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RESUMO

O sistema nervoso entérico (SNE) ¢ constituido por uma rede de milhdes de neurdnios
interconectados que sdo responsaveis pela inervagdo autobnoma de todo trato gastrintestinal. O
advento de novas técnicas laboratoriais, como a imuno-histoquimica com microscopia confocal
possibilitou a identificagdo e a caracterizagao de varios componentes do SNE que antes eram
desconhecidos. Dentre esses componentes os IPANs (intrinsic primary afferent neurons) ou
neurdnios aferentes primarios intrinsecos sdo a representacdo dos neurdnios sensitivos de todo o
trato gastrintestinal. Os IPANs sdo transdutores de estimulos fisiologicos, incluindo movimento
das vilosidades, distor¢do da mucosa, contragdo do musculo intestinal e alteragdes na quimica do
contetdo do lumen intestinal. No intestino os [IPANs apresentam morfologia Dogiel tipo I, ou seja,
sdo grandes neuronios redondos ou ovais com multiplos dendritos, alguns dos quais terminam perto
da superficie luminal do intestino e outros que formam sinapses com interneurénios entéricos,
neurénios motores ¢ mesmo entre [IPANs. O objetivo deste trabalho foi identificar a melhor
combinagdo de neuromarcadores capaz de caracterizar os [IPANs por imuno-histoquimica, e assim
contribuir para diagndsticos mais precisos, rapidos e eficazes em diversas patologias. Para isso
utilizamos os marcadores de canais de calcio calretinina e calbindina em associagdo com 6xido
nitrico sintase (NOS), colina acetiltransferase (cChAT) e peptideo intestinal vasoativo (VIP). As
diferencas estatisticas foram determinadas através do teste ANOVA one-way do programa
estatistico Minitab v.13 e considerado p<0,05. Os resultados demonstraram que a melhor
combinagdo para identificacdo dos IPANs observada neste estudo foi a calretinina e cChAT,
alcangando positividade de marcagdo de 73% no plexo miontérico e 82% no plexo submucoso.
Acredita-se que estudos futuros que visem avaliar a marcagdo neuroquimica dos IPANs poderdo
alcancar maiores niveis de positividade, ao acrescentar, por exemplo, um terceiro marcador. Esses
estudos de identificacdo podem ser importantes para otimizar o diagnostico precoce de diversas

patologias que afligem o trato gastrintestinal.

Palavras-chave: neurdnios Dogiel tipo II, calretinina, calbindina, colina acetiltransferase,
oxido nitrico sintase, peptideo intestinal vasoativo, sistema nervoso entérico,

neuropetideos, marcadores neuronais.



ABSTRACT

The enteric nervous system (ENS) consists of a network of millions of interconnected neurons that
are responsible for the autonomic innervation of the entire gastrointestinal tract. The advent of new
laboratory techniques, such as immunohistochemistry with confocal microscopy, enabled the
identification and characterization of several components of the ENS that were previously
unknown. Among these components, there are IPANs (intrinsic primary afferent neurons), which
are the representation of the sensitive neurons of the entire gastrointestinal tract. IPANs are
transducers of physiological stimuli, including villous movement, mucosal distortion, intestinal
muscle contraction and changes in the chemistry of the intestinal lumen content. In the intestine,
IPANSs have Dogiel type Il morphology, that is, they are large round or oval neurons with multiple
dendrites, some of which end near the luminal surface of the intestine and some of which form
synapses with enteric interneurons, motor neurons and other IPANs. The objective of this work is
to characterize the best combination of identification of neuromarkers capable of characterizing
IPANs by immunohistochemistry, and thus contribute to more accurate, rapid and effective
diagnoses in several pathologies. For that, we used the calcium channel markers calretinin and
calbindin in association with nitric oxide synthase (NOS), choline acetyltransferase (cChAT) and
vasoactive intestinal peptide (VIP). Statistical differences were determined using the one-way
ANOVA test of the Minitab v.13 statistical program and considered p <0.05. The results showed
that the best combination for identifying [PANs was calretinin with cChAT, reaching positivity of
73% in the myenteric plexus and 82% in the submucosal plexus. We believe that future studies that
aim to evaluate the neurochemical marking of [IPANs may reach higher levels of positivity, by
adding, for example, a third marker. These identification studies are important to optimize the early

diagnosis of several pathologies that afflict the gastrointestinal tract.

Keywords:  Dogiel neurons type 11, calretinin, calbindine, choline acetyltransferase, nitric oxide
synthase, intestinal vasoactive peptide, enteric nervous system, neuropetides,

neuronal markers.
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INTRODUCAO

O trato gastrintestinal possui uma vasta quantidade de tecido neural que constitui o sistema
nervoso entérico (SNE) e estd embutida na parede do trato gastrintestinal representando sua
inervagao intrinseca. Dentro do SNE as células nervosas e as células de suporte (gliais) sdo reunidas
em pequenos grupos, os ganglios entérios, interconectados por feixes de fibras nervosas formando
os plexos entéricos. Remak (1840, 1852) foi o primeiro a descrever a presenca de ganglios
microscopicos nas paredes da faringe e do estdmago, mas suas descri¢des nao sugerem que ele
reconheceu um plexo ganglionar. Meissner (Meissner, 1857), Billroth (Billroth, 1858) e Auerbach
(Auerbach, 1862a; Auerbach, 1862b; Auerbach, 1864) foram os primeiros a descrever claramente
os plexos ganglionares dentro da parede do trato digestivo. Apds esta descoberta varios outros
autores descreveram informacdes detalhadas sobre os sistemas, arranjos e interconexdes dos
ganglios entéricos (Henle, 1871; Drash, 1881; Dogiel, 1895; Dogiel, 1899; Cajal 1911,
Schabadasch, 1930; Stohr, 1934; Irwin, 1931). As descricdes que Meisnner, Billroth ¢ Auerbach
forneceram dados sobre a organiza¢do geral dos plexos ganglionados, com base em técnicas
bastante primitivas para revelar o tecido nervoso, € ndo foram substituidas por outros estudos nos
100 anos subsequentes. Uma tradugdo em inglés da descricdo de Auerbach de 1864 foi publicada
(Furness & Costa, 1987).

O sistema nervoso entérico ndo ¢ dependente do sistema nervoso central (SNC), que
representa sua inervacdo extrinseca, mas sim modulado por ele por meio do sistema nervoso
simpatico e parassimpatico (Furness & Costa, 1980). Os corpos dos neurdnios simpaticos se
encontram em ganglios nervosos pré-vertebrais e paravertebrais, enquanto seus axonios se
conectam ao trato gastrintestinal através dos nervos mesentéricos. A noradrenalina € o
neurotransmissor mais comum no sistema simpatico € quando seus neuronios sdao estimulados
agem inibindo a peristalse, regulando o fluxo sanguineo dos vasos intestinais e controlando a
secrecao de eletrélitos (Costa et al., 2000; Lundgren, 2000; McMillin et al., 1999; Powley, 2000).

O sistema nervoso parassimpatico € responsavel por estimular a peristalse, aumentar o
aporte sanguineo, as secregdes intestinais ¢ diminuir a constri¢cao de esfincteres através do nervo
vago e dos nervos pélvicos. A acetilcolina ¢ o seu principal neurotransmissor (Powley, 2000).

No intestino delgado e no colon, a maioria das células nervosas ¢ encontrada em dois

conjuntos de ganglios, os ganglios do plexo mioentérico (também chamado de plexo de Auerbach)
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e do plexo submucoso (frequentemente referido como plexo de Meissner). Os axonios dessas
células nervosas inervam outros ganglios e os tecidos dos orgdos digestivos, como as camadas
musculares e a mucosa.

O plexo mioentérico ¢ formado por uma rede de filamentos nervosos e pequenos ganglios
que se situam entre as camadas musculares longitudinais externas e circulares internas da camada
muscular externa do intestino. A rede ¢ continua em torno da circunferéncia e ao longo do trato
gastrointestinal (Figura 1). Os ganglios mioentéricos variam em tamanho, forma e orienta¢ao entre
as espécies aninais ¢ de uma parte do intestino para outra, mas a forma da rede ¢ geralmente
caracteristica e identificada em qualquer regido principal de uma espécie particular (Gabella, 1981;
Irwin, 1931; Maifrino et al, 2007; Singh et al., 2017). Embora o padrao seja facilmente
reconhecido, ¢ encontrada uma variagao consideravel no tamanho dos ganglios. No ileo de cobaias,
os ganglios variam em tamanho de 5 a mais de 200 corpos celulares nervosos. Corpos de células
nervosas individuais sdo ocasionalmente encontrados fora da rede principal do plexo, geralmente
adjacentes a um corddo nervoso. Para a medicdo de caracteristicas como forma e densidade
espacial, deve-se levar em consideragdo o estado de contragdo da parede intestinal (Gabella &
Trigg, 1984). Existem feixes nervosos, provenientes do plexo mioentérico, que estdo dispostos
paralelamente as fibras musculares (Richardson, 1958; Singh et al., 2013; Tanano et al., 2005).
Estes feixes promovem também a inervacdo das camadas musculares interna e muscular externa
(muscularis propria). A maior parte dos neurénios do plexo mioentérico ¢ funcionalmente
classificada como eferente ou motora (Gabella & Trigg, 1984; Tan et al., 2010).

O plexo ganglionar submucoso encontrado no intestino delgado e grosso em humanos, foi
descrito pela primeira vez em meados do século 19 por Meissner (Meissner, 1857) e Billroth
(Billroth, 1858). Embora ganglios dispersos sejam encontrados na camada submucosa do es6fago
e do estdmago, eles ndo formam um plexo ganglionar comparavel ao dos intestinos. O plexo
submucoso ¢ continuo ao redor da circunferéncia e ao longo do comprimento dos intestinos delgado
e grosso e em geral, os filamentos de interconexao do plexo submucoso sao mais finos e os ganglios
sao menores do que os do plexo mioentérico (Henle, 1871; Goniaew, 1875; Timmermans et al.,
2001). Os arranjos dos ganglios no plexo submucoso e os tipos funcionais de neurénios nesses
ganglios diferem entre as espécies (Scheuermann et al., 1987; Schemann et al., 2004; Timmermans
et al., 1990; Nakanishi et al., 2020). Em animais de grande porte, sendo bons exemplos o porco e

o ser humano, os ganglios submucosos formam plexos distintos, mas interconectados, em niveis
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diferentes, conforme descrito claramente por Schabadasch (Schabadasch, 1930). Duas ou as vezes
trés camadas de ganglios foram distinguidas (Schabadasch, 1930; Gunn, 1968; Hoyle & Burnstock
1989; Timmermans et al., 2001). Ganglios em diferentes profundidades contém distintas
populacdes de neuronios, sendo essas variagdes aparentes nas formas e na natureza quimica das
células nervosas constituintes. O plexo glanglionado interno (mais préximo ao limen intestinal)
foi identificado com aquele descrito por Henle (Henle, 1871) e Schabadasch (Schabadasch, 1930).
Porque nao estd completamente claro quem deve ser creditado com a descoberta de componentes
individuais do plexo submucoso, parece sensato referir-se aos agrupamentos mais 6bvios como os
plexos submucosos interno e externo (Timmermans et al. 2001), o interno aquele mais préximo do
lumen intestinal, e o plexo externo aquele que fornece inervagao para a camada muscular circular
e at¢ mesmo para o musculo longitudinal (Sanders & Smith 1986; Furness et al., 1990),
Timmermans et al., 1994, 1997; Porter et al., 1999). O plexo submucoso externo também fornece
inervacdo para a mucosa. O plexo submucoso interno tem poucos neur6nios que inervam a
musculatura intestinal, mas muitos que inervam a mucosa (Porter ef al., 1999; Timmermans et al.
2001). Os feixes de fibras que conectam os plexos mioentérico € submucoso sdo quase
perpendiculares a camada muscular circular. Estes tém sido chamados de "feixes de fibras
penetrantes" ou “fibras verticais” (Furness et al., 1990a, Brehmer et al., 1998). Em pequenos
mamiferos os ganglios do plexo submucoso se assemelham mais aos do plexo submucoso interno

de espécies maiores (Furness et al., 1984; Furness, 2003).
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A Plexo mioentérico

Muscular interna

Mucosa

Muscularis
mucosae

Nervo paravascular * Nervo perivascular

Plexo mioentérico

Plexo mucoso

Figura 1: O sistema nervoso entérico (SNE) visto em camadas (A) e em seccdo transversal (B). Existem dois plexos
nervosos formados por ganglios; o plexo mioentérico e o plexo submucoso, além das fibras nervosas que inervam as
camadas musculares, a mucosa e as arteriolas intramurais. A inervagao extrinseca tem acesso ao SNE através de nervos

paravasculares e perivasculares (B). Adaptado de Furness e Costa (1980), com permissdo dos autores.

Pequenos grupos de neuronios também podem ser observados na regido da lamina prépria
da mucosa do intestino delgado e intestino grosso, mas raramente no estobmago (Balemba et al.,
1998; Drasch, 1881; Fang et al., 1993; Isisawa, 1939). Stohr (Stohr, 1934) sugeriu que estes seriam
ganglios ectopicos do plexo submucoso. Estes neurénios quase sempre se encontram proximos a
muscularis mucosae, ou seja, proximos ao plexo submucoso interno. A estrutura da mucosa ¢ a
parte mais variavel encontrada no trato gastrintestinal. De forma geral, a mucosa intestinal ¢

constituida da muscularis mucosae, da 1amina propria, de glandulas tubulares simples (glandulas
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de Lieberkuhn) e das vilosidades. Uma rede de fibras nervosas delgadas encontradas na regido da
lamina prépria e da mucosa inervam essa regido, sendo as mesmas descritas pela primeira vez na
metade do século 19 (Berkley & Baltimore, 1893; Billroth, 1858; Cajal, 1895; Cajal, 1911).

A inervagdo da mucosa pode ser dividida em distintos componentes: um plexo
periglandular, um plexo viloso subepitelial e um plexo viloso central (Figura 2). Existe uma certa
especificidade em relagdo a neuromarcadores nas fibras nervosas que contribui para a diferenciacao
destes componentes (Brookes et al., 1991; Clerc et al., 1998). As fibras nervosas que inervam a
mucosa estdo associadas ao tecido conectivo da lamina prdpria, e nao penetram no epitélio, o qual
¢ formado apenas por uma unica camada de células no estdbmago, no intestino delgado e no colon.
Algumas fibras nervosas, que se acredita serem aferentes, penetram nas camadas celulares do

epitélio estratificado presente no esdfago (Rodrigo ef al., 1975).

Muscularis mucosae

Lamina/
propria \ &

Figura 2: Diagrama ilustrando a inervagdo da mucosa
intestinal. As fibras nervosas formam feixes que compde
uma continua rede na lamina propria e nas vilosidades.
Essa rede de inerva¢do da mucosa pode ser dividida em
plexo periglandular (PP), plexo viloso subepitelial (PVS)
e plexo viloso central (PVC). GL, glandula. Adaptado de

Furness (Furness ef al., 2000) com permissdo do autor.

Vet vilosidades

Os neur6nios entéricos podem ser classificados por suas formas, propriedades fisiologicas,
caracteristicas imuno-histoquimicas e outras caracteristicas distintivas, incluindo as estruturas que
inervam, os transmissores que utilizam e as conexdes que recebem. Embora dados extensos sobre
cada tipo de neurdnio tenham sido obtidos apenas para a cobaia, o sistema nervoso entérico
desempenha as mesmas fun¢des em todas as espécies de mamiferos e, portanto, todas as espécies
tém essencialmente os mesmos neurdnios funcionalmente definidos (Furness, 2006). E geralmente
verdade que os neurdnios que desempenham as mesmas funcdes em espécies diferentes tém a

mesma forma (Peters et al., 1991), um principio que parece se aplicar ao sistema nervoso entérico
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(Brehmer et al., 1999a, Furness et al., 2004b). Motoneuronios nos cornos ventrais da medula
espinhal, células de Purkinje cerebelares, células piramidais no cortex cerebral, células
ganglionares da retina e células ganlionares da raiz dorsal sdo exemplos de neurénios que t€ém as
mesmas formas e as mesmas fungdes em diferentes espécies (Furness, 2006). Justifica-se, portanto,
o uso da morfologia como primeiro indicador da equivaléncia de neurdnios em diferentes espécies.

A primeira e mais resistente classificagdo morfolégica de neuronios entéricos foi realizada
por Dogiel no final do século 19. Este autor descreveu neurénios nos plexos mioentérico e
submucoso do intestino de seres humanos, cobaia, hamster, coelho, camundongo, caes e gatos
(Dogiel, 1895; Dogiel, 1899). Nao obstante, a maior parte de suas ilustragdes sdo provenientes da
analise de amostras de cobaia e seres humanos. As principais classes de neuronios descritos por
este autor sdo denominadas como Dogiel tipo I, II e IIL

Dogiel descreveu a forma do neurdnio tipo I como aplainado, ligeiramente alongado e com
aspecto angular quando visto em preparagdes de delaminacdo. Os corpos celulares possuem cerca
de 13-35um de largura por 9-22um de comprimento. Estas células possuem cerca de 4 a 20
dendritos que, na maior parte dos casos, se estendem por pequenas distincias (Figura 3) (Dogiel,
1899). Os axoOnios destes neurdnios partem dos ganglios miontéricos em dire¢do a muscularis
propria. Esta descrigdo ¢ correta para alguns neuronios tipo I, mas nem todos se encaixam nesse
perfil (Lawrentjew, 1929). Modernas técnicas imuno-histoquimicas t€ém revelado que neurdnios
tipo I ndo pertencem a uma unica classe funcional, sendo alguns classificados como motoneurdnios

inibidores e excitatorios e alguns como interneurdnios (Costa & Furness, 1982; Furness et al.,

1989).
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Figura 3: Exemplos de neurdnios Dogiel tipo 1.
Os neurénios A, C, E, F, e H sdo provenientes
do plexo mioentérico do intestino delgado de
cobaia, os neurbénios D e G s@o do plexo
mioentérico do intestino delgado humano e
neurdnio B do intestino delgado de cao.

Adaptado de Dogiel (Dogiel, 1899).

Os neuronios Dogiel tipo II sdo os mais proeminentes nos ganglios dos plexos mioentérico
e submucoso do intestino delgado e colon, embora sejam raros no estdbmago. Estes apresentam
grande corpo celular e formato de redondo a oval. Neurdnios Dogiel tipo II foram descritos como
possuindo 3-10 dendritos e um axonio. Analises utilizando imagens de alta resolucdo demostraram
que a superficie destes sdo irregulares, medindo 13-22pm de largura por 22-47um de comprimento
(Figura 4). Uma caracteristica dos neuronios Dogiel tipo II revelada pelo uso da microscopia
eletronica foi que eles contém grande quantidade de mitocondrias e lisossomos. Devido as suas
caracteristicas morfologicas e ultraestruturais, eles podem ser distinguidos de outros neurdnios,
mesmo sem o uso de métodos imuno-histoquimicos (Pompolo & Furness, 1988). Dogiel
mencionou que alguns processos dendriticos se projetavam dos corpos neuronais da regido
submucosa para a regido da mucosa. Neste trabalho foi utilizada a técnica de delaminag¢do, sendo
o tecido analisado em camadas individuais. Por esta razdo este autor ndo teve oportunidade de
observar projegdes de neurdnios mioentéricos em dire¢do a mucosa. Neurdnios Dogiel tipo II
presentes no plexo mioentérico também apresentam projecdes para a mucosa em todas as espécies
onde essas projecdes foram investigadas (Brehmer et al., 1999b; Furness et al., 2004b; Furness et
al., 1990b; Hens et al., 2000).

Na verdade ¢ provavel que todos os neurdnios Dogiel tipo II exibam projeg¢des para a
mucosa, embora isto tenha sido confirmado apenas no intestino de cobaia (Song ef al., 1994). Os

processos neuronais direcionados para a mucosa fornecem inervacao colateral para os neuronios
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da submucosa, promovendo uma via de comunicagdo entre os plexos nervosos entéricos (Furness

et al., 1990b).

Figura 4: Exemplos de neurdnios Dogiel tipo II. Os
neurdnios A e B sdo do plexo mioentérico do intestino
delgado de cobaia, neurdnio C do plexo mioentérico
humano, ¢ D do intestino grosso de cobaia. Adaptado

de Dogiel (Dogiel, 1899).

Os neurodnios tipo III foram descritos por Dogiel como possuindo de 2 a 10 processos
dendriticos. Morfologicamente, estes dendritos sdo delgados e relativamente curtos comparados
aos encontrados nos neurdnios Dogiel tipo II. Os axdnios dos neurdnios Dogiel tipo III se
assemelham aos dendritos e dificilmente suas terminacdes sdo identificadas (Figura 5). Mesmo
com as ferramentas de pesquisa disponiveis, o reconhecimento destes neurdnios ¢ muito dificil.
Uma das caracteristicas mais marcantes deste tipo neuronal ¢ a grande presenca de filamentos
intracelulares no corpo e nos prolongamentos dos mesmos (Lomax et al., 1999; Portbury et al.,

1995)
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Figura 5: Exemplos de neurdnios
Dogiel tipo III. Ambos neurdnios sdo
do plexo mioentérico do intestino
delgado de cobaia. Adaptado de Dogiel
(Dogiel, 1899).

Estudos imuno-histoquimicos extensivos demonstram que cada neuronio entérico contém
varias substincias cuja quimica e farmacologia sdo consistentes com a composi¢do de
neurotransmissores. Além disso, a analise farmacoldgica da transmissao revelou numerosos casos
em que os neurdnios entéricos liberam mais de um transmissor. Todo este conhecimento sé foi
possivel com o desenvolvimento da técnica de fluorescéncia por Falck (Falck, 1962). A partir desta
evolucdo foram observadas as caracteristicas neuroquimicas de neurdnios e identificados os
neuropeptideos que sdo substancia que estariam presentes em grupos especificos de neuronios
(Norberg, 1964). Principalmente apds a década de 80 e a evolugdo da imuno-histoquimica, se
identificou a coexisténcia de neuropeptideos nos mesmos grupos neuronais, tanto no SNC como
no SNE, abrindo uma nova era de estudos para codificacdo neuroquimica de neurénios (Hokfelt et
al., 1984; Hokfelt et al., 1980; Schultzberg et al., 1980). Entre os neuromoduladores identificados
nos neurdnios entéricos temos a acetilcolina, que passou a ser reconhecida através de uma enzima
neuronal responsavel por sua sintese, denominada colina acetiltransferase (ChAT) (Furness et al.,
1983), como também a somatostatina (Hokfelt ef al., 1975), a colecistoquinina (CCK), o peptideo
relacionado a gastrina (GRP), o neuropeptideo Y (NPY), a substancia P (SP), o peptideo intestinal
vasoativo (VIP) e a serotonina (5-HT), dentre outros transmissores (Costa & Furness, 1982;
Furness et al., 1980; Schultzberg et al., 1980; Sundler et al., 1980).

Essencialmente, todos os tipos funcionais de neuronios entéricos foram caracterizados por
suas formas, propriedades celulares neuroquimicas e fisioldgicas na cobaia (Lomax & Furness,
2000; Timmermans et al., 1997), em seus ortélogos em humanos e em varias outras espécies
(Furness, 2006), porem no SNE humano essa caracterizagdo ainda ndo foi realizada de forma

conclusiva. Existem 15 tipos de neurdnios no intestino delgado, um pouco mais no célon e um
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pouco menos no estomago e eséfago (Michel et al., 2000). Os neuroénios podem ser agrupados em
quatro classes funcionais, neuronios aferentes primarios intrinsecos (IPANSs), interneurdnios,
neurdnios motores € neurdnios inestinofugais.

Neuronios motores excitatorios e inibitérios inervam o musculo liso longitudinal e circular
e a muscularis mucosae ao longo do trato digestivo. Geralmente sdo neurdnios uniaxonais. Os
principais transmissores dos neurdnios excitatdrios sdo a acetilcolina (ACh) e as taquicininas (TK).
Os neuronios inibitérios t€m varios transmissores, incluindo 6xido nitrico (NO), peptideo intestinal
vasoativo (VIP) e adenosina trifosfato (ATP), que sdo liberados por cada neurénio. Os papéis
relativos dos vérios transmissores inibidores variam entre regides e espécies (Bian et al., 2000;
Furness et al., 1995; Johnson et al., 1999; Lepard & Galligan, 1999).

A muscularis propria € inervada principalmente por neurdnios encontrados no plexo
mioentérico, e secundariamente, por neurdnios do plexo submucoso. Na maior parte das espécies,
os neurdnios motores sdo morfologicamente classificados como Dogiel tipo I (Costa et al., 1996;
Furness et al., 1994; Nurgali ef al., 2004; Timmermans ef al., 1993).

Os interneurdnios formam uma rede de neurdnios semelhantes que funcionam tanto por via
oral quanto anal conectando IPANs e neurdnios motores (Portbury ef al., 1995; Young & Furness,
1995), no entanto, mais do que outras classes neuronais, eles podem variar entre as regides, por
exemplo interneurdnios localizados no colon sio bastante diferentes daquele encontrados no ileo
terminal, o que ndo ocorre com seus [IPANs. No intestino delgado da cobaia, ocorrem trés classes
de interneuronios descendentes e uma classe de interneuronios ascendentes. Estudos detalhados de
conexoes sinapticas indicam que as cadeias formadas por dois dos tipos de interneurdnios
descendentes se interconectam (Mann et al., 1997). Os interneurdnios ascendentes parecem estar
envolvidos em reflexos de motilidade local, assim como dois tipos de neurdnios colinérgicos
descendentes, aqueles que contém NOS e aqueles que contém 5-HT. Outro tipo de interneurdnio
descendente, o interneur6nio ACh/SOM, pode estar ligado a passagem dos complexos mioelétricos
migratorios ao longo do intestino. Estes sdo neur6nios Dogiel tipo III com numerosos dendritos
filamentosos ramificados e afilados (Portbury ef al., 1995).

As vias reflexas intrinsecas que estdo envolvidas no controle das fungdes fisioldgicas do
intestino delgado e do colon, ou seja, movimento intestinal, fluxo sanguineo e secre¢do, sio
ativadas por meio de neurdnios aferentes que respondem a varios estimulos, como distensao,

quimica luminal, e estimulacdo mecéanica da mucosa (Furness, 2006). Estes se conectam a outros
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neurdnios aferentes, a interneurénios € a motoneurdnios em ambos plexos nervosos (Dogiel, 1899;
Gershon & Kirchgessner, 1991). Desta forma esta classe neuronal pode desempenhar papel de
interneurdnio (quando recebe sinapses de outros neuronios) ou neuronio motor (quando causa, por
exemplo, vasodilatagdo por meio de liberacdo de neurotransmissores no epitélio da mucosa)
(Holzer et al., 1991; Lewis, 1927). Cervero (Cervero, 1994) forneceu um valioso resumo das
diferengas conceituais entre a inervagao aferente de tecidos e 6rgaos e suas inervagdes sensoriais.
Como ele aponta, a ativacdo de receptores viscerais (como quimiorreceptores arteriais, receptores
de estiramento no pulmao e osmorrecptores no figado) ndo evoca sensagao e, portanto, o termo
aferente ¢ mais apropriado para designar os neurdnios que carregam essa informacao. Neste sentido
os autores Kirchgessner e Gershon (Kirchgessner & Gershon, 1998) tiveram o cuidado de chama-
los de neurdnios aferentes primarios intrinsecos (IPANs), uma mudanga na nomenclatura que foi
seguida por outros autores, entre eles Furness (Furness ef al., 1998). Assim, quando os IPANs sdo
referidos como sensoriais, deve-se lembrar que eles na verdade ndo transmitem nenhuma sensagao
a partir do intestino, mas sim recolhem informagdes sobre o estado fisico do tecido que eles inervam
e o ambiente quimico, e transmitem essa informacao para um circuito neuronal integrado, através
do qual o estado funcional dos 6rgdos possa ser modificado. Morfologicamente, em sua maior
parte, eles podem ser classificados como Dogiel tipo II (Furness, 2006).

Sharkey & Mawe (Sharkey & Mawe, 2002) identificaram que processos inflamatorios ou
exposicao prolongada as prostaglandinas (Manning et al., 2002; Palmer et al., 1998), poderiam
alterar a funcionalidade dos IPANSs.

Estudos utilizando amostras de tecido humano tentam ha algum tempo decifrar as
propriedades neuroquimicas dos neurdnios entéricos, mas a maior parte destes estudos ndo
apresentou resultados consistentes. Dentre os trabalhos que eficientemente estabeleceram
correlagdes entre a neuroquimica, a morfologia e a fisiologia neuronal, destacamos os realizados
por Axel Brehmer. Em 2004, Brehmer e sua equipe (Brehmer et al., 2004a) realizaram a descri¢ao
morfoldgica de neurdnios intestinais através do uso de marcadores para neurofilamentos neuronais
(NF) e sua relacdo com os padroes de lipofuscina encontrados em neurdnios de individuos de
diferentes faixas etarias. Neste mesmo ano foi realizada a caracterizacdo imuno-histoquimica de
IPANSs no intestino delgado (Brehmer et al., 2004b). Em 2005, este autor descreveu a morfologia
de neurdnios do plexo mioentérico imunorreativos a encefalina (ENK) (Brehmer et al., 2005a),

VIP e NOS (Brehmer et al., 2005b).
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Estes trabalhos revelaram que a complexidade neuroquimica do SNE humano ¢ maior do
que se imaginava. Esta descoberta reporta a necessidade da realiza¢do de mais estudos que visem
a caracterizagdo destes neurdnios, principalmente em individuos que ndo apresentem alteragoes
patologicas no trato gastrintestinal, o que segundo Camilleri (Camilleri, 2001) alteraria o perfil
neuroquimico destes neurdnios. Assim sendo, este trabalho tem o objetivo de contribuir para o
entendimento da caracterizacdo neuroquimica e de neurdnios Dogiel tipo Il do SNE provenientes
de amostras do coélon de pacientes nao portadores de patologias intestinais. A partir de resultados
obtidos por outros autores este estudo procura auxiliar na elucidacdo de questdes relacionadas a

codificacao neuroquimica dos neurdnios entéricos Dogiel tipo II.
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JUSTIFICATIVA

O SNE possui trés elementos neuronais responsaveis pela coordenagao das fungdes do trato
gastrintestinal. Estes sdo os neuronios aferentes primdrios intrinsecos (IPANs), as vérias classes de
interneurdnios e neurénios motores. Estas e outras informagdes sobre os neuronios entéricos sao
baseadas, principalmente, em investigacdes em cobaia, até hoje o0 modelo animal mais estudado
nessa area. Sabe-se que a divisdo dos neurdnios entéricos em trés classes funcionais ¢ valida para
todas as espécies e que populacdes homologas de neurdnios possuem papéis correspondentes
dentro de seus respectivos circuitos entéricos (Gershon et al., 1994).

A forma mais eficiente para identificagdo de neurdnios entéricos € através do seu codigo
neuroquimico (Furness & Costa, 1980). Apesar desta classificacdo neuroquimica ter sido realizada
de forma eficiente em modelos experimentais, os estudos em humanos apresentaram resultados
consistentes somente a partir de 1990, quando comegou-se a estabelecer uma inter-relagao entre a
morfologia, funcdo e caracteristica neuroquimica de neurdnios entéricos humanos.

Camilleri e sua equipe (Camilleri et al., 2001) demonstraram que neurdnios entéricos
provenientes de amostras humanas, cujo trato gastrintestinal encontrava-se sob condigdes
patologicas, apresentavam alteragdes em sua codificagdo quimica. Desta forma, destaca-se a
importancia de caracterizar os neur6nios quanto aos aspectos neuroquimicos e morfologicos em
amostras de tecidos provenientes de individuos ndo portadores de patologias intestinais. Temos
interesse particular nos neurdnios Dogiel tipo II pela sua ampla distribuicdo no célon e pela
facilidade de caracterizagdo morfologica. Walters e sua equipe (Walters et al., 1993) trabalhando
em amostras do trato gastrintestinal humano sugeriram que tanto o anticorpo anti-calretinina quanto
o anti-calbindina poderiam ser empregados para o reconhecimento de subpopulacdes neuronais,
identificando neurdnios Dogiel tipo II no intestino. Brehmer e sua equipe (Brehmer ef al., 2004b)
sugerem que o anticorpo anti-calretinina seria o mais adequado para identificagdo destes neuronios,
enquanto Furness e sua equipe sugerem o anticorpo anti-calbindina (Furness et al., 2004a).

Este trabalho tem como objetivo, através de marcadores imuno-histoquimicos, avaliar o
melhor marcador para neurdnios Dogiel tipo II e, em seguida utilizd-lo para identificar a co-

expressdao de neuromoduladores nesta classe de neurdnios entéricos.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar o melhor marcador de neurénios entéricos Dogiel tipo II e realizar uma caracterizagao

neuroquimica desta classe de neurénios no SNE do c6lon humano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar através de imuno-histoquimica de dupla marcacao calretinina/calbindina qual anticorpo ¢

o melhor marcador de neurénios Dogiel tipo II do c6lon humano;

Utilizar o anticorpo eleito como melhor marcador de neurénios Dogiel tipo II para identificar co-

expressao dos neuromoduladores NOS, cChAT, VIP.
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MATERIAL E METODOS

Pacientes e amostras de tecidos

Neste estudo foram utilizadas amostras de colon provenientes de necropsia de seis pacientes
com idade entre 27 a 69 anos. Todos os pacientes envolvidos neste estudo tiveram a causa mortis
ndo relacionada a patologias gastrintestinais (3 infartos cardiacos, 2 acidentes automobilisticos e 1
acidente vascular cerebral). Todas as amostras adquiridas tiveram o consentimento da familia e o
seu uso foi aprovado pelo Comité de Etica Humana do Royal Melbourne Hospital ¢ da
Universidade de Melbourne. Os tecidos foram coletados e fixados em solugdo de Zamboni (2%
formol, 0.2% écido picrico em 0.1 M tampao fosfato pH 7.0) por 24h a 4°C. Em seguida as amostras
passaram por banhos consecutivos (4 x 10 min) de dimetilsulfoxido (DMSO) seguidos de banhos
em PBS (3 x 10 min). Ap6s a fixacdo as amostras sdo abertas e esticadas em uma placa de petri
com gel e fatiadas em pequenos cortes que foram posteriormente armazenados em solugdo de

estoque (PBS, 30% glicose e 0.1% azida sodica) a 4°C.
Investigacao imuno-histoquimica

Parte das amostras foram transferidas para um recipiente contendo uma mistura de 50%
PBS, 30% glicose, 0.1% azida sodica e 50% de OCT (Tissue Tek, Elkhart, IN, USA) por um
periodo de 24h antes de serem incluidas em OCT a 100%. Sec¢des de 12um de espessura foram
feitas com o auxilio de um criostato Leica e permaneceram cerca de 1h a temperatura ambiente
para secarem. Os fragmentos foram incubados com solu¢do de soro de cavalo a 10% e triton X-
100 a 1% por 30 minutos. A incubagdo com os anticorpos primdrios foi realizada por 24h a 4°C. A
dupla marcacgao foi realizada utilizando a combinacdo de anticorpos descritos na Tabela 1. Apds a
incubagdo com anticorpos primarios, as amostras passaram por banhos de PBS (3 x 10 min) e entao
incubadas por 1h a temperatura ambiente com os respectivos anticorpos secundarios (Tabela 2).
As amostras foram novamente submetidas a banhos de PBS (3 x 10 min) e montadas em meio
Dako para amostras fluorescentes (DAKO, California, USA).

ApoOs a caracterizagdo morfoldgica, os neuronios Dogiel tipo I e tipo III foram excluidos

deste estudo, pois este trabalho tem como objetivo somente a caracterizagao do tipo II (Figura 6).
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Tabela 1: Relag@o de anticorpos primarios utilizados para o estudo de imunofluorescéncia

ESPECIFICIDADE TIPO ORIGEM DILUICAO
Goat anti-calretinina Policlonal Zymed Lab., USA 1:1000
Mouse anti-calbindina Policlonal Dako, USA 1:1000
Rabbit anti-NOS Policlonsal Zymed Lab., USA 1:400
Rabbit anti-VIP Monoclonal Peninsula Lab., UK 1:400
Rabbit anti-cChAT Policlonal Dako, USA 1:200

Tabela 2: Relago de anticorpos secundarios utilizados para o estudo de imunoflurescéncia

ESPECIFICIDADE ORIGEM DILUICAO

ALEXA Fluor 594 donkey anti-goat A-21202; Mobitec, Germany 1:1000
ALEXA Fluor 647 donkey anti-rabbit A-21447; Mobitec, Germany 1:1000
ALEXA Fluor 647 donkey anti-mouse A-21432; Mobitec, Germany 1:1000

Aquisicdo e processamento de imagens

Para aquisi¢do e andlise de imagens foi utilizado microscopio confocal Bio-Rad MRC 1024
acoplado com Nikon diaphot 300 equipado com laser Krypton-argon (American Laser, Salt Lake
City, USA). Imagens provenientes das amostras foram obtidas em duas diferentes ondas de
excitagoes. Os filtros de excitagdo foram de 594 nm (ALEXA Fluor 594) e de 647 nm (ALEXA
Fluor 647). Com auxilio de objetiva de 40x, aproximadamente 10 ganglios em cada plexo nervoso
para cada amostra foram avaliados.

A imunorreatividade dos neurdnios presentes nas amostras foi avaliada com o auxilio dos
programas Confocal Assistant 4.02, Adobe Photoshop 6.0 ¢ Corel Draw 11. Cada reacao de dupla

marcagdo foi realizada em todas as amostras em um Unico experimento.

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada a partir do teste ndo paramétrico ANOVA one-way. O
nivel de significancia definido foi de p<0,05 e todas as andlises foram realizadas utilizando o

Software GraphPad Prism 3.0 (San Diego, CA) (ZAR, 1999).
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RESULTADOS

Relacdo entre neurdnios Dogiel tipo Il calretinina-IR e calbindina-IR no célon humano

Avaliou-se a expressdo de calretinina e calbindina em ganglios nervosos dos plexos
mioentérico e plexo submucoso do cdlon de individuos ndo portadores de doengas intestinais.
Aproximadamente 10 ganglios em cada plexo nervoso para cada amostra foram analisados (Tabela
3). Ambos anticorpos sdo imunorreativos para neurdnios Dogiel tipo I e tipo II, e poucas vezes
para o tipo III. Apos a caracterizagdo morfologica, os neurdnios Dogiel tipo I e tipo III foram
excluidos desta investigagdo, pois este trabalho tem como objetivo somente a caracterizagdo do
tipo II (Figura 6). Como o objetivo deste estudo € realizar uma caracteriza¢ao neuronal, os plexos
mioentérico ¢ submucoso foram avaliados individualmente, o que no final desta avaliagdo nos
permitird uma visdo geral da organizagdo dos plexos entéricos do colon.

Para verificar a correlagdo entre as duas proteinas avaliadas, os neurénios Dogiel tipo II
foram classificados de acordo com a expressdo das mesmas em: calr+/calb-, calr-/calb+ e
calr+/calb+. A andlise dos resultados no plexo mioentérico revelou que aproximadamente 55% dos
neurdnios sao calr+/calb-, 35% calr-/calb+ e 20% calb+ /calb+ (Grafico 1). Esses dados
demonstram que cerca de 75% dos neuronios analisados sdo calretinina-IR, enquanto 55% sao
calbindina-IR. No plexo submucoso observou-se 51% dos neurénios calr+/calb-, 47% calr-/calb+
e 12% calr+/calb+, revelando que 63% dos neurdnios sdo calretinina-IR enquanto 59% sao
calbindina-IR (Gréfico 2).

Apesar de nao se observar diferencgas estatisticas significantes entre a expressdao dos dois
anticorpos nos neuronios Dogiel tipo II analisados em ambos plexos entéricos, decidiu-se por
continuar o estudo utilizando o anticorpo anti-calretinina devido ao maior nimero de neuronios
identificados por este marcador e por apresentar um padrdo de marcagdo neuronal mais eficiente

(Figura 7).
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Tabela 3: Numero absoluto de neurdnios Dogiel tipo II nos plexos submucoso e plexo mioentérico do colon

humano.

Paciente/Regido Plexo submucoso Plexo miontérico Total
1 42 44 86
2 35 47 82
3 46 51 97
4 41 49 90
5 52 54 106
6 46 37 83

Dogiel tipo

-

Dogiel tipo |l

Figura 6: Diferencas morfologicas entre neurdnios Dogiel tipo I e tipo II no c6lon humano. Neurdnios Dogiel tipo I

corpo neuronal irregular e grande quantidade de dendritos. Neuronios Dogiel tipo I apresentam corpo neuronal regular

e arredondado, além de poucos dendritos. Sec¢ao submetida & reagdo de imuno-histoquimica com anticorpo anti-

calretinina. Objetiva de 40x. Imagem gentilmente cedida pela aluna Rachel Gwynne (p6s-doutoranda da Universidade

de Melbourne).
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Grafico 1: Porcentagem de neurdnios Dogiel tipo II calretinina-IR e calbindina-IR no plexo mioentérico do célon
humano. Apesar de ndo haver diferenga estatistica relevante entre os grupos analisados, o numero absoluto de
neurodnios calretinina-IR foi maior que o de neurdnios calbindina-IR. **: diferenga estatistica entre o primeiro e o

terceiro grupo (p<0,05).

100
90
80
70 =
60
% 50
40
30
20

10

B calr+/calb- M calr-/calb+ [ calr+/calb+

Grifico 2: Porcentagem de neurdnios Dogiel tipo II calretinina-IR e calbindina-IR no plexo submucoso do colon
humano. O numero absoluto de neurdnios calretinina-IR foi maior que o calbindina-IR apesar de ndo haver diferengas
estatisticas entre eles. **: diferenca estatistica entre o primeiro e o terceiro grupo; ***: diferenga estatistica entre o

segundo e o terceiro grupo (p<0,05).
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Figura 7: Dupla marcag@o de neurdnios entéricos com anticorpos anti-calretinina e anti-calbindina no c6lon humano.
A andlise das imagens revelou que o anticorpo anti-calretinina ¢ um marcador neuronal mais eficiente que o anti-

calbindina. Objetiva de 40x.
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Relagdo entre calretinina e neuromoduladores em neurénios Dogiel tipo Il do célon humano

Para caracterizagdo dos neuromoduladores nos neurdnios entéricos do colon humano
utilizou-se dupla marca¢do com calretinina e os neurotransmissores NO (NOS), ACh (cChAT) e

VIP.

Relacdo entre a expressdo de calretinina e NOS em neurdnios Dogiel tipo Il do célon humano

Para a avaliacdo da relag@o entre calretinina e NOS os neurdnios foram classificados em
trés grupos: calr+/NOS-, calr-/NOS+ e calr+/NOS+. A andlise dos dados de neurdnios Dogiel tipo
IT do plexo mioentérico revelou que 57% dos neurdnios expressaram somente calretinina e 43%
expressaram somente NOS. Nao foram observados neuronios positivos para ambos marcadores
(Grafico 3). Este resultado demonstrou que nao ha co-expressdo entre calretinina ¢ NOS em
neurdnios Dogiel tipo II do plexo mioentérico no c6lon humano (Figura 8).

A avaliagdo dos neurdnios Dogiel tipo II no plexo submucoso, entretanto, revelou que 47%
dos neurdnios expressaram somente calretinina, 40% expressaram somente NOS e 13%
expressaram ambos marcadores (Grafico 4). A andlise destes resultados demonstra que ocorre
dupla marcagdo usando calretinina e NOS no plexo no plexo submucoso, ao contrario do plexo

mioentérico.
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Grifico 3: Porcentagem de neur6nios Dogiel tipo II calretinina-IR e NOS-IR no plexo mioentérico do c6lon humano.
Nao foram observados neurdnios Dogiel tipo II que fossem ao mesmo tempo calretinina-IR e NOS-IR. **: diferenga

estatistica entre o primeiro e o terceiro grupo; ***: diferenca estatistica entre o segundo e o terceiro grupo (p<0,05).
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Grifico 4: Porcentagem de neurdnios Dogiel tipo II calretinina-IR e NOS-IR no plexo submucoso do c6lon humano.
Ao contrario do plexo mioentérico, no plexo submucoso encontramos neurénios Dogiel tipo II que expressem tanto
calretinina quanto NOS. **: diferenca estatistica entre o primeiro e o terceiro grupo; ***: diferenga estatistica entre o

segundo e o terceiro grupo (p<0,05).
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Figura 8: Dupla marcagdo de neurdnios entéricos com anticorpos anti-calretinina e anti-NOS no célon humano. A
analise das imagens revelou que ndo existe correlagdo entre a expressdo de calretinina e NOS em neurénios Dogiel
tipo II do plexo mioentérico. Entretanto podemos observar essa relagdo no plexo submucoso, apesar de pequena.

Objetiva de 40x.
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Relagdo entre a expressao de calretinina e cChAT em neuronios Dogiel tipo Il do célon humano

Foi realizada a avaliagdo sobre a relagdo entre calretinina e cChAT em neurdnios Dogiel
tipo II do célon humano. Os neurdnios analisados foram classificados em trés grupos:
calr+/cChAT-, calr-/cChAT+ e calr+/cChAT+. A analise dos dados no plexo mioentérico revelou
que nenhum dos neurdnios expressou somente calretinina, 27% expressaram somente cChAT e a
grande maioria (73%) expressou ambos os marcadores (Grafico 5). No plexo submucoso
obtivemos resultado semelhante ao encontrado do plexo mioentérico: nenhum dos neuronios
analisados expressou somente calretinina, 18% expressaram somente cChAT e 82% expressaram
ambos marcadores (Grafico 6). Estes resultados sugerem que em ambos plexos nervosos do coélon,
todos neurdnios que expressem calretinina expressaram cChAT simultaneamente, embora nem

todos neurdnios cChAT-IR possuem calretinina (Figura 9).
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Grifico 5: Porcentagem de neurénios Dogiel tipo II calretinina-IR e cChAT-IR no plexo mioentérico do célon
humano. A analise dos dados demonstrou que todos os neurdnios calretinina-IR sdo também cChAT-IR, embora nem
todos neurdonios cChAT-IR expressem calretinina. *: diferenga estatistica entre o primeiro e o segundo grupo; **:
diferenca estatistica entre o primeiro e o terceiro grupo; ***: diferenga estatistica entre o segundo e o terceiro grupo

(p<0,05).
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Grafico 6: Porcentagem de neurdnios Dogiel tipo II calretinina-IR e cChAT-IR no plexo submucoso do c6lon humano.
Assim como no plexo mioentérico, a analise dos dados demonstrou que todos os neur6nios calretinina-IR sdo também
cChAT-IR, embora nem todos neurdnios cChAT-IR expressem calretinina *: diferenga estatistica entre o primeiro e o
segundo grupo; **: diferenca estatistica entre o primeiro e o terceiro grupo; ***: diferenca estatistica entre o segundo

e o terceiro grupo (p<0,05).
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Figura 9: Dupla marcagdo de neurdnios entéricos com anticorpos anti-calretinina e anti-cChAT no célon humano. A
analise das imagens revelou que todos os neurdnios calretinina-IR sdo também cChAT-IR, embora nem todos

neurdnios cChAT-IR expressem calretinina. Objetiva de 40x.
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Relagdo entre a expressao de calretinina e VIP em neurdnios Dogiel tipo Il do célon humano

Avaliou-se a relagdo entre a expressao de calretinina e VIP nos neurénios Dogiel tipo I do
plexo mioentérico e plexo submucoso do coélon humano. Os neurdnios estudados foram
classificados em trés grupos: calr+/VIP-, calr-/VIP+ e calr+/VIP+. A anélise dos dados no plexo
mioentérico revelou que 15% dos neurdnios expressaram somente calretinina, 32% expressaram
somente VIP e 52% expressaram ambos marcadores (Grafico 7). No plexo submucoso 8% dos
neurdnios expressaram somente calretinina, 52% expressaram somente VIP e 40% expressaram
ambos marcadores (Grafico 8). Este resultado demonstrou que a maior parte dos neurdnios Dogiel
tipo II calretinina-IR sdo também VIP-IR. Entretanto € possivel observar neurdnios que expressem

somente um destes marcadores (Figura 10).
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Grifico 7: Porcentagem de neurdnios Dogiel tipo II imunorreativos a calretinina e a VIP no plexo mioentérico do
c6lon humano. A analise dos dados demonstrou que a maior parte dos neurdnios calretinina-IR sdo também VIP-IR,
embora possamos observar neurdnios que expressem somente calretinina e neurénios que expressem somente VIP. *:
diferenga estatistica entre o primeiro e o segundo grupo; **: diferenga estatistica entre o primeiro e o terceiro grupo

(p<0,05).
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Grifico 8: Porcentagem de neurdnios Dogiel tipo II imunorreativos a calretinina e a VIP no plexo submucoso do célon
humano. A analise dos dados demonstrou que a maior parte dos neurdnios calretinina-IR sdo também VIP-IR, embora
possamos observar neurdnios que expressem somente calretinina e neurénios que expressem somente VIP. *: diferenga

estatistica entre o primeiro e o segundo grupo; **: diferenca estatistica entre o primeiro e o terceiro grupo (p<0,05).
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Figura 10: Dupla marcagdo de neurdnios entéricos com anticorpos anti-calretinina e anti-VIP no c6lon humano. A
analise das imagens revelou que a maior parte dos neurdnios calretinina-IR sdo VIP-IR. Entretanto podemos observar

neurdnios que sdo somente calretinina-IR ¢ VIP-IR (p<0.05). Objetiva de 40x.
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DISCUSSAO

O trato gastrintestinal (TGI) ¢ o Unico 6rgdo interno com seu proprio sistema nervoso,
conhecido como sistema nervoso entérico, que estd presente inteiramente dentro da parede
intestinal e pode funcionar de forma totalmente independente do sistema nervoso central. O que ¢
particularmente tnico no SNE e no TGI em comparagao com todos os outros 6rgaos ¢ que ele ¢
capaz de responder a estimulos sensoriais in vitro (sem o envolvimento de aferentes extrinsecos) e
pode gerar padrdoes motores neurogénicos complexos, mesmo quando isolados do animal (Furness,
1998). As vezes é esquecido, mas o SNE ¢ uma divisdo inteira do sistema nervoso auténomo e
desenvolveu todos os circuitos neurais necessarios para responder nao apenas a estimulos
sensoriais, mas também desencadear vias neurais polissinapticas polarizadas que levam a contragao
muscular oral e relaxamento anal decorrentes de estimulos fisioldgicos. A ativagdo de circuitos
neurais entéricos, apos estimulacao local in vitro, ¢ suficiente para impulsionar o contetdo ingerido
ao longo do intestino isolado (Furness, 2006).

Houve alguns avangos importantes para a compreensao dos neurdnios do SNE nos ultimos
anos. Sabe-se que esses neuronios desempenham um papel importante na secregao de eletrdlitos e
agua. Desde que os autores Kirchgessner e Gershon (Kirchgessner & Gershon, 1998) propuseram
a terminologia “neurdnio aferente primario intrinseco” para representar os neuréonios mioentéricos
Dogiel tipo II, que respondiam diretamente a estimulos mecanicos e/ou quimiossensiveis, sem
transmissao sinaptica (Furness, 2000), esta nova nomenclatura passou a ser utilizada por diversos
autores, entre eles, Furness (Furness et al., 1998).

Em contraste com a cobaia, o0 modelo animal mais comumente usado na neurociéncia
entérica (Costa et al. 1996; Furness, 2006), o padrao de distribuigdo de calretinina em diferentes
tipos de neurdnios entéricos humanos € pouco conhecido (Brehmer, 2006), porém Brehmer e
colaboradores (Brehmer ef al., 2004b) sugerem que o anticorpo anti-calretinina seria o mais
adequado para identificagdo dos neurdnios Dogiel tipo II, enquanto Furness e sua equipe sugerem
o0 anticorpo anti-calbindina (Furness et al., 2004a).

Este trabalho revelou que dentre as proteinas ligantes de célcio ja caracterizadas no SNE, a
calretinina se mostrou mais eficiente que a calbindina tanto no plexo submucoso quanto no plexo
mioentérico. Desta forma a calretinina foi usada como base para as outras comarcagdes, embora

ndo houvesse uma diferenca estatisticamente relevante entre elas. Apos a andlise das imagens
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verificou-se que além do numero absoluto de neurdnios calretinina imunorreativos ser maior que
os calbindina imunorreativos, o padrao de marcagdo da calretinina ¢ mais facil de ser visibilizado.

Brehmer (Brehmer, 2007) demonstrou um elo fundamental entre a morfologia e a quimica
para a defini¢do de subpopulagdes de neurdnios mioentéricos humanos utilizando a imuno-
histoquimica para marcag¢do de neurofilamentos. O autor ressaltou que posterior identificagdo
morfologica e quimica de tipos de neurdnios entéricos humanos pela aplicacdo de imuno-
histoquimica para neurofilamentos sera de importancia central para o desenvolvimento de
diagnosticos histopatologicos de doengas intestinais. Uma vez que se determinou que os
neurofilamentos coram apenas subpopulagdes de neurénios mioentéricos humanos (Ganns et al.
20006), outros marcadores estruturais devem ser incluidos em nossas investigagdes morfoquimicas.

J& foi anteriormente demonstrado que a calretinina pode ser co-localizada em neuronios
mioentéricos SP+ no intestino delgado de humanos (Walters ef al., 1993), enquanto a co-
localizagao de SOM e SP foi demonstrada por Accili et al., 1995 e Hens et al, 2001, mas ndo por
Dhatt e Buchan, 1994.

Schuy e colaboradores (Schuy er al. 2011) encontraram uma pequena populacdo de
neurdnios mioentéricos VIP+/NOS- (2%) e uma populagdo substancial de neurénios NOS+/VIP-
(até 40%) no intestino humano.

Neste trabalho foram utilizados os neuromoduladores NOS, cChAT e VIP em conjunto com
a calretinina devido a ampla distribuicao nos neurdnios entéricos e por desempenharem importantes
papeis no SNE de outras espécies (Furness, 2006). A co-expressdo entre calretinina e NOS
demonstrou que os neurénios do plexo mioentérico expressam somente calretinina ou NOS de
forma isolada, e nunca ambos marcadores de forma conjunta. J& no plexo submucoso, revelou-se
que existe uma pequena parcela de neuronios (cerca de 13%) que expressa os dois marcadores.
Assim os resultados desta investiga¢do apontaram que a co-expressao entre calretinina e NOS ndo
¢ ideal para identificagdo neuroquimica dos IPANS.

Recentemente, analisando as camadas submucosa e mucosa do megacdlon chagasico,
Jabari e colaboradores (Jabari et al. 2012) encontraram uma ampla co-localizagdo de calretinina
com peptideo intestinal vasoativo (VIP). No entanto Beuscher e sua equipe (Beuscher et. al., 2013)
demonstraram que a imunorreatividade da calretinina no plexo submucoso nao pode ser equiparada
aquela observada no plexo mioentérico de intestinos humanos. No plexo nervoso submucoso, a

calretinina marca uma populacio de neurénios distinta com o codigo quimico
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CALR+/VIP+/ChAT= e aparéncia multidendritica. Esses neuronios, que inervam principalmente
a mucosa, representam cerca de trés quartos de todos os neuronios submucosos do cdlon e cerca
de um ter¢o de todos os neuronios submucosos do intestino delgado. Em contraste, no plexo
mioentérico, a calretinina € expressa em apenas cerca de um décimo da populagdo de neuronios
mioentéricos e principalmente ndo ¢ co-localizada com VIP.

J4 a andlise da co-expressdo entre calretinina e VIP realizada neste estudo demonstrou que
cerca de metade dos neurdnios com morfologia Dogiel tipo II (52%) apresenta a comarcacao
calretinina e VIP no plexo mioentérico e 40% no plexo submucoso. Este dado sobre a natureza
imuno-histoquimica dos neur6énios no plexo mioentérico e plexo submucoso no célon humano
reflete a especificidade funcional dos neurdnios encontrados em diferentes plexos entéricos.

Avaliando intestinos humanos Beyer e seus colaboradores (Beyer et al., 2013) encontraram
que a maioria dos neurdnios calretinina+ apresenta comarcacdo para cChAT, embora com
intensidade consideravelmente diferente. No intestino grosso, os neurdnios calretinina+/cChAT+
representavam a maior populagdo (76% no plexo subumcoso externo e 57% no plexo submucoso
interno). No intestino delgado eles variavam entre 19% (plexo submucoso interno) e 30% (plexo
submucoso externo). Em uma propor¢ao substancial de neurdnios calretinina+ a comarcao com
cChAT nao pode ser observada (6% e 12% de todos os neuronios). Considerando todos os
neurdnios calrerinina imunorreativos como 100%, a relacdo de neurdénios cChAT+ e cChAT-
variou entre 77,5% e 22,5% no plexo submucoso externo do intestino delgado e 92,7% a 7,3% no
plexo submucoso externo do intestino grosso.

O presente estudo investigou a co-expressao entre calretinina ¢ cChAT em neurdnios
Dogiel tipo II. Os resultados apontaram que no plexo mioentérico a grande maioria dos neuronios
foi positiva para ambos os marcadores (73%), enquanto nenhum apresentou calretinina de forma
isolada (calretinina+/cChAT-) e somente 27% mostrou cChAT isoladamente (calretinina-
/cChAT+). J& no plexo submucoso, o resultado foi semelhante, alcangando 82% de co-expressao
entre esses dois marcadores, o que demonstra que a combinagdo calretinina e cChAT ¢ eficiente
para identificacdo de neuronios Dogiel tipo II tanto no plexo mioentérico quanto no plexo
submucoso.

Ressalta-se que, em contraste com os neurdénios submucosos, 0os neurdnios mioentéricos
calretinina imunorreativos pertencem a pelo menos dois tipos diferentes de neuronios, Dogiel tipo

IT (aferente), e Dogiel tipo I (suposto motor e/ou interneurdnios) (Beuscher et. al., 2013). Dado que
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a caretinina ¢ frequentemente utilizada como um marcador imuno-histoquimico para o diagnostico
histopatologico de neuropatias intestinais humanas, ¢ importante considerar sua distribui¢do
diferencial em pelo menos um tipo de neurénio submucoso e dois tipos de neuronios mioentéricos.

Visando diminuir a heterogeneidade funcional entre as diferentes classes neuronais do
c6lon humano, este trabalho procurou identificar as varias combinagdes de neuropeptideos em um
tipo especifico de neurdnio, o Dogiel tipo II. Porém nao foi possivel encontrar, com os marcadores
utilizados, o codigo quimico que abrangesse 100% desta classe neuronal em ambos os plexos
entéricos. Considera-se a imunorreatividade distinta para subpopulagdes neuronais (Sayegh &
Ritter, 2003) como possivel causa para este desfecho, bem como a variagdo no cédigo quimico
neuronal em decorréncia de condic¢des patoldgicas (Camilleri, 2001; Schneider et al., 2001).

As analises realizadas até 0 momento ndo obtiveram identificagdo neuroquimica unica para
a totalidade dos diferentes tipos de neurdnios entéricos humanos (Beuscher et al., 2013; Beyer et
al., 2013; Brehmer et al., 2004b), porém Brehmer (Brehmer, 2007) descreveu o valor da coloragio
imuno-histoquimica para neurofilamentos, um importante componente do citoesqueleto de
subgrupos de neurdnios, tanto para a identificacdo quanto para a discriminacgdo entre diferentes
tipos de neurdnios, que sao visibilizados por suas arquiteturas, em particular os IPANs
mioentéricos em humanos e porcos.

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho e os achados de Brehmer (Brehmer,
2007), o possivel acréscimo da marcagdo de neurofilamentos em neurdnios Dogiel tipo II como
um terceiro neuropetideo na associagdo entre calretinina e cChAT poderia resultar em maiores

niveis de positividade na identificagdo desta classe neuronal em estudos futuros.
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CONCLUSAO

Conclui-se que, ainda ndo foi possivel definir uma co-localizacdo de neuromarcadores
especifica do tipo padrao para neurdnios Dogiel tipo II, que os diferencie de todos os outros
neurdnios mioentéricos no intestino humano. No entanto, a combinacao entre calretinina ¢ cChAT
¢ uma das mais promissoras ja identificadas por estudos cientificos (73% no plexo mioentérico e
82% no plexo submucoso) do célon humano. Acredita-se que estudos futuros que visem avaliar a
marcagdo neuroquimica dos IPANs e também de outros neurdnios poderdo alcancar maiores niveis
de positividade, ao acrescentar, por exemplo, um terceiro marcador. Esses estudos de identificagao
podem ser importantes nas analises histopatologicas e na otimiza¢do do diagndstico precoce de

diversas patologias que afligem o trato gastrintestinal.
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