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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).
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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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