, facilitar a aproximacgéao
do discente ao conteldo.

Cabe salientar que as atividades de monitoria foram fortemente embasadas nas
necessidades e limitacdes dos discentes e observagédo de suas potencialidades, a fim de
garantir o melhor rendimento e aproveitamento académico quanto a disciplina.

2.6 Aspectos Eticos

Por se tratar de um relato de experiéncia, ndo houve a necessidade de aprovacao
pelo Comité de Etica em Pesquisa. Entretanto, foi garantida a confidencialidade das
conversas particulares dos discentes com a monitora, assim como foram asseguradas a

privacidade e protecédo da imagem dos estudantes e corpo docente.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao longo do desenvolvimento da atividade de monitoria académica, foi implementado
0 apoio pedagogico aos discentes com relagdo ao contetdo programatico da disciplina,
tanto no ambito da teoria quanto da pratica. Nesse contexto, foi perceptivel a consolidacéo
desse suporte, particularmente pelas atitudes positivas, retorno favoravel e relatos dos
discentes sobre o impacto significativo do PMA no processo de ensino-aprendizagem.

Sabe-se que existem muitos obstaculos que podem influenciar negativamente
0 processo de ensino-aprendizagem. Dentre eles, podem-se citar as discrepancias
metodologicas que, aliadas a um planejamento baseado na heterogeneidade do publico-alvo,
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podem desencadear aversdes importantes entre os estudantes. Consequentemente, esses
podem apresentar um bloqueio da aprendizagem, impactando gradual e negativamente na
sua formacao académica e profissional (DONILDA; SANTANA, 2019).

Associado a esse fato, muitas vezes, o modelo educativo vigente, caracterizado
pela excluséo e sobreposicdo de elementos, desvaloriza a capacidade de aprendizagem
do discente, trazendo a tona relagbes hierarquicas e se contrapondo a principios béasicos
da pedagogia (DONILDA; SANTANA, 2019).

Nessa perspectiva, Freire (1987) salienta que a relagdo entre educador e educando
deve ser entendida em um contexto dinamico, no qual a educagéo nao deve ser forjada
para o educando, mas construida por ele. Esse processo de construcéo deve se basear
em estratégias que garantam a formagédo da identidade do estudante no ambiente de
aprendizagem. Assim, sera possivel a transformacéo educacional, bem como a garantia da
consolidagdo de meios de aprendizagem individuais e subjetivos.

Considerando que a universidade em questéo se trata de uma instituigdo de cunho
internacional, as dificuldades apresentadas pelos discentes estrangeiros que cursavam
a disciplina se tornaram mais aparentes com o avang¢o do semestre. Especificamente, a
incompreensao por parte desses estudantes de terminologias mencionadas durante as
aulas, em decorréncia da adaptagéo linguistica, progrediu como um obstaculo real no
processo de aprendizagem. Como consequéncia, os discentes estrangeiros buscaram a
monitoria com maior frequéncia, a qual foi significativamente marcada pelo esclarecimento
de davidas.

Somado a essa realidade, a disciplina, por envolver estruturas néo visiveis a olho
nu e, portanto, necessitando do uso de microscopio nas aulas praticas, pode induzir a
saturagcéo da viséo, constituindo mais um obstéculo a aprendizagem.

Particularmente, nesse sentido, foi evidente a dificuldade de aprendizagem
apresentada pelos discentes em relacao a visualizag¢ao e interpretacéo de ldminas, contendo
cortes histologicos, durante as aulas praticas. Contudo, o emprego dessas técnicas nesse
tipo de aula faz-se necessério para a consolidagéo do contetdo teérico, além de tornar o
ensino e aprendizagem sistemas mais dinamicos, atrativos e eficientes (SANTOS, 2019).

E possivel que a dificuldade acima referida tenha colaborado com a insegurancga
observada entre os discentes, especialmente no periodo que antecedia as provas praticas
da disciplina. Algumas dessas foram marcadas pelo reduzido rendimento académico, o que
pode ter decorrido, ndo apenas da dificuldade de aprendizagem e inseguranca em relagéo
ao contelido, mas do consideravel nivel de estresse dos estudantes.

Entretanto, deve-se deixar claro que, além dos fatores acima mencionados, outros
elementos podem ter contribuido para o resultado inadequado dos discentes nas provas
praticas. Dentre eles, deve-se citar a possibilidade de alguns estudantes negligenciarem
o apoio oferecido pelo monitor, por diferentes motivos (MESQUITA et al., 2019),

comprometendo o seu rendimento na disciplina.
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Diante dessa realidade, a monitoria académica surge como uma estratégia que,
dentre outras atribui¢bes, propicia a socializagdo por meio da criacdo de ambientes de
ensino simplificados. Associado a essa competéncia, a monitoria pode colaborar com o
enfrentamento dos desafios do estudante diante da aprendizagem por esse considerar
a didatica do monitor relevante na aquisicdo do conhecimento e por ser o monitor um
discente como ele (SALES; OLIVEIRA, 2018).

No decorrer do PMA, métodos foram adotados para um ambiente de aprendizado
significativo, que propiciasse maior autonomia e interagé@o entre os discentes. Dentre esses
recursos, as gincanas em sala de aula se destacaram pela participacdo dos discentes ao
proporem respostas diante do grupo as questbes referentes ao conteudo abordado na
disciplina. Essa atividade tornou o estudante mais confiante em falar e manifestar suas
perspectivas, além de ser ocasionalmente mencionada como uma experiéncia positiva
para o fortalecimento do conhecimento obtido em sala de aula. Assim, considera-se que,
momentos como esse, trouxeram mais solidez a ideia de empoderamento prevista pelo
PMA.

Além das gincanas, sobressairam-se os plantdes de retirada de duvidas. Esses eram
realizados principalmente no periodo de provas, momento em que 0s questionamentos
aumentavam significativamente. A atitude adotada pela monitora ressalta o fato de que
o trabalho em grupo pode, além de despertar a curiosidade e entusiasmo, permitir o
compartilhamento de saberes entre os estudantes. Conforme reviséo integrativa de Botelho
et al. (2019), esse compartilhamento pode ser uma estratégia importante na superagéo
de fragmentos no ensino universitario, por meio da autorregulacdo da aprendizagem.
Consequentemente, tem-se uma formagédo mais autbnoma e diferenciada perante o ensino
tradicional.

A atividade de monitoria foi marcada também pela busca por parte dos discentes do
aconselhamento pela monitora com relagdo a assuntos paralelos a disciplina, como, por
exemplo, horarios propicios para o estudo nos laboratérios de microscopia e interesses em
atividades de pesquisa. Assim, considera-se que essas atitudes favoreceram o processo de
aprendizagem, uma vez que vinculos foram criados, permitindo uma melhor comunicagéo
entre as partes, aspecto essencial para a otimiza¢ao do ensino.

Em relagdo a contribuicdo do PMA na formagdo da monitora, esse permitiu o
aprofundamento do estudo tedrico e pratico no que se refere a disciplina de Histologia e
Embriologia Humana, bem como o incentivo a formagéo pessoal por despertar sentimentos
e situagdes voltados ao exercicio da responsabilidade, altruismo e lideranca.

No contexto do ensino de Enfermagem, a disciplina permitiu a monitora a
visualizagdo mais acurada do ser humano no que se refere aos seus tecidos e 6rgéos.
Nessa perspectiva, vale ressaltar que a visualizacdo do ser no aspecto biolégico propicia
um conceito mais amplo de saude, 0 que por sua vez possibilita um maior embasamento

no cuidado, pautado em aspectos técnicos de possiveis acometimentos.
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No que concerne a aproximacgao da docéncia, pode-se relatar que o PMA estimulou
o estabelecimento dessa ligagdo (VENTURA; SILVA; GALVAO, 2015) ao requerer do
monitor a participacdo continua em demandas pedagoégicas, tornando-o um simbolo da
disciplina e um estudante verdadeiramente comprometido e preparado para o desempenho
satisfatério de sua atividade.

Quanto ao engajamento com a ciéncia, a monitoria oportunizou a participagdo em
grupos de pesquisa e apresentacéo de trabalhos referentes ao PMA em eventos cientificos,
fatos que, indiscutivelmente, tornaram essa experiéncia mais enriquecedora no contexto
profissional, pessoal e social.

Por se tratar de um relato de experiéncia, poucas séo as limitagbes relacionadas
ao estudo. Contudo, pode-se mencionar o fato da experiéncia relatada ser um fenbmeno
unilateral, no qual as impressdes ou observagcdes sdo unicamente da monitora e corpo
docente da disciplina, sem a representacao das observacdes dos discentes beneficiados
com as atividades da monitoria.

Vale destacar também a limitagédo da literatura quanto as abordagens relacionadas
as praticas de ensino voltadas a estudantes de diferentes nacionalidades no ensino
superior. Questdes, como abordagens de ensino preferiveis pelos estudantes estrangeiros
para otimizagdo do seu aprendizado, ndo foram elucidadas no estudo.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos, pode-se considerar que, apesar do temor, desafios
e adversidades vivenciados pelos discentes, especialmente os estrangeiros, a monitoria
proporcionou a eles confianga e consolidacdo do conhecimento. Ela promoveu ainda um
dialogo entre os discentes e monitora para além do conteddo abordado na disciplina.

Para a monitora, o desenvolvimento das atividades possibilitou o aprofundamento
dos assuntos retratados na disciplina, uma formacgao pessoal, ética e moral mais consciente,
uma afinidade com a docéncia e um comprometimento com a ciéncia.

A elaboracéo e subsequente publicagdo do presente estudo podem contribuir para
o compartilhamento de saberes com a comunidade cientifica, em especial para os futuros
monitores, a respeito de métodos utilizados para aprendizagem de Histologia e Embriologia
Humana com estudantes brasileiros e outras nacionalidades.

O presente relato trouxe uma ideia ampliada do Programa de Monitoria Académica,
ao despertar, nos estudantes, o interesse por assuntos da competéncia de outros setores
da Universidade, além do estabelecimento de vinculo e confiabilidade.
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