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CARACTERIZACAO DA EXPRESSAO DE NEUROPEPTIDEOS DO
SISTEMA NERVOSO ENTERICO DE PACIENTES PORTADORES E NAO
PORTADORES DE CONSTIPACAO INTESTINAL

RESUMO

A constipacao intestinal € um problema grave de saude publica que aflige milhares de pacientes
em todo o mundo. Acredita-se que, com o estilo de vida moderno, seguido de constante estresse e
inadequacdo dos habitos alimentares, a incidéncia da constipacdo intestinal aumente
consideravelmente nas proximas décadas. A constipagdo € causada por alteragdes no
funcionamento do trato digestorio que ainda ndo estdo completamente elucidadas. Sabe-se que o
sistema nervoso entérico é responsavel pelas fungdes sensitivas e motoras do trato digestivo, o
que confere a este funcionar sob perfeita sincronia e realizar a peristalse, promovendo o transito
adequado do bolo alimentar e posteriormente do bolo fecal. A grande maioria das patologias que
afligem o trato gastrointestinal sdo originadas de distarbios em neurénios especificos do sistema
nervoso entérico e, provavelmente, 0 mesmo ocorre com a constipagdo intestinal. Diante disto, o
objetivo deste trabalho foi, através da técnica de imunohistoquimica, caracterizar e comparar a
expressdo dos diversos neuropeptidios do sistema nervoso entérico em pacientes portadores de
constipacdo intestinal e individuos ndo constipados. Os resultados demonstraram que, dentre 0s
varios tipos de neurbnios estudados, os pacientes constipados apresentam uma menor quantidade
de neurbnios que expressam calretinina e colina-acetiltransferase, neuropeptidios caracteristicos
de neurbnios aferentes e de neurdnios motores excitatorios. Acreditamos que esses resultados
possam colaborar com futuras técnicas de tratamento e com a prevencdo da constipacao
intestinal.

Palavras-chave: Constipacdo intestinal, sistema nervoso entérico, neuropeptideos, marcadores

neuronais.



CHARACTERIZATION OF THE EXPRESSION OF ENTERIC NERVOUS
SYSTEM NEUROPEPTIDES IN PATIENTS WITH AND WITHOUT
CONSTIPATION

ABSTRACT

Constipation is a serious public health problem that afflicts thousands of patients worldwide. It is
believed that with the modern lifestyle, followed by constant stress and inadequate eating habits,
the incidence of constipation will increase considerably in coming decades. Constipation is
caused by abnormal functioning of the digestive tract which is not yet fully elucidated. It is
known that the enteric nervous system is responsible for sensory and motor functions of the
digestive tract, which makes it work in perfect sync and perform peristalsis, promoting proper
transit of the bolus and subsequently fecal mass. The vast majority of pathologies afflicting the
gastrointestinal tract are originated from disturb in specific neurons in the enteric nervous system
and probably the same happens with constipation. Hence, the objective of this study was, by
immunohistochemistry, to characterize and compare the expression of several neuropeptides of
the enteric nervous system in patients with constipation and individuals not constipated. The
results showed that among the various types of neurons studied, constipated patients have fewer
neurons expressing calretinin and choline acetyltransferase, characteristic neuropeptides from
afferent neurons and excitatory neurons engines. We believe that these results can help in future
treatment techniques and prevention of constipation.

Keywords: Constipation, enteric nervous system, neuropeptides, neurochemical markers.
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IDENTIFICACAO DA PROPOSTA

A presente dissertacdo foi elaborada com o intuito de contribuir para a compreensédo da
relagdo entre a constipacdo intestinal e as alteracdes sofridas pelo sistema nervoso entérico,
através da caracterizacdo das alteragdes histopatoldgicas do trato gastrointestinal, principalmente
as que dizem respeito as subclasses neuronais necessarias para conduzir a instalacdo da
constipacdo intestinal. Este trabalho conta com a colaboracdo de um corpo cientifico que agrega
diferentes competéncias nacionais e internacionais, sendo composto por pesquisadores de
referéncia em diversas areas, como imunopatologia e neurofisiologia do trato digestorio. O
projeto foi desenhado de forma a ser executado com a colaboracdo de instituicdes como a
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Goias, o Centro de Pesquisas René Rachou —
FIOCRUZ e o Departamento de Anatomia e Biologia Celular da Universidade de Erlangen-
Nuremberg — Alemanha, agregando conhecimentos e experiéncias prévias do coordenador do
projeto as tecnologias atuais, 0 que permite atingir os objetivos propostos e trazer novas
possibilidades a linha de pesquisa sobre a constipacdo intestinal no Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia. Acreditamos que este trabalho contribui para
a elucidacdo dos mecanismos envolvidos na instalacdo da constipacgdo intestinal e abre as portas
para desdobramentos de investigacdo em patologias que afligem o trato gastrointestinal.
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1 INTRODUCAO

Constipacéo Intestinal

Constipacdo intestinal crénica € um problema muito comum, com defini¢cBes varidveis
entre profissionais da salde e pacientes. Para a maioria dos profissionais, constipacdo
corresponde a frequéncia de evacuacdo inferior a trés vezes por semana. Para 0s pacientes,
constipacdo intestinal pode significar “sensa¢do de evacuacdo incompleta, dificuldade para
expelir as fezes (por duras ou secas), distensdo abdominal ou mesmo gosto amargo na boca”.
Alguns deles ainda acreditam em antigos conceitos que consideram a irregularidade intestinal
perigosa para a saude — um verdadeiro “suicidio por intoxicac¢do” (Wald, 2006).

No século 19, cientistas formularam a teoria da “auto-intoxicacao intestinal” que atribuia o
“envenenamento” a reteng¢do dos proprios residuos. Entretanto, atualmente, ha uma definigcédo
consensual que diz existir constipacdo intestinal quando ocorrem dois ou mais dos seguintes
eventos, por no minimo 12 semanas nos Ultimos 12 meses: menos de trés evacuaces por semana,
dificuldade de evacuacdo, fezes ressecadas ou muito duras, sensacdo de evacuacdo incompleta,
sensacdo de obstrucdo anorretal e/ou utilizacdo de manobras manuais durante pelo menos 25%
das evacuac0es (Bassotti et al., 2004).

Adicionalmente, subtipos de constipacdo, devidos a diferentes mecanismos, s&o
reconhecidos: inércia col6nica (motilidade lenta), dificuldade evacuatoria (alteracdo funcional de
assoalho pélvico, reto ou anus) e constipacao funcional quando ha transito normal. Em estudo
realizado em 1000 pacientes com constipacdo cronica, o transito colénico normal foi a forma
mais prevalente (59%), seguida por dificuldade evacuatdria (25%), transito lento (13%) e
combinacdo de distdrbio evacuatdrio com trénsito lento (3%) (Nyam et al., 1997).

Dados recentes indicam que a prevaléncia estimada de constipacéo intestinal em adultos
na Ameérica do Norte varia de 1,9% a 27,2%, com média de 14,8% (McCrea et al., 2009;
Andrews e Storr, 2011; Leung et al., 2011; Tack et al., 2011). O problema ocorre mais em
mulheres, na proporcao de 2,2:1, e em pessoas de mais de 65 anos. A constipacdo também é mais
prevalente em individuos ndo caucasianos e ocorre mais em criangas do que em adultos (Higgins
e Johanson, 2004). Em adultos, a constipacdo associa-se a outras co-morbidades (doencas

neuroldgicas, psiquiatricas, proctologicas, enddcrinas e metabdlicas) e ao uso de muitos
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medicamentos com propriedades anticolinérgicas (opioides, antidepressivos, diuréticos, anti-
histaminicos, antiparkinsonianos, benzodiazepinicos, corticosterdides, fenotiazinas, propranolol,
sais de ferro e laxativos) que em uso crénico que produzem o colon catartico, isto é, aquele que
funciona so6 a base de laxativos (Brandt et al., 2005).

A prevaléncia da constipac&o intestinal é maior em mulheres do que nos homens. Entre 0s
fatores que contribuem para maiores taxas de constipagdo no sexo feminino estdo a maior
propensdo para lesdo do assoalho pélvico e a maior propensdo a relatar sintomas e participar de
estudos de investigacdo (McCrea et al., 2009). Alteracdes hormonais, diferencas
comportamentais e histérias de abuso sexual, fisico ou emocional, mais comuns no sexo
feminino, também estdo envolvidos em disturbios funcionais do trato gastrointestinal (Collete et
al., 2010).

A idade avancada também é um fator de risco para a constipacdo intestinal ja que as
mudancas relacionadas com a idade afetam o trato gastrointestinal (Toner e Claros, 2012). As
alteracdes gastrintestinais incluem alteracéo estrutural e funcional do intestino grosso, reducgéo da
sensibilidade perianal e/ou retal e lesdes do nervo pudendo. Somam-se a estas alteracdes a
diminuicdo da mobilidade, depressdo, condicbes médicas associadas ou utilizacdo de farmacos,
tornando os idosos um grupo susceptivel (Kurniawan e Simadibrata, 2011). Neste grupo, a
constipacdo intestinal traz maior declinio funcional e reducdo na qualidade de vida, havendo
necessidade de maiores cuidados diarios e de maior quantidade de medicamentos utilizados
(Pimenta et al., 2013).

A constipacdo intestinal tem um impacto negativo significativo sobre a qualidade de vida,
independente de cultura ou nacionalidade (Leung e Rao, 2011). O prejuizo ocorre em
componentes mentais e fisicos, sendo este comprometimento da qualidade de vida comparavel
aos indices observados em condi¢fes que podem ser consideradas mais graves como osteoartrite,
artrite reumatoide, alergias cronicas e diabetes (Belsey et al., 2010).

A fisiopatologia da constipacdo é multifatorial e, embora confusa, pode ser classificada
em forma primaria ou secundaria, de acordo com sua etiologia. As formas primarias de
constipacdo apresentam trénsito normal ou lento e envolvem fatores intrinsecos, enquanto a
forma secundaria é relacionada a doencas orgéanicas e sistémicas, desordens neuroldgicas ou uso

de medicamentos (Andrews e Storr, 2011).
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Constipacéo Primaria

A constipacdo de transito normal (constipacdo funcional) é a forma mais comum. Os
critérios de Roma Il para a constipacdo funcional sdo apresentados na Tabela 1. Os pacientes
relatam sintomas consistentes com a constipacao, entretanto, em testes, o transito e a frequéncia
fecal estdo dentro do intervalo normal. Os doentes podem apresentar dor, inchaco, desconforto
abdominal, fezes endurecidas e aumento da angustia psicossocial e, comumente, sdo tratados com
adicdo de fibra dietética ou laxantes osmaticos ou enterocinéticos (Andrews e Storr, 2011). A
pratica de exercicios fisicos moderados, aumento na ingestdo de liquidos e definicdo de um

padrdo intestinal regular também apresentam bons resultados (Toner e Claros, 2012).

TABELA 1: Critérios diagnésticos de Roma 111 para constipacdo funcional

Os critérios diagndésticos* devem incluir:

1. Dois ou mais dos seguintes sintomas:

a) Esforco evacuatdrio durante pelo menos 25% das defecagdes;

b) Fezes grumosas, irregulares ou duras em pelo menos 25% das defecacdes;

c) Sensacdo de evacuacdo incompleta em pelo menos 25% das defecacdes;

d) Sensagédo de obstrucdo/ bloqueio anorretal das fezes em pelo menos 25% das
defecacdes;

e) Manobras manuais para facilitar pelo menos 25% das defecagdes (por exemplo,
evacuacdo com ajuda digital, apoio de assoalho pélvico);

f) Menos de trés evacuacgdes por semana.
2. Fezes moles estdo raramente presentes sem o uso de laxantes;
3. Critérios insuficientes para a Sindrome do Intestino Irritavel.

*Critérios preenchidos nos ultimos 3 meses com inicio dos sintomas pelo menos 6 meses antes
do diagnostico.
Adaptado de Andrews e Storr (Andrews e Storr, 2011).

A constipacdo de transito lento, também conhecida como inércia coldnica, provoca
evacuagoes infrequentes, podendo chegar a menos de uma evacuacgdo por semana. Os pacientes
ndo sentem vontade de defecar e queixam-se de inchaco e desconforto abdominal. Neste caso, o
tempo de transito intestinal é maior e a frequéncia e amplitude das ondas peristalticas encontram-
se significativamente prejudicadas, inclusive nos periodos onde normalmente sdo mais frequentes

como pela manha ou apds refeicbes. Sugere-se que a constipacdo de transito lento seja uma
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doenca neuromuscular do intestino grosso ja que hd um decréscimo na quantidade de células
intersticiais de Cajal, alteragdes no numero de neurdnios do plexo mioentérico e anormalidade de
neurotransmissores entéericos, tais como substancia P (SP), peptideo intestinal vasoativo (VIP) e
oxido nitrico sintetase (NOS), sendo que este conjunto de fatores produzem uma atividade
motora reduzida e irregular. O tratamento geralmente envolve laxantes em regime agressivo
(Andrews e Storr, 2011).

Outra forma primaria de constipacdo surge de defeitos intrinsecos na funcdo do intestino
grosso ou mau funcionamento do processo de defecacdo devido a alteracBes anorretais
anatdmicas ou funcionais. Estas falhas incluem alteracdo na contragéo retal, falta de coordenacéo
dos mausculos envolvidos, flacidez dos musculos do assoalho pélvico, sensibilidade retal
prejudicada, contracdo paradoxal do esfincter anal externo e relaxamento anal inadequado, entre
outros. Os pacientes apresentam esforco significativo durante a evacuacdo e, em alguns casos, a
dificuldade também ocorre na eliminacdo de fezes liquidas. Anomalias estruturais, tais como
prolapso da parede retal, retocele, intussuscepgdo intestinal e danos perineais também sdo
consideradas (Andrews e Storr, 2011; de Hert et al., 2011a; Tack et al., 2011).

Constipacéo Secundaria

A constipacdo secundaria geralmente esta relacionada ao uso de medicamentos. Varias
classes de antidepressivos podem causar constipacdo intestinal por reduzir a contratilidade do
musculo liso. Suplementacdo oral de ferro, farmacos contendo aluminio, analgésicos,
medicamentos anti-parkinsonianos, antiepilépticos, antiespasmaédicos e alcaloides de vinca
também podem estar associados a constipacdo (Andrews e Storr, 2011; de Hert et al., 2011b).

O diabetes mellitus pode causar uma serie de problemas gastrointestinais e a constipagdo
intestinal € um deles. A etiologia exata da constipacdo em pacientes portadores de diabetes (tipo
1 ou 2) é mal definida, sendo provavelmente multifatorial; no entanto, um mecanismo importante
parece ser a perda funcional das células intersticiais de Cajal. Outro fator importante € a miopatia
do masculo liso, causada pelo diabetes, tendo efeito prejudicial na motilidade gastrointestinal
(Arebi et al., 2011; Ragg et al., 2011). Tanto a hiperglicemia quanto a hipoglicemia prejudicam o

funcionamento neuronal entérico, causando constipacdo, portanto o controle glicémico deve ser
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prioridade de tratamento nestes pacientes (Andrews e Storr, 2011; Mohaghegh Shalmani et al.,
2011).

Lesdes medulares, esclerose mdltipla e doenca de Parkinson estdo frequentemente
associadas a constipacdo. A origem da constipacao nesses pacientes esta relacionada a disfungéo
de nervos autondmicos pélvicos e fatores sistémicos generalizados, entre eles, dieta alterada,
mobilidade prejudicada, medicamentos e distdrbios psicoldgicos (Licup e Baumrucker, 2011;
Pang e Croaker, 2011).

As complicacBes decorrentes da constipacdo intestinal crénica incluem: incontinéncia
fecal, hemorroidas, fissuras anais, prolapso de 6rgdos pélvicos, impactacdo fecal, fecaloma,
perfuragéo intestinal, peritonite estercoral (Coyne et al., 2011; Meek et al., 2011; Toner e Claros,
2012).

O diagndstico € feito através dos critérios de Roma Ill, histéria e avaliacdo fisica. A
colonoscopia pode ser realizada com o intuito de excluir obstrucdo mecénica. A manometria
anorretal identifica pacientes constipados devido a alteracdes de assoalho pélvico (Portier et al.,
2011; Xu et al., 2011).

O tratamento consiste, inicialmente, em modificacdes no estilo de vida incluindo dieta
rica em fibras, ingestdo de agua e exercicio fisico. Ndo ha dados que sustentem que o0 aumento na
ingestdo de agua e a realizacdo de atividade fisica melhorem a constipacdo intestinal cronica,
entretanto, sdo benéficos para o tratamento (Portalatin e Winstead, 2012). H& uma correlacdo
entre 0 aumento na ingestdo de fibras e o tempo de transito colénico, de forma que a fibra
dietética apresenta eficacia no alivio da constipacdo. A ingestdo recomendada é de 20 a 35
gramas diariamente (Portalatin e Winstead, 2012). Os pacientes devem ser incentivados a
aumentar a ingestdo de agua quando ha o aumento na ingestdo de fibras (Pennant et al., 2011;
Rowan-Legg, 2011). A adicdo de laxantes osmaticos ou estimulantes € uma opgao no tratamento
da constipagdo. Os laxantes atuam aumentando o teor de agua nas fezes. Existem varias classes
medicamentosas e a escolha é feita com base nas caracteristicas de transito coldnico de cada
individuo. Poucas evidéncias disponiveis apoiam seu uso cronico (Bongers e Benninga, 2011;
Hull et al., 2011; Tashiro et al., 2011). Probidticos e outros agentes também sdo utilizados,
respeitando o caso clinico de cada paciente. Além disso, o estabelecimento de um habito

intestinal diario pode ser dtil, reservando mais tempo para a evacuacgdo, utilizando
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posicionamentos do corpo ao evacuar e ndo ignorando a vontade de defecar (Kim et al., 2011;
(Portalatin e Winstead, 2012).

Em casos graves procedimentos cirdrgicos sdo adotados, porém devem ser
recomendados com cautela, pois possuem resultados funcionais pobres a longo prazo (Liu, 2011).

Aceita-se atualmente que é impossivel que a constipacdo cronica se instale sem que
ocorra a alteragdo de componentes do sistema nervoso entérico (SNE), como 0s neurdnios,
células de Cajal e células enterogliais (Lacerda-Filho et al., 2008). Em patologias que afligem o
trato gastrointestinal, a destruicdo de componentes do SNE € comumente observada. Embora o
mecanismo de lesdo neuronal continue obscuro, a frequente observagdo de ganglionite e
periganglionite aponta para a participagdo de células do sistema imune nesse processo patolégico.
Infiltrados inflamatorios sdo encontrados na muscular da mucosa, submucosa e camadas
musculares (Adad et al., 2001; da Silveira et al., 2007a; da Silveira et al., 2007c). Em trabalhos
anteriores de nosso grupo, observamos uma forte associagao entre processo de destruicdo do SNE
e instalacdo de patologias do trato gastrointestinal (da Silveira et al., 2005a).

Sistema Nervoso Entérico

O trato gastrointestinal possui dois componentes nervosos responsaveis por sua inervacao.
Um componente extrinseco, de neurdnios originados do sistema nervoso central (SNC) e um
componente intrinseco representado pelo SNE. A inervacdo extrinseca do trato gastrointestinal é
constituida de neurdnios simpaticos e parassimpaticos.

No sistema nervoso simpatico, a noradrenalina € 0 neurotransmissor mais comum em
neurdnios pds-ganglionares que inervam o intestino. Os corpos destes neurbnios se encontram em
ganglios nervosos prée-vertebrais e paravertebrais, enquanto seus axdnios se conectam ao trato
gastrointestinal através dos nervos mesentéricos. Quando estimulados, estes neurdnios agem
inibindo a peristalse, regulando o fluxo sanguineo dos vasos intestinais e controlando a secre¢ao
de eletrolitos (Costa et al., 2000; Lundgren, 2000; McMillin et al., 1999; Powley, 2000a).

O sistema nervoso parassimpatico atua no trato gastrointestinal através dos nervos vagos e
dos nervos pelvicos. O nervo vago possui corpos neuronais localizados no SNC enguanto o0s seus
axonios inervam grande parte do intestino. Os nervos pélvicos, por sua vez, possuem COrpos

neuronais na medula espinhal ao nivel do sacro e os ax6nios no trato gastrointestinal. Os
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estimulos vagais utilizam acetilcolina como neurotransmissor, sendo esta responsavel por
estimular a peristalse e aumentar o aporte sanguineo intestinal (Powley, 2000b).

Uma consideravel quantidade de tecido nervoso, que consiste no SNE, esta inserida na
parede do trato gastrointestinal. O SNE apresenta neurdnios e células de suporte (células da glia)
que sdo agrupados em pequenos grupos denominados de ganglios entéricos, sendo estes
interconectados por fibras nervosas. Os ganglios entéricos, apesar de pequenos, sdo tdo
nUMerosos que o sistema como um todo possui milhdes de neurénios. Essas células se conectam
através de fibras nervosas com outros neurbnios, que por sua vez, inervam as camadas
musculares do trato gastrointestinal, do epitélio secretor, dos vasos sanguineos, do sistema biliar
e do pancreas.

As primeiras descri¢cdes dos plexos entéricos e de seus ganglios nervosos foram realizadas
por Meissner (Meissner, 1857), Billroth (Billroth, 1858) e Auerbach (Auerbach, 1862a;
Auerbach, 1862b; Auerbach, 1864). Remark (Remak, 1840; Remak, 1852) tinha previamente
notado a presenca de ganglios microscépicos nas paredes da faringe e estbmago, mas suas
descricdes ndo sugerem que este autor reconheceu 0s mesmos como constituintes de plexos
Nervosos.

Apobs a sua descoberta, 0s plexos e ganglios entéricos atrairam consideravel atencdo da
comunidade cientifica e numerosos trabalhos sobre sua organizacdo foram realizados. Estes
estudos forneceram informacgdes detalhadas sobre o tamanho, estruturas e conexdes entre 0s
ganglios entéricos. Merecem destaque as brilhantes descrices de Meissner e Auerbach que,
utilizando técnicas hoje consideradas rudimentares, elucidaram a organizacdo geral dos plexos
entéricos; trabalhos que mais de cem anos apos sua realizacdo, continuam servindo como base
para estudos sobre o trato gastrointestinal.

A maior parte dos neurbnios entéricos € encontrada em dois plexos; o plexo mioentérico
(plexo de Auerbach) e o plexo submucoso (plexo de Meissner). O plexo mioentérico constitui
uma rede de pequenos ganglios neuronais interconectados por feixes nervosos situados entre as
camadas musculares (interna e externa) do trato gastrointestinal. Este plexo forma uma rede
continua em torno da circunferéncia e por toda extensdo do sistema digestivo (Figura 1). Os
ganglios encontrados neste plexo variam no tamanho e forma. Essas diferengas estéo relacionadas
a porcao do intestino analisada e a espécie do animal em questdo (Gabella, 1981; Irwin, 1931).

Corpos neuronais isolados sdo ocasionalmente encontrados fora do plexo mioentérico, sendo
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geralmente identificados na camada muscular adjacente ao plexo. Funcionalmente, a maior parte
dos neurdnios encontrados neste plexo sdo neurdnios eferentes (Gabella e Trigg, 1984). A
inervacdo das camadas musculares se da através de projecdes de feixes nervosos provenientes do
plexo mioentérico. Estes feixes estdo dispostos paralelamente as fibras musculares (Richardson,
1958).

O plexo submucoso, descrito por Meissner (Meissner, 1857) e Billroth (Billroth, 1858) é
formado de ganglios interconectados por feixes nervosos, assim como o plexo mioentérico.
Embora a presenca de ganglios nervosos neste plexo seja mais evidente no intestino delgado e no
célon, os mesmos podem ser observados no esdfago e estdbmago. Os feixes nervosos que
interconectam os ganglios do plexo submucoso sdo delgados em relagcdo aos encontrados no
plexo mioentérico (Goniaew, 1875; Henle, 1871; Timmermans et al., 2001). Da mesma forma
que o plexo mioentérico, o plexo submucoso forma uma rede continua em torno da circunferéncia
e por todo trato gastrointestinal (Figura 1). Em grandes mamiferos, como suinos e o ser humano,
0 plexo submucoso € formado de distintos, porém interconectados, plexos que se situam em
diferentes niveis. Duas ou trés camadas de ganglios podem ser observadas (Gunn, 1968; Hoyle e
Burnstock, 1989; Schabadasch, 1930). A organizacao entre os ganglios no plexo submucoso e 0s
tipos funcionais de neurdnios, no que diz respeito a forma e natureza quimica encontrados nestes
ganglios, diferem entre as espécies (Scheuermann et al., 1987; Timmermans et al., 1990). Entre
0s neurdnios encontrados no plexo submucoso externo, alguns provem inervacdo a camada
muscular interna, e algumas vezes, para a muscular externa (Furness et al., 1990; Porter et al.,
1999; Sanders e Smith, 1986). O plexo submucoso interno possui poucos neurénios que inervam
as camadas musculares, mas possui muitos que inervam a mucosa (Porter et al., 1999).

Embora os plexos nervosos sejam descritos como entidades separadas, eles sdo de fato
unidos por numerosos feixes nervosos. Auerbach observou conexdes entre a inervagdo extrinseca
(nervo vago e mesentérico) e o plexo mioentérico e também observou conexdes entre 0s plexos
mioentérico e submucoso (Auerbach, 1864). Drasch (1881) confirmou a conex&o entre os plexos
mioentérico e submucoso, reconhecendo que as fibras do plexo submucoso realizavam a

inervacdo a mucosa.
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FIGURA 1: Esquema do SNE observado em camadas (A) e em seccdo transversal (B).
Existem dois plexos nervosos formados por géanglios; o plexo mioentérico e o plexo
submucoso, além das fibras nervosas que inervam as camadas musculares, a mucosa € as
arteriolas intramurais. A inervacdo extrinseca tem acesso ao SNE através de nervos
paravasculares e perivasculares (B). Adaptado de Furness e Costa (1980), com permissao
dos autores.

Os neuropeptideos encontrados no SNE possuem atividade consideravel sobre o sistema
imune. Os neurdnios motores excitatorios utilizam como neuropeptideos a SP e a acetilcolina
que atuam promovendo contragdo da musculatura lisa circular e longitudinal do intestino. A SP é
considerada uma proteina que, além de neuromediadora, possui agdo pro-inflamatdria sobre as
células do sistema imunoldgico, estimulando a proliferacdo linfocitaria, o trafego de linfocitos
através dos linfonodos e a producéo de interleucina 2 (IL-2). Além disto, a SP age como um dos
ativadores de células Natural Killer (NK) e possui a¢do quimiotatica para mastocitos, macrofagos

e neutrofilos. No célon, os neurdnios que expressam o0 VIP sdo responsaveis pelo relaxamento da
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musculatura lisa observado durante a peristalse. O VIP inibe a resposta de células NK e de
linfocitos T, bem como a producéo de IL-2 e interleucina 4 (IL-4) por estas células. Por outro
lado, VIP estimula a quimiotaxia de macrofagos e a producdo de interleucina 5 (IL-5) por
linfécitos (McKay e Fairweather, 1997).

O sistema imune, por sua vez, também influencia a atividade do SNE através da secrecéo
de varios tipos de substancias, como por exemplo, as neurotrofinas. As neurotrofinas sdo grupos
heterogéneos de polipeptideos que, atraves de seus receptores especificos, exercem papel
essencial no desenvolvimento, diferenciacdo, sobrevivéncia, manutencdo e regeneracdo do
sistema nervoso (Barbacid, 1995; Griesbeck et al., 1999; Lo, 1992; Roux e Barker, 2002). Em
processos degenerativos, o padrdo de expressdo de neurotrofinas, geralmente verificado pela
presenca de seus RNA mensageiros (mMRNAS), é totalmente distinto do encontrado no tecido
nervoso intacto. Desta forma, na degeneracdo axonal apGs seccdo de nervos, a expressdo dos
fatores torna-se consideravelmente aumentada e esse aumento € pouco a pouco revertido durante
a regeneracao, retornando aos padrbes presentes previamente a lesdo (Funakoshi et al., 1993;
Meyer et al., 1992).

Por suas acdes efetivas nas atividades neuronais, as neurotrofinas sdo indicadas para o
tratamento de doencas neurodegenerativas do SNC e do sistema nervoso periférico (SNP).
Estratégias de administracdo desses fatores tém sido testadas experimentalmente e a compreensdo
detalhada de suas a¢des no desenvolvimento, manutencédo e regeneracao de neurdnios é essencial
para validar seu uso como agente terapéutico (Terenghi, 1999; Whitworth et al., 1995).

O fator de crescimento neuronal (NGF) foi a primeira neurotrofina a ser descrita (Levi-
Montalcini e Angeletti, 1961), uma vez que seu papel no desenvolvimento, diferenciacdo e
manutencdo de neurbnios sensitivos e simpaticos foi estabelecido (Halegoua et al., 1991; Levi-
Montalcini, 1987; Stephani et al., 1987; Thomas et al., 1991). Uma série de células produz o
NGF, entre as quais podemos destacar os neurbnios, as células da glia, células musculares,
fibroblastos e até mesmo algumas células do sistema imunologico, tais como os linfécitos B e
linfocitos T (Edling et al., 2004). Alem do NGF, uma série de neurotrofinas passou a ser
caracterizada devido a seus efeitos sobre o tecido nervoso. Dentre elas destacamos o Fator
Neurotrofico Ciliar (CNTF), os Fatores de Crescimento Fibroblastico acido (a-FGF) e basico (b-
FGF), e o Fator Neurotrofico Derivado de Células Gliais (GDNF), entre outros (Otten et al.,
1994; Scully e Otten, 1995a; Scully e Otten, 1995b).
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O GDNF é um polipeptideo originalmente conhecido por sua acdo estimulante em
neurénios do SNC, como neurdnios dopaminérgicos mesencefalicos e neurdnios motores (Lin et
al., 1993). O GDNF ¢ também responsavel pelo desenvolvimento e sobrevivéncia de neurénios
entéricos (Saarma e Sariola, 1999). Foram demonstrados os efeitos troficos substanciais do
GDNF sobre populagdes de neurdnios autondmicos, sobretudo sobre neurdnios do SNE, sendo
esses efeitos distintos daqueles produzidos por outras neurotrofinas e fatores neurotréficos
(Ebendal et al., 1995; Rauch et al., 2006). Como ocorre com 0 NGF, neurénios, células da glia e
células musculares séo os principais produtores de GDNF (Peters et al., 1998).

Outro componente que participa da fisiologia do trato gastrointestinal juntamente com os
ganglios nervosos e o sistema imune sdo as células da glia entérica. As células da glia entérica, ou
células enterogliais, sdo muito semelhantes aos astrocitos encontrados no SNC. Elas expressam a
proteina estrutural S-100 (Ferri et al., 1982) e apresentam também, em certas situacles, a
proteina &cida fibrilar da glia (GFAP) e MHC de classe Il (Jessen e Mirsky, 1983). Células
enterogliais possuem receptores para citocinas e também sdo capazes de produzir algumas delas,
como por exemplo, a interleucina 6 (IL-6). Além disto, estas células possuem receptores para
neurotransmissores e estudos ja demonstraram que a producdo de citocinas pelas células
enterogliais pode ser modulada por neurotransmissores. Estes dados comprovam que as células
enterogliais sdo capazes de estabelecer uma intercomunicagéo entre o sistema nervoso e o sistema
imune intestinal, possuindo desta forma um importante papel na fisiologia intestinal (Ruhl et al.,
2004).

Bush et al. (1998) depletaram camundongos adultos de células GFAP-imunorreativas (IR)
para avaliar a importancia das mesmas na fisiologia intestinal. Foi observado que em apenas duas
semanas todos os animais morreram devido a um quadro de jejunoileite fulminante. Este quadro
foi independente de processos infecciosos, sendo 0 mesmo caracterizado por degeneracdo de
neurdnios mioentéricos e hemorragia intestinal. Estes dados confirmam o papel da glia entérica
como mantenedora da integridade intestinal.

Na doenca inflamatoria intestinal, a glia entérica aparentemente realiza um papel central
no controle da inflamacdo (Geboes et al., 1992). Von Boyen et al. (2004), demonstraram que, sob
influéncia de citocinas pré-inflamatorias, células da glia entérica GFAP ndo IR podem se tornar
GFAP-IR. O aumento da expressdo de GFAP por células enterogliais tem sido também

observado em tecidos coletados de pacientes portadores de colite ulcerativa e doenca de Crohn.
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Recentes estudos sobre doenga de Crohn tém confirmado que a lesdo de células do SNE €
caracterizada por severa diminuicdo do numero de células da glia, mesmo em tecidos sem
evidéncia de processo inflamatorio. Uma significativa reducdo de células da glia tanto do plexo
mioentérico como do plexo submucoso é também uma das caracteristicas histopatologicas da
enterocolite necrosante (Cornet et al., 2001).

O trato gastrointestinal depende da integridade dos componentes do SNE para realizar
seus movimentos de forma coordenada. Na doenca de Chagas, como resultado da destrui¢do de
componentes do SNE, verifica-se falta de coordenacdo motora, acalasia do esfincter, retencdo de
alimentos no esdfago e de fezes no reto e colon sigmoide, hipertrofia muscular e finalmente,
dilatacdo, levando ao aparecimento do megaesofago e/ou megacélon, que caracterizam a forma
clinica digestiva da doenca de Chagas (de Rezende, 1979).

Os neur6nios entéricos sdo classificados de acordo com varias propriedades, como forma,
caracteristicas fisioldgicas, especificidade imunohistoquimica, estruturas por eles inervadas,
neurotransmissores utilizados e conexBes estabelecidas. Com a evolugdo das técnicas
imunohistoquimicas, a complexidade do SNE comecou a ser revelada. O desenvolvimento da
técnica de fluorescéncia por Falck (Falck, 1962) permitiu que autores como Norberg (Norberg,
1964) identificassem com exatiddo os axOnios terminais de neurbnios simpéaticos pos-
ganglionares. Os neurdnios colinérgicos entéricos foram identificados pela técnica de
imunohistoquimica somente no inicio da década de 80 (Furness et al., 1983). Desde as primeiras
descricdes de Hokfelt e sua equipe (Hokfelt et al., 1975) sobre a presenca de somatostatina
(SOM) em neurdnios entéricos, a localizacdo de outros neuropeptideos tornou-se alvo de
inimeros estudos (Costa e Furness, 1982; Furness et al., 1980; Schultzberg et al., 1980; Sundler
et al., 1980). A partir destes estudos foi revelada a presenca de colecistoquinina (CCK), peptideo
relacionado a gastrina (GRP), neuropeptideo Y (NPY), SP, VIP e serotonina (5-HT) em
neurdnios entéricos.

O desenvolvimento destes estudos levou a descoberta da coexisténcia de neuropeptideos
nos mesmos grupos neuronais tanto no SNC quanto no SNE (Hokfelt et al., 1984; Hokfelt et al.,
1980), abrindo uma nova era de estudos da codificacdo neuroquimica de neurénios. Em 1980
(Schultzberg et al., 1980) foi descoberta a coexisténcia de SOM e CCK nos mesmos grupos
neuronais, conduzindo a investigacbes que identificassem a coexisténcia de outros

neuropeptideos. A variedade de neuropeptideos nos neurdnios entéricos simplesmente reflete a
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complexidade funcional inerente ao funcionamento do trato gastrointestinal. Julgamos que a
revelacdo do circuito neural e identificacdo neuroquimica dos neurbnios entéricos é um ponto
essencial para a compreensao do SNE.

Os neurdnios entéricos podem ser classificados funcionalmente como neurénios motores,
interneurdnios e neurbnios intrinsecos primarios aferentes (IPANs). Esta classificacdo foi
estabelecida através de estudos que correlacionaram propriedades neuroquimicas e funcionais de
seus neurotransmissores e de seus receptores. O modelo experimental mais utilizado para essa
caracterizacdo € a cobaia, na qual uma extensa caracterizacdo foi realizada no intestino delgado,
célon (Lomax e Furness, 2000) e estbmago (Michel et al., 2000). Entretanto, essa caracterizacao
ainda n&o foi realizada de forma conclusiva no SNE do ser humano.

Os neurdnios motores podem ser divididos em dois grupos, o0s excitatorios e 0s
inibitorios. Ambos inervam as camadas musculares e a muscular da mucosa em todo trato
gastrointestinal. Os principais neuromoduladores encontrados nos neurénios excitatérios sao a
acetilcolina e as taquicininas (TK). Os neurénios inibitérios possuem varios neuromoduladores,
como oxido nitrico (NO), adenosina trifosfato (ATP) e VIP. (Furness et al., 1995).

Os interneurdnios sdo identificados em todas as camadas do trato gastrointestinal, e
possivelmente variam entre as regides mais que 0s outros tipos de neurdnios. Por exemplo, o ileo
e colon contém os mesmos, ou muito similares, neurénios motores e neurdnios aferentes, mas
seus interneurdnios sdo completamente diferentes (Portbury et al., 1995).

Os neurdnios sensoriais do intestino sdo denominados IPANs. Esse nome surgiu devido
ao fato destes neurdnios exercerem, em algumas situacdes, papéis funcionais de interneurdnios
(p. ex. quando recebem sinapses excitatorias provenientes de outros neurdnios) e mesmo de
neurdnios eferentes (p. ex. quando liberam neurotransmissores no epitélio da mucosa causando
vasodilatacdo) (Holzer et al., 1991; Lewis, 1927).

Os IPANSs traduzem e codificam informagdes sobre o ambiente quimico e estado fisico do
tecido que eles inervam e convertem essa informacdo para um circuito neuronal integrado,
através do qual o estado funcional do 6rgdo possa ser modificado. Nos plexos mioentérico e
submucoso, esses neurdnios se conectam a outros IPANS, a interneur6nios e a neurdnios motores
(Dogiel, 1899; Gershon e Kirchgessner, 1991).

Recentes evidéncias indicam que os IPANSs séo afetados por processos inflamatdrios tanto

no intestino delgado como no colon. A exposicdo desta classe de neurdnios a ambientes
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acometidos por processos inflamatérios alteraria as propriedades dos mesmos, promovendo
anormalidades quanto a sinalizagdo sensorial e controle dos reflexos entéricos (Sharkey e Mawe,
2002). A hipdtese que disturbios nos IPANs estariam envolvidos no desenvolvimento de
patologias intestinais foi confirmada através de experimentos utilizando animais que
demonstraram alteragfes funcionais entéricas apOs processos inflamatdrios no trato
gastrointestinal ou exposicao prolongada a prostaglandinas (Manning et al., 2002; Palmer et al.,
1998).

Em modelos experimentais, a codificacdo neuroquimica dos neurénios entéricos tem sido
alvo de inumeros trabalhos cientificos. A utilizacdo de técnicas imunohistoquimicas tem
demonstrado a existéncia e a coexisténcia de moléculas intra-neuronais (neurofilamentos,
proteinas carreadoras de calcio, enzimas e outras). Atraves da aplicacdo deste método, estdo
caracterizados 14 tipos diferentes de neurdnios entéricos no intestino de cobaia (Costa et al.,
1996; Furness, 2000b). Além disso, ja foram descritos alguns principios da organizacdo
morfolégica dos neurbnios entéricos (Timmermans et al., 1997) e revelado que a codificagdo

neurogquimica destes neurbnios € especifica em cada espécie (Gershon et al., 1994).



2 JUSTIFICATIVA

Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando com patologias intestinais ha alguns anos e as
observacdes sobre a relacdo entre o quadro clinico do paciente e as condi¢fes do SNE tém
revelado dados que vdo de encontro a alguns conceitos ja estabelecidos. Estudos preliminares
destes pacientes indicam que a constipacdo € um evento independente do desenvolvimento de
outras patologias intestinais, estando associada a alteracdes de componentes do SNE.

Para elucidar quais componentes estariam envolvidos na instalagdo da constipacdo
intestinal, amostras foram obtidas de varios pacientes organizados em dois grupos: individuos
ndo constipados e pacientes portadores de constipacdo intestinal cronica. Acreditamos que
estudar comparativamente os componentes do SNE e sistema imune destes grupos de pacientes
possa elucidar muitas davidas referentes ao funcionamento do trato gastrointestinal de pacientes
que apresentem alguma patologia neste sistema. Ressalta-se que a constipagdo intestinal é
problema relevante em salde puablica, precisando ser observado com atencdo por
gastroenterologistas e gestores de saude. Embora somente um terco dos individuos afetados
procure atendimento médico, os custos de tratamento da constipacdo chegam a milhdes de
dolares por ano despendidos somente com vendas de laxativos sem prescricdo médica (Coyne et
al., 2008; Crane e Talley, 2007; Talley, 2004). Os resultados deste trabalho indicam novos
caminhos relevantes para a terapéutica e mesmo para a prevencdo da constipacdo intestinal,
evitando a instalacdo de outras patologias decorrentes da constipacdo e representando uma

enorme economia para o sistema publico de salde.



3 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar a expressao dos neuropeptideos no SNE de pacientes portadores de constipacao

intestinal e de individuos ndo constipados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 — Avaliar a expressdo das subclasses de neur6nios presentes no SNE em amostras de colon de

pacientes portadores de constipacdo intestinal e individuos ndo constipados.

2 - Estabelecer associagdes entre as subclasses de neurdnios que sdo preferencialmente destruidas
na constipacao intestinal e neurdnios preservados em amostras de colon de pacientes portadores

de constipacdo intestinal e individuos ndo constipados.

3 — Associar quadro clinico de constipacdo intestinal e alteracbes neuroguimicas sofridas pelo
SNE em amostras de cdlon de pacientes portadores de constipacdo intestinal e individuos ndo

constipados.



4 METODOLOGIA

Pacientes

Segmentos de colon oriundos de vinte pacientes foram coletados para o desenvolvimento
deste estudo e divididos em dois grupos: 10 amostras de individuos ndo constipados e 10
amostras de pacientes portadores de constipagdo intestinal cronica. As amostras foram coletadas
por cirurgia no Hospital Escola da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Goias,
pelo Dr. Enio Oliveira. Foi obtido consentimento prévio de todos os individuos para a inclusao
dos mesmos no trabalho de pesquisa. Os individuos ndo constipados foram submetidos a
procedimento cirrgico devido a neoplasias intestinais. Pacientes constipados foram submetidos a
resseccdo dos tecidos devido ao déficit de motilidade intestinal.

As amostras de tecidos foram transportadas em soro fisioldgico (pH 7,3) sobre o gelo para
o0 laboratdrio. Ap6s sua chegada (1-6 horas ap0Os a resseccdo), as amostras foram lavadas em
solucdo Krebs a temperatura ambiente e transferidas para o meio de Dulbecco Eagle modificado
(DME/F12-Ham, Sigma Chemical Company, St Louis, MO, E.U.A.) contendo 50 pg/ml de
gentamicina (Sigma), 2,5 pg/ml de anfotericina B (Sigma), 10% de soro fetal bovino (Sigma), 4
pgm/ml de nicardipina e 2,1 pg/ml de NaHCO3, selados em um compartimento com 95% de O,
e 5% de CO, a 37 °C por 1-2 horas. Posteriormente, os tecidos foram incubados por mais 2-5
horas, no mesmo meio com 100 uM de colchicina adicionada para aumentar a imunoreatividade
do corpo neuronal. Para a fixacdo, as amostras foram clipadas na base de uma placa de Petri
forrada de Sylgard e transferidas para solucdo de formalina 4% em tampao fosfato 0,1 M (pH
7,4) a temperatura ambiente por 2-3 horas. Apds varias lavagens em 0,05 M Tris salina
tamponada (TBS, pH 7,4), a camada muscular e plexos nervosos das amostras foram preparadas
para a técnica de wholemount, segundo Furness (Furness et al., 2004). A presenca da doenca foi
confirmada através de exames clinicos e laboratoriais (da Silveira et al., 2005b). A qualidade
destas amostras foi avaliada através de técnicas histoldgicas e de imunohistoquimica, o que
demonstrou a preservacdo da imunoreatividade das mesmas.

A utilizacdo de amostras de tecidos humanos para estes experimentos foi aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia (CEP/UFU n° 110/11).
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Imunohistoquimica

As amostras de tecidos foram pré-incubadas por 2 horas em solucéo de TBS 0,05 M (pH
7,4) com 1% de albumina sérica bovina (BSA), 0,5% Triton X-100, 0,05% thimerosal e 5% de
soro de cabra. Para reduzir a autofluorescéncia induzida por lipofuscina, as wholemounts foram
incubadas em tampdo de acetato de amonio (pH 5,0) contendo 1 mM CuSQO,4 por 60 minutos
seguido de um curto enxague em H,O destilada (Brehmer et al., 2004). Ap6s um enxague em
TBS por 10 minutos, foram incubadas em uma solucdo contendo BSA, Triton X-100, thimerosal
e os anticorpos primarios (Tabela 2) por 72 horas a 4°C. Apoés este periodo, as wholemounts
foram lavadas em TBS e em seguida os anticorpos secundarios (Tabela 3) foram adicionados as
amostras em temperatura de 4°C por um periodo de 2 horas. Em seguida as amostras foram

lavadas por um banho em TBS (5 minutos) e montadas em meio sintético.

TABELA 2: Anticorpos primarios utilizados para identificacdo dos neuropeptideos

Anticorpo Especificidade Compankia Codigo
Anti-HUC/HuD Marcador neuranal INVITROGEM A-21272
Anti-Calretinin Meurdnios aferentes DAKD M7245

Anti-Substancia P Meurdnios motores excitatorios INVITROGEN 180091
Anti-cChAT Meurdnios motores excitatarios Advanced Targeting Systems AB-M 34
Anti-Meuropeptideo Y Interneurdnios SIGMA N9528
Anti-MNO3 Neurdnios motores inibitorios SIGMA MN7280

Anti-VIP Meurdnios motares inibitdrios SIGMA Y3508
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TABELA 3: Anticorpos secundérios contendo o marcador neuronal
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Anticorpo Diluigao Cddigo / Fonte
ALERA Fluor 488, donkey anti-mouse 1:1000 A 21202, Mobitec, Germany
ALERA Fluor 4858, donkey anti-rabbit 1:1000 A 21206, Mobitec, Germany
AL E¥A Fluor 555, donkey anti-goat 1:1000 221432 Mobitec, Germany
ALERA Fluor B4Y | donkey anti-mouse 1:1000 A-31571; Mobitec, Germany
Al E¥A Fluor BAY | donkey anti-rabbit 1:1000 A-31573; Mobitec, Germany

Aquisicao de imagem dos ganglios

Para a aquisicdo das imagens, os ganglios do SNE foram selecionados aleatoriamente.

Utilizando microscopia confocal laser scanning (Bio-Rad MRC 1000 anexado a uma Nikon

diaphot 300, equipado com um laser argon-criptdnio, American Laser Corporation, Salt Lake

City, UT), séries-Z dos ganglios foram criadas atraves da aplicacdo de trés comprimentos de onda

para a deteccdo de anticorpos secundarios (488, 568, 647 nm de excitacdo; z-steps 0,6 um). A

lente objetiva de 20x (abertura numérica 0,75) foi utilizada para a localizacdo dos ganglios,

enquanto a lente objetiva de 40x foi utilizada para a aquisi¢cdo de imagens para as séries-Z com 0

auxilio do programa Confocal Assistent 4.02 software. Imagens dos ganglios foram preparadas

usando o Adobe Photoshop CS (8.0.1).

Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada a partir do teste ANOVA, com o objetivo de detectar

diferengas entre os grupos de pacientes. O nivel de significancia definido foi de p < 0.05.



5 RESULTADOS

Avaliacao do sistema nervoso entérico

Para verificacdo da integridade do SNE foram realizadas marca¢des com o anticorpo anti-
HuC/D, um marcador pan-neuronal, comumente utilizado para avaliar a quantidade de corpos
neuronais presentes nas amostras estudadas. As analises de nossos resultados foram divididas em
dois grupos: neurbnios do plexo submucoso e neurbnios do plexo mioentérico. Os dados
provenientes do plexo submucoso demonstraram uma reducdo significativa de neurénios em
pacientes portadores de constipagdo intestinal em relagdo a individuos ndo constipados (Figura
2), embora sinais evidentes de processo inflamatério (focos de células inflamatérias e miosite)
ndo foram identificados. As andlises quantitativas do nimero de neurdnios do plexo mioentérico

ndo demonstraram diferenca estatisticamente significativa entre pacientes constipados e

individuos ndo constipados (Tabela 4).

60x

B

FIGURA 2: Perfil de marcagdo de neurdnios no plexo submucoso de individuos néo
portadores de constipacdo intestinal (A) e de pacientes constipados (B) utilizando o
marcador anti-HuC/D. Observe que pacientes constipados apresentam uma perceptivel
reducdo do nimero de corpos neuronais.
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TABELA 4: Média do nimero de corpos neuronais nos plexos entéricos de individuos nédo
constipados e pacientes constipados. *Diferenca estatistica entre este grupo e grupo
controle. P <0,05.

Meédia do numero de corpos neuronais nos plexos nervosos entéricos de pacientes portadores e nao
portadores de constipagdo intestinal

Pacientes / Regido Plexo submucoso Plexo mientérico

Individuos ndo portadores de

Y : 254+19 325+21
constipacdo intestinal

Individuos portadores de

s A A 187 £ 16* 298 +28
constipacdo intestinal
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Caracterizacdo de neuropeptidios do SNE

Calretinina

A calretinina € um neuropeptideo expresso exclusivamente por neurdnios aferentes do
SNE. A avaliacdo dos neurdnios calretinina-IR, em relacdo ao numero total de neurénios
(HuC/D-IR) demonstrou que pacientes constipados apresentam uma menor proporcdo de
neurbnios calretinina-IR em comparagdo a individuos ndo constipados (Figura 3), sendo essa
diferenca estatisticamente relevante. Além disto, nossos resultados demonstraram que estes
neurdnios estdo localizados preferencialmente no plexo submucoso. No plexo mioentérico, a
avaliacdo de neurdnios calretinina-IR ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas

entre pacientes constipados e individuos ndo constipados (Tabela 5).

-
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FIGURA 3: Expressdo de calretinina em neurdnios (vermelho) do plexo submucoso de individuo
nao constipado (A) e de paciente constipado (B). Observe uma clara diminui¢do na expressao de
calretinina (verde) nos portadores de constipacao intestinal.
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Neuropeptideo Y (NPY)

O NPY ¢ expresso por uma gama de neurdnios presentes em todo o0 SNC e SNP. No SNE
humano, o NPY é expresso por neurbnios que, funcionalmente, sdo classificados como
interneurdnios, responsaveis pela comunicacdo entre 0os componentes aferentes e eferentes do
SNE. A avaliagdo dos neurnios NPY-IR em nosso estudo demonstrou uma distribuicéo
equivalente deste neuropeptideo em ambos os plexos nervosos, sendo que no grupo de pacientes
constipados ndo houve alteracdo relevante no nimero de neurénios desta classe (Figura 4). A

andlise quantitativa confirmou que ndo ha diferencas estatisticas entre a expressdo dos mesmos ao

compararmos pacientes portadores de constipacgdo intestinal e individuos ndo constipados (Tabela

FIGURA 4: Expressdo de neuropeptideo Y (verde) em neurdnios (vermelho) do plexo
mioentérico de individuo ndo constipado (A) e de paciente constipado (B). Ndo é possivel
observar diferenca de expressao deste neuropeptideo entre os pacientes analisados.
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Colina acetiltransferase (ChaT)

A ChaT é uma enzima responsavel pela acetilacdo da molécula precursora da acetilcolina,
estando presente em todos os neurdnios que utilizam este neurotransmissor. E amplamente
distribuida no SNC e SNP, no entanto no SNE est4 presente em neur6nios que promovem a
contragdo muscular, sendo denominados neurdnios motores excitatorios. Em nosso estudo, a
analise da expressdo destes neurdnios (ChaT-IR) demonstrou que estdo presentes em ambos 0s
plexos nervosos, estando concentrados principalmente no plexo mioentérico. A analise estatistica
demonstrou uma diferenca estatisticamente consideravel entre a quantidade de neurdnios que
expressam acetilcolina em pacientes portadores de constipacdo intestinal, que esta diminuida, em
relacdo a individuos ndo constipados em ambos 0s plexos nervosos (Tabela 5), a reducdo dessa

classe neuronal € claramente visualizada na Figura 5.

FIGURA 5: Expressdo de ChaT (verde) em neurdnios (vermelho) do plexo submucoso de
individuo ndo constipado (A) e de paciente constipado (B). Observe uma clara diminuicéo
na expressao de ChaT no portador de constipagéo intestinal.
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Substéncia P (SP)

A SP é um neuropeptideo amplamente distribuido pelo corpo humano. De uma forma
geral, é um neurotransmissor nociceptivo responsavel, entre outras coisas, pela modulagéo e
sensacdo de dor e liberado em resposta a estimulos dolorosos mecéanicos. No SNE, assim como a
acetilcolina, é encontrada em neurdnios responsaveis por promover a contra¢cdo da musculatura
lisa intestinal. Neurbnios que expressam esse neuropeptideo estdo distribuidos em ambos os
plexos nervosos, predominando no plexo mioentérico. A avaliacdo dos neurdnios SP-IR mostrou
equivaléncia entre a expressao destes neurénios em pacientes portadores constipagéo intestinal
em relacdo a individuos ndo constipados (Figura 6). A andlise estatistica confirmou que ndo ha

diferencas estatisticas significantes entre a expressdo de neurdnios SP-IR nos grupos de pacientes

analisados (Tabela 5).

FIGURA 6: Expressdo de substadncia P (verde) em neur6nios (vermelho) do plexo
submucoso de individuo ndo constipado (A) e de paciente constipado (B). Ndo é possivel
observar diferenca de expressao deste neuropeptideo entre os pacientes analisados.
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Oxido Nitrico Sintetase (NOS)

NOS é uma enzima responsavel pela sintese do 6xido nitrico em todo o organismo. Como
0 6xido nitrico € um gas e se difunde rapidamente apos ser produzido, a identificacdo de sua
enzima precursora é a forma mais eficiente de localizar os neurénios que trabalham com essa
substancia. No SNE, neur6nios que expressam a enzima NOS sé&o responsaveis pelo relaxamento
da musculatura lisa do intestino. Nossos resultados demonstraram que esses neurbnios sdo
encontrados em ambos o0s plexos nervosos do SNE (plexo mioentérico e plexo submucoso), com
predominante presenca no plexo mioentérico. A avaliagdo dos neurdnios NOS-IR mostrou que
ndo h& diferencas na expressdo destes neurdnios em pacientes portadores constipacdo intestinal
em relacdo a individuos ndo constipados (Figura 7), o que foi confirmado pela anélise estatistica
(Tabela 5).

FIGURA 7: Expressdo de NOS (verde) em neurénios (vermelho) do plexo mioentérico de
individuo ndo constipado (A) e de paciente constipado (B). Ndo é possivel observar
diferenca de expressao deste neuropeptideo entre os pacientes analisados.
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Peptideo Vasoativo Intestinal (VIP)

O VIP é um neuropeptideo que possui como mecanismos de acdo a estimulacdo da
secrecdo serosa pancreatica e a inibicdo da motilidade géstrica induzindo a vasodilatacdo do
sistema de arteriolas. No SNE o VIP funciona como neurotransmissor presente em neurdnios que,
assim como o NOS, sdo responsaveis pelo relaxamento da musculatura lisa do intestino. Nossos
resultados demonstraram que esses neurdnios sdo encontrados em ambos 0s plexos nervosos do
SNE com predominante presenca no plexo mioentérico. Nossos resultados demonstraram
também que h& uma preservacao na expressdo de VIP em pacientes portadores de constipacdo
intestinal em relacdo a individuos ndo constipados (Figura 8), ndo havendo diferencas estatisticas

entre esses dois grupos (Tabela 5).

FIGURA 8: Expressdo de VIP (verde) em neurdnios (vermelho) do plexo mioentérico de
individuo ndo constipado (A) e de paciente constipado (B). Ndo é possivel observar
diferenca de expressao deste neuropeptideo entre os pacientes analisados.
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TABELA 5: Média de expressdo de neuropeptidios nos plexos nervosos do célon de
individuos constipados e pacientes portadores de constipacgao intestinal.

Neuropeptide os

Plexo submucoso

Plexomlenté rleo

ndividucs ndo port adores de Fadentes port adores de ndividucs ndo portadores de Fadentesportadores de
constipagdo intestinal constipagdo intestinal constipagdo intestinal constipagio intestinal
Calretinlin 1219 T4*+ B BO+7 776
Neuropeptideo ¥ 54=+5 495 60z 4 58 +5
Collna-Acetlltransferase 101 +8 £3*+ 5 154+ 11 122%+ 9
[cChaT)
Substincla P
ustanca 45+ 4 a4+ 4 91+ 7 85+ 6
(5P}
Oxldo Nitrl co Sintetase
675 717 1127 105+ 10
[NOS)
Peptideo Vasoativo
Inte stinal 95+ B 1039 145+ 11 13315

VIF)




DISCUSSAO

A constipacdo intestinal € um problema cronico que acomete milhares de pacientes no
mundo. Em nosso pais, constantemente séo realizados estudos sobre a prevaléncia de constipacao
em escolas ou em unidades publicas de assisténcia, onde amostras consideradas representativas
da comunidade s&o analisadas; esses resultados demonstram que a prevaléncia de constipacdo em
nosso pais € elevada (Collete et al.,, 2010). A ocorréncia da constipacdo intestinal esta
diretamente ligada a alteracdes funcionais do co6lon, as quais sdo regidas pelo SNE (Neis et al.,
2013; Steiner et al., 2013).

O colon tem participacdo decisiva na manutencdo do habito intestinal normal. Sua
motilidade é complexa e varia consideravelmente de acordo com seu contetdo. Embora ainda
haja algumas controveérsias, em consequéncia das dificuldades de estudo da motilidade, existem
varias evidéncias de que, no colon ascendente, ocorram movimentos antiperistalticos, que
seguram o conteldo que passa a valvula ileocecal para o célon direito. Marcadores radioldgicos
ingeridos, ai permanecem por mais tempo do que seria esperado (Costilla e Foxx-Orenstein,
2014). O co6lon sigmoide também ¢é local que retarda o transito do contetdo coldnico. No célon
transverso e descendente ocorrem contracBes segmentares que, lentamente, movimentam o
contetdo coldnico em direcdo ao reto e em direcdo proximal. Ocasionalmente, ocorre movimento
mais vigoroso (chamado movimento de massa), que move o contetdo do célon por distancias
maiores, de até um terco do comprimento deste 6rgdo. O movimento de massa é frequentemente
associado com a alimentagcdo (Andrews e Storr, 2011). O cdélon tem trés funcBes importantes:
reabsorcdo de &gua, manutencdo de populacdes de bactérias intraluminais e controle da
eliminacéo de fezes (El-Salhy et al., 2014).

A perda da capacidade de reabsorver agua ou a chegada de grande quantidade
hiperosmotica, o desequilibrio na composicdo e na quantidade das bactérias intestinais e
distdrbios musculares ou nervosos, no controle da eliminacédo de fezes, provocam alteragdes do
habito intestinal. O SNE € o grande responsavel pela coordenagdo dos movimentos intestinais. A
coordenacdo de seus componentes promove a peristalse intestinal dentro das necessidades do
organismo. Quando ocorre um excesso de estimulagdo, o paciente desenvolve diarréia crénica e
se h4 uma falta da estimulacdo adequada, a constipacéo intestinal se instala (Coss-Adame, 2013).

Tendo em vista este quadro, a caracterizacdo do SNE de pacientes portadores de constipacdo
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intestinal em comparagdo a individuos ndo constipados se torna importante, pois permite a
identificacdo das alteracGes presentes em pacientes constipados, podendo assim sugerir uma
intervengdo mais pontual no tratamento destes pacientes (Christensen e Krogh, 2012; Seltzer,
2012).

Nossos resultados demonstraram que pacientes constipados apresentam uma reducdo no
namero de neurdnios no plexo submucoso em relacdo a individuos ndo constipados. O plexo
submucoso é a parte do SNE responsével pelas aferéncias deste sistema. Toda informagdo que
chega ao trato gastrointestinal é processada por neurbnios desta regido, onde se localizada a
grande maioria dos neurbnios sensitivos (Furness, 2000a). Em seguida esses neurdnios
transmitem informacg6es ao plexo mioentérico para que esse exerca a funcdo mais adequada de
acordo com cada situacdo (Furness, 2006). Podemos sugerir que, caso haja uma disfuncdo dos
neurdnios do plexo submucoso, o plexo mioentérico seria insuficientemente estimulado, levando
a estimulos precérios que acarretariam a estase do bolo fecal no trato gastrointestinal.

A permanéncia do bolo fecal no intestino grosso por um tempo prolongado leva a uma
absorcéo excessiva de agua, endurecendo as fezes e dificultando sua eliminacdo. Além disto, uma
retencdo prolongada da massa fecal no intestino pode aumentar a incidéncia de doencas
inflamatorias, infecciosas e mesmo de patologias do colon (Costilla e Foxx-Orenstein, 2014).

A diminuicdo do nimero de neur6nios que expressam calretinina no plexo submucoso
vem confirmar que existe uma diminuicdo da expressdo de componentes aferentes no trato
gastrointestinal de pacientes portadores de constipacao intestinal. Esse € o primeiro estudo que
demonstra a diminui¢do dos neurdnios calretinina-IR no c6lon de pacientes constipados, o que
explicaria em parte a fisiopatologia desta doenca. Observamos tambem uma diminuicdo de
neurdnios gque expressam acetilcolina. Estes neurdnios estdo concentrados no plexo mioentérico e
sdo responsaveis por estimulos que resultam na contra¢do do musculo liso das camadas circular e
longitudinal do trato digestorio. Uma vez observado um déficit no componente aferente,
responsavel por emitir sinais ao componente motor, sugere-se gque a falta de excitacdo pode levar
a uma consequente diminui¢do da expressdo de neuropeptideos que sdo comumente presentes
diante de uma estimulac¢do adequada.

Ja os outros neuropeptideos analisados ndo apresentaram diferencas estatisticas entre
pacientes constipados e individuos ndo constipados. Acreditamos que esses componentes nao

estejam envolvidos na instalagcdo da constipagédo intestinal, mesmo porque por serem estruturas



43

relacionadas a capacidade motora do trato gastrointestinal, ndo sejam afetados pela destruicdo de
estruturas aferentes do SNE. Comparativamente, outras patologias que atinjam o SNE, como o
megacolon chagasico, apresentam grande capacidade de destruicdo do componente motor e
relativa preservacdo das estruturas aferentes. Assim, acreditamos que o0 megacolon chagasico e a
constipacdo intestinal tenham etiologia completamente diferente, sendo que na constipacao
predomina-se a destruicdo de componentes aferentes do plexo submucoso e no megacélon
chagasico predomina-se a destruicdo de estruturas motoras presentes no plexo mioentérico (da
Silveira et al., 2007b; da Silveira et al., 2007d).

Outra questdo interessante é a origem do processo que iniciou a destruicdo dos neurdnios
aferentes em pacientes constipados. A presenca do processo inflamatorio parece ser fator
essencial para a desnervacao e consequente implantacdo do processo de constipacdo intestinal.
Independente se a origem do processo for exdgena, como alimentar ou pela estase do bolo fecal,
ou enddgena, como autoimune, a constipacao parece estar intimamente ligada a um desajuste do
sistema imunoldgico. No entanto, resta ainda identificar se hd predominancia de estimulos
enddgenos ou exdgenos na instalacdo da constipacdo e quais componentes imunes estariam
ligados com a destruicdo seletiva de neurénios aferentes do SNE destes pacientes.

A intima relacdo entre o SNE e o sistema imunolégico do trato gastrointestinal é notavel
na manutencdo da homeostase do organismo. O equilibrio entre esses dois sistemas garante que o
trato digestério seja capaz, nas mais diversas condicdes, de exercer suas funcdes com eficiéncia
(Furness et al., 2000). Sugerimos que as patologias deste sistema sdo desencadeadas por fatores
que prejudicam esse equilibrio, levando a uma exacerbacédo ou supressdo de alguns componentes,
0 que seria perfeitamente capaz de levar ao desenvolvimento de diversas patologias. Esses
resultados podem contribuir na compreensdo dos processos envolvidos na instalacdo da
constipacdo intestinal, além de auxiliar o entendimento do funcionamento do SNE. O estudo
comparativo das doencas do trato digestério pode acelerar ainda mais a coleta de dados que
levem ao completo entendimento do SNE humano, tanto do ponto de vista patologico como em

condig¢des normais de funcionamento.
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