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RESUMO

SILVEIRA, M. P. Estudo morfoquantitativo do plexo mioentérico de cées afetados pela
distrofia muscular do Golden Retriever (GRMD). [Morphoquantitative study of the
myenteric plexus of dogs affected by Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD)]. 2013.
114 f. Dissertacdo (Mestre em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2013.

A distrofia muscular do Golden Retriever é uma miopatia hereditaria, recessiva e fatal. Achados
clinicopatoldgicos no trato gastrintestinal desses cdes, como atrofia muscular, megaeséfago,
dilatacdo gastrica sdo relatados, com possiveis alteragdes nos plexos entéricos. Este trabalho
tem como objetivo analisar os neurdnios colinérgicos e nitrérgicos do plexo mioentérico, a
expressao do receptor P2X7 e a morfologia do ileo de cées afetados pela distrofia muscular
comparados aos de cdes ndo afetados. Os tecidos foram preparados por métodos
imunohistoquimicos de marcagdo do Oxido Nitrico Sintase (NOS), Acetilcolina Transferase
(ChAT), do pan-neuronal anti-HUC/D e do receptor P2X7. As analises qualitativas e
quantitativas das contagens das marcaces, das densidades neuronais e da area dos perfis foram
obtidas dos Microscopios de Fluorescéncia, de Confocal de Varredura a Laser, e Microscépio
Eletronico de Transmissdo. Os resultados qualitativos demonstraram que neurénios NOS-ir e
ChAT-ir apresentaram morfologia Dogiel Tipo | com fibras que colocalizam com o receptor
P2X7 e a musculatura intestinal com nucleos picnoticos e maior quantidade de fibras colagenas
no grupo distréfico. Os dados quantitativos demonstraram: a) diminui¢do na area do perfil
neuronal dos neurénios NOS-ir e ChAT-ir no grupo distréfico b) maior densidade de neur6nios
NOS-ir no grupo distréfico. O presente estudo adicionou informacdes sobre o codigo quimico
do plexo mioentérico de cdes que podem facilitar o entendimento de desordens intestinais

nesses animais.

Palavras-chave: Distrofia muscular. Neurdnio entérico. C&o. Imunohistoquimica. ileo.



ABSTRACT

SILVEIRA, M. P. Morphoquantitative study of the myenteric plexus of dogs affected by
Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD). [Estudo morfoquantitativo do plexo
mioentérico de cdes afetados pela distrofia muscular do Golden Retriever (GRMD)]. 2013. 114
f. Dissertacdo (Mestre em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2013.

The Golden Retriever muscular dystrophy is a hereditary myopathy, recessive and fatal.
Clinical and pathological findings in the gastrointestinal tract of these dogs as muscle atrophy,
megaesophagus, and gastric dilatation are reported, with possible changes in the enteric plexus.
This work aims to analyze the cholinergic and nitrergic neurons of myenteric plexus, the P2X7
receptor expression and morphology of the ileum of dogs affected by muscular dystrophy
compared to those of unaffected dogs. Tissues were prepared by immunohistochemical
methods of labeling Nitric Oxide Synthase (NOS), acetylcholine transferase (ChAT), the pan-
neuronal anti-HUC / D and P2X7 receptor. Qualitative and quantitative analyzes of scores of
labeling, density and of neuronal profiles area were obtained from Fluorescence Microscopes,
Confocal Laser Scanning, and Transmission Electron Microscope. The results showed that
NOS-(immunoreactive)ir and ChAT-ir neurons present morphology Dogiel Type I, their fibers
colocalize with the P2X7 receptor and the intestinal muscles present pyknotic nuclei with
increased amount of collagen fibers in the dystrophic group. The quantitative data showed: a)
decrease in the neuronal area profile of NOS-ir and ChAT-ir neurons in the dystrophic group
b) higher density of NOS-ir neurons in the dystrophic group. The present study added
information about the chemical code of the myenteric plexus of dogs that can facilitate the
understanding of intestinal disorders in these animals.

Keywords: Muscular dystrophy. Enteric neuron. Dog. Immunohistochemistry. lleum.
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1 INTRODUCAO

A Distrofia Muscular de Duchene (DMD) é uma miopatia letal em humanos, ligada ao
cromossomo X e caracterizada por atrofia e fraqueza progressiva da musculatura (MOSER,
1984). Mutagdes genéticas resultam na perda de uma proteina do citoesqueleto, a distrofina,
presente na musculatura esquelética, cardiaca e lisa (BYERS, 1991) e verificada também, em
menor quantidade, no sistema nervoso central (SNC).

A deficiéncia de distrofina leva a um defeito no complexo distrofina-glicoproteina no
sarcolema, causando degeneracdo progressiva da musculatura. O musculo deficiente, exibe
necrose das fibras com invasdo de células inflamatdrias, seguido por tentativas de regeneracao
muscular. Nesse processo, a musculatura € substituida por tecido fibroso e gordura
(HOFFMAN et al., 1987). Enquanto a perda muscular é proeminente, 0 SNC também ¢ afetado
nessa enfermidade, e um terco dos pacientes manifestam sinais neuropsicolégicos (COHEN et
al., 1968), e em alguns casos apresentam quadros compativeis com retardo mental (COHEN et
al., 1968; ANDERSON et al., 2002).

Avancos recentes na area de biologia molecular identificaram camundongos, cées e
gatos como modelos para a DMD (NAKAMURA; TAKEDA, 2011). Estudos que englobam a
terapia génica (SUGITA; TAKEDA, 2010), terapia celular (LESSA et al., 2012) e uso de
agentes farmacoldgicos (ARAUJO et al., 2013) tem sido realizados nesses modelos na tentativa
de encontrar solucdes para melhorar a qualidade de vida dos pacientes. O modelo animal canino
“Golden Retriever Muscular Dystrophy” (GRMD) € o que melhor representa o fenotipo severo
da doenca observado nos pacientes com DMD, e portanto é reconhecido como o modelo que
melhor simula a patogénese, fornecendo parametros mais confiaveis para avaliacdo de eficacia
de tratamentos (KORNEGAY et al., 2012).

Apesar das principais manifestagdes da doenga estarem relacionadas as disfungdes do
musculo cardiaco e esquelético, a musculatura lisa gastrintestinal pode ser afetada (HUVOS et
al., 1967). Cerca de 21% dos afetados pela DMD apresenta atrofia e menor espessura da parede
intestinal (BEVANS, 1945). Casos graves e até mesmo fatais de dilatacdo géastrica aguda e
pseudo obstrucdo intestinal foram relatados e associados a evidéncias histologicas de fibrose da
musculatura lisa (NOWARK et al., 1982; BAROHN et al., 1988), bem como relatos de
gastroparesia em pessoas com DMD (CHUNG et al., 1998). O tempo de esvaziamento gastrico
foi avaliado na DMD (BAROHN et al., 1988), e encontrava-se aumentado em relacdo aos
pacientes sem a doenga. Em contrapartida, um estudo realizado por Korman et al. (1991),
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avaliou o tempo de transito orocecal em humanos cadeirantes distroficos, e concluiu que o
mesmo ndo apresentava-se alterado nesses pacientes (KORMAN et al., 1991).

Nos cées, desordens gastrintestinais de motilidade podem levar ao transito acelerado,
transito diminuido, relaxamento debilitado ou inapropriado. As desordens que provocam atraso
no trénsito gastrintestinal sdo os distarbios de motilidade mais relevantes nos animais de
companhia e podem acometer o es6fago (hipomotilidade e megaeséfago), estdbmago (atraso no
tempo de esvaziamento gastrico), intestino delgado (ileo pds-operatorio e pseudo obstrugédo
intestinal) ou colon (constipacédo e megacolon) (WASHABAU, 2003).

Em cdes GRMD, assim como na DMD, a musculatura lisa do trato gastrintestinal
também é afetada, onde observa-se perda de sua organizacao estrutural microscépica e aumento
na quantidade de tecido conjuntivo (GERGER et al., 2010; MIYAZATO et al., 2011). A
disposicao das fibras musculares € muito semelhante a de um animal normal. Porém, a malha
de coladgeno do endomisio das fibras musculares lisas dos animais afetados apresenta-se de
modo delicado e a deposi¢éo de tecido conjuntivo entre as camadas musculares intestinais, ao
redor dos vasos e plexos nervosos tende a ser mais pronunciada nos cdes GRMDs (GERGER
etal., 2010).

O trato gastrintestinal é regulado de forma integrada através de dois sistemas de
controle. Um deles é realizado pelo SNC, controle similar ao realizado em outros sistemas
organicos. O segundo tipo € Unico do trato gastrintestinal e é exercido por uma inervacao
intrinseca, o sistema nervoso entérico (SNE), localizado na parede dos 6rgdos. Esse controle
intrinseco permite que o intestino regule suas funcdes de forma reflexa autbnoma, com base nas
condic@es locais, como a quantidade e tipo de contetdo no limen. A coordenacdo da funcéo
gastrintestinal é alcancada pela integracdo de influéncias neurais intrinsecas e extrinsecas
(inervacdo simpatica e parassimpatica) (HERDT, 2007). Devido ao seu tamanho, complexidade
e certas similaridades estruturais, o SNE tém sido considerado o “segundo cérebro”. Circuitos
reflexos locais sdo capazes de direcionar funcdes ao sistema digestério sem a necessidade de
comandos provenientes do cérebro ou medula espinhal e essa independéncia é modulada por
uma rica troca de sinais entre 0 SNE e o SNC (FURNESS, 2006).



22

REVISAO DE LITERATURA



23

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SISTEMA NERVOSO ENTERICO E CODIGO QUIMICO

O sistema nervoso entérico (SNE) é uma rede neuronal presente em toda a extensdo do
trato gastrintestinal. O conjunto de neurdnios, suas fibras e as células gliais entéricas formam
uma rede interconectada (FURNESS, 2006), formando uma malha responsavel pelo controle
intrinseco da motilidade, fluxo sanguineo e das secre¢des intestinais, importantes no processo
digestivo (GRUNDY; SCHEMANN, 2005).

As células neurais entéricas sdo células originarias da crista neural. Chegam ao intestino
através de migracéo a partir do nervo vago (FURNESS, 2006). O desenvolvimento e a fungéo
dessas células se iniciam na vida fetal e em alguns casos, como nos cées, continua no periodo
poOs-parto, pois tanto as células intersticiais de Cajal, como os sistemas de controle muscular e
neuronal ndo estdo totalmente diferenciados no momento do nascimento (DANIEL; WANG,
1999). A atividade elétrica e propulsiva no intestino delgado dos cées se iniciam no terco final
da gestacdo e o complexo mioelétrico migratorio (MMC) é observado em plena atividade nessa
espécie no décimo quinto dia pds-parto (BUENO; RUCKEBUSCH, 1979; FURNESS, 2006).

O SNE é composto por 2 grandes plexos: o plexo mioentérico e o plexo submucoso
(Figura 1) (HANSEN, 2003). O plexo mioentérico esta presente em todo o trato digestorio, que
se estende do esdfago ao reto. Localiza-se entre a camada muscular longitudinal (externa) e a
camada muscular circular (interna) e, é conhecido também como plexo de Auerbach?® (1862
apud FURNESS, 2006, p. 2). Ele é continuo em toda a circunferéncia intestinal e os ganglios
variam quanto ao tamanho, forma, e orientacdo dependendo da espécie animal e do segmento
intestinal. Em cobaias, o0 nimero de neurdnios pode variar entre 5 a 200 por ganglio. Alguns
neurdnios também podem ser vistos fora do ganglio, geralmente acompanhando fibras. Os
ganglios também sdo chamados de nodos, pois se apresentam em locais de interconexdo das
fibras. Para se medir os ganglios, Gabella e Trigg (1984) referem que o status de contragdo da
parede intestinal deve ser considerado (FURNESS, 2006). Os ganglios juntamente as fibras
intermodais formam o plexo primario. O plexo secundario é formado por fibras mais finas que
saem do ganglio, mas ndo fazem a conexdo entre ganglios, seguindo um trajeto paralelo a

musculatura circular e o plexo terciario € composto por fibras ainda mais finas e se relacionam

! AUERBACH, L. Ueber einen Plexus gangliosus myogastricus. Jahres-Bericht. Abh. Schlesischen. Gessells. Vaterland. Cult., v. 39, p.
103-104, 1862.
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com a musculatura longitudinal (FURNESS, 2006). Estimou-se que no plexo mioentérico do
intestino delgado exista cerca de 31,5 milhGes de neurdnios em ovelhas, 403 mil neurdnios nos
camundongos e 2,75 milhdes de neurénios em cobaias (GABELLA, 1987).

O plexo submucoso, conhecido também como plexo de Meissner? (1857 apud
FURNESS, 2006, p. 1), é encontrado nos intestinos delgado e grosso, no entanto, alguns
ganglios isolados podem ser observados no esdfago e estbmago. O plexo submucoso apresenta
ramos mais finos e ganglios menores que os encontrados no plexo mioentérico. O arranjo dos
ganglios varia entre as espécies animais também, sendo que animais maiores como porcos
podem apresentar até 3 camadas de ganglios (TIMMERMANS et al., 2001), e animais como
cobaias apresentam apenas 1 camada (FURNESS et al., 1984). A populagdo neuronal varia
entre essas camadas quanto ao tamanho e natureza quimica. A camada mais proxima do lumen
é referida como plexo submucoso interno, e a mais proxima da musculatura circular como plexo
submucoso externo, tendo entre elas um plexo intermediario (TIMMERMANS et al., 2001).

Em conjunto, os dois plexos regulam as secrecfes intestinais e sdo responsaveis pela
lubrificacdo, absorcdo de nutrientes, eliminacdo de subprodutos e trocas bioquimicas com o
l[imen (FURNESS, 2006).

Figura 1 - Representagdo esquematica do SNE do intestino delgado de cobaias

Plexo Mioentérico

Musculatura Circular

Plexo Muscular Profundo

Plexo Plexo Submucoso Interno
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Musculatura
Longitudinal

Mucosa

Muscular da

Mucosa Artéria
Submueosa

Fonte: FURNESS, J. B. (2012). Adaptado por SILVEIRA, M. P. (2013).

No SNE, os neurénios estdo organizados e agrupados em ganglios, compostos também

por células gliais entéricas. Os ganglios sdo numerosos e a quantidade de neurdnios em cada

2 MEISSNER, G. Uber die Nerven der Darmwand. Z. Ration. Med., N. F., v. 8, p. 364-366, 1857.
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ganglio é variavel. Estima-se, como um todo, que a quantidade de neurbnios encontrados no
SNE seja equivalente a encontrada na medula espinhal. O SNE é composto por 100 milhdes
de neurdnios no ser humano (FURNESS et al., 2006), sendo assim, a maior concentracdo de
neurdnios fora do SNC. Os ganglios estdo interligados atraves de axonios e suas projecoes, que
formam conexdes internodais, ou seja, conexdes interganglionares. Seus componentes
funcionais podem ser divididos em neurdnios sensoriais, interneurénios, motoneurdnios e
neurdnios intestinofugais (FURNESS, 2006). Os componentes sensoriais, comumente
chamados de neurbnios aferentes primarios intrinsecos (IPANs) sdo ativados por estimulos
quimicos, mecanico e térmico. Os interneurénios integram a informacé&o na rede entérica e 0s
neurbnios motores inervam efetores, como as células musculares e vasos sanguineos

Os neurdnios motores podem ser classificados em: neurdnios motores excitatorios da
musculatura, inibitérios da musculatura, neurdnios secretomotores, neurénios secretomotores
vasodilatadores, e neurdnios que inervam células enteroenddcrinas. O plexo mioentérico é
composto por neurdnios excitatorios e inibitérios que estdo envolvidos diretamente com a
motilidade intestinal, e por neurdnios IPANs. Os neurbnios secretomotores vasodilatadores,
compdem o plexo submucoso e regulam a absorcdo, secrecdo e o fluxo sanguineo na mucosa
intestinal. Além da modulacdo por reflexos locais, os neurbnios secretomotores sofrem
influéncia do SNC, através de comandos simpaticos. Por fim, os neurbnios aferentes
intestinofugais (IFANs), apresentam seus corpos celulares na parede do intestino,
particularmente nos ganglios mioentéricos, estes emitem projecoes aos ganglios paravertebrais,
e carregam sinais aferentes intestinais aos neurdnios pos ganglionares do sistema simpatico,
inibitérios da motilidade ou secrecdo. Desempenham também acdo entero-entérica, isto &, sinais
gerados no intestino inibem a acdo gastrica ou do proprio intestino. Projecdes de células neurais
externas ao trato digestorio também se conectam ao SNE e a troca de informacgdes modula o
funcionamento das células secretdrias, vasos sanguineos, sistema biliar, pancreas e musculatura
(FURNESS, 2006, 2012).

A técnica de imunohistoquimica associada ao uso de marcadores intracelulares,
microscopia eletrbnica, microscopia de luz, e estudos eletroquimicos, possibilitou o
mapeamento de uma rede neuronal auto suficiente, ou seja, capaz de gerar impulsos e coordenar
reflexos locais, que independe de comandos provenientes do SNC (FURNESS; COSTA, 1980;
FURNESS, 2006). Um estudo realizado no final do século XIX pesquisou o funcionamento
intestinal através da secgdo de fibras nervosas que integravam o intestino ao SNC em cées e,
constatou-se que o funcionamento e os reflexos do 6rgéo ndo eram interrompidos (BAYLISS;

STARLING, 1899). Outro estudo avaliou a denervacdo na jungéo ileocecal em cées, onde se
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realizou a denervacéo extrinseca, intrinseca e a resseccao cirurgica dessa porcao intestinal. No
grupo controle, observou-se um aumento da motilidade na juncdo ileocecal e c6lon logo apos a
alimentacdo. A amplitude de contracGes no colon proximal encontrou-se diminuida apds
denervacéo extrinseca. Porém, com a denervacao intrinseca ou no caso de ressecc¢ao intestinal,
o complexo motor migratério colénico (CMMC) apresentou-se aumentado e 0s animais desses
grupos manifestaram diarréia. Assim sendo, a denervacédo intrinseca ileocecal, levou a um
aumento nos numero de CMMC, a uma diminuicdo da absorcdo de agua intraluminal, e
consequentemente, a um quadro de diarréia (MORITA et al., 2012).

Diferentes propriedades neurofisiol6gicas e morfoldgicas sdo usadas para caracterizar o
SNE (LOMAX; FURNESS, 2000). Os neur6nios intestinais recebem diferentes classificaces
com relacdo a sua morfologia, podendo variar entre Dogiel tipo | atipo VII. Entretanto, observa-
se uma prevaléncia nas apresentacbes Dogiel tipo | e Il. Foram observados para tal,
caracteristicas como o numero e formato de dendritos, tamanho dos corpos celulares,
posicionamento do nucleo e localizacdo dentro do ganglio (DOGIEL, 1899, 1895). Dois tipos
raros de neurénios (tipo VII e neurdnios gigantes), foram descritos no intestino de caes, suinos
e humanos (FURNESS, 2006).

Notou-se que os neurdnios Dogiel tipo | poderiam pertencer a diferentes classes
funcionais de neurbnios, dentre eles, os neur6nios motores inibitorios, excitatorios da
musculatura e interneurénios (BROOKES; COSTA, 1990; BROOKES et al., 1991; COSTA et
al., 1992; WATTCHOW et al., 1995; YOUNG; FURNESS, 1995; YOUNG et al., 1995;
PORTBURY etal., 1995a,b; CLERC et al., 1998).

Os neurdnios Dogiel tipo | apresentam dendritos achatados e lamelares, de 4 a 20 por
neurbnio, que se estendem a uma curta distancia do corpo celular. Além disso, apresentam
apenas 1 axénio (DOGIEL, 1899; LAWRENTJE, 1929). Nos mamiferos menores, 0s neurénios
Dogiel tipo I apresentam dendritos menos elaborados, o que € observado quando o neurénio de
um rato é comparado ao de um cdo (FURNESS, 2006).

Os neur6nios Dogiel tipo 11 sdo ovoides, com corpos celulares grandes, com poucos ou
guase nenhum dendrito, e aparecem de forma prevalente nos ganglios mioentérico e submucoso
do intestino delgado e colon. Podem apresentar diversos processos longos originarios do corpo
celular, o que caracteriza um neurdnio multipolar, ou apresentar um processo principal que se
ramifica, sendo chamado de neurdnio pseudounipolar (DOGIEL, 1899, FURNESS 2006).

Uma forma de identificacdo e classificacdo de subpopulac@es neuronais entéricas se da
através do estudo do codigo quimico, ou seja, a expressdo de neurotransmissores e

neuromodulares, ou suas combinagdes (FURNESS et al., 1995). Mais de 25 substancias estéo
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envolvidas na neurotransmisséo no trato gastrintestinal (FURNESS, 2006). Em relagéo aos
neurotransmissores do SNE, foi observado que um mesmo neurdnio utiliza mais de um
neurotransmissor, no entanto, apenas um é considerado o neurotransmissor primario, enquanto
0s outros sdo denominados neuromoduladores. A co-atuacdo desses transmissores resultou na

identificacdo de 14 tipos neuronais no intestino de cobaias (Figura 2).

Figura 2 - Representacdo esquematica dos 14 tipos de neurdnios do SNE de cobaia
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Fonte: Furness, J. B. (2006). Adaptado por SILVEIRA, M. P. (2013).

Legenda: Todos foram definidos por suas fungdes, morfologia do corpo celular, cddigo quimico e projecdes. 1-
Interneurdnio ascendente. 2- IPAN. 3- Neurdnio intestinofugal. 4-Neurbnio motor excitatério da
musculatura longitudinal. 5- Neurdnio motor inibitério da musculatura longitudinal. 6- Neurdnio motor
excitatério da musculatura circular. 7- Neurdnio motor inibitério da musculatura circular. 8, 9 e 10-
Interneurdnios descendentes. 11- IPANs da submucosa. 12- Neurbnio vasomotor/ secretomotor ndo
colinérgico. 13- Neuro6nio vasomotor/secretomotor colinérgico. 14- Neuronio
vasodilatador/secretomotor colinérgico.

A utilizacdo de marcadores pan-neuronais é realizada frequentemente para identificar a
quantidade neuronal total, englobando o nimero maximo de subtipos de neurénios, sem a
marcacao simultanea de celulas que ndo sejam neurdnios (KARAOSMANOGLU et al., 1996).
Na técnica de imunohistoquimica utiliza-se marcacgéo da proteina Hu. S&o identificadas 4 tipos
de proteinas Hu: HuB, HuC, HuR e HuD. As proteinas HuC e HuD estdo presentes somente em
neurdnios e sdo importantes para sobrevivéncia neuronal por estabilizar RNAS mensageiros e
na regulacéo da expressao de genes especificos neuronais. Atuam no periodo pos transcricao,
regulando a diferenciacao e crescimento neuronal. Essas proteinas se ligam as sequencias “AU-

rich”, que causam rapida degradacdo de RNAs mensageiros instaveis. No sistema nervoso,
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controlam a degradacdo do RNAm e sdo reconhecidas como uma das poucas proteinas que
estabilizam a transcri¢do no citoplasma. A proteina HuD compartilha de forte homologia com
as proteinas ELAV da Drosophila, importantes para a manutencao normal e desenvolvimento
do sistema nervoso (DESCHENES-FURRY et al., 2006). O Hu marca seletivamente o ndcleo
neuronal e o citoplasma, enquanto que os processos ndo sdo demarcados (GANNS et al., 2006).

Na avaliacdo do uso de marcadores pan neuronais para estipular o numero e proporcao
de neurdnios no intestino de pessoas, o azul cuprolinico e o anti-Hu foram testados. Associados
a eles, filamentos do citoesqueleto também foram demarcados como a internexina o, o
neurofilamento 200, e a periferina, que sdo expressos em neurénios de mamiferos adultos. Uma
pequena parcela de neurdnios marcados pelo azul cuprolinico (3,3%) ndo foram imunorreativos
ao anti-Hu, e 3,3% do total de neurdnios foram reativos apenas ao anti-Hu. Concluiu-se que
ambas as técnicas de marcacao pan neuronal sao eficientes em demarcar neurdnios no intestino
de humanos (GANNS et al., 2006).

Os autores Phillips et al. (2004) sugerem que a intensidade da imunorreacdo ao Hu é
mais fraca devido a regulacdo diminuida na expressao dessa proteina, presentes em animais
idosos. A imunorreatividade do HUC/D pode ser atribuida a diferente expressdo das proteinas
Hu de acordo com a atividade celular. A imunorreagdo em processos indica alta atividade
celular, e a marcaco restrita ao ndcleo representa baixa atividade celular (GANNS et al., 2006).

A acetilcolina, um dos maiores neurotransmissores no SNE, pode ser encontrada em
motoneur6nios excitatdrios (responsaveis pela contracdo muscular) e interneurénios, enquanto
que, o Oxido nitrico (NO) é encontrado principalmente em motoneurdnios inibitdrios
(responsaveis pelo relaxamento muscular) (BROOKES, 2001).

Os neurdnios excitatorios da musculatura liberam taquicininas e acetilcolina,
apresentando a enzima acetilcolina transferase (ChAT). A acetilcolina é o principal
neurotransmissor excitatorio da musculatura lisa no intestino delgado de mamiferos. Sua
liberacdo foi demonstrada das fibras nervosas gastrintestinais por Dale e Feldberg (1934). Szerb
(1976) utilizou preparados da musculatura longitudinal do ileo com o plexo mioentérico para
demonstrar que a sintese de 3H-ACh a partir de 3H-colina ocorria no plexo nervoso desses
preparados (SZERB, 1976).

A inervacdo excitatoria encontra-se presente nas duas camadas de musculatura sobre
forte acdo muscarinica. No grupo das taquicininas, a substancia P merece destaque, seguido
pela acdo da neuroquinina A e dos neuropeptideos K e y (LIPPI et al., 1998). O uso de
antagonistas muscarinicos inibiu substancialmente a motilidade in vivo (BORODY et al.,

1985), mas 0 mesmo ndo ocorreu com 0 uso de antagonistas de receptores de taquicininas, o
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que indica a predominancia da acdo colinérgica sobre a atividade excitatoria intestinal
(BORODY et al., 1985).

O NO é considerado o principal neurotransmissor inibitorio ndo adrenérgico e nao
colinérgico (NANC) no trato gastrintestinal (TGI). Bredt et al. (1990) verificaram que a enzima
que catalisa a formacdo de NO, Oxido nitrico sintase (NOS), estava presente no plexo
mioentérico e Nos processos neuronais no intestino, sendo observada em grande quantidade nos
neurdnios. Também, a NOS pode ser encontrada nas células intersticiais de Cajal e em células
endoteliais (FURNESS et al., 1992). No intestino delgado de cées, corpos celulares de
neurénios NANC estdo presentes no plexo mioentérico e se projetam para a camada muscular
circular (DANIEL et al., 1987). A acdo nitrérgica no TGI dos cdes foi demonstrada na juncéo
ileocdlica, na musculatura longitudinal do duodeno, na musculatura circular do jejuno, no corpo
neuronal livre na musculatura circular do ileo, no célon, no esfincter esofagico caudal e no ileo
(HRYHORENKO et al., 1994).

Um estudo realizado na juncdo ileo colica de cdes, nessa mesma época, verificou a
presenca de um fator vasodilatador em resposta a estimulacdo NANC, que se comportava
farmacologicamente como NO, e ndo como ATP ou VIP (polipeptideo intestinal vasoativo)
(BOECKXSTAENS et al., 1991). Apos, alguns estudos demonstraram sua presenca no SNE
do céo através de marcagdo da enzima 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS), pela técnica de
histoquimica com NADPH-d (BODI et al., 2009). Bodi et al. (2009) encontraram uma
densidade de 28 neur6nios nitrérgicos/mm? no c3o, sendo esse valor maior que o observado em
cobaias, ratos e macacos. Existem relatos de que os neurdnios mioentéricos nitrérgicos sdo
sensiveis ao desenvolvimento de neuropatias em doencas do trato digestorio, como na acalasia
esofagica, estenose pilorica hipertréfica, doencga de Hirschsprung, Chagas, diabetes e isquemia
e reperfusdo (SPANGEUS; FORSGREN; EL-SALHY, 2000; RIVERA et al., 2011;
PALOMBIT et al., 2013). A literatura sugere que ha remodelamento dos neurbnios
mioentéricos durante o desenvolvimento (VAN GINNEKEN, 1998), envelhecimento
(PHILLIPS; POWLEY, 2007) e em condicbes patoldgicas, que podem resultar em desordens
de motilidade. Outros neuropeptideos como o VIP, o neuropeptideo Y, o monédxido de carbono,
e 0 peptideo ativador da adenil ciclase pituitaria (PACAP) agem como co-transmissores
inibitdrios secundarios importantes no sistema nervoso (FURNESS, 2000).

Os autores Jimba et al. (2002) avaliaram os neuropeptideos substancia P, glucagon e
encefalinas em colectomia de cées. Foi observado um aumento do neuropeptideo VIP até 4
semanas de pds operatério, o qual voltou a niveis normais ap6s a oitava semana. O

neuromodulador VIP esta intimamente ligado ao aumento das secregdes intestinais,
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responsaveis pelo quadro diarreico inicial pos-cirdrgico, e também a inibi¢do da motilidade do
TGI. Apo6s 8 semanas, houve aumento no comprimento das vilosidades e reconstrucao de fibras
colinérgicas no local de anastomose, e unidos a normalizacdo dos niveis de VIP, levou ao
reestabelecimento da motilidade e maior ressecamento fecal.

A anélise ultraestrutural mostra que o ganglio entérico é compacto, composto por corpos
de neurdnios, células de suporte (glia entérica) e processos de células nervosas (GABELLA
1972; COOK; BURNSTOCK, 1976). O ganglio entérico, assim como qualquer ganglio
autondmico, ndo apresenta vasos sanguineos, células de tecido conjuntivo ou fibras colagenas.
No ganglio, neurénios estdo parcialmente envoltos por células gliais. Na superficie do ganglio,
existe uma camada fina de lamina basal com presenca de fibroblastos e colageno. A nutri¢do é
realizada por difusdo dos vasos sanguineos para o tecido conjuntivo que o circunda, nao
existindo barreira, ou seja, drogas atingem o sistema nervoso entérico com facilidade,
diferentemente do SNC. Os neur6nios entéricos revelam um padrdo variavel de detalhes
estruturais entre os neurdnios, sendo identificado 8 tipos diferentes em cobaias, no entanto, a
correlacdo com a funcdo ndo foi realizada. Sabe-se que neurénios Dogiel tipo Il apresentam
grande quantidade de mitocdndrias e lisossomos (COOK; BURNSTOCK, 1976).

Castelucci et al. (2002b) estudaram os efeitos da desnutri¢do proteica sobre os neurénios
entéricos de ratos no periodo pré e pos natal. Foi observado uma diminuicdo de peso corporal,
do tamanho intestinal e um decréscimo de 15% na area do perfil neuronal desses animais. O
fornecimento de uma dieta com niveis normais de proteina restabeleceu essas alteracdes,
concluindo-se que, apesar das perdas devido a privacdo proteica, 0s neurénios sdo protegidos e
capazes de assumir tamanho normal ap6s uma dieta adequada.

Oliveira-Barros et al. (2010) avaliaram as margens intestinais de cdes que foram
submetidos a enterectomia devido a intussuscepcdo. Os plexos mioentéricos dos animais
acometidos apresentaram uma densidade celular menor que dos animais controles. Nesse
estudo, microvesiculas sinapticas neuronais contendo sinaptofisina e enolase neuronal
especifica (NSE), uma glicoproteina citoplasmatica, foram marcadas através de
imunohistoquimica (OLIVEIRA-BARROS et al., 2010). A degeneracdo dos plexos neuronais
pode ser observada pela escassez de neurdnios, perda do nucleo neuronal, reativacdo glial,
degeneracdo amorfa hipereosinofilica de neurdnios, espacos vazios devido diminuicao
neuronal, vacuolizagédo e formacéo de microvesiculas no citoplasma neuronal (AROCH et al.,
1997).

Um estudo histoquimico avaliou a densidade e a organizacdo espacial dos neurénios

nitrérgicos no plexo mioentérico duodenal de 7 espécies de mamiferos (rato, camundongo,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22426419

31

cobaia, coelho, cachorro, gato e macaco). Foi encontrada uma variacdo de densidade de 12 a
56 célulass/mm? (BODI et al., 2009). As maiores densidades foram encontradas no gato (56
neurdnios/mm?), rato (46 neurdnios/mm?) e co (28 neurdnios/mm?). Apesar do niimero de
neurdnios nitrérgicos terem sido significativamente maiores no cdo em relagdo ao camundongo,
cobaias, macacos e coelhos, no céo foi significativamente menor que o observado em gatos e
ratos (BODI et al., 2009).

Mazzuoli et al. (2007) estudaram a morfologia, fenotipo quimico e projecdes no plexo
mioentérico do ileo de ovelhas através da coloracdo com carbocianina e uso de tracador fast
blue. Uma grande porcentagem de neurdnios Dogiel tipo | foi observada, correspondendo a
80% do total. A imunorreacdo ao NOS, ChAT periférica e substancia P ocorreu tanto em
neurdnios ascendentes como descendentes.

Protocolos experimentais de isquemia e reperfusdo intestinal (I/R) demonstraram
alteracbes na expressdao de receptores purinérgicos no ileo de ratos. Paulino et al. (2011)
encontraram menor imunorreatividade do receptor P2X2 nesses animais, uma diminui¢do no
tamanho dos neurbnios mioentéricos, como NOS-ir e ChAT-ir, em 49,7% e 42%,
repectivamente, além de diminuicdo na densidade dessas classes neuronais também.

Misawa et al. (2010), em trabalho com receptor P2X2 na desnutricao de ratos no periodo
pos natal, identificaram alteracfes em sua expressao em relagdo a 4 classes neuronais, entre elas
neurdnios colinérgicos e nitrérgicos. Estes autores demonstraram um aumento de 19% no
nimero de neurdnios imunorreativos ao receptor P2X2 por cm?, de 64% para neurdénios NOS-
ir, e de 26% para neurénios ChAT-ir no grupo desnutrido. Outro estudo avaliou a expressao
dos receptores P2X2 e P2X7 na desnutricdo de ratos, verificou-se a colocalizacdo de 100%
desses receptores com neurdnios NOS-ir, ChAT-ir, calretinina-ir, e calbindina-ir, e uma
densidade neuronal aumentada nesses animais em relacéo ao controle. O perfil da area neuronal
encontrou-se diminuido em algumas classes neuronais, o que foi reversivel apds a
administracdo de uma alimentacdo proteica adequada no intestino grosso (GIROTTI et al.,
2013).

Bobna (2011) e Palombit et al. (2013) trabalharam com modelos de isquemia e
reperfusdo (I/R) intestinal em ratos. Alteracbes na densidade dos neurénios intestinais
imunorreativos ao ChAT, calretinina, HUC/D foram verificadas nos protocolos de 24 horas e 1
semana de I/R, além de demonstrarem e expressao do receptor P2X2 tanto em neurdnios quanto
na glia entérica (BOBNA, 2011). O receptor P2X7 também foi relatado nos neurdnios

colinérgicos, nitrérgicos, calbindina-ir, calretinina-ir. Apos I/R, esses neurdnios apresentaram
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diminuicdo na densidade em todos os protocolos de tempo testados (6, 24, 72 horas e 1 semana
de reperfusdo) (PALOMBIT et al., 2013).

Brehmer et al. (2002) através da técnica de imunohistoquimica, identificaram neurdnios
que classificaram como tipo V de Stach no ileo de suinos, marcados pelo neurofilamento. Esses
neurdnios foram identificados em humanos também, sendo colinérgicos, positivos para
somatostatina e para peptideo relacionado da calcitonina. Aparecem geralmente isolados ou
formando agregados, representando 1,5% da populacéo neuronal nesses animais. Até entao, sua
marcacdo havia sido feita somente através de impregnacdo por prata, sendo negativo para
NADPH-d. Apresentam 1 axonio, dendritos ramificados, e segue diregdo descendente.

Os primeiros estudos imunohistoquimicos do plexo mioentérico em bovinos foram
realizados em preparados de membrana e cortes histologicos de jejuno e de ileo de bezerros.
Pelas marcacdes com VIP e neurofilamento no plexo submucoso e mioentérico foi possivel
identificar neurénios do tipo Il demarcados pelo neurofilamento nessa espécie, ndo observado
em outras espécies (BALEMBA et al., 1999).

A neuroanatomia quimica colinérgica e nitrérgica foram estudadas em preparados de
membrana de varias regides intestinais e flexura pélvica de equinos adultos. A imunomarcacéao
do VIP e calretinina também foram realizadas. A populacéo colinérgica foi bem maior que a
populacdo nitrérgica em quase todas as regies estudadas, exceto no colon maior e flexura
pélvica. A quantidade de ganglios foi maior no intestino delgado. Apesar de ganglios maiores
terem sido identificados no célon, no intestino delgado observou-se uma maior quantidade de
ganglios (FREYTAG et al., 2008).

As ganglionites entéricas podem ser primarias ou secundarias a varias doengas
(paraneoplasicas, infecciosas, desordens neuroldgicas), e sdo caracterizadas por uma macica
infiltracdo de células inflamatorias. O reflexo clinico estara relacionado com o segmento do
TGl afetado (acalasias, gastroparesias, pseudo-obstrucdo, megacélon). A resposta inflamatéria
ou imune na gaglionite entérica leva a disfuncdao neuronal com o passar do tempo e as vezes
resulta na perda completa de neurénios entéricos (De GIORGIO et al., 2004).

O envelhecimento € uma condicdo que interfere no nimero de neurénios entéricos. Em
ratos idosos, verificou-se uma queda de mais de 40% na quantidade de neurbnios quando
comparado a fase jovem (SANTER; BAKER, 1988). Uma semelhanca nesse padrdo foi
observada em cobaias (GABELLA, 1989), além de uma menor area do perfil neuronal nessas
espécies. Em ratos, os neurbnios colinérgicos foram mais afetados que os nitrérgicos. Em
contrapartida, ratos idosos submetidos a uma dieta restritiva desde jovens, mantiveram a

quantidade de células neurais entéricas na fase senil (COWEL et al., 2000). E constatado que 0
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SNE sofre mudancas no desenvolvimento p6s natal (FOONG et al., 2012). Também esta claro
que as células no SNE adulto exibem plasticidade devido tanto & natureza dindmica do trato
gastrintestinal quanto como parte do processo de envelhecimento (SAFFREY, 2013)2.

O ATP, ou adenosina trifosfato, € uma molécula sinalizadora da familia das purinas,
envolvida em diversos efeitos bioldgicos, sendo também um co-transmissor no sistema nervoso
(BURNSTOCK etal., 1963, 1997). Esta molécula trabalha como um co-transmissor excitatorio
no SNC, em neurdnios simpaticos e no ganglio entérico. O ATP se liga a receptores
denominados purinérgicos, da familia P2X e P2Y. Dentre esses receptores, a familia P2X,
apresenta 7 subunidades, que sdo P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, P2X5, P2X6 e P2X7
(ABBRACHIO et al., 2009). Esses subtipos podem formar complexos, que quando compostos
pelas mesmas subunidades sdo chamados de homdmeros, e quando formandos por subunidades
diferentes sdo chamados heterémeros. A exposi¢do prolongada e continua ao ATP aumenta a
permeabilidade dos receptores P2X2, P2X4 e P2X7 a cations, principalmente no caso do P2X7,
abrindo poros largos na membrana celular (ABBRACHIO et al., 2009).

No plexo mioentérico, o ATP pode ser liberado das varicosidades por agonistas de
receptores nicotinicos (WHITE, 1982). Estudos no circuito entérico apontam também para sua
co-liberacdo de neurbnios ndo colinérgicos que utilizam VIP ou NOS como co-transmissores
(BERTRAND, 2003). Estudos farmacoldgicos demonstram que cerca de 80-90% dos neurdnios
no plexo mioentérico apresentam receptores P2X (BARAJAS-LOPEZ et al., 1996).

No SNE, os resultados dos autores Castelucci et al. (2002a) demonstraram a presenca
do receptor P2X2 em neurbnios imunorreativos a NOS e nos neurbnios imunorreativos a
calbindina. Também, foi reportada a imunorreatividade do receptor P2X2 nas terminacGes
nervosas intra-ganglionares laminares (IGLEs) no trato gastrintestinal de camundongos
(CASTELUCCI et al., 2003). Os autores Poole et al. (2002) observaram o receptor purinérgico
P2X3 nos neurbnios motores inibitdrios e nos neurdnios secretomotores ndo-colinérgicos.

O receptor P2X7, forma apenas homOmeros, e assume grande participagdo nos
processos de apoptose celular. E ativado quando as concentracdes de ATP atingem 100um ou
mais. A elevacdo nos niveis de ATP também ativam as células gliais, que liberam grandes
quantidades de radicais livres, citocinas pré inflamatorias, glutamato e mais ATP (FRANKE et
al., 2012). Esse receptor dispara funcdes em diversas populacdes celulares, e tem um papel

muito importante no sistema nervoso e na neuroinflamacédo. Sua presenca esta ligada néo so a

3SAFFREY, M. J. Cellular changes in the enteric nervous system during ageing.
Developmental Biology, 2013. No prelo.
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ligacdo ao ATP extracelular e a formac&o de poros na membrana, mas também a despolarizacéo,
sinalizacdo de calcio, ligacdo a lipopolissacarideos, regulacdo de proteina cinase, cascatas
intracelulares, caspases e fosfolipases, producéo de radicais livres, e secrecdo de interleucina 1
e neurotransmissao (FRANKE et al., 2012). Estudos imunohistoquimicos demonstraram a
distribuicéo do receptores P2X7 no SNE de cobaias (HU et al., 2001; VALDEZ-MORALES et
al.,, 2011), ratos (GIROTTI et al., 2013; PALOMBIT et al.,, 2013) e camundongos
(GULBRANSEN et al., 2012).

A literatura tem demonstrado alteracdes nos receptores P2X2 e P2X7 em protocolos de
desnutricdo (MISAWA et al., 2010; GIROTTI et al., 2013), obesidade (MIZUNO et al., 2012),
isquemia e reperfusdo (PALOMBIT et al., 2013; BOBNA, 2011) e colite ulcerativa (DA
SILVA, 2011).

2.2 DISTROFIA MUSCULAR

A distrofia muscular € uma doenca degenerativa de carater hereditario, sendo a distrofia
muscular de Duchenne (DMD) em humanos a forma mais grave e de evolugdo mais rapida
dentre as miopatias hereditarias (NELSON et al., 2009).

A distrofina é o maior componente do complexo distrofina - glicoproteinas (DGC), que
liga o citoesqueleto da fibra muscular com a matriz extracelular. A quebra desse complexo leva
a um répido influxo de enzimas e célcio pelo sarcolema. Quanto maior a atividade fisica, ou a
contracdo muscular, maior a susceptibilidade de leséo e necrose da fibra muscular, o que leva
a perda progressiva da massa e funcdo muscular (COULTON, 1988; PASTORET, 1995;
TANABE, 1986; VALENTINE et al., 1988). As fibras necréticas tém capacidade de regenerar-
se. Contudo, vérios ciclos de necrose e regeneracdo induzem fibrose entre elas (VALENTINE
et al., 1988).

O aumento do teor de célcio nas fibras musculares dos afetados pela doenca foi
observado por véarios autores e parece ser uma das primeiras mudancgas bioquimicas sofridas,
gerando perda da homeostase citoplasmatica. O influxo excessivo desse ion pode ser uma
consequéncia do rompimento do sarcolema (MUNTONI et al., 2003) ou de um maior tempo de
abertura dos canais de célcio nas células privadas de distrofina (DENETCLAW et al., 1994).

Ao fim de alguns anos o processo regenerativo diminui e o musculo, gradualmente, é

substituido por tecido fibroadiposo. As fibras musculares se tornam irregulares em tamanho e
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sdo divididas em atroficas e hipertroficas. As primeiras perdem a inervacdo mediante as
tentativas de regeneragdo, e as segundas, aumentam em tamanho como mecanismo
compensatdria de funcao (hipertrofia vicariante) (PALMIERI; SBLENDORIO, 2006).

2.2.1 Distrofia Muscular de Duchene

A DMD é uma doenga neuromuscular, progressiva e letal, que afeta 1 em cada 3.500
criangas do sexo masculino. E causada por uma mutagao genética ligada ao cromossomo X, em
uma regido denominada Xp2l, a qual codifica a proteina muscular chamada distrofina
(BERGMAN et al., 2002). As mulheres sdo as responsaveis pela transmissao genética e sao
clinicamente assintomaticas, manifestando apenas alteracbes nos niveis enzimaticos de
creatinaquinase (CK). A doenca se manifesta nos primeiros trés a cinco anos de vida, percebida
inicialmente por tendéncias a queda, dificuldade em correr, subir escadas, equilibrio precério e
hipertrofia das panturrilhas. A intensa inflamacdo muscular progride para substitui¢éo de fibras
musculares por tecido adiposo e conjuntivo. Isso implica na perda dos movimentos por volta
dos 9 a 13 anos de vida, fase em que o0 paciente se torna cadeirante.

A DMD também est& ocasionalmente associada a déficits cognitivos (ANDERSON et
al., 2002) e alteracBes na musculatura lisa que afetam a digestdo (GERGER et al., 2010;
MIYAZATO etal., 2011). A distrofina esta presente em varias regides do cérebro responsaveis
por funcBes superiores como de aprendizado, memoria, e relacionadas ao cortex cerebral,
hipocampo e cerebelo (LIDOV et al.,, 1990; HUARD; TREMBLAY, 1992; SNOW,
ANDERSON; JACKOBSON, 2013). No cérebro de pessoas afetadas pela DMD, a distrofina
estd ausente (KIM et al., 1995), e no aspecto histopatoldgico, observa-se gliose e perda neuronal
(DUBOWITZ; CROME, 1969). Metabolicamente apresentam menor atividade da glicose,
especialmente nas areas que seriam ricas em distrofina (LEE et al.; 2002) e hipoexcitabilidade
do cortex motor (DI LAZZARO et al., 1998).

As alteragBes na musculatura cardiacas e insuficiéncia respiratoria, no entanto entre a
segunda e terceira décadas de vida, levam o portador da DMD a 6bito. No Brasil ocorrem cerca
de 700 novos casos de DMD por ano (CAROMANO, 1999).

O diagndstico de DMD ¢ feito atraves do historico familiar, manifestacfes clinicas,
exames laboratoriais e genéticos, através da analise de DNA, podendo ser utilizados

eventualmente exames eletrofisioldgicos e histoldgicos. A CK é uma importante enzima a ser
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avaliada como parametro de evolucdo da doenca, sendo um indicativo no diagnostico
diferencial entre as formas de distrofias musculares progressivas (CAROMANO, 1999).

Estudos com afetados pela DMD mostraram que os individuos apresentam dificuldade
para se alimentar, como sinais de disfagia, sufocamento, refluxo gastroesofagico, azia, vomitos,
dilatacdo estomacal e intestinal por acimulo de gases, sendo necessario, muitas vezes,
realizacdo de manobras desobstrutivas apos as refeicdes (JAFFE et al., 1990; BOLAND et al.,
1996; CHUNG et al., 1998; PANE et al., 2006). Pacientes humanos acometidos pela DMD
apresentam, em fases mais avancadas da doenca, disfunces de motilidade intestinal, que levam
a retencao fecal (PANE et al., 2006).

Histologicamente, observa-se substituicdo das fibras musculares por fibrose e tecido
adiposo, além se atrofia da tinica muscular externa (BEVANS, 1945; BAROHN et al., 1988).
A motilidade do trato gastrintestinal encontra-se reduzida no es6fago, estdmago (BAROHN et
al., 1998; CHUNG et al., 1998) e no intestino grosso (GOTTRAND et al., 1991).

As disfungdes no TGI observadas em pacientes com DMD podem estar relacionadas
ndo so as alteracbes na musculatura lisa do trato gastrintestinal, mas também a morte de
neurdnios como ocorre no SNC (DUBOWITZ; CROME, 1969).

2.2.2 Distrofia Muscular do Golden Retriever

Mutacdes espontaneas do gene da distrofina foram identificadas em cées das ragas
Golden Retriever, Rottweiller, Beagle, Pointer de pélo curto alemdo, Cocker Spaniel, Cavalier
King Charles Spaniel, Pembroke Welsh Corgi, Labrador Retriever e Terrier Tibetano
(KORNEGAY et al., 2012). O primeiro caso de distrofia muscular em cées foi relatado em
1958, em um filhote de Golden Retriever. Desde entéo, estudos empenhados em identificar a
mutacdo genética nessa raca foram realizados. O modelo canino Golden Retriever Muscular
Distrophy (GRMD) mimetizaa DMD humana e vem sendo amplamente reconhecido e utilizado
nas avaliagOes experimentais de potenciais tratamentos para a doenga (COLLINS; MORGAN,
2003; SHELTON; ENGVALL, 2005; MORINI et al., 2011).

Uma fémea heterozigota GRMD, ou seja, portadora do gene com a distrofia, ao ser
cruzada com um macho afetado pode gerar descendentes machos normais, fémeas heterozigotas
e machos e fémeas afetados (NGUYEN, 2002). Valentine et al. (1988) sugeriram que fémeas

homozigotas teriam sinais mais brandos. As altera¢Ges iniciam-se na vida intra-uterina e 0s
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filhotes machos afetados, ao nascer, demonstram sinais que progridem rapidamente entre os
trés e seis meses de idade (KORNEGAY et al., 1994). Deformidade na musculatura dos
membros, pescoco e tronco evoluem de acordo com a maturidade (COLLINS; MORGAN,
2003). Sinais como o cansaco facil, marcha com passadas rigidas e curtas, dificuldade em
abocanhar e deglutir os alimentos e intoleréncia ao exercicio também s&o observados (GAIAD
et al., 2011). A maior parte da musculatura esquelética torna-se atréfica, porém, a musculatura
da lingua apresenta-se hipertrofiada (NGUYEN et al., 2002).

Disfuncdes na musculatura esofagica levam ao megaesdfago e o animal apresenta
quadros constantes de regurgitacdo pds alimentacao, o que contribui para a aparéncia subnutrida
do mesmao. Alteracdes no diafragma imprimem sinais como aumento na freqiiéncia respiratoria
em repouso e movimentos respiratérios abdominais rapidos apos esforco minimo (SHELTON;
ENGVALL, 2005). Por fim, alteragbes na musculatura cardiaca associada a dificuldade
respiratdria, muitas vezes devido a pneumonia aspirativa levam o cdo a 6bito (YUGETA et al.,
2006; KORNEGAY, 2012).

Poucos estudos sdo encontrados na literatura sobre alteracdes no trato gastrintestinal dos
animais GRMDs (GERGER et al., 2010; MIYAZATO et al., 2011). Um estudo mostrou que
todos os modelos GRMD apresentaram alteragbes na musculatura lisa do trato gastrintestinal,
a qual apresentou perda da organizagao das fibras e aumento na quantidade de tecido conjuntivo
(MIYAZATO et al., 2011).

E importante citar que existe variacdo em relacio & apresentacdo fenotipica entre os
animais GRMDs. Alguns cdes vao a Obito logo apds o nascimento devido ao intenso
comprometimento respiratorio, enquanto outros demonstram um fendtipo menos grave
(AMBROSIO et al., 2008).

A auséncia de estudos do codigo quimico dos neurdnios entéricos em caes foi o grande
motivador para essa pesquisa. Com esses resultados, é possivel ter maior entendimento de
problemas da motilidade gastrointestinal presentes ndo s6 nas patologias de GRMD ou da
DMD, mas também serve de base comparativa para o estudo de outras disfunc@es intestinais,
como por exemplo, de comportamento dos neurbnios entéricos dos cdes na presenca de
neoplasias, doencas inflamatdrias, parasitoses e viroses que afetam o intestino. Identificar
falhas quanto a quantidade desses neurdnios pode representar o primeiro passo para o inicio de
estudos com terapia celular no sistema nervoso entérico de cées, haja visto que a presenca de
células tronco neurais entéricas estdo presentes no SNE adulto (KRUGER et al., 2002), e que a

célula glial entérica tem potencial para formar neurdnios in vitro (JOSEPH et al., 2011).
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2.2.3 Outros modelos experimentais para a distrofia muscular

O camundongo mdx, outro modelo experimental e por vez, o mais utilizado nas
pesquisas de terapia génica e transplante celular, manifesta uma progressdo da distrofia
diferente da encontrada em humanos. O mdx apresenta uma progressao mais lenta devido a uma
menor degeneracdo das fibras musculares, menor indice de fibrose e maior regeneracao das
fibras, sem a substituicdo por tecido adiposo (COOPER et al., 1989).

A infiltracdo de neutrdfilos e macréfagos é reconhecida em apenas 2 semanas de idade
no camundongo mdx e degeneracao massiva e necrose ocorrem com aproximadamente 1 més
de idade e durante a vida, porém mais lenta e menos intensa apos 12 semanas de vida. As fibras
necréticas podem sem observadas em qualquer idade e a patologia € mais pronunciada entre 2
e 8 semanas de idade. A degeneracdo cardiaca e muscular do mdx é menos pronunciada que nos
casos de DMD, bem como a infiltracdo inflamatdria na musculatura esquelética em estagios
mais avancados da doenca (TANAKA; TAKEDA, 2010).

Jao GRMD, compartilha seu quadro de miopatia severa e desenvolvimento clinico fatal
com o quadro encontrado em humanos. Em ambas as doencas, a necrose e regeneracao
comegam cedo no musculo esquelético e estdo associados com a proliferacdo do tecido
conjuntivo (COOPER et al., 1988; VALENTINE et al., 1988, 1990; KORNEGAY et al., 2012).

Estudos em modelos de camundongos distroficos também identificaram hipomotilidade
estomacal e intestinal (MANCINELLI et al., 1995; MULE et al., 2010) nesses animais.

Alguns autores comprovam a auséncia de NOS no sarcolema de fibras musculares
esqueléticas de camundongos distréficos. Brenman et al. (1995) demonstraram que a NOS esta
associada ao complexo glicoprotéico no qual a distrofina se liga. Sugere-se que a auséncia de
distrofina impediria a ligagédo da NOS ao sarcolema, e haveria, portanto, uma menor atividade
dessa enzima na musculatura. Os neurdnios entéricos, bem como as células intersticiais de Cajal
apresentam distrofina, manifestada de forma irregular na membrana celular. Sugeriu-se que sua
presenca estaria associada a canais iénicos, sobretudo naqueles em que o NO age como
neurotransmissor (VANNUCCHI et al., 2002).

Em camundongos mdx, animais distroficos de 4 semanas apresentaram uma densidade
neuronal entérica menor que o0s animais controles. Entretanto, animais de 10 semanas
apresentaram densidade neuronal entérica igual aos de animais controles de mesma idade.

Comparando os animais de 10 semanas e 4 semanas, 0s mais velhos apresentaram uma menor
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densidade para ambos os grupos. No entanto, a técnica de NADPH-d, revelou uma estimativa
do namero total de neurdnios nitrérgicos maior para os animais de 10 semanas em relacéo aos
de 4 semanas. A area do perfil neuronal dos camundongos mdx de 4 semanas foi também maior
que dos camundongos controles da mesma idade (BEBER, 2011).

Os gatos também podem apresentar um tipo de distrofia muscular identificado como
Distrofia Muscular Felina Hipertréfica. No entanto, apresenta uma expressao fenotipica Unica,
onde observa-se hipertrofia da lingua, pescoco e musculatura sobre os ombros, calcificacdo da
lingua, salivacdo exarcebada, megaesodfago, disfuncdo da marcha observada como “saltos de
coelho”, cardiomiopatia dilatada, hepatomegalia, esplenomegalia e faléncia renal. A patologia
exibe degeneracdo muscular e depdsito de calcio na fibra muscular sem a ocorréncia de fibrose.
No entanto, 0s gatos ndo sdo usados como modelos para DMD devido a pequena similaridade
com a doenca. Ndo existem relatos de testes terapéuticos utilizando o modelo felino
(NAKAMURA; TAKEDA, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo visa analisar os efeitos da distrofia muscular do Golden Retriever sobre o

plexo mioentérico do ileo de animais afetados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar a marcacao de neurénios imunorreativos a NOS, a ChAT e ao pan neuronal HuC/D.

b) Averiguar o numero de neurdnios por &rea ganglidnica imunorreativos a NOS, & ChAT e ao
HuC/D.

c) Verificar a area do perfil neuronal, didametro méximo e didmetro minimo, dos neurénios
imunorreativos a NOS, e a ChAT e ao HuC/D.

d) Observar a presenca do receptor purinérgico P2X7 e sua colocaliza¢do com fibras nitrérgicas

e colinérgicas.

e) Avaliar as camadas que compdem o intestino, as fibras colagenas e as células caliciformes

presentes nas vilosidades intestinais.

f) Avaliar a ultraestrutura dos neurénios entéricos e das fibras musculares.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados cdes machos e fémeas, de diferentes idades, racas e peso (Tabela 1) de
acordo com a casuistica de ébitos. O ileo dos animais do grupo controle foram obtidos no
Departamento de Patologia Animal da Universidade de S&o Paulo durante necropsia. O ileo dos
animais do grupo distrofico foram obtidos no canil GRMD (Golden Retriever Muscular
Dystrophy) Brasil situado no Departamento de Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestres
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Séo Paulo.
Todas as amostras foram coletadas apds 6bito espontaneo ou eutanasia dos animais devido a
presenca de doencas debilitantes (protocolo FMVZ: 2554/2012; protocolo do ICB: 063/fls 129,
livro 2).

Tabela 1- Caracteristicas dos animais utilizados no experimento

Animal Causa do 6bito Idade Peso Sexo Raca

Controles

CT2 Doenga Renal Cronica 11a 7Kg Macho  Schnauzer

CT5 Pneumonia 12a 28Kg Macho  Labrador Retriever
CT6 Neoplasias Hepatica/Esplénica/Uterina  13a 17Kg Fémea  Cocker Spaniel
CT7 Insuficiéncia Cardiaca 10a 22Kg Fémea  Golden Retriever
CT8 Displasia coxofemoral (eutanasia) 15a 33Kg Macho  Labrador Retriever
Distroficos

DT#NE Pneumonia (eutanasia) lae6m 10Kg Macho  Golden Retriever
DT#8 Evolucéo da doenca 10m 14Kg Macho  Golden Retriever
DT#WS8 Evolucéo da doenca 10m 13,5Kg Fémea  Golden Retriever
DT#LO Tumor esofégico (eutanasia) 6aedm 20Kg Fémea  Golden Retriever
DT#BE Gastroenterite (eutanasia) 2aedm  129Kg Fémea  Golden Retriever
DT#GA Insuficiéncia Cardiaca 5ae7m 16,7Kg Macho Golden Retriever
DTHTE Evolugdo da doenca (eutanésia) 2ae3m  15Kg Macho  Golden Retriever

Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).

O material coletado foi separado para a realizacdo de 3 técnicas laboratoriais:
imunohistoquimica, histologia e microscopia eletrénica de transmissdo. Durante o0
procedimento de necropsia, o ileo dos animais foi separado, aberto pela borda mesentérica e
colocado em Tampéo Salina Fosfato (PBS 0,15M NaCl 0,01M tampéo fosfato de sodio, pH
7,2). Apos, separou-se fragmentos que foram imersos no fixador mais adequado para o

processamento de cada técnica (descrito na metodologia de cada técnica).
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Devido a particularidades do tecido do céo, houve perda de material durante a realizacéo
de testes de diluicdo de anticorpo e verificagdo do nivel ideal de disseccdo. Além disso, em
alguns animais, a marcacao imunohistoquimica apresentou-se ruim tanto em animais do grupo
controle quanto do grupo distréfico, ndo permitindo adequada avaliacéo. Por esse motivo, esses
animais ndo foram incluidos nos experimentos de imunomarcagdo, mas sim em outros. 1Sso
justifica o porqué o mesmo animal e ndo foi utilizado em todas as técnicas.

Devido a incerteza quanto a quantidade de animais que iriam a Obito naturalmente
durante o periodo experimental, as amostras foram processadas de acordo com a casuistica.
Como citado anteriormente, o numero de animais (n) foi varidvel entre as técnicas. Na
imunohistoquimica, no estudo morfométrico trabalhou-se com o n de 8 animais, sendo 4
animais controles e 4 animais distroficos. J4, no estudo de densidade neuronal, utilizou-se o n
de 10, sendo 5 animais controles e 5 animais distroficos para a analise de densidade neuronal.
Apenas na marcagdo NOS, o n foi de 8 animais totais.

Na histologia, utilizou-se o n de 6 e na microscopia eletronica, o n de 4, ambos estudos
qualitativos.

A quantidade de tecido fibroso entre a musculatura circular e os ganglios também
representou um problema durante a disseccdo. Em virtude disse, alguns ganglios acabaram
sendo destruidos. Por isso, no estudo de densidade neuronal, optou-se por realizar a contagem
do nimero de neurdnios por mm? de area ganglionica, uma técnica ja estabelecida e aplicada
por outros autores (HOFF et al., 2008).

4.2 TECNICA DE IMUNOHISTOQUIMICA

Os segmentos de ileo foram limpos de seus contetdos, abertos ao longo da borda
mesentérica e colocados em balsas de madeira (9 cm de comprimento e 4 cm de largura) com
a mucosa para baixo, e esticados por meio de alfinetes. Apds, foram imersos no fixador com
4% de formaldeido em 0.1M tampéo fosfato de sddio, com pH 7,0 & 4 °C, durante uma noite.
No dia seguinte, os tecidos foram retirados do fixador. Apds, foram armazenados em PBS
contendo sodio-azida (0,1%), em 4 °C, para sua conservagao. Os intestinos (ileos) foram
dissecados com auxilio do Microscopio estereoscopico ZM800 Nikon, colocados sobre uma
placa de Petri e utilizou-se duas pingas de ponta fina e um bisturi com lamina 15 para a remocao

da mucosa, submucosa e camada muscular circular. A serosa e parte da musculatura
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longitudinal também foram retiradas na tentativa de diminuir a espessura do tecido. Manteve-
se por fim uma fina camada de musculatura longitudinal com o plexo mioentérico, denominado
preparado de membrana. As amostras foram clareadas com 3 lavagens de 10 minutos cada, em
dimetilsulfoxido 100% (DMSO), seguido por 3 lavagens de 10 minutos cada, em PBS. Para
imunohistoquimica, utilizou-se pedagos de preparado de membrana de 1,0 cm?.

Antes das prepara¢des serem incubadas em anticorpos primarios, elas foram imersas em
10% de solucdo de soro normal de cavalo em 1,5% de Triton-X (Sigma) em PBS, por 45
minutos, em temperatura ambiente. Apos, foram incubadas em anticorpos primarios (Tabela 2)
e permaneceram por 48 horas, & 4 °C. Passado o tempo de incubacdo, os preparados de
membrana foram lavados em PBS por 3 vezes de 10 minutos cada.

As marcagOes simples do plexo mioentérico foram obtidas, usando os anticorpos
primarios NOS (marcador de neurdnios inibitérios), ChAT (marcador de neurdnios excitatdrios

colinérgicos) e com o pan-neuronal HUC/D (marcador de todos 0s neur6nios).

Tabela 2 - Caracteristicas dos anticorpos primarios

Antigeno Hospedeiro Diluigéo Referéncia
NOS Carneiro 1:2000 EMSO
ChAT Cabra 1:200 Chemicon
Anti-HUC/D Camundongo 1:200 Molecular Probes
Receptor P2X7 Coelho 1:200 Chemicon/Millipore

Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).

Apds a incubacdo do anticorpo primario, os tecidos foram incubados em anticorpos

secundarios, por uma hora, a temperatura ambiente (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracteristicas dos anticorpos secundarios

Anticorpo Diluicéo Fonte
Burro anti-carneiro 1gG 594 1:100 Molecular Probes
Burro anti-coelho 1gG 488 1:500 Molecular Probes
Burro anti-camundongo 1gG 594 1:200 Molecular Probes

Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).

Ao final, os tecidos foram lavados 3 vezes de 10 minutos cada, em PBS. O ndcleo de
todas as células foi marcado com DAPI (2,6-diamidino-2-fenilindole dicloridrato). Para isso, 0

DAPI foi colocado sobre o tecido por 5 minutos em camara escura, e foi realizado a lavagem
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do mesmo com PBS, 3 vezes de 5 minutos cada. Os preparados de membrana foram montados
em lamina com glicerol tamponado com 0.5M tampao carbonato de célcio (pH 8,6).

4.3 ANALISES QUALITATIVAS

4.3.1 Analise Imunohistoquimica

As andlises qualitativas de imunohistoquimica dos neurdnios imunorreativos ao NOS,
ao ChAT, ao HuC/D e ao receptor P2X7 foram realizados em microscopio de fluorescéncia
Nikon 80i, equipado com filtros para discriminar entre as fluorescéncias 488 (verde) e 594
(vermelho). Este microscopio de fluorescéncia utiliza o filtro 10 para 488 (450-490 nm de filtro
de excitacdo e 515-565 nm para emissdo), e filtro 00 para Alexa 594 (530-585 nm de filtro de
excitacdo e 615 nm de filtro para emissdo). Para a visualizacdo do nucleo das células marcadas
com DAPI, utilizou-se ultra violeta. As imagens foram capturadas e analisadas pelo analisador
de imagem do programa Image NIS 3.1.1 (Nikon). As prepara¢des, também, foram analisadas
pelo microscopio Confocal de VVarredura a Laser do setor de Anatomia dos Animais Domésticos
e Silvestres, do Departamento de Cirurgia da FMVZ /USP, Olympus Flourview FV10SW
(Japdo), equipado com cinco filtros. A sobreposicdo das imagens também foi realizada e

identificada nesse experimento como “Merge”.

4.3.2 Analise Histoldgica

Foram coletados os segmentos do ileo dos cdes distroficos e controle para analise
histoldgica. Os tecidos foram lavados em PBS, abertos pela borda mesentérica, colocados em
balsas de madeira e fixados em paraformaldeido a 4% por 48 horas. Os tecidos passaram por
uma série de concentracOes crescentes de alcoois, apds foram diafanizados em séries de xilois
e incluidos em Parafina. Apos, os tecidos foram cortados transversalmente em micr6tomo, com
uma espessura de 5 um e corados pelos métodos de Hematoxilina-Eosina (HE), e pelo método

de Picrosirius para analise de fibras colagenas. Foram realizadas analises qualitativas da camada
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longitudinal, plexo mioentérico, camada circular e vilosidades do ileo. Foram feitas analises
qualitativas das camadas do ileo entre os grupos experimentais para verificar possiveis
alteracdes provocadas pela distrofia. As imagens foram obtidas pelo Microscopio Nikon 80i

acoplado a uma camera com software NIS-elements AR 3.1 (Nikon).

4.3.3 Microscopia Eletronica de Transmissao

Para a microscopia eletronica, pequenos fragmentos do ileo de 3 mm foram coletados,
colocados em PBS inicialmente e ap6s fixados em glutaraldeido a 2,5%, a 4°C por dois dias.

O material passou por 3 lavagens em PBS, e foi p6s fixado com Tetroxido de Osmio
a 1% por 2 horas a 4°C. Foi realizado 3 lavagens com solucdo salina a 0,9%. O tecido foi
colocado em Uranila a 5% por 1 hora e 30 minutos a temperatura ambiente. Apds, foi feito
desidratacdo em alcool por 10 minutos cada, 30°, 50°, 70°, 80°, 90°, 95°, e em alcool absoluto
por duas vezes de 10 minutos. Por fim, foi imerso em Oxido de propileno, duas vezes de 10
minutos cada. As amostras foram colocadas em Resina Spurr 1:1 dxido de propileno por 24
horas em misturador rotatério, e logo em seguida a resina foi substituida pela mistura de 3:1
durante 8 horas. Finalmente as amostras foram colocadas em resina pura pelo periodo de 24
horas.

No dia seguinte, foi realizada a inclusdo do material em Resina Spurr em moldes de
silicone, que foram colocadas por 3 dias em estufa a 60°C. Foi feito trimagem do bloco para
retirar o excesso de resina. O corte semi fino foi feito em ultra micrétomo Leica Ultracut UCT
com 400nm de espessura e 0 material foi corado com Azul de Toluidina 1% para a observacao
dos ganglios mioentéricos em microscopio éptico. Foi realizada nova trimagem para corte ultra
fino com 60nm. Os cortes foram coletados em telas de cobre de 200 “mesh”, contrastados com
acetato de uranila por 10 minutos e citrato de chumbo por 8 minutos (RENOLDS, 1963) e
examinados ao microscopico eletrdnico Jeol-JEM-100 CXII do Departamento de Biologia
Celular e do Desenvolvimento do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo (WATANABE; YAMADA, 1983).
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4.4 ANALISES QUANTITATIVAS

4.4.1 Analise do Codigo Quimico

Foram apresentadas as analises quantitativas do codigo quimico dos neurdnios
imunorreativos a NOS, a ChAT e ao HUC/D no plexo mioentérico. As analises foram feitas
através da marcacdo simples dos preparados de membrana. Os dados das marcacGes sdo

expressos com médiatdesvio padrdo, n= nimero de preparacdes.

4.4.2 Andlise da Densidade Neuronal

A obtencéo das densidades dos neurdnios (niimero de neurdnios/mm? area ganglionica)
imunorreativos a NOS, a ChAT, e ao HUC/D foi realizada. Para a marcacao da NOS, utilizou-
se 0s seguintes animais: CT5, CT6, CT7, CT8 (controles) e #NE, #LO, #8, #TE, #BE
(distréficos). Para a marcagdo da ChAT, utilizou-se os seguintes animais: CT2, CT7, CT5, CT6
(controles) e #NE, #L.O, #GA, #BE, #TE (distroficos). Para a marcagdo de HuC/D, utilizou-se:
CT2, CT5, CT6, CT7, CT8 (controles) e #NE, #GA, #W8, #BE, #LO (distroficos).

A identificacdo dos ganglios foi feita de forma aleatéria em microscopio de
fluorescéncia Nikon 80i, acoplado aos filtros para discriminar o fluor6foro 594 ou 488, e a
imagem foi capturada em um aumento de 10x. Apéds, o ganglio foi observado no aumento de
40x, onde realizou-se a contagem do namero de neurénios por ganglio. Apés, para obtencédo da
area ganglionica, a imagem do ganglio foi obtida pelo programa NIS Elements (Nikon) e foi
mensurada pelo programa Image J. Realizou-se a analise em 15 ganglios para cada marcagdo
(HOFF et al., 2008).
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4.4.3 Anélise Morfométrica

Para a obtencéo da area do perfil do corpo celular pm?, didmetro maximo (DMax) e
didmetro minimo (DMin), foram fotografados 50 neurdnios imunorreativos & NOS, a ChAT e
ao HuC/D de cada animal. Para essa avaliacdo, foram utilizados 4 animais de cada grupo. Para
a marcacdo da NOS, ChAT e HuC/D, utilizou-se os seguintes animais: CT2, CT5, CT6, CT7
(controles) e #NE, #LO, #8, #W8 (distroficos).

As imagens foram obtidas pelo programa NIS Elements (Nikon) e a analise
morfomeétrica foi feita no programa Image-Pro Plus 4.1.0.0 (MISAWA et al., 2010; MIZUNO
etal., 2012).

4.4.4 Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada comparando o grupo de animais distréficos e controle,
verificando as variaveis de area ganglidnica (mm?), nimero de neurdnios/ganglio, densidades
neuronais (nimero de neurdnios/mm? de area ganglionica), perfil neuronal (um?), didmetro
maximo (um) e didmetro minimo (um). Os dados foram comparados estatisticamente através

de anélise de T- Student, com nivel de significancia p<0,05.

4.4.5 Andlise devido a diferencas de idade e peso dentro dos grupos experimentais

Devido as diferencas fenotipicas entre 0s animais nos grupos controles e distroficos,
bem como a diferenca de idade entre eles, uma analise sobre a influéncia dos fatores idade e
peso sobre a area do perfil neuronal e densidade neuronal foi realizada. A representacéo de
tendéncias lineares nos graficos pode sugerir a interferéncia das diferentes idades e pesos nos
resultados encontrados. A auséncia de linearidade, ou seja, quando os pontos nos graficos
ocorrem de forma desordenada, significa a ndo interrelagdo entre as varidveis analisadas. A

andlise foi realizada no programa Excel 2013.
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5 RESULTADOS

5.1 OBSERVACOES GERAIS

Foi utilizado material coletado durante necropsia de animais controles que foram a 6bito
por diferentes motivos. Para isso, obedeceu-se uma ordem de coleta de acordo com a casuistica
no setor de Patologia do Hospital Veterinario da FMVZ da USP. Animais controles que
apresentaram disfungdes gastrointestinais no periodo ante mortem foram excluidos da

amostragem.

5.2 ANALISE QUALITATIVA DA IMUNORREATIVIDADE A NOS, A CHAT E AO
HUC/D E A COLOCALIZACAO DE FIBRAS IMUNORREATIVAS AO P2X7 COM
NOS E CHAT NO PLEXO MIOENTERICO

A marcacdo da NOS foi evidenciada nos neurénios mioentéricos e nao foi observada
alteracdo da intensidade desses neurénios nos grupos Controle e Distréfico. Os neurénios NOS-
ir apresentaram morfologia Dogiel Tipo | e pareceram ser menores no grupo Distrofico (Figura
3). A figura 4 demonstra os neurdnios NOS-ir em tripla marcacdo com o pan neuronal HuC/D
e DAPI.

Os dados da imunomarcagéo dos neurénios ChAT-ir mostraram que eram NnuUMerosos e
cercados por varicosidades. Eles apresentaram o corpo celular de diversos tamanhos (Figuras 5
e 6). Os neurbnios do plexo mioentérico de ambos 0s grupos apresentaram nucleo grande e
redondo (Figura 5).

Nas duplas marcacdes do receptor P2X7 com NOS e ChAT, verificou-se a presenca de
neurodnios e fibras imunorreativos ao receptor P2X7 colocalizados com a NOS (Figuras 7 e 8)
e com a ChAT (Figuras 9 e 10).

Nos ganglios mioentéricos foram observados neur6nios imunorreativos ao pan-neuronal
HuC/D, onde foi possivel observar marcacéo no citoplasma e nos nucleos. Esta imunomarcacéo

demonstrou neurénios de diversos tamanhos (Figura 4 A’e B’; Figura 6 A’e B’).
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Figura 3 - Dupla marcagdo de neurdnios NOS-ir e DAPI no plexo mioentérico de cées controles e distréficos

Distro/Merge

Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).

Legenda: Neurdnios imunorreativos a NOS (A e B) e ndcleo de células marcadas com DAPI (A’e B”) no
plexo mioentérico do ileo de céo controle (A-A’") e de cédo distrofico (B-B’’). As setas mostram
neurdnios NOS-ir e seus nucleos (Barra: 20pum).
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Figura 4 - Tripla marcac&o de neurdnios NOS-ir, HuC/D-ir e DAPI no plexo mioentérico de cées controles e

distréficos

Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).

CT/DAPI

Distro/NOS

Distro/Hu

Distro/DAPI

Legenda: Neuronios imunorreativos a NOS (A e B) e ao pan neuronal HuC/D (A’e B’) no plexo mioentérico do
ileo de cdo controle (A-A’"") e de cdo distrofico (B-B’”’). As setas mostram neurdnios NOS-ir que
colocalizam com neurdnios HUC/D-ir. O nucleo das células estda marcado com DAPI (A”’ e B””) (Barra:

20pum).
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Figura 5 - Dupla marcagdo de neurdnios ChAT-ir e DAPI no plexo mioentérico de cées controles e distroficos

CT/ChAT

Distro/ChAT Distro/DAPI

Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).

Legenda: Neuronios imunorreativos a ChAT (A e B) e nicleo de células marcadas com DAPI (A’e B’) no
plexo mioentérico do ileo de cdo controle (A-A’’) e de cdo distrofico (B-B’’). As setas mostram
neurbnios ChAT-ir e seus nucleos (Barra: 20um).
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Figura 6 - Tripla marcagdo de neur6nios ChAT-ir, HUC/D-ir e DAPI no plexo mioentérico de cées controles e
distroficos

Distro/ChAT

Distro/Hu

Distro/DAPI

Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).

Legenda: Neurdnios imunorreativos a ChAT (A e B) e ao pan neuronal HuC/D (A’e B’) no plexo mioentérico
do ileo de cdo controle (A-A’"’) e de cdo distréfico (B-B*”’). As setas mostram neurdnios ChAT-ir
que colocalizam com neurénios HUC/D-ir. O ntcleo das células estd marcado com DAPI (A’ e B*”)
(Barra: 20um).
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Figura 7 - Tripla marcacdo de neurdnios NOS-ir, P2X7-ir e DAPI no plexo mioentérico de cdes controles e
distroficos

CT/NOS Distro/NOS

oy

Distro/P2X7

Distro/DAPI

- Distro/Merge

Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).

Legenda: Neurdnios imunorreativos a NOS (A e B) e ao receptor P2X7 (A’e B’) no plexo mioentérico do ileo
de cdo controle (A-A’"") e cdo distrofico (B-B’’’). As setas mostram neurdnios NOS-ir que
colocalizam com o receptor P2X7. O nucleo das células estd marcado com DAPI (A”’ e B””) (Barra:
20um).



Figura 8 - Tripla marcacdo de fibras
distroficos

Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).
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NOS-ir, P2X7-ir e DAPI no plexo mioentérico de cdes controles e

Distro/fibra
NOS

CT/fibra
NOS

N

Distro/fibra
- P2X7

CT/fibra
P2X7

~

Distro/DAPI

*

Legenda: Fibras nervosas imunorreativas a NOS (A e B) e ao receptor P2X7 (A’e B’) no plexo mioentérico do
ileo de cdo controle (A-A’") e cdo distrofico (B-B’”’). As setas mostram fibras NOS-ir que colocalizam
com o receptor P2X7. O nicleo das células é evidenciado pela marcacdo com DAPI (A ¢ B”), e o
nucleo da fibra muscular tem caracteristica alongada (*) (Barra: 20pm).
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Figura 9- Tripla marcacédo de neurdnios ChAT-ir, P2X7-ir e DAPI no plexo mioentérico de cdes controles e

distroficos

CT/ChAT

=

CT/P2X7

CT/DAPI

Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).

Distro/ChAT

Distro/P2X7

Distro/DAPI

Legenda: Neurdnios imunorreativos a ChAT (A e B) e ao receptor P2X7 (A’e B’) no plexo mioentérico do ileo de
céo controle (A-A’"") e co distrofico (B-B’”’). As setas mostram neurénios ChAT-ir que colocalizam
com o receptor P2X7. O nlcleo das células estd marcado com DAPI (A”’ e B””) (Barra: 20pum).
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Figura 10 - Tripla marcacéo de fibras ChAT-ir, P2X7-ir e DAPI no plexo mioentérico de cées controles e
distroficos

CT/fibra Distro/fibra
ChAT ChAT

“.CTHibra Distro/fibra
P2X7 P2X7

Distro/DAPI

Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).

Legenda: Fibras nervosas imunorreativas a ChAT (A e B) e ao receptor P2X7 (A’e B’) no plexo mioentérico do
ileo de cdo controle (A-A’"’) e cdo distrofico (B-B’’’). As setas mostram fibras ChAT-ir que colocalizam
com o receptor P2X7. O nucleo das células ¢ evidenciado pela marcagdo com DAPI (A’’ e B*’), e o nucleo
da fibra muscular tem caracteristica alongada (*) (Barra: 20um).
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5.3 ANALISE QUALITATIVA HISTOLOGICA

Através da coloracdo de HE pode-se verificar alteragdes morfoldgicas nos tecidos dos
grupos controle e distrofico (Figura 11).

A parede intestinal apresentou-se com a mucosa revestida por epitélio com a presenca
de vilosidades em todos os grupos analisados, com as células caliciformes. As criptas ou
glandulas intestinais foram caracteristicas em ambos os grupos. No grupo distréfico, a regido
das glandulas intestinais pareceu estar atrofiada quando comparada com o grupo controle. Nas
vilosidades estavam presentes as células caliciformes. A parede intestinal apresentou a regido
submucosa onde foi possivel observar o plexo submucoso. Logo abaixo estd situada a
musculatura circular e a musculatura longitudinal, e entre as duas encontramos 0 plexo
mioentérico. A musculatura circular parece estar mais espessa no grupo controle. Além disso,

o plexo mioentérico parece estar com a presenca de mais vacuolos que no grupo distréfico.
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Figura 11 — Cortes histoldgicos do ileo de cées controles e distréficos corados com HE

Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).

Legenda: Fotomicrografia mostrando cortes corados com hematoxilina e eosina do ileo de cées dos grupos controle
(A, B, Ce D) e distrofico (A’, B’, C* e D’). VL vilosidades, LP lamina prépria, MC musculatura circular,
ML musculatura longitudinal, plexo mioentérico (*) e neur6nio do plexo mioentérico (seta). Barras
500pum (A-A "), 100pum (B-B'), 50um (C-C "), 20um (D-D").
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5.4 ANALISE QUALITATIVA DA DISTRIBUICAO DO COLAGENO

Através da coloracdo com Picrosirius, foram marcadas fibras colagenas nos tecidos dos
grupos controle e distréfico. O grupo controle apresentou fibras colagenas espessas,
possivelmente tipo | (vermelha), concentradas na lamina propria e em torno dos ganglios
mioentéricos.

Nos tecidos do grupo Distrofico pareceu ndo haver diferenca na espessura das fibras
colagenas, que pareceram ser do tipo | (vermelhas) ao redor do géanglio. Alguns ganglios,

entretanto, pareceram ter o tecido colageno mais fino (Figura 12).
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Figura 12 - Cortes histolégicos do ileo de cées controles e distréficos corados com Picrosirius

Distro

Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).

Legenda: Cortes histoldgicos do ileo de cdes corados com Picrosirius no grupo controle (A, A’, C e C’) e no grupo distréfico
(B, B’, D, D’). VL vilosidade, LP Lamina propria, MC musculatura circular, ML musculatura longitudinal.
Visualizagdo das fibras colagenas em luz polarizada (A’, B’, C*, D”). As setas indicam as fibras colagenas ao redor
do plexo mioentérico. Barras: 500 um (A, A’, B, B’), 50um (C, C’, D, D’).
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5.5 ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

As fibras amielinicas, fibras musculares, nicleos das células musculares e neurdnios dos
plexos mioentéricos dos grupos controle e distrofico foram analisados.

As fibras amielinicas foram encontradas entre as fibras musculares nos grupos controle
e distrofico. Elas continham vesiculas granulares e agranulares (Figuras 13 e 14).

Nos grupos controle e distrofico, as fibras musculares apresentaram estruturas
eletrodensas, os seus nlcleos eram alongados e alguns com contornos irregulares. No grupo
controle, as fibras musculares apareceram mais préximas uma da outra e a fibras colagenas
seguiam uma disposicdo mais organizada (Figura 15). No grupo distrofico, as fibras musculares
apareceram mais delgadas e irregulares, com espacos maiores entre elas, preenchidos por
colageno dispostos em diferentes dire¢des (Figura 16).

Os neur6nios do plexo mioentérico apresentaram o nucleo grande e arredondado nos
grupos controle e distrofico. Notou-se a presenca de vesiculas no citoplasma dos neurdnios dos
grupos controle e distréfico, ndo sendo observado diferencas qualitativas entre os grupos
(Figuras 17 e 18).
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Figura 13 - Caracteristicas das fibras amielinicas no ileo de c&o controle

Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).

Legenda: Céo controle. Fig. A- Evidencia células musculares lisas do ileo (*). Nota-se o ntcleo da célula muscular
em corte transversal (N); um feixe nervoso contendo fibras amielinicas de diferentes diametros (seta
branca), e fibras colagenas (c). Identifica-se entre as células musculares a area de jungao do tipo gap (seta
preta) (Barra: 1um). Fig. B- Observa-se fibras amielinicas contendo granulos eletrodensos apresentando
um halo esbranquicado (seta) e mitocondrias (m). Perifericamente, observa-se a disposi¢do de fibras
colagenas contendo bandas (c) (Barra: 100nm). Fig. C- Evidencia no interior da porc¢éo axoplasmatica o
conjunto de vesiculas agranulares semelhantes as de sinapses (seta preta) (Barra: 100nm). Fig. D — Mostra
em maior aumento grande quantidade de vesiculas (setas pretas) espalhadas e mitocondria (m). A
membrana bilaminar é claramente observada (seta branca) (Barra: 50nm)
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Figura 14 - Caracteristica das fibras amielinicas no fleo de cio distréfico

Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).

Legenda: Cao distréfico. Fig. A- Mostra um feixe de fibras amielinicas (seta preta) préximo as fibras musculares
lisas do ileo (*). Nota-se fibras amielinicas de diferentes tamanhos (seta preta) (Barra: 1um). Fig. B-
Evidencia, em maior aumento, a porgio axoplasmatica das fibras nervosas contendo pequenas vesiculas
claras (seta preta pequena) e vesiculas eletrodensas granulares maiores (seta preta grande), mitocondrias
(cabeca de seta branca) e neurofilamentos (cabega de seta preta) (Barra: 0,5um). Fig. C- Observa-se
grande quantidade de vesiculas do tipo sinapse (seta preta) (Barra: 50nm). Evidencia a membrana
bilaminar da fibra amielinica (seta branca). Fig. D - Mostra varias fibras amielinicas contendo
numerosas vesiculas (setas) (Barra: 100nm).
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Figura 15 - Caracteristica das células musculares lisas e coldgeno do fleo de ciio controle

Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).

Legenda: Cdo controle. Figs. A, B, C e D- Descrigio das células musculares e do tecido coldgeno. Revela a
porgao citoplasmética das células musculares lisas (*) e espacos intercelulares preenchidos pelas fibras
coldgenas (setas pretas). A porgdo citoplasmitica revela mitocondrias (seta branca) e nicleos (N)
(Barras: A, B, C e D- 1um). Fig. E - Revela o espago entre as células musculares (*). A rede de fibras
colagenas dispostas em diferentes diregdes (setas brancas) é claramente evidenciada e a lAmina basal em
aspecto eletrodenso (duas setas) (Barras: 0,5um). Fig. F- Mostra em maior aumento a disposicao das
fibras coldgenas (setas brancas) (Barra: 0,5um).
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Figura 16 - Caracteristica das células musculares lisas e colageno do ileo de co distrofico

Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).

Legenda: Cdo distrofico. Figs. A, B, C e D — Mostram a porgdo citoplasmatica das células musculares lisas (*) e
os feixes de fibras coldgenas (c). Observa-se o nucleo das células musculares em corte transversal (N).
Fig. E - Evidencia os feixes de fibras colagenas (setas pretas) distribuidas em diferentes dire¢des. Fig. F
- Mostra a parte citoplasmatica das células musculares (*) e a rede de fibras colagenas (setas pretas)
(Barras: A, B, C- 1 um, D e E- 0,5 um, F- 100 nm).
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Figura 17 - Caracteristica dos neurdnios do plexo mioentérico do ileo de cdo controle

3 ‘;,
RS
c
Fonte: (SILVEIRA, M. P., 2013).
Legenda: Céo controle. Fig. A- Nota-se parte do corpo celular de neurdnio e seu nicleo (N) no ganglio de céo

controle e a fibra muscular lisa na camada muscular longitudinal do intestino (*). Identifica-se as
mitocondrias (m) e feixes de miofilamentos (setas). Fig. B- Observa-se o neurénio com o seu ntcleo (N)
e a porcao citoplasmatica (c). Fig. C- Evidencia o ntcleo do neurdnio (N) e sua porgdo citoplasmatica (c).
D - Evidencia o nucleo (N) e parte do nucléolo (Nu) (Barras: A - 0,5um, B, C - 1um, D- 0,5um).
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Figura 18 - Caracteristica de neur6nios do plexo mioentérico do ileo de céo distrofico

Legenda: Cdo distrofico. Fig. A- Nota-se neur6nio e seu nicleo (N) (Barra: 1um). Fig. B, C- Observa-se o neur6nio
com o seu nacleo (N) e vesiculas citoplasmaticas (setas). Fig. D- Nota-se a presenca do reticulo
endoplasmatico granular (seta preta). Fig. E e F- Evidencia o ndcleo do neurbnio (N) e a presenca de
caveéolas (setas brancas) (Barra: B, C, D, E e F: 100nm).
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5.6 ANALISE QUANTITATIVA DAS MARCACOES, DENSIDADES E MORFOMETRIA
DOS NEURONIOS MIOENTERICOS IMUNORREATIVOS A NOS, A CHAT E AO
HUC/D, E COLOCALIZACAO DAS FIBRAS E NEURONIOS IMUNORREATIVOS
AO RECEPTOR P2X7, A NOS, E A CHAT

5.6.1 Numero de neurdnios/ganglio, Area gangliénica e Densidade Neuronal da &rea

ganglibnica

Para se obter os valores de densidade neuronal, realizou-se a contagem do numero de
neurdnios/ganglio e a mensuracgdo da area (mm?) do ganglio correspondente, totalizando 15
ganglios analisados por animal. A relacdo entre esses dois parametros permitiu verificar a
densidade neuronal/mm? de area ganglionica.

Com relacdo ao numero de neurénios NOS-ir/ganglio, o grupo controle apresentou
17,25+6,22 neurdnios, a area ganglionica foi de 0,10+0,02 e a densidade dos neurénios NOS-
ir /mm? da area ganglionica foi de 191,95+30,37. Com relagdo ao nimero de neurénios NOS-
ir/génglio, o grupo distrofico apresentou 17,22+3,71 neur6nios, a &rea ganglidnica foi de
0,07+0,02 e a densidade dos neurdnios NOS-ir /mm? da area ganglionica foi de 291,46+63,21.

Ao se comparar o grupo distrofico com o controle, com relacdo ao numero de neurdnios
NOS-ir/ganglio ndo foi observado diferenca significante. A area ganglibnica pareceu ter
tendéncia a diminuicdo, porém néo significante. A densidade dos neurdnios NOS-ir /mm? da
area ganglionica apresentou um aumento significante de 52,31% (P<0,05) no grupo distrofico
guando comparado ao grupo controle (Figura 19).

Com relacdo ao nimero de neurénios ChAT-ir/ganglio, o grupo controle apresentou
27,42+6,10 neurdnios, a area ganglidnica foi de 0,08+0,02 e a densidade dos neurénios ChAT-
ir /mm? da area ganglionica foi de 365,06+33,81. Com relagio ao nimero de neurdnios ChAT-
ir/ganglio, o grupo distrofico apresentou 27,26+6,05 neurénios, a area gangliénica foi de
0,08+0,02¢ a densidade dos neurdnios NOS-ir /mm? da area ganglionica foi de 357,88+41,41.

A andlise de neurbnios ChAT-ir, ndo demonstrou diferenca significante quanto ao
numero de neurdnios/ganglio, area ganglionica e densidade neuronal/mm? de area ganglionica

entre os grupos Controle e Distréfico (Figura 20).
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Com relagdo ao numero de neurénios HUC/D-ir/ganglio, o grupo controle apresentou
39,1+10,04 neurdnios, a &rea ganglidnica foi de 0,10+0,03 e a densidade dos neurdnios HUC/D-
ir/ganglio/mm? da area ganglionica foi de 421,66+57,05.

Com relacdo ao numero de neurdnios HuC/D-ir/ganglio, o grupo distrofico apresentou
43,6£9,87 neuronios, a area ganglionica foi de 0,09+0,02e a densidade dos neurénios HUC/D-
ir/mm? da area ganglionica foi de 484+108.

Em relacdo aos neurénios HuUC/D-ir, ndo foi observado diferenca significante quanto ao
numero de neurdnios/ganglio, area ganglionica e densidade neuronal/mm? de area ganglionica

entre os grupos estudados (Figura 21).
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Figura 19 - Nmero de neurdnios por ganglio (A), area gangliénica (mm?) (B), densidade neuronal/mm? de area
ganglidnica (C) dos neurdnios NOS-ir do plexo mioentérico do ileo de cdes controles e distréficos
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Figura 20 - Ntimero de neurdnios por ganglio (A), area ganglionica (mm?) (B), densidade neuronal/mm? de area
ganglidnica (C) dos neurdnios ChAT-ir do plexo mioentérico do ileo de cées controles e distrdficos
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Figura 21 - Namero de neurénios por ganglio (A), area ganglionica (mm?) (B), densidade neuronal/mm? de area
gangliénica (C) dos neurdnios HUC/D-ir do plexo mioentérico do ileo de cdes controles e distréficos
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5.6.2 Area do Perfil Neuronal

Foram avaliados a area do perfil do corpo celular dos neurénios imunorreativos a NOS,
a ChAT e ao HuC/D, o diametro méaximo (DMax) e o didmetro minimo (DMin).

A andlise do perfil dos neurdnios NOS-ir demonstrou os valores entre 66,31 a
1644,72um?. A média da area do perfil neuronal foi de 422,71+58,53 pm? no grupo controle e
de 331,49+43,83 um? no grupo distrofico. A analise demostrou haver uma diminuicéo
significante de 21,57% (P<0,05) na &rea do perfil dos neurdnios NOS-ir do grupo distréfico
quando comparado com o grupo controle (Figura 22A).

O DMax dos neurdnios NOS-ir apresentaram valores entre 8,19um a 86,16jum nos dois
grupos. A média do DMax foi de 32,07+£2,48 um no grupo controle e de 27,20+2,17 um no
grupo distrofico. A média do DMin foi de 15,98+1,15 um no grupo controle e de 13,8+1,37
um no grupo distréfico. Foi observada diminuicdo significante de 15,18% (P<0,05) no DMéx
dos neurénios dos animais distréficos (Figura 22B). Os valores de DMin dos neurénios NOS-
ir ficaram entre 4,68um a 36,64um. Houve uma diminuicdo significante de 13,64% (P<0,05)
nos animais distroficos (Figura 22C).

As areas dos perfis dos neurdnios ChAT-ir apresentaram valores para o perfil neuronal
variando entre 52,08um? a 1636,56pum? (Figura 23A). A média da area do perfil neuronal foi
de 389,09+37,06 um? no grupo controle e de 309,88+12,20 um? no grupo distréfico. A analise
detectou diferenca significante (P<0,05) entre o grupo distrofico e o grupo controle na area do
perfil neuronal. O grupo distréfico apresentou a area do corpo neuronal 20,36 % menor que 0
observado no controle.

A diferenca também foi observada no Dmax dos neurdnios ChAT-ir, com valores que
variaram entre 8,76um a 59,07um nos grupos estudados. A média do DMéx foi de 28,33+1,07
pUm no grupo controle e de 25,11+1,4 um no grupo distréfico. A média do DMin foi de
15,70+0,56 um no grupo controle e de 14,66+0,53 um no grupo distréfico. O grupo controle
apresentou um aumento de 11,36% (P<0,05) quando comparado ao grupo distrofico (Figura
23B). O diametro minimo demonstrou valores entre 5,62um a 35,53um, e também foi maior
no grupo controle, sendo 6,62% maior que o grupo distrofico ((P<0,05) (Figura 23C).

A andlise do perfil dos neurbnios HuC/D-ir demonstrou os valores entre 58,25um? a
1840,35um? (Figura 24A). A média da area do perfil neuronal foi de 325,48+78,70 um? no
grupo controle e de 335,06+43,42 um? no grupo distrofico. Ao comparar os dois grupos, nio

foi observado diferenca significante (P>0,05). O Dméax dos neurdnios HuC/D-ir apresentaram
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valores entre 11,03um a 79,47um (Figura 24B) e o Dmin valores entre 6,39um a 31,94um
(Figura 24C). A média do DMax foi de 25,67+2,99 um no grupo controle e de 26,92+2,16 um
no grupo distréfico. A média do DMin foi de 14,52+1,88 um no grupo controle e de 14,47+0,66

pum no grupo distrofico. N&o foi detectada diferenca significante entre os dois grupos.
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Figura 22 - Area do perfil neuronal (um2) (A), Dmax (um) (B) e Dmin (um) (C) dos neurénios NOS-ir nos grupos
controle e distrofico
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Figura 23 - Area do perfil neuronal (um?) (A), Dméax (um) (B) e Dmin (um) (C) dos neurdnios ChAT-ir nos
grupos controle e distrofico
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Figura 24 - Area do perfil neuronal (um?) (A), Dmax (um) (B) e Dmin (um) (C) dos neurénios HuC/D-ir nos
grupos controle e distrofico
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5.6.3 Distribuicéo dos Neurdnios Mioentéricos Imunorreativos a NOS, & ChAT e HuC/D
de acordo com a Area do Perfil

Na anélise dos neurénios NOS-ir nos grupos controle e distréfico, a area do perfil variou
de 60 a 1700 um?. No grupo controle, 60,35% dos neur6nios estavam entre 300 e 500 pm?
enquanto que no grupo distrofico a maioria dos neurdnios estavam entre 200 e 400 pum?,
mostrando que houve diminuicdo da area do perfil do corpo celular dos neurdnios
imunorreativos @ NOS nesse grupo, quando comparados com o grupo controle (Figura 25A).

O histograma do DMéx apresentou a maioria dos neurénios NOS-ir situados na faixa de
10-30 pm nos dois grupos (Figura 25B). O DMin apresentou a maioria dos neurdnios situados
entre 9-15 um tanto nos animais controles quanto nos distroficos (Figura 25C)

Na andlise dos neurénios ChAT-ir nos grupos controle e distréfico a area do perfil variou
de 60 a 1700 pm?. No grupo controle a maioria dos neurdnios (62,44%) estava entre 200 e 400
um? enquanto que no grupo distrofico 72,77% dos neurdnios estavam entre 200 e 400 pm?,
mostrando que houve diminuicdo da area do perfil do corpo celular dos neurbnios
imunorreativos ao ChAT nesse grupo (Figura 26A).

O histograma do DMax dos neurdnios ChAT-ir apresentou a maioria dos neurénios
situados na faixa de 10-30 um no grupo controle, e entre 15-25 um no distréfico (Figura 26B).
O DMin apresentou a maioria dos valores entre 9-15 um nos dois grupos analisados (Figura
26C).

Na andlise dos neurénios HUC/D-ir nos grupos controle e distrofico a area do perfil
variou de 50 a 1900 um?. No grupo controle a maioria dos neurdnios (71,42%) estava entre 200
e 400 um? enquanto que no grupo distréfico 69,38% dos neurdnios estavam entre 200 e 400
um?, mostrando que ndo houve diferenca da area do perfil do corpo celular entre os grupos
estudados (Figura 27A).

O histograma do DMéx dos neurdnios HUC/D apresentou a maioria dos valores entre
10-30 um. Nos animais controles, a maioria dos neurdnios se concentraram na faixa entre 10-
20 um, enquanto gque nos animais distréficos, se concentraram entre 20-30 um (Figura 27B) O

DMuin apresentou a maioria dos valores entre 9-15 pm nos dois grupos analisados (Figura 27C).
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Figura 25 - Distribuicdo de frequéncia das areas (um?) (A), DMax (um) (B) e DMin (um) (C) dos neurdnios NOS-
ir no ileo de cées dos grupos controle e distrofico

35

25

20

15

10

Frequéncia (%) - NOS

(A) o

o

O NN NN NN D
S q,Q RSOSSN \QQ \\Q \q’h \ﬁ,}Q \@ \°>Q \‘oQ \,\Q .\%Q \o,Q

AreaNeuronal (um?)
Hmm Controle B Distrofico

ey
(&3]

w W b
o o1 o

Frequéncia (%) - NOS
5 &6 8 &

()

~—
Y

N—r

o

Diametro Méaximo Neuronal (um)

Hm Controle mm Distrofico

35

30

25

20

15

Frequéncia (%) - NOS

10

[,

~
0O

Nt
o

I N N T R A A S R S
Diametro Minimo Neuronal (um)

Hmm Controle B Distrofico



Figura 26 - Distribuicdo de frequéncia das 4reas (um?) (A), DMax (um) (B) e DMin (um) (C) dos neurdnios
ChAT-ir no ileo de cées dos grupos controle e distrofico
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Figura 27 - Distribuicdo de frequéncia das areas (um?) (A), DMax (um) (B) e DMin (um) (C) dos neurdnios
HuC/D-ir no ileo de cées dos grupos controle e distréfico
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5.7 ANALISE DE INTERRELACAO ENTRE IDADE E PESO DOS ANIMAIS COM A
DENSIDADE NEURONAL E AREA DO PERFIL DOS NEURONIOS NOS-IR, CHAT-
IR E HUC/D-IR

Os neurdnios NOS-ir ndo demonstraram ser afetados pela idade e peso dos animais.
Analisando-se separadamente os grupos, ndo se observa uma tendéncia linear da idade e peso
em relagéo a densidade neuronal nem dentro de cada grupo e nem se analisando os dois grupos
em conjunto (Figura 28 A e B). A éarea do perfil neuronal NOS-ir (Figura 28 C e D) também
ndo demonstra uma tendéncia linear ao se avaliar o0 conjunto de pontos no grafico de idade e
peso.

A figura 29 evidencia o estudo das varidveis idade e peso em relacdo a densidade
neuronal (Figura 29 A e B) e area do perfil dos neurdnios ChAT-ir (Figura C e D). N&o foi
observado relacdo de dependéncia entre as variaveis nas amostras avaliadas.

A figura 30 demonstra a densidade neuronal (Figura 30 A e B) e a area dos neur6nios
HuC/D —ir (Figura 30 C e D) em relagdo a idade e ao peso dos animais. Os cdes apresentaram
densidades muito semelhantes independentes do peso. As areas dos neur6nios dos dois grupos
estdo dentro da mesma faixa, o que denota ndo haver interferéncia da idade com a area neuronal.
A correlacdo entre peso e area do perfil neuronal HuUC/D demonstra ndo haver interferéncia do

peso com as areas dos neurénios HuUC/D.
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Figura 28 - Interrelacdo entre idade e peso dos animais controles e distréficos com a densidade neuronal e area do
perfil dos neurénios NOS-ir
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Figura 29 - Interrelacdo entre idade e peso dos animais controles e distréficos com a densidade neuronal e &rea do
perfil dos neurbnios ChAT-ir
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Figura 30 - Interrelacdo entre idade e peso dos animais controles e distréficos com a densidade neuronal e &rea do
perfil dos neurénios HUC/D-ir
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90

6 DISCUSSAO

6.1 CONSIDERACOES SOBRE O MODELO DISTROFIA MUSCULAR

Modelos animais sdo necessarios para elucidar a patogénese e avaliar a eficacia e
toxicidade durante o desenvolvimento de terapias. Para a DMD, trés modelos de animais séo
descritos: murino, felino e canino. O camundongo, apesar de ser amplamente utilizado devido
aos importantes achados nos estudos de patogénese e desenvolvimento de terapias, apresentam
o fendtipo clinico da doenca pouco pronunciado (COOPER et al., 1989). Os gatos distréficos
manifestam pouca similaridade com a DMD, devido ao desenvolvimento de hipertrofia
muscular e auséncia de fibrose (NAKAMURA; TAKEDA, 2011). Além disso, ndo existem
relatos da utilizacdo do modelo felino nas abordagens terapéuticas. O modelo canino apresenta
patologias cardiacas e musculares similares a DMD. Tanto o tamanho corporal, quanto o
histérico genético dos cdes sdo mais parecidos com dos seres humanos. Portanto, 0 modelo
canino pode acrescentar maiores contribuicdes em estudos pré clinicos e no desenvolvimento
de novas terapias (VALENTINE et al., 1990; KORNEGAY et al., 2012). No presente estudo,
cdes da raca Golden Retriever que apresentam mutacdo no gene da distrofina foram o alvo da

pesquisa, sendo esta a raca mais extensivamente examinada e caracterizada para a doenca.

6.2 CONSIDERACOES SOBRE O CODIGO QUIMICO

O sistema nervoso entérico é constituido por um grande nimero de neurénios com
morfologias e fendtipos neuroquimicos diversos. A demonstracdo imunohistoquimica de
substancias neuronais (cddigo quimico) tem sido um dos principais métodos para identificar
tipos de neurénios no sistema nervoso entérico (FURNESS, 2006; BECK et al., 2009).

Uma rede neural na parede do trato gastrintestinal e seus plexos controlam e
coordenam funcbes gastrintestinais complexas como motilidade e secrecdo. Nesse estudo,
componentes do plexo mioentérico do ileo de cdes com distrofia muscular do Golden Retriever
foram estudados, comparativamente ao ileo de cées controles. O uso de marcadores no ileo de

cées seguiu protocolos semelhantes consistentes com de outros estudos em ratos e em pequenos
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mamiferos (CASTELUCCI, 2002; FURNESS, 2012). Inicialmente, foi realizada marcagéo de
dois principais grupos de neur6nios do plexo mioentérico, os excitatorios e os inibitorios da
musculatura, evidenciados através da imunorreatividade a ChAT e & NOS. Nesse contexto,
observou-se também a presenca de colocalizacdo das fibras colinérgicas e nitrérgicas com a
expressao do receptor P2X7, um importante receptor participante do processo de morte celular
e da neurotransmisséo.

No que diz respeito aos aspectos qualitativos da imunorreatividade a NOS e a ChAT,
pode-se inferir que talvez ndo tenham sido influenciados pela distrofia muscular, uma vez que
0s grupos controle e distrofico apresentaram caracteristicas muito parecidas quanto a
reatividade, que ocorreu de maneira homogénea. Foi possivel determinar o contorno dos
neurdnios, identificados como Dogiel do tipo | para os neurdnios marcados pela NOS em ambos
0s grupos estudados (FURNESS, 2006). Os neurénios ChAT-ir apresentaram a morfologia
Dogiel tipo I; o formato dos seus ndcleos eram grandes e arredondados.

Karaosmanoglu et al. (1996) padronizaram que um bom marcador para a populagao
total de neurdnios do SNE deve obedecer critérios como: ser especifico para neurdnios, deve
marcar todos 0s neurdnios, e estar disponivel para outros investigadores. Nesse trabalho, o pan-
neuronal HuUC/D foi utilizado e, para o tecido do cdo mostrou-se satisfatorio em demonstrar a
populacdo neuronal. Tanto nos tecidos dos cdes distroficos quanto nos tecidos dos animais
controles, a intensidade de neurénios HUC/D-ir mostrou-se mais fraca que o observado em
outros mamiferos. Isso pode ser explicado pois a maior ou menor expressdo de Hu estd
relacionada a atividade celular (GANNS et al., 2006).

Os neurdnios do plexo mioentérico, de maneira geral, apresentaram morfologias
similares nos dois grupos estudados. Gabella (1971) refere que os neurdnios entéricos do ileo
apresentam uma grande variabilidade quanto a estrutura, forma e tamanho. Os neurdnios tém
um nuacleo grande, redondo ou oval, muitas vezes situados excéntricamente, com um a dois
nucleolos evidentes (GABELLA, 1971). Essas caracteristicas também foram observadas nos
neurénios do ileo dos cées dos grupos estudados.

Em relacdo ao receptor P2X7, o mesmo foi encontrado na membrana citoplasmaética
tanto nos neurénios NOS-ir quanto nos neurdnios ChAT-ir nos grupos estudados, bem como
nas fibras nervosas. A presenca do receptor P2X7 tem sido demonstrada em outras espécies
animais, onde sua expressdo encontrou-se diminuida em protocolos de I/R (PALOMBIT et al.,
2013), desnutrigdo (GIROTTI et al., 2013) e colite ulcerativa (DA SILVA, 2011). O presente
trabalho é o primeiro estudo que relata a presenga do receptor P2X7 no plexo mioentérico de

cdo. Estudos mostram que estimulos prolongados dos receptores P2 por agonistas podem
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resultar em mudancas na localizacdo e na quantidade expressa. O ciclo de receptores que séo
internalizados ou expostos na membrana plasméatica fornece um meio de modulagdo da
densidade do receptor (BURRONE; MURTHY, 2001). A expressao do receptor P2X pode ser
acionada pela fluxo de ions ou mudangas na conformacdo do canal idénico. As mudancas na
expressdo dos receptores purinérgicos P2X nos neurdnios sdo frequentemente observadas ndo
somente como consequéncia da maturacao neuronal e diferenciacao celular, mas também apos
injarias agudas como inflamac&o, estresse mecanico, isquemia, condi¢bes neurodegenerativas
(FRANKE et al., 2012). Além disso, o receptor purinérgico P2X7 tem um papel importante na
neurotransmissdo no SNC. Injurias causadas pos trauma ou doencas cerebrais causam alteragdo
na sinalizacdo purinérgica, incluindo o funcionamento desse receptor, que também participa da

mediacdo de proliferacdo celular, inflamacédo e apoptose (FRANKE et al., 2012).

6.3 CONSIDERACOES SOBRE A ANALISE MORFOLOGICA

Mudangas na morfologia geral dos ganglios entéricos com a idade foram descritos em
alguns estudos. Uma maior separagdo entre os ganglios mioentéricos em cobaias senis e um
menor agrupamento neuronal, ou seja, menor densidade, sdo observados no ganglio
mioentérico (GABELLA, 1989) ou na desnutricdo (CASTELUCCI et al., 2002b). Abalo et al.
(2007) descrevem uma reducdo no tamanho do ganglio mioentérico no ileo de cobaias. No
entanto, em seres humanos idosos, a area ganglidnica apresentou-se maior, e espagos foram
observados em varios ganglios (HANANI et al., 2004). A presenca de espagos no ganglio
mioentérico de humanos (HANANI et al., 2004) e ratos (THRASIVOULOU et al., 2006)
suporta a idéia de que alguns neurdnios entéricos sdo perdidos com a idade em alguns animais.
Nesse estudo, em ambos os grupos foi possivel identificar a presenca de espa¢os nos ganglios,
ou seja, presenca de vacuolos arredondados pequenos no interior do ganglio. Essa caracteristica
pode representar espacos que deveriam ser preenchidos por neur6nios, mas que pelo motivo da
doenga em questdo, houve morte neuronal.

Definiu-se que a area ganglionica é constituida por neurénios, células gliais entéricas
e neuropil e, é destituida de tecido conjuntivo, vasos e células musculares lisas (GABELLA,
1990). O neuropil de camundongos representa %2 da area gangliénica no intestino delgado,

enquanto que de ovelhas representa % dela (GABELLA, 1990). Portanto, 0s espagos
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observados nos ganglios entéricos do cdo, um animal de tamanho semelhante ao de ovelhas,
podem representar espacos preenchidos pelo neuropil também.

No presente trabalho, as criptas ou glandulas intestinais também foram caracteristicas
tanto no grupo controle quanto no grupo distréfico. No grupo controle, a regido das glandulas
intestinais pareceram estar aumentadas e as células caliciformes em maior quantidade quando
comparados aos distréficos. A musculatura circular também encontrou-se mais espessa nos
animais controles. Estes resultados corroboram com o trabalho de Beber (2011).

Em relacdo a mucosa, existem relatos de alteragdes das vilosidades quanto ao
comprimento e profundidade das mesmas em animais idosos (DROZDOWSKI; THOMSON,
2006).

Com relacdo as fibras colagenas, no animal distréfico elas estavam mais ténues e mais
novas ao serem comparados ao grupo controle. Estes dados corroboram com os resultados do
trabalho de Beber (2011).

Beber (2011) ao avaliar a musculatura lisa de camundongos mdx por MET
encontraram manchas eletrodensas interpretadas como focos de necrose e de infiltracdo de
tecido adiposo além de uma espessura diminuida das fibras musculares lisas intestinais, metade
do tamanho dos animais controles. Em nosso trabalho foram observadas diminuicdo da
musculatura lisa no ileo dos caes distroficos e aumento das fibras colagenas ao redor do
musculo.

Os nossos resultados de ultraestrutura demonstraram 0s neurdnios aparentemente
integros com suas organelas no grupo controle e distréfico. No entanto, mudancas
ultraestruturais sdo observadas em doencas como a de Crohn e colite ulcerativa, onde sdo
observados neurdnios edemaciados, vacuolos na membrana, mitocondrias aumentadas e maior
concentracdo de neurofibrilas (DVORAK et al., 1993).

6.4 CONSIDERACOES SOBRE DENSIDADE NEURONAL

Estudos tem demonstrado que I/R (BOBNA, 2011; PAULINO et al., 2011;
PALOMBIT et al., 2013), desnutricdo (MISAWA et al., 2010; GIROTTI et al., 2013) ou
obesidade (MISUNO et al., 2012) afetam a densidade dos neurdnios no trato gastrintestinal.

Para se evitar os problemas relacionados ao crescimento intestinal, optamos por

expressar a densidade neuronal por ganglio, ou por area gangliénica (HOFF et al., 2008).
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Karaosmanoglu et al. (1996) demonstraram uma relacéo entre densidade neuronal e o grau de
estiramento do tecido antes da fixacdo. Um aumento no estiramento tecidual de 32% resulta em
uma reducéo de 31% da densidade neuronal nos segmentos de jejuno e ileo de cobaias, e assim,
definiu-se que o nimero de neurdnios por cm? de area ganglionica representa uma técnica que
independe da forma em que o tecido é esticado, permitindo mensuragdes reproduziveis
(KARAOSMANOGLU et al., 1996; HOFF et al., 2008). No ileo, ganglios mioentéricos séo
individuais, facilmente distintos, e seguem um padrao regular em formato, o que facilita tal
abordagem (SAFFREY, 2013)*.

No presente trabalho, para se obter a densidade neuronal, o numero de
neurdnios/ganglio e area ganglidnica foram avaliados. Com relag&o a densidade dos neurdnios
NOS-ir, foi observado um aumento desses neurdnios / area ganglidnica no grupo distrofico. Isto
pode ter ocorrido devido a area gangliénica ter tido tendéncia a diminui¢do no grupo distrofico.

A maior quantidade de neurénios nitrérgicos por unidade de area no intestino delgado
dos animais distroficos pode ser um indicio de maior participacao dessa classe neuronal também
nas outras partes do trato gastrintestinal, o que justificaria os achados clinicopatol6gicos como
megaesofago e dilatacdo gastrica observados nos modelos GRMDs, e em ambas enfermidades
ha flacidez e distenco das fibras musculares. E possivel supor que uma maior quantidade de
neurdnios nitrérgicos leve a um maior relaxamento intestinal, ou seja, maior didmetro e
comprimento intestinal.

Recentemente, a baixa expressao de 0xido nitrico muscular foi identificada em pacientes
com DMD e medicamentos que estimulam a producao de 6xido nitrico enddgeno sdo propostos
como tratamento paliativo nessa doenca (BACCARI et al., 2013). A distrofina é necessaria para
ligar a NOS na superficie interna do sarcolema. Em pacientes com DMD e em camundongos
mdx, a NOS € escassa no sarcolema, sugerindo que a falta de NOS e a quebra nas vias de 6xido
nitrico intrinseco contribuem para a patofisiologia da distrofia muscular (BRENMAN et al.,
1995; CHANG et al., 1996). Talvez, durante o processo de maturacdo neuronal e plasticidade
neural, a queda na expressdo de 0xido nitrico tenha contribuido para maior diferenciacdo dos
neurbnios em populagBes nitrérgicas nos cédes distroficos. A possibilidade de plasticidade
neuronal deve ser considerada, pois alguns estudos demonstram que neurdnios mioentéricos
podem responder mudando sua estrutura, seu fenotipo quimico e funcdo em resposta adaptativa

a diferentes estimulos, para manter a homeostase intestinal (LOMAX; FERNANDEZ,

*SAFFREY, M. J. Cellular changes in the enteric nervous system during ageing.
Developmental Biology, 2013. No prelo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23537898

95

SHARKEY, 2005). Essa capacidade de adaptacdo ou reparagédo do SNE pode ser encarado
como uma tentativa para melhorar a funcdo intestinal desregulada, e assim, melhorar os
sintomas das patologias entéricas (VASINA et al., 2006).

Nos camundongos mdx, a densidade dos neurdnios nitrérgicos de animais de 4
semanas foi menor em relacdo a seus controles (BEBER, 2011). Entretanto, o autor verificou
que a &rea intestinal nos animais mdx nessa fase pds desmame era maior. Considerando que
densidade e area sdo medidas inversamente proporcionais, e que as estimativas neuronais foram
idénticas, considerou-se que o aumento da area do grupo distrofico determinou uma diminuicéo
na densidade dos neurdnios nitrérgicos, cujo nimero diluiu-se ao longo da viscera. J&, ao
observarem animais de 10 semanas, nenhuma diferenca quanto a densidade dessa classe foi
observada entre controles e animais mdx pela técnica de NADPH-d (BEBER, 2011).

A acetilcolina é o neurotransmissor primario de neurbnios excitatorios no trato
gastrintestinal, e esta envolvida na regulacdo da motilidade e secrecdo (FURNESS, 2006).
Problemas em sua densidade poderiam levar a problemas na motilidade intestinal. Nossos
resultados ndo demonstraram alteracdo dos neurdnios ChAT-ir no grupo distréfico. Cowen et
al. (2000) observaram uma diminui¢cdo do numero de neurdnios colinérgicos e da populacao
total de neurénios em ratos com o envelhecimento. Ao se estipular uma dieta controlada,
entretanto, houve uma diminuicdo dessa perda. Na obesidade, foi verificada diminui¢do na
densidade dos neurdnios ChAT-ir (MIZUNO et al., 2013). Bobna (2011) encontraram uma
diminuicdo significativa no namero de neurénios ChAT-ir nos grupos de ratos que sofreram
I/R das artérias ileais e analisados apos 24h e 1 semana. Tal observacao também foi verificada
por Paulino et al. (2011), que observaram uma diminuicdo de 26% na densidade de neurdnios
colinérgicos em animais submetidos ao mesmo protocolo, porém com 4 horas de reperfuséo.

Através da marcacdo com HuUC/D no ileo de cdes controles e distroficos, pudemos
identificar um valor médio de 421 neurdnios/mm? de area ganglionica e de 477 neurbénios/mm?
de area ganglidnica, respectivamente. Em equinos, Freytag et al. (2008) encontraram a
densidade neuronal de 58.400 neurdnios/cm? de area ganglibnica, entretanto estudaram a
porcao do jejuno desses animais. Incluiram nesse estudo animais com idade variavel entre 4 a
22 anos. Ja, no ileo de ratos adultos, encontrou-se a quantidade em torno de 212.000
neurdnios/cm? de area ganglionica (PHILLIPS; KIEFFER; POWLEY, 2004).

6.5 CONSIDERACOES SOBRE A AREA DO PERFIL NEURONAL
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A literatura tem reportado alteracdo na area do perfil neuronal de animais idosos
(PHILLIPS; KIEFFER; POWLEY, 2003), na desnutricdo (CASTELUCCI et al., 2002b;
MISAWA et al., 2010; GIROTTI et al., 2013), na obesidade (MIZUNO et al., 2012), isquemia
e reperfusdo (PAULINO et al., 2011; PALOMBIT et al., 2013) e colite ulcerativa (DA SILVA,
2011).

Os neurdnios colinérgicos e nitrérgicos do grupo distrofico apresentaram diminuicéo
no tamanho neuronal. Uma menor area do perfil neuronal também foi observada nessas
subclasses de neurbnios em outros estudos que trabalharam com modelos de desnutricdo
(MISAWA et al., 2010) e isquemia intestinal (PALOMBIT et al., 2013). A analise do perfil
neuronal permite analisar alteracbes morfolégicas dos neurbnios que poderiam indicar
patologias.

No presente trabalho, os neurénios NOS-ir de ambos aos grupos apresentaram corpo
celular grande e area bem variavel, no entanto, no grupo distrofico a area do perfil foi menor.
A frequéncia de distribuicdo dos perfis mostra que os neurénios do grupo distréfico e controle
apresentaram grande quantidade de neurdnios com maior perfil celular entre 200-500um?.
Freytag et al. (2008) encontraram para a area do perfil neuronal nitrérgica o valor de 985 pum?
no intestino delgado de equinos, maior que o valor encontrado para os neurénios colinérgicos
(799 um2).

Entretanto, a area do perfil da maioria dos neurdnios dos animais distroficos foi menor.
Quando observado 0 Dméax e Dmin, os dois grupos apresentaram a maioria dos neurdnios com
tamanhos similares. Protocolos de I/R tem observado diminuicdo da area do perfil dos
neurénios NOS-ir (PAULINO et al., 2011; PALOMBIT et al., 2013).

A andlise do histograma de distribuicao de frequéncias das areas dos neurdnios ChAT-
ir demonstrou que a maioria dos neurdnios dos grupos em questdo encontravam-se entre 200-
400 pm?. Ao se observar o Dméx, a maioria dos neurdnios atingiram até 30pum no grupo
controle, enquanto no grupo distrofico atingiram 25 um. Misawa et al. (2010) e Girotti et al.
(2013), constataram que animais desnutridos apresentam diminuicdo na area dos neur6nios
ChAT-ir.

Em relacéo a idade e tamanho neuronal, Gabella (1989) ao estudar o plexo mioentérico
de cobaias na fase senil, encontrou neurénios menores nesses animais. Os neurénios NOS-ir e
ChAT-ir dos animais distroficos apresentaram area do perfil de 331,61 pm? e 309,89um?,
respectivamente. Nos animais controles, o tamanho médio encontrado para neurénios NOS-ir
foi de 422,71 um? e para neurdnios ChAT-ir foi de 389,09 um?. Para as duas subpopulagdes

neuronais, 0s animais controles apresentaram neurénios maiores. Os neurénios NOS-ir foram
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maiores que neurénios ChAT-ir tanto no grupo controle quanto no distréfico, sendo possivel
inferir que no cdo, os neurdnios nitrérgicos sdo maiores que os neurdnios colinérgicos. No
entanto, no duodeno de equinos, Freytag et al. (2008) encontraram neurdnios colinérgicos
maiores que nitrérgicos em todas as regides estudadas (duodeno descendente, flexura duodenal
caudal, duodeno ascendente, jejuno e flexura pelvina).

Santer e Baker (1988), utilizando método histoquimico, no entanto, ndo encontraram
alteracdo no tamanho dos neurdnios mioentéricos tanto no intestino delgado como no intestino
grosso de ratos. Encontraram, entretanto, reducdo de 40% no ndmero de neurdnios no plexo
mioentérico dos ratos de 24 meses. Outros autores encontraram um aumento no corpo celular
neuronal de ratos idosos na regido de c6lon, enquanto que neurdnios do estdmago e do intestino
delgado permaneceram com tamanhos semelhantes em ratos de 3 meses e de 24 meses.
(PHILLIPS; KIEFFER; POWLEY, 2003). Neste estudo, utilizou-se como pan neuronal o azul
cuprolinico, e 0s neurdnios nitrérgicos foram evidenciados através da técnica de NADPH-d.

Na distrofia muscular, tanto a musculatura esquelética quanto a musculatura lisa s&o
acometidas. A existéncia de uma interrelacdo entre neurdnios e o tecido alvo (musculo) € de
extrema importancia, e pode estar vinculado a apresentacdo morfoldgica das células envolvidas.
Krishnan et al. (1982) referiram que quando 0s corpos de neurGnios motores sdo mais
requisitados, os neurdnios tendem a aumentar em tamanho. E possivel inferir que cies com
maior quantidade de fibras musculares efetoras, como no caso do grupo controle, possuam
também neurbnios maiores, pois estes passam a ser mais requisitados.

Em contrapartida, a mensuracdo dos neurbénios marcados com HuC/D revelou um
valor médio similar aos dos animais com distrofia, ndo demonstrando diferencas significantes
entre os grupos. Isso pode ser explicado pois 0 pan neuronal marca todas as classes neuronais
com diferentes tamanhos. Resultados similares foram observados em neurdnios marcados pelo
HuC/D em protocolos de I/R ao se comparar o grupo sham com o I/R em periodos diferentes
de reperfusdo (MENDES, 2013).
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6.6 CONSIDERACOES FINAIS

A importancia deste trabalho estd em demonstrar as alteragcdes da distrofia muscular do
Golden Retriever no SNE. O modelo experimental foi de suma importancia, uma vez que
representa o animal com alterac@es fenotipicas e de apresentacdo clinica mais semelhantes aos
dos pacientes com DMD. Portanto, 0 modelo foi efetivo pois conseguiu mimetizar possiveis
alteracdes manifestadas por pacientes com essa condicdo clinica.

As alteracdes observadas nos neurdnios nitrérgicos e colinérgicos podem ter correlacéo
com a funcionamento e atividade neuronal que justifiquem as alteracbes observadas nos

pacientes com DMD relacionados a motilidade gastrointestinal.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos conclui-se que:

1. O modelo GRMD demonstra neuronios entéricos afetados.

Os neurdnios do plexo mioentérico foram imunorreativos a NOS, a ChAT, ao
HuC/D e ao receptor P2X7.

A distrofia muscular afetou a densidade dos neurénios NOS-ir, a qual apresentou-se

aumentada nessa patologia.

As areas dos perfis neuronais dos neurdnios NOS-ir e ChAT-ir foram menores nos

animais distréficos.

Pelo método de HE, as camadas musculares do ileo sdo mais finas, as células
musculares apresentam nucleos pequenos e houve a presenca de vacuolos nos

ganglios entéricos dos animais distréficos.

A ultraestrutura demonstra a existéncia de uma maior quantidade de fibras colagenas
ao redor da musculatura lisa ileal em animais distroficos e fibras musculares

aparentemente menores.
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