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MODIANO, PATRICIA. Efeitos da Desnervacdao Mientérica na Populacdo das

Células Intersticiais de Cajal no Célon de Ratos. 2004. Dissertacdo de Mestrado em
Patologia Experimental - Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Sao
Paulo, Ribeirao Preto, 2004.

Sabe-se que varios disturbios da motilidade intestinal ttm como substrato anatomo-
patoldégico a presenca de lesdes ou auséncia do plexo mientérico, associadas a
diminuicdo da populagéo das células intersticiais de Cajal que funcionam como marca-
passo do peristaltismo intestinal. Nao se sabe, no entanto, se a desnervagao
mientérica pode causar alteragdes na populacao das CIC.

O célon descendente de ratos machos Wistar (com peso de aproximadamente 2509)
foi tratado com a aplicagdo de uma solugdo de Cloreto de Benzalcénio a 0,3% na
serosa por 30 minutos (Grupos CB) e os animais controles foram tratados com salina a
0,9% (Grupos C). Apods o tratamento, os animais foram seguidos 2 dias, 7 dias, 15 dias
e 60 dias. Depois destes periodos, os animais foram sacrificados. Dois segmentos
foram removidos do célon para processamento histolégico e imunoistoquimico (c-kit),
para a identificagdo das CIC. Em seguida foi realizada a contagem neuronal, a
contagem de Células de Cajal e a morfometria das camadas musculares. Os seguintes
resultados foram obtidos: houve reducao significante do nimero de neurénios do Plexo
Mientérico dos segmentos tratados com Cloreto de Benzalconio; houve uma reducao
do numero de Células Intersticiais de Cajal e um significante espessamento das
camadas musculares comparadas ao grupos controle. Estes achados indicam que
uma seletiva desnervacao mientérica causada pelo Cloreto de Benzalconio tem um
importante papel na redugédo das Células de Cajal e no espessamento das camadas

musculares colbnicas.
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provides new evidence for a role of myenteric neurons on interstitial cells of Cajal

maintenance or survival. 2004 Dissertation to obtain Master degree in Experimental

Pathology — Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo

Preto, 2004.

Abstract. It is known that some intestinal motility disturbances have as anatomo-
pathological substratum the presence of injuries or absence of myenteric plexus,
associates to the reduction of the population of the interstitial cells of Cajal that function
as pacemaker of the intestinal peristaltism. If it does not know, however, if the myenteric
denervation can cause alterations in the population of the CIC.

The descending colon of male Wistar rats (average weigh 250g) was treated by a
serosal application of a 0.3% solution of benzalkonium chloride (BAC) for 30 min.
Control animals were treated with 0.9% saline. The rats were allocated to two groups:
Group CC (n=8) in which the descending colon was treated with physiological saline and
Group CB (n=8) in which the descending colon was treated with BAC. After treatment,
the animals were followed 48 hours, 7, 15 and 75 days. At the end of experiment, the
animals were sacrificed. Three segments were removed from the descending colon for
neuronal counting, cells of Cajal counting and muscle layers thickness measurements.
The following results were obtained: there was a significant reduction in neuron number
in the myenteric plexus of segments treated with BAC. In these denervated segments, a
remarkable reduction in the number of ICCs and a significant thickening of the muscle
layers were observed when compared with the control group segments. The present

findings indicate that selective myenteric neuronal denervation caused by benzalkonium
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chloride plays a role in the reduction in the cells of Cajal and in thickening of intestinal

muscle layers.

Key-words: myenteric denervation, Interstitial Cells of Cajal, Benzalkonium Chloride
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1.1. CONSIDERACOES GERAIS

O controle do sistema nervoso do tubo digestivo (intrinsico) é exercido pelo sistema
nervoso autbnomo (SNA) ou extrinsico. A inervacao intrinsica é feita pelo sistema
nervoso entérico (SNE), o qual pode ser definido como um sistema de neurbnios e suas
células de suporte que sdo encontradas no interior da parede do tubo digestivo. Este
sistema exibe uma complexidade que ndo é encontrada em nenhuma outra parte do
sistema nervoso fora do sistema nervoso central, possuindo conexées com ganglios
simpaticos pré-vertebrais, com ganglios sensoriais € com o sistema nervoso central.
(FURNESS e COSTA, 1987).

Anatomicamente o SNE é constituido principalmente pelos plexos submucoso (de
Meissner) e mientérico (de Auerbach), os quais sao interligados por feixes nervosos e
continuos ao longo de todo o tudo digestivo. O plexo mientérico constitui-se de uma rede
de fibras nervosas e pequenos ganglios que se localizam no plano entre as camadas
musculares externas (longitudinal) e interna (circular) e inerva predominantemente a
camada muscular da parede gastrointestinal. (FURNESS e COSTA, 1980). Entretanto foi
demonstrado através de estudos farmacoldgicos que o plexo submucoso também
participa da inervacdo da camada muscular interna. (HERMAN e BASS, 1990;
SANDERS e SMITH, 1986).

O SNE foi descrito como sendo o “cérebro no intestino”, o qual coordena e regula a
funcdo gastrointestinal (JOHNSON, 1987; RAMALHO et al, 1993). Suas caracteristicas
fazem-no bastante similar ao cérebro, incluindo organizacdo compacta de elementos

gliais e neurais, auséncia de colageno, espaco extracelular restrito e neurotransmissores
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comuns. Composto por varios subtipos neuronais distintos, possui aproximadamente o
mesmo numero de neurbnios presente na medula espinhal.

Algumas desordens, especificamente degeneracdo e reducdo do numero de
neurdnios intrinsicos, afetam a atividade normal do 6rgao involvido, como observado em
constipacdo, Doenga de Hirschprung’'s, Aganglionese Congénita, megaesé6fago e
megacdélon causado por lesdes do SNE (HOWARD e NIXON, 1968; KOBERLE, 1963).

AS Células Intersticiais de Cajal (CIC) estao intimamante relacionadas anatémica
e funcionalmente ao SNE (NEWGREEN, 2002). Véarios estudos sugerem que a
diferenciacéo das CIC é dependente do SNE. Interesantemente, a redu¢cao no numero
de CIC foi observada em associacdo com varias doengas que sdo conhecidas por
serem causadas por anormalidades do SNE.

Embora estudos morfolégicos mostram intima associagdo entre neurdnios
entéricos e CIC, as consequéncias da desnervacao entérica para as CIC nao saos
descritas. Além do mais ndo existe na literatura o porqué as CIC sao perdidas nos
tecidos humanos em uma variedade de condigdes patolégicas. O entendimento do
papel das CIC nas doencas tem sido prejudicado porque inexiste um bom modelo
experimental para a ablagdo das CIC. O unico modelo experimental existente para a
perda das CIC resulta do bloqueio da sinalizagcdo Kit (TORIHASHI, 1995; MAEDA,
1992) e este pode ou nao sustentar alguma relacdo com a perda patolégica das CIC.
Foi postulado que estudos adicionais caracterizando a vulnerabilidade das CIC para
uma variedade de estimulos sdo necessarios para o entendimento do porqué CIC sao
negativamente afetadas em varias condigdes fisiopatolégicas. CIC expressam o proto-
oncogene c-kit e isto permite sua seletiva coloragao pela imunoistoquimica (WARD et

al, 1994).
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1.2. SISTEMA NERVOSO ENTERICO E TRATO GASTROINTESTINAL

A desnervagéao intrinsica quimica do intestino € um modelo experimental utilizado
para muitos propédsitos e induz algumas caracteristicas do Megacdlon Chagasico. Este
método consiste na aplicagdo topica do Cloreto de Benzalcénio (CB). O CB é um
surfactante comumente usado em antissepsia cirdrgica, solucbes olftdlmicas,
componentes nebulizadores e sprays nasais. Este é um detergente catidnico na qual a
estrutura ativa € responsavel por sua rapida incorporagdo em membranas lipidicas
celulares (GABELLA, 1989).

SATO et al. (1978) e SAKATA et al. (1979) demonstraram que a exposicao da
serosa do reto e célon de rato a uma solugao de Cloreto de Benzalcénio (CB) destruia
0s ganglios do plexo mioentérico, ndo afetando o numero de neurbnios do plexo
submucoso. A partir de entdo, diversos trabalhos foram realizados com o objetivo de
estudar propriedades mecéanicas da musculatura desnervada, hiperplasia epitelial,
atividade mioelétrica e proliferagdo da musculatura prépria do intestino desnervado
(RAMALHO et al, 1994).

SATO et al. (1978) demonstraram que o seletivo dano neuronal por CB foi devido a
sua carga positiva. Eles sustentaram que a membrana do nervo € mais negativa do que
a membrana muscular e assim as fibras nervosas estariam mais suscetiveis ao dano
pelo agente catiénico. Entretanto, segundo os mesmos autores, evidéncias suportam a
nogcao de que a neurotoxicidade entérica induzida por surfactantes pode estar atribuida

mais as propriedades gerais dos surfactantes do que a carga especificamente. SAKATA
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et al. (1979) sugeriram que CB tem um efeito prejudicial as membranas celulares
causando sua despolarizacao ou prejudicando o transporte ativo do sédio. Uma vez que
a carga negativa é conhecida por ser mais alta no tecido nervoso do que em outros
tecidos como a musculatura lisa, este mecanismo pode explicar a seletiva desnervacéao
ocorrida. Sabe-se que uma breve exposicdo da serosa do intestino de vérios
surfactantes pode levar a um dano irreversivel e morte (FOX, MILLES e BASS, 1983).

Estudos confirmaram que baixas concentracées de CB nao danificam a muscular
lisa intestinal, enquanto maiores concentragées de CB rompem as camadas musculares
e causam inflamagao e perfuracdo intestinal (FOX et al 1983). Respostas inflamatdrias
sdo frequentemente vistas apds procedimentos de aplicacdo deste agente com
numerosas células mononucleares nas camadas musculares e submucosa da parede
intestinal (HADZIJAHIC et al 1993).

FOX & BASS (1984) estudaram a atividade mioelétrica das areas tratadas com CB
e concluiram que a destruicdo dos neurbnios mientéricos por surfactantes no jejuno de
rato rompe o ritmo elétrico basico, mas nao a propagacao do Complexo Mioelétrico. Isso
prova que neurdnios mientérico tem um papel modulador na geracao e propagacao do
ritmo elétrico basico. Fatores humorais como a motilina assim como outros neurdnios
submucosos podem ser mais importantes do que os neurbnios mientéricos no controle
no complexo mioelétrico.

Segundo SEE et al. (1988), apés 24 h da aplicagdo do CB, total destruicdo da
muscular longitudinal e destruicdo parcial da circular estava evidente. O plexo
mioentérico também estava necrotico; no entanto; o plexo submucoso permaneceu
intacto. 48 h apds o tratamento, as células musculares lisas permanecentes na camada
muscular circular comecaram a se dividir como indicado pela presenca de figuras

mitéticas e incorporagédo de timidina H®. A repopulacéo da camada muscular longitudinal
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comecou neste periodo, aparentemente como resultado da migracdo das células
atingindo a camada muscular circular. Cinco dias apds tratamento, ambas camadas
musculares tinham regenerado para seus estados originais. O plexo mientérico estava
totalmente ausente. As células musculares da musculatura desnervada procederam a
divisdo até aproximadamente 15 dias, resultando em hiperplasia em ambas camadas
musculares. Entre 15 e 105 dias, o numero de células musculares na camada circular
progressivamente declinou, eventualmente retornando ao valor visto no tecido controle.
Em contraste, o numero de células musculares da camada longitudinal permaneceu
elevada pelo periodo do estudo (165 dias). SEE et al (1988) demonstraram que a
aplicacdo de CB na superficie serosa do jejuno induz modificagbes em varios tempos
apods tratamento com o surfactante. Dentro de 12 h, CB tinha causado disrupcéo das
camadas musculares lisas e do plexo mioentérico. Os neurdnios sobreviventes estavam
provavelmente danificados e ndo podiam ser exatamente identificados pela coloracao de
azul de toluidina. ZUCOLOTO et al(1997) observaram que a maior parte da muscular
propria tornou-se necrética apds tratamento com CB, mas este processo foi seguido pela
regeneracdo de ambas camadas musculares, a qual tornou-se mais espessa 10, 45, e
120 dias depois do tratamento.

MAGDALENA et al. (1990) descreveram detalhadamente as alteracdes provocadas
pelo CB em tecidos. Observaram estes autores que uma parte da molécula do CB
interage com proteinas da membrana de maneira especifica. Na pele, a aplicacdo de CB
induz ativagdo das células de Langhans e mastocitos. Além do mais, promove ativagao
de lipo-oxigenases e sintese e secrecdo de eicosanoides. Afetam a expressdo dos
genes das citocinas promovendo ativagao, e secrecao de mediadores inflamatérios e de
muitas citocinas, como a Interleucina 1 (IL1), Fator de Necrose Tumoral e Interleucina 8

(IL8), resultando em irritacdo, hipersensibilidade retardada e reacbes alérgicas. Estes
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autores demonstraram também efeitos nocivos de baixas concentragées de CB nas
homeostases celulares. Observaram que em uma hora, a aplicagao de solucées de CB
variando de 0.0013% para 0.007% em células epiteliais da cérnea in vitro € capaz de
produzir uma diminuicdo de 50% na viabilidade celular, um aumento de 70% na
concentracdo de calcio intracelular e uma significante diminuicdo de pH intracelular.
Observaram também estes autores que os efeitos do CB a concentragées de 0.01% a
0.0001% foram progressivos e retardados, e a viabilidade e proliferagdo celular foram
alterados em curso de tempo dependente da droga, mais rapidamente para 0.01% e
mais gradualmente para concentragées menores ou equivalentes a 0.005%. As analises
morfolégicas mostraram estruturas celulares intactas com diminuido volume celular e
nuclear, condensacao de cromatina e uma alta expressdo do marcador apoptético Apo
2.7. Assim a toxicidade de CB foi protelada e prolongada, provavelmente pela
incorporagao e persisténcia das moléculas de CB em membranas celulares, onde
somente pequena fracdo da populacao total de células entrou em processo apoptotico,
com completa fragmentacdo de DNA, dificultando sua deteccao pela eletroforese ou
citometria. Estudando este modelo, observaram que apos curta aplicagcdo (10 min) de
0.1% e 0.05% de CB, a viabilidade de células tratadas rapidamente decresceu entre t
inicial e meia hora depois do tratamento. As células mostraram caracteristicas de
abundante lise imediata, com fragmentacdo da membrana e um baixo volume celular.
Os continuos tragos gordurosos vistos em eletroforese confirmaram a caracteristica
necroética nas alteracdes celulares.

Sabe-se que a aplicagcdo de CB na serosa do célon de ratos resulta em aumento na
espessura das camadas musculares circular e longitudinal e do epitélio da mucosa
(OLIVEIRA et al. 1990). O aumento da espessura € devido primariamente a um aumento

no numero de células musculares lisas (hiperplasia). Pouca hipertrofia celular foi
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observada. ZUCOLOTO et al.(1991) mostraram que a area muscular lisa jejunal dos
segmentos estava marcadamente espessada 15, 30, 45 e 60 dias apds tratamento com
CB. Trabalhando com jejuno desnervado, SEE et al. (1988) encontraram hiperplasia
muscular que pode ser explicada pelo aumento da demanda funcional, pois a
musculatura lisa desnervada é sobrecarregada.

SEE et al. (1992) demonstraram um aumento de peso da mucosa intestinal, vilos
maiores e criptas mais profundas 15 e 45 dias apds o tratamento com CB. Hiperplasia
na muscular longitudinal e circular foram encontradas em segmentos com CB. HOLLE
(1991) relatou que CB causou hiperplasia e hipertrofia dos vilos e criptas ocupando 80-
95% da area total da cripta, acelerada migracéo de células epiteliais da cripta para os
vilos e hiperplasia da camada muscular.

RAMALHO et al. (1993) mostraram uma significante redugdo do numero de
neurdnios mioentéricos em todos os segmentos jejunais tratados com CB. Houve uma
desnervacao de 25% imediatamente apds tratamento. Nao houve uma diferenca entre
0S numeros de neurdnios contados 6, 12, 18 e 24 h apéds tratamento com CB,
correspondendo uma desnervacao de 96% em relacdo aos controles.

RAMALHO et al. (1994) observaram que a aplicacdo da solucdo de CB no jejuno
resultou em intensa desnervacao do plexo mioentérico em todos os fragmentos tratados.
O grau de desnervacao variou em funcao do tempo decorrido apo6s o tratamento. Apds o
periodo de exposicao da serosa (30 minutos), ja se verificava desnervagao de 25% em
relacdo ao controle. Decorridas 6 h apbés a aplicagdo de CB, ndo mais se observou
aumento do grau de desnervagao, o qual permaneceu em torno de 97% em relagéo ao
controle. Possivelmente, a lesdo neuronal ocorreu, na grande maioria das células, ainda
durante a exposi¢cao a droga, mas a afinidade pelo corante persistiu até a instalagdo de

alteragdes degenerativas ou necrose celular. Isso favorece a hipétese de que a atividade
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desnervante do CB esta limitada a sua acao detergente sobre a membrana celular,
estando a desnervacdo restrita a regido de contato CB-bicamada fosfolipidica da
membrana. Houve um significante aumento no ndmero de neurbnios no grupo
cronicamente desnervado (30 e 60 dias péds-tratamento) em relacdo ao grupo
agudamente desnervado (1 e 10 dias péds-tratamento). Fendbmenos de neuroplasticidade
podem ser responsaveis por este acréscimo “crénico” de neurénios no segmento jejunal
desnervado.

RAMALHO et al. (1994) observaram que o aumento da espessura da musculatura
propria jejunal n&o se distribui igualmente em suas duas camadas longitudinal e circular.
Enquanto nos grupos controle (30 e 60 dias), a musculatura circular foi significantemente
mais espessa que a longitudinal, no segmento tratado com CB (60 dias) ndo mais se
verificou esta diferenga, demonstrando um espessamento da camada muscular
longitudinal em relagéo a circular aos 60 dias .

ZUCOLOQOTO et al. (1997) sustentaram resultados que indicam que a aplicacao de
2mM de solugao de CB no colon descendente reduziu o numero de neurbénios do plexo
mioentérico 10, 45 e 120 dias apds tratamento em comparagdao com 0s grupos controle
apos o tratamento com CB.

RAMALHO et al. (1993) sugerem que apds desnervacdo com CB ocorra o
mecanismo de neuroplasticidade na fase crénica apdés a cirurgia. Estes autores
observaram que 24 horas apés a aplicagdo do CB no jejuno de ratos houve uma
diminuicdo de 96% do numero de neurdnios e apds 60 dias a desnervagao foi de 68%.
Contudo este estudo foi realizado em cortes histoldgicos corados com azul de cuprilinico
e ndo em preparados totais, pois a separacao das camadas das paredes tornou-se dificil

devido a reacdo inflamatoéria. Estes estudos podem ter sido provocados devido ao
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estado de degeneracdo em que se encontrava o tecido, ndo permitindo a coloragdo de
todas as células nervosas.

Outros estudos no intestino delgado comprovaram que devido a plasticidade
neuronal ocorre um aumento de fibras imunoreativas na camada muscular 45 dias ap6s
a desnervagéo, sendo algumas fibras destas originadas do plexo submucoso (LUCK et
al, 1993).

HANANI et al, 2003 estudando a regeneracéo dos plexos mioentérico na serosa de
célon de rato pela aplicacado de cloreto de Benzalcbnio, observaram que do 7° ao 60°
dia, as fibras nervosas regeneraram-se e reinervaram a muscular. E provavel que os
neurdnios mioentéricos sobreviventes sofreram variagdes tréficas que capacitaram-se
restaurar, no minimo parcialmente, a inervagdo da regiao afetada.

Trinta e sessenta dias apds a aplicagdo do CB, a maioria das regides desnervadas
continham fibras nervosas. Entretanto, a densidade das fibras na area desnervada nao
havia retornado aos niveis controle ainda no 60 dia. O padrao de inervagao muscular foi
totalmente similar a do tecido normal. Observacao na microscopia eletrbnica mostrou
que, primeiramente, as fibras nervosas crescendo novamente tinham pequenas porcoes
dilatadas em vez de porcoes expandidas tipicas, e poucas vesiculas sinapticas
espalhadas ou em porgdes axonais dilatadas ou nao-dilatadas. Ao 30° dia, elas
tornaram-se dilatacoes tipicas, onde acumulavam vesiculas sinapticas. Este relato indica
que as fibras nervosas crescendo, primariamente sdo pouco diferenciadas e tornam-se
gradualmente capazes de transportar e liberar vesiculas sinapticas. Estes presentes
resultados fornecem grande sustentacdo para a plasticidade dos nervos mientéricos.
(HANANI et al, 2003).

O SNE, devido a facilidade de acesso quando comparado ao sistema nervoso

central, tem sido objeto de estudo no mecanismo de plasticidade neuronal. A
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neuroplasticidade é um fendmeno geral que indica a capacidade dos neurbnios de
poderem modificar-se de maneira mais duravel frente a diversos fatores, tais como
tolerancia as drogas, prolongamentos de terminacdes axonais apds lesbées cerebrais,
inducdo enzimatica e eventos como a facilitacdo e a deplecao sinapticas (SQUIRE,
1987). Alguns trabalhos visam estudar os papéis do SNE no controle de diversas
funcbes e os mecanismos de adaptacdo a situacdo a situagcbes adversas, como 0s
observadores nas doengas degenerativas neuronais (LINCOLN et al, 1984; QUALMAN
et al, 1984; ROHRMANN et al, 1984; KNUSEL et al, 1990; JOST & SCHIMRIGK, 1993;
SHANKLE et al, 1993).

Estas doengas podem induzir o megacolon que se caracteriza por uma dilatagdo e
hipertrofia de parte do segmento célico ou do colon como um todo, ocorrendo na
auséncia de uma lesdo obstrutiva (ADAMSON et al, 1932). As anormalidades do
Sistema Nervoso Entérico, ou seja, degeneracdo e redugao dos neurbnios intrinsicos
sdo considerados elementos essenciais na patogénese das doencas gastrointestinais.
(HAGGER et al; 2000). O megacoélon pode ser congénito ou adquirido. O primeiro é
caracterizado por agenesia do plexo mientérico e é chamada de doenga de Hirschprung
(HOWARD & NIXON, 1968). No Brasil o megacélon adquirido mais importante é o de
etiologia chagéasica (KOBERLE, 1963; MARTINS CAMPOS & TAFURI, 1973).

O modelo pode ser obtido experimentalmente através da aplicagao tdpica na
serosa do célon de um agente tensoativo catibnico como o cloreto de benzalconio (CB),
que provoca a desnervacdo mioentérica, semelhante ao megacdlon chagasico
(FERNANDES et al, 1991; OLIVEIRA et al, 1990).

As fibras nervosas do plexo entérico sdo conhecidas por conterem muitas
substancias ativas biologicamente (FEHER e PENZES L, 1987), no qual podem estar

potencialmente relacionadas com a patogénese do megacoélon. (OLIVEIRA et al, 1990).
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Deve ser enfatizado que cloreto de benzalconio destr6i ndo somente os neurbnios, mas
também as fibras nervosas. (SAKATA et al, 1979).

O exato mecanismo que causa certos tipos de lesbes que pode ocorrer
primariamente nas porgdes terminais do trato gastrointestinal € desconhecido. Uma
interessante, mas improvavel hipétese é que os conteudos semi-sélidos destes
segmentos representam uma sobrecarga mecéanica que pode também contribuir para o
desenvolvimento desta sindrome. (OLIVEIRA et al, 1990).

Exames histoldgicos de rotina de megacdlon experimental revelam hipertrofia das
camadas musculares juntamente com a da mucosa e com uma indistinta reacao
inflamatdria e/ou fibrose. (OLIVEIRA et al, 1990).

Podemos enfatizar que o método de desnervacdo do plexo mioentérico é
potencialmente Uutil para obter o melhor entendimento dos processos patoldgicos
provocados pelo mal funcionamento de alguns segmentos do trato digestivo como a
cardia e o piloro. (OLIVEIRA et al,. 1990).

Do mesmo modo que a ablacdo seletiva dos neurdnios mioentéricos pode estar
relacionada com a patogenia do megacoélon, as Células de Cajal podem estar envolvidas
com a fisiopatologia de doengas intestinais, como a Estenose Pildrica Hipertrofica Infantil
(YAMATAKA et al, 1996; VANDERWINDEN et al, 1996), Doenca de Hirschisprung’s
(YAMATAKA et al, 1995) e Pseudo-obstrucao Intestinal Idiopatica Crénica (ISOZAKI et

al, 1997).
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1.2 CELULAS DE CAJAL E TRATO GASTROINTESTINAL

No Século passado, Ramon y Cajal descreveu pequenas células estreladas ou
fusiformes com nucleos proeminentes e processos varicosos que formavam redes no
tecidos do trato gastrointestinal (CAJAL, 1893; 1911; TORIHASHI et al, 1997). Cajal
considerou estas células um tipo especial de neurdnio (CAJAI, 1911), mas Taxi (TAXI,
1952; 1965) posteriormente concluiu que as células de Cajal nem s&o neurdnios e nem
células de Schuwann. Cajal pode observar compostos de células enterogliais e
processos neuronais, mas as ceélulas semelhantes a fibroblastos, de origem
mesenquimal (YOUNG et al, 1996), encontradas em algumas regides e descritas por
TAXI (1965), STACH (1972), RUMENSEN e THUNEBERG (1982), e CHRISTENSEN,
RICK e SOLL (1987b) constituem a uUnica classe de células que é atualmente referida
como Células Intersticiais de Cajal (CIC).

O exato papel das CIC permanece incerto, mas trés fungcdes sao sugeridas para
estas células: (1) CIC podem ser células marcapasso (THUNEBERG, 1982); (2) agirem
como intermedidrios neurais (DANIEL e POSEY-DANIEL, 1984; DANIEL e BEREZIN,
1992); (3) CIC podem coordenar a atividade da musculatura lisa (FARRAWAY, BALL e
HUIZINGA, 1995).

Alguns autores sugerem que as CIC podem também ser mecanorreceptores,
(THUNEBERG, 1992; FAUSSONE-PELLEGRINI, 1977, 1992), mas esta hipdtese tem
recebido pouca atencdo. Com os avancos nas técnicas é possivel agora explorar os
papéis funcionais das CIC, e comecar a entender as importantes contribuicdes destas

células para a motilidade do TGl.
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As CIC existem em inUmeras espécies estudadas, incluindo cao (CHRISTENSEN e
RICK, 1987a; WARD, KELLER e SANDERS, 1991), gato (CHRISTENSEN e RICK,
1987a), camundongo (FAUSSONE-PELLEGRINI, 1985), rato (STACH, 1972), coelho
(CHRISTENSEN e RICK, 1987a) e humanos (CHRISTENSEN e RICK, 1987a). Em
algumas espécies existem diferencas em termos de numero e densidade de CIC
(CHRISTENSEN e RICK, 1987a). As CIC podem estar localizadas (1) entre as camadas
musculares longitudinal e circular e definidas como CIC associadas com o Plexo
Mientérico; (2) entre a camada mais interna e a camada mais externa da muscular
circular do intestino delgado e definidas como CIC do Plexo Muscular Profundo; (3) entre
a muscular circular e a submucosa do célon e definidas como CIC do Plexo
Submuscular e (4) localizadas nas proprias camadas musculares; na muscular
longitudinal e na muscular circular na qual séo juntas referidas como CIC Intramuscular
(SANDERS, 1996).

As CIC contém filamentos contrateis e sao ricas em organelas citoplasmaticas que
podem promover espontanea atividade elétrica. THUNEBERG (1982), também discutiu
similaridades nas caracteristicas ultraestruturais de células musculares lisas e CIC.

IMAIZUMI e HAMA (1969) descreveram juncdes gap entre CIC e células
musculares lisas e que estas Células de Cajal estavam intimamente associadas com
células nervosas, assim fornecendo uma descricdo inicial dos meios pelas quais 0s
impulsos neurais podem ser transmitidos para as células musculares lisas (FAUSSONE-
PELLEGRINI, CORTESINI E ROMAGNOLI, 1977). Da mesma maneira, THUNEBERG
(1982), sugeriu que estas estruturas podem fornecer os meios para condugao.

Na década de 70, varios laboratérios notaram a grande ligagédo entre a producao de

energia e a atividade elétrica nos musculos do TGI (JOB, 1971; CONNOR, 1979). A
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abundancia de mitocéndrias em muitos tipos de CIC pode fornecer energia para muitas
células ativas. (THUNEBERG, 1982).

As células de Cajal expressam c-kit e dependem do produto do seu gene, Kit, um
receptor tirosina-quinase necessario para o desenvolvimento e manutencao do fenétipo
(TORIHASHI et al, 1997; KLUPPEL et al, 1998). Kit é uma proteina transmembrana com
uma regido receptora extracelular e um dominio tirosina-quinase intracelular. A ligagéo
de Kit ao Fator de Células Fonte (FCF), o ligante natural para Kit, ocorre a ativagdo da
tirosina-quinase, causando autofosforilacdo de Kit que liga e ativa varias moléculas
sinalizadoras secundarias (FANTL, JONHSON e WILLIANS, 1993).

Em trabalho realizado por MAEDA et al, 1992, tratamento de ratos neonatais com
anticorpos neutralizantes para a proteina Kit, mostrou alteragées na motilidade intestinal
e nao exibiu as contragdes fasicas e regulares que sdo observadas em animais nao
tratados. Além disso, o intestino destes animais apresentou poucas Células de Cajal
imunoreativas ao c-kit (TORIHASHI et al, 1995). Estudos com ratos W/W" , no qual
apresentam uma mutacdo que reduz, mas nao interrompe o receptor de atividade da
tirosina quinase de c-kit, sugerem o papel de CIC na geracdao do ritmo intestinal. O
intestino de W/W" possuem poucas CIC a nivel do Plexo Mientérico, faltam contragoes
fasicas, e faltam as “ondas lentas”, eventos elétricos que modulam a ocorréncia das
contracoes fasicas (MAEDA et al, 1992; WARD et al, 1994; HUIZINGA et al, 1995).

Em estudo recente, foi observado que no megacoélon Chagasico, ocorre uma
reducéo na densidade das Células de Cajal no plano muscular e que estas células estao
ausentes na regidao submucosa, ambas regides onde a atividade marcapasso ocorre. A
deficiéncia das Células Intersticiais de Cajal no megacdlon Chagasico deve contribuir

para a motilidade anormal observada na patologia. (HAGGER et al, 2000).
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Imunoistoquimica utilizando anticorpo c-kit revelou células expressando c-kit em
Megacélon Chagasico, e estas foram principalmente mastécitos na qual estdo
distribuidas através da parede intestinal. No Megacélon Chagasico, nenhuma célula de
Cajal pbde ser identificada em trés secbes teciduais. Em outras trés secodes, CIC
estavam deficientes no plano intermuscular. A densidade de CIC estava muito reduzido
em comparacdo ao tecido colénico normal na camada muscular longitudinal, plano
intermuscular e camada muscular circular. Nenhuma CIC foi identificada na borda
submucosa da camada muscular circular em Megac6lon Chagasico. Reatividade a c-kit
estava presente em secgdes teciduais de pacientes com Doenca de Chagas, mas esta
foi exclusivamente devido aos mastécitos, no qual estdo presentes na mucosa, lamina
propria e muscular propria (HAGGER et al, 2000)

AlteracGes provocadas pela inflamagdo na rede das células de Cajal no intestino
delgado associado com o Plexo de Auerbach leva a uma desorganizacao dos padrdes
motores. Devido a grande correlacao temporal entre o dano a rede das Células de
Cajal, desacoplamento elétrico, aparecimento de uma atividade marcapasso ectépica e
a ocorréncia de peristalse retrograda, pode-se concluir que as Células de Cajal tem um
papel importante nos disturbios motores induzidos pela inflamacao (DER et al, 2000).

Como resultado, o transito dos contetudos no intestino proximal afetado é retardado.
Consequentemente, a rede de Células de Cajal da muscultatura é um alvo significante
primariamente dos processos inflamatorios da mucosa. RUMESSEN e THUNEBERG
(1982) mostraram previamente as alteragdes ultraestruturais nas Células de Cajal na
Colite Ulcerativa. Este relato, evidencia um papel importante para as Células de Cajal
na fisiopatologia das alteragdes motoras nas doengas inflamatérias do intestino (DER et

al, 2000).
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Como visto, sabe-se que varios disturbios da motilidade intestinal tém como substrato

anatomo-patoldgico a presenca de lesdées ou auséncia do plexo mientérico. Em muitos
destes disturbios existem associagcdes com a diminuicdo da populacdo das Células
Intersticiais de Cajal. Nao se sabe, no entanto, se a desnervacdo mientérica pode
causar alteragbes na populagédo das CIC, ou se a coexisténcia de alteragbes de plexo
mientérico e de CiC ocorre como coincidéncia.

Este estudo foi designado para certificar as consequéncias da desnervacao
mientérica na distribuicdo e morfologia das CIC. Esperangosamente, este trabalho pode
fornecer um util modelo experimental para estudar a complexa relagdo entre CIC e

SNE.
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2. Justificativa
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A literatura néo define se a diminuigcado do numero de células de Cajal em diversas
doencas que se caracterizam por lesées de plexo mientérico ocorre como consequiéncia
ou coincidéncia. Este aspecto é importante para a elucidagcao da fisiopatologia destas

doencas.



3. Objetivos
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3.1 Avaliar as células neuronais e a morfometria da muscular do coélon

descendente apds diferentes periodos de desnervacao neuronal mientérica.

3.2 Verificar se ocorrem alteragdes nas células de Cajal apds a desnervacao do

célon pelo CB.
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4. Material e Métodos
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4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para o experimento, foram utilizados 48 ratos machos, da linhagem Wistar,
pesando cerca de 250 g, proveniente do Biotério Central da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (USP). Estes animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos
experimentais: C — grupo controle de animais (n=6); CB 48h — composto de 6 animais
que receberam CB e foram sacrificados 48h apos aplicagdo; CB 7 dias — composto de 6
animais que receberam CB e foram sacrificados 7 dias apés a aplicagao; CB 15 dias -
composto de 6 animais que receberam CB e foram sacrificados 15 dias ap6s a aplicacao
e um grupo CB 60 dias — composto de 6 animais que receberam CB e foram sacrificados

60 dias apos a aplicacéo.

Tempo de sacrificio apds a cirurgia Grupo CB Grupo controle
48h CB 1 (n=6) C 1 (n=6)
7 dias CB 2 (n=6) C 2 (n=6)
15 dias CB 3 (n=6) C 3 (n=6)
60 dias CB 4 (n=6) C 4 (n=6)

Os animais foram anestesiados por via intraperitonial com o anestésico 2,2,3-
Tribromoetanol GoldLab). Em seguida, os animais foram submetidos a uma laparatomia
da linha média, com 3cm de extensdo. Isolou-se um segmento do célon distal de
aproximadamente 4cm com o auxilio de pincas e uma gaze umidecida com uma solugao
de Cloreto de Benzalcéneo (CB) (Sigma) a 0,3% (v/V) por 30 minutos, ou com soro

fisiologico 0,9% para o grupo controle (Luck, WHITE e BASS, 1993). Apoés tal periodo,
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toda a cavidade abdominal foi lavada com soro fisiolégico 0,9%, para se evitar necrose

em 6rgaos subjacentes, reconstruindo-se a parede abdominal em 2 planos (muscular e
cuténeo). Apos a cirurgia, os animais foram deixados em repouso, mantidos em gaiolas
plasticas com 6 animais, em sala climatizada e luminosidade (ciclo de 12 horas-claro, 12
horas-escuro).

Os ratos foram sacrificados em camara de CO, de acordo com o delineamento
experimental, sendo os animais mortos submetidos imediatamente ao procedimento de
laparotomia mediana, com cuidadoso isolamento e retirada do segmento coldnico distal.
A peca foi entao aberta, sobreposta em tiras de papelado e fixada em formol tamponado.

Fragmentos de aproximadamente 2 cm de célon distal foram incluidos em parafina
e cortes longitudinais de 4um de espessura foram realizados. Os cortes foram
posteriormente corados com hematoxilina e eosina para a avaliacdo histopatolégia e

para a realizagao da andlise morfométrica das camadas musculares.



36

llustracao da Cirurgia dos Animais

Fig. 1. Animal anestesiado com 2,2,3-Trimoetanol Fig.2. Laparatomia Mediana

Fig. 3. Animal fixado e com Laparatomia Fig. 4. Isolamento do célon
com gaze



37

Fig. 5. Aplicacao do Cloreto de Benzalcdnio Fig. 6. Agao do Cloreto de
Benzalcdnio

Fig. 7. Sutura dos planos muscular e cutaneo
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4.2 Avaliacao Histopatoldgica

Cada pega foi cuidadosamente armazenada, fixadas em formol tamponado por 12
horas. O material foi entdo submetido a analise macrosopica e foram realizadas as
coloragdes pela Hematoxilina (solugéo alcodlica de hematoxilina adicionada a alimen de
potassio e 6xido de mercurio vermelho) e Eosina (solugdo aquosa de stock de eosina y
e floxina a 1% adicionada a acido acético glacial e alcool a 95%) (HE) (MICHALANY,

1980) para a analise histopatolégica e morfométrica da muscular.

4.3 Analise Morfométrica

A anadlise morfométrica foi realizada para determinar a distribuicdo e densidade
das Células Intersticiais de Cajal positivas ao c-Kit em animais controle e tratados. As
diferentes subpopulagdes das CIC descritas dentro do célon foram divididas em trés
regides anatbémicas: (1) borda submucosa (BSM); (2) camada muscular circular (MC),
que inclui a regido do Plexo Mientérico; e a camada muscular longitudinal (ML). Em
cada uma destas regides, 20 areas foram analisadas com a objetiva de 20x (TONG et

al, 2004).
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4.4 Avaliacao das Ceélulas ganglionares mientérica

e Células Intersticiais de Cajal

Todas as Células ganglionares mientéricas foram contadas, € o numero de
células ganglionares por mm de extensao do célon foi determinado. No HE as células
foram consideradas como ganglionares quando apresentaram grande nucleo vesicular
com nucléolo proeminente ou abundante citoplasma granular eosinofilico.

A avaliagéo da densidade das CIC foi quantificada utilizando a quadranle-lattice
settings lens. Em muitas regides anatdémicas trés areas selecionadas aleatoriamente no
campo foram examinadas. O numero de células coradas positivamente em cada area
dentro do campo foi contada sob o aumento de 20 vezes. As contagens de cada area

foram adicionados e o nUmero médio foi calculado.

4.5 Imunoistoquimica

Para se avaliar o niumero de Células de Cajal existentes no coélon apoés a
desnervacao, foi utilizado o método imunohistoquimico anti-C-kit.

Foram selecionadas as laminas coradas com H&E que tiveram os cortes mais
expressivos da camada basal para imunohistoquimica. No total foram utilizados 24
animais do grupo controle, 6 animais do grupo de 48h, 6 animais do grupo de 7 dias, 6

animais para o grupo de 15 dias e 6 animais do grupo de 60 dias desnervados. Para a
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realizagao da imunohistoquimica foram feitos cortes com 4um de espessura utilizando o
anticorpo anti-C-kit (Novocastra) .

Foram utilizados cortes emblocados em parafina, onde as laminas foram
desparafinizadas em trés banhos de xilol cada uma por 15 minutos e logo em seguida
passadas em trés banhos, o primeiro de alcool absoluto, seguido de alcool 95% e 70%
para retirar o excesso do xilol e hidratar. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua
corrente e posteriormente mergulhadas em agua destilada

Em seguida, foi realizada a recuperagao antigénica com calor, deixando em panela
a vapor durante 40 minutos. Apés resfriamento das laminas, elas foram incubadas em
agua oxigenada por 20 minutos e lavadas 3 vezes em PBS. Em seguida as laminas
receberam soro normal de cavalo por 30 minutos e foram incubadas com anticorpos
primarios diluidos em PBS por 24 horas na cadmara escura.

Em seguida, as laminas foram lavadas com PBS para retirada do excesso do
anticorpo primario, e incubadas com anticorpo secundario (Novocastra) por 1 hora a
37°C. Posteriormente, as laminas foram lavadas trés vezes no PBS e em seguida os
cortes foram incubados na Streptovidina por 1 hora. Novamente lavadas 3 vezes em PBS
, as laminas receberam o DAB por 3 minutos para a revelacdo. Finalmente, foram

lavadas em agua corrente e contracoradas com Hematoxilina por 40 segundos.
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4.6 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa GraphPad 4.0 (EUA). A
verificagdo da distribuigdo normal das variaveis quantitativas foi feita pelo teste de
D’Agostino and Pearson omnibus normality test. As variaveis continuas que
apresentaram distribuicdo normal foram expressas em média + desvio padrdo. As
variaveis que apresentaram distribuicdo normal e variancia semelhante foram analisadas
pelo teste “t” de student para comparagao de dois grupos.independentes. Os resultados
foram considerados estatisticamente significativos quando a probabilidade foi menor que

5% (p<0,05).
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5. Resultados
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5.1 Alteragcdes macroscépicas

Dos 24 animais controles, todos apresentaram c6lons macroscopicamente normais,

com bolos fecais caracteristicos.

Nos animais tratados com CB ocorreu dilatacdo do segmento com visivel aumento
na espessura da tunica muscular. Observou-se também um acumulo de fezes no

segmento tratado.

Fig 1. Megacdlon em animal de Fig.2. Colon normal em animal
tratado com CB 7 (dias) controle

A taxa de mortalidade foi maior nos animais tratados com CB nos grupos de 15 e 60

dias. Nos animais controles e dos grupos de 2 e 7 dias a mortalidade foi pequena.



Tabela 1. Didametro médio dos célons (cm)

CB Controles p
(n=6) (n=6)
grupo 2 dias 1.900+0.2828 1.250+0.2588 0.0137
grupo 7 dias 2.483+0.8085 1.100+0.1673 0.0060
grupo 15 dias 1.700+0.3742 1.200+0.08944 0.0105
grupo 60 dias 1.500+0.1789 1.000+0.1549 0.0005

* CB<C (p<0.05)
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Houve uma diferenca estaticamente significante entre os grupos Controles e Tratados .

Grupo de 2 dias (t de Student t=3.081; p=0.0137); Grupo de 7 dias (t de Student t=3.852;

p=0.006); grupo de 15 dias (t de Student t=3.321; p=0.0105); e grupo de 60 dias (t de

student t=6.847; p=0.0005).
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Figura 1. Médias dos diametros dos c6lons (cm)

3.0

1 Controle

I CB
2.0

1.5

(cm)

1.0+

0.51

Médias dos diametros dos colons

0.0 Tempo (dias
60 po (dias)

5.2. Alterac6es microscopicas

5.2.a Analise Neuronal

Estimativa do numero de neuronios

Houve reducao significativa no numero de neurdnios nos grupos desnervados 2, 7 e
15 dias. A contagem neuronal através da técnica de rotina H&E demonstrou que a
desnervacdo com CB reduziu o numero de neurOnios quando comparados aos
respectivos grupos controles. No grupo desnervado crbénico (60 dias), houve um

significante aumento no numero de neurdnios em relacao ao grupo controle.



Tabela 2. Contagem Neuronal Mientérica (neurdnio/mm?)

46

CB Controles
(n=6) (n=6)
grupo 2 dias 4.7+0.49 5.4+0.47 0.036
grupo 7 dias 0.05%0.12 4.5+2.9 0.0065
grupo 15 dias 0.16+0.40 5.313.4 0.009
grupo 60 dias 1.900+0.9778 8.700+3.014 0.0027

* CB<C (p<0.05)

Houve uma diferencga estatisticamente significante entre todos os grupos Controles e

Tratados. Grupo de 2 dias (t de Student t=2.4; p=0.0326); grupo de 7 dias (t de Student

t=3.774;p=0.0065); grupo de 15 dias (t de Student t=3.465;p=0.009); grupo de 60 dias (t

de Student t=4.704;p=0.0027).
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Figura 2. Médias dos neurénios (neurdnio/mm?)
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5.2.b Analise Morfométrica

Os animais tratados com CB apresentaram aumento na espessura da tunica
muscular. Através da Técnica de rotina H&E, foi possivel visualizar a hipertrofia das
camadas musculares dos animais tratados com CB, diferentemente encontrada nos
controles, onde a tunica muscular apresentou-se normal.

Nao houve uma diferenca estatisticamente significante entre os grupo controle e
tratado pelo Cloreto de Benzalcdnio no grupo de 2 dias (t de student t=1.014;

p=0.1786). Nos demais grupos de 7, 15 e 60 dias, houve na estatistica uma diferenca



48

significante entre os grupos controles e tratados. Grupo de 7 dias (t de Student

t=4.589; p=0.0029); no grupo de 15 dias (t de Student t=12.81; p<0.0001); e no grupo

de 60 dias (t de Student t=8.982; p=0.0001).

Tabela 3. Morfometria das Camadas Musculares do célon

CB Controles p
(n=6) (n=6)
grupo 2 dias
Camada interna 76.590+15.024 68.265+5.778 0.1542
Camada externa 33.1151£2.844 32.375+4.351 0.3907
Camada total 109.7054£15.499 100.64049.694 0.1786
CB Controles p
(n=6) (n=6)
grupo 7 dias
Camada interna 154.350+£30.664 65.86011.944 0.0004
Camada externa 56.611£22.31 33.4910.8356 0.0245
Camada total 206.460+57.506 99.345+2.302 0.0029
CB Controles p
(n=6) (n=6)
grupo 15 dias
Camada interna 283.605+46.316 71.595+5.821 p<0.0001
Camada externa 84.008+£13787 33.300+1.986 0.0002
Camada total 367.780+51.620 104.985+7.151 p<0.0001
CB Controles p
(n=6) (n=6)
grupo 60 dias
Camada interna 155.585+24.454 72.33517.607 0.0003
Camada externa 66.045+4.902 32.745+2.302 p<0.0001
Camada total 221.630+28.891 105.080+8.954 0.0001

* CB<C (p<0.05)



Figura 3. Morfometria das Camadas Musculares
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5.2.c. Analise das Células de Cajal

Estimativa do numero das Células de Cajal

Através da técnica imunohistoquimica anti c-kit, foi possivel visualizar uma redugéao
na densidade das células de Cajal nos grupos desnervados em relacdo aos grupos

controles.

Houve uma diferenca estatisticamente significante entre os grupos analisados,
exceto o grupo de 2 dias. Grupo de 2 dias (t de Student t=0.2486;p=0.4068); grupo de 7
dias (t de Student t=4.024;p= 0.0050); grupo de 15 dias (t de Student t=8.732;p=0.0002) e

grupo de 60 dias (t de Student t=23.01;p<0001).



Tabela 4. Densidade das Células de Cajal nas Camadas Musculares
2 dias CB Controles p
(n=6) (n=6)
Camada interna 0,1583+0,0813 0,170+£0,0433 0.4011
Camada externa 0,4283+0,1876 0,3750+0,1218 0,3038
Camada total 0.2267+0.0776 0.2383+0.0566 0.4068
7 dias CB Controles p
(n=6) (n=6)
Camada interna 0,0700+0,03347 0,2300+0,08414 0,0072
Camada externa 0,2160+0,06269 0,3740+0,1067 0,0162
Camada total 0.103£0.037 0.278+0.084 0.0050
15 dias CB Controle p
(n=6) (n=6)
Camada interna 0,00800+0,01304 0,1900+0,05148 0,0008
Camada externa 0,0580+0,01304 0,4180+0,1173 0,0009
Camada total 0,0183+0,0132 0,278+0,0757 0,0002
60 dias CB Controles p
(n=6) (n=6)
Camada interna 0,001667+0,00408 0,2850+0,03209 P<0.0001
Camada externa 0,0560+0,0270 0,4600+0,1032 0,0002
Camada total 0,015%0,0104 0,335+0,0320 P<0.0001

* CB<C (p<0.05)
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Figura 4. Densidade de Células de Cajal nas camadas musculares
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Fig. 5. Densidade de Células de Cajal nos grupos CB 2, 7,15 e 60 dias.

—CB
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Densidade de Células de Cajal nas Camadas
Musculares dos Grupos Tratados

Houve uma reducdo estatisticamente significante entre os grupos desnervados

2,7,15 e 60 dias, com p<0,0001 e F=22,43.



Fig. A. CIC circundando célula
ganglionar mientérica em animal
do grupo controle

Fig. C. Necrose muscular com
CIC fracamente marcadas em
animal tratado com CB
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Fig. B. CIC na camada muscular
interna do célon em animal do
rupo controle

Fig. D. Nucleo picnético de CIC
de animal tratado com CB
(7dias)

Fig. E. Auséncia de CIC em
animal tratado com CB (15dias)

Fig. F. Auséncia de CIC em
animal tratado com CB (60 dias)
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6. Discussao
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Em nosso presente estudo a aplicacao de 0,3% de CB significantemente reduziu o
namero de neurdnios do Plexo Mientérico. Varios trabalhos tém demonstrado que a
aplicacao do CB na serosa intestinal provoca desnervacao (SAKATA et al, 1979; FOX,
MILLES e BASS, 1983; SEE et al, 1988, 1990; ZUCOLOTO et al, 1988, 1997; RAMALHO

et al, 1993; CRACCO e FILOGAMO, 1997).

O numero de neurdnios no grupo desnervado cronicamente (60 dias apds o
tratamento) foi maior em comparagcado com os grupos desnervados de fase aguda (48h, 7
e 15 dias apds o tratamento). Este fato estd de acordo com os achados de RAMALHO et
al, 1993, que prop6s que o fendbmeno de neuroplasticidade pode ser responsavel pelo
aumento cronico do numero de neurdnios no segmento jejunal desnervado.

Nossos resultados mostram que o espessamento da camada muscular foi
aumentada nos grupos desnervados, como descrito por outros autores (ZUCOLOTO et al,
1997; HADJZIJAHIC et al, 1993). SAKATA et al, 1979 sugeriu que CB tem um efeito
danoso a membrana celular, causando despolarizacdo da membrana ou danificando o
transporte ativo de sédio. Desde que a carga negativa é conhecida por ser maior no tecido
nervoso do que em outros tecidos como a muscullatura lisa, este pode explicar a ablagcédo
seletiva destas células. SEE et al, 1988 mostrou que a aplicacdo de Cloreto de
Benzalcbnio na serosa de jejjuno induz alteracbes nos varios tempos apos o tratamento
com o detergente. Dentro de 12 horas, Cloreto de benzalconio causou rompimento das
camadas musculares e destruicao do Plexo Mientérico. 24 horas apds o tratamento, a
camada muscular longitudinal e aproximadamente metade das células da camada
muscular circular estavam em avancado estado de degeneracdo. Cinco dias apds o
tratamento com CB, ocorreu morte de células nao especificas, resultando em uma seletiva

ablacdo dos neur6nios mientéricos. Isto foi devido ao fato de que o dano nas camadas
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musculares foi reparavel, mas o dano neuronal foi irreversivel.

Foi proposto que o Cloreto de Benzalcdnio provoca hiperplasia muscular, no qual
pode ser explicada por um aumento na demanda funcional, sobrecarregando a
musculatura lisa desnervada (SMITH, 1982; SEE et al, 1988). SEE et al, 1988 notou que
uma hiperplasia ndo foi intensiva 120 dias ap6s o tratamento com CB e este achado foi
relacionado ao fendmeno de neuroplasticidade.

Finalmente, nés observamos uma marcante e continua reducdo na densidade de
Células de Cajal associadas a uma desnervacdo mientérica em todos o0s grupos
experimentais. As Células de Cajal podem estar involvidas com a fisiopatologia de
alteragdes intestinais no qual apresentam um componente de dismotilidade.
Anormalidades na distribuicdo foram relatadas em algumas alteracoes na motilidade
intestinal assim como a Estenose Pilérica Hipertréfica Infantil (YAMATAKA, FUJIWARA e
KATO, 1996; VANDERWINDEN,LIU e LAET, 1996), Doenca de Hirschisprung’s
(YAMATAKA, KATO e TIBBOEL, 1995) e Pseudo-obstrucao intestinal idiopatica crénica
(ISOZAKI, HIROTA e MIYAGAWA, 1997). Uma auséncia ou deficiéncia de CIC em coélon
Chagasico leva a uma atividade motora anormal nas camadas musculares levando ao
desenvolvimento de megacélon e constipacao (HAGGER et al, 2000).

De acordo com nossos achados nao é possivel explicar os mecanismos involvidos
na reducdo do numero das CIC em relagdo a ablacdo dos Sistema Nervoso Entérico.
Teoricamente, em nosso modelo experimental as CIC podem ter sofrido apoptose,
necrose ou rediferenciacdo. Mais estudos serdo necessarios para investigar esta hipotese.
TOHIHASHI et al, 1999 observou que o bloqueio da sinalizacdo Kit induz
transdiferenciacdo das Células Intersticiais de Cajal para o fenétipo de célula muscular
lisa. Estes autores observaram que, apds o tratamento com anticorpo neutralizante,

poucas células c-kit positivas foram observadas em regides do intestino delgado e célon
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normamelmente populacionadas pelas CIC. Interessantemente, a morte celular, calculada
pelo Método TUNEL para detectar produtos da apoptose, ndo péde explicar a perda das
Células positivas ao Kit. Estas observacoes sugerem que CIC podem rediferenciarem-se
quando a funcao Kit é perdida. Assim, o bloqueio de Kit causou a transformacao de CIC
para fenétipo de células musculares lisas. Alteragées similares podem ocorrer em culturas
no qual um apropriado microambiente para CIC ndo é reconstituido (SANDERS et al,
1999)

Mais estudos serdo necessarios para verificar se a rediferenciacdo das CIC em
consequéncia da desnervagao mientérica possa explicar nossos resultados.

Podemos sustentar em nosso modelo experimental que a redugdo da densidade
das CIC pode ser devido a um processo inflamatério que foi observado principalmente nos
animais sacrifcados 2 e 7 dias apds o tratamento. O processo inflamatério no qual destroi
as células ganglionares pode afetar também CIC (HAGGER et al, 2000). Além do mais,
foi relatado que CIC sédo danificadas e o numero reduzido em modelos animais de
inflamacodes (LU et al, 1997) Esta hipétese deve explicar o achado de que CIC estao
marcadamente reduzidas em numero nas camadas musculares longitudinal e circular, e
que na auséncia de CIC, elementos neurais estdo presentes. Todavia, esta hipotese é
enfraquecida pela observagdo de que o numero de CIC esta somente reduzido 15 dias
apods o tratamento, quando o processo inflamatério esta reduzido ao minimo. Além disso,
CIC estdo ainda reduzidas 60 dias apds o tratamento e este periodo de resposta
inflamatéria ndo € mais observado.

Apesar de nosso resultados terem estabelecido uma relagéo entre a desnervagao
do SNE e a perda das CIC, certamente mais estudos serdo necessarios para refinar o
entendimento dos mecanismos da relacdo e das possiveis conseqiéncias das

fisiopatologias das disfungdes intestinais. Este deve ser facilitado pelo novo modelo que



nds propusemos.
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7. Gonclusoes
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7.1 Ocorrem alteracbées nas Células de Cajal, de forma que os numeros destas células e
sua densidade apresentaram-se reduzidas apds a desnervacao do célon pelo Cloreto de

Benzalconio.

7.2 O colon desnervado pelo CB apresenta megacélon em todos os periodos (2,7,15 e 60

dias) de desnervacao mientérica.

7.3 As células neuronais apresentam-se muito reduzidas, juntamente com um nitido
espessamento de suas camadas musculares apos diferentes periodos de desnervagcao

neuronal mientérica.
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Anexo 1. Médias obtidas dos 6 animais do grupo controle e 6 animais do

grupo CB. (Neurdnios/mm?)

48h Controle CB 15 DIAS Controle CB
R1 1,333 1,333 R1 0,333 1
R2 3 0,666 R2 7 0
R2 1,333 0,666 R3 2 0
R4 8,333 0 R4 9,333 1
R5 13,333 0 R5 7 0
R6 5 0,333 R6 6,333 0
7 DIAS Controle CB 60 DIAS Controle CB
R1 1,666 0 R1 8,3333  1,6666
R2 8,666 0 R3 14,3 0,6
R3 0,666 0 R5 9,3 3
R4 6,666 0,333 R6 6 1
R5 5,666 0 R7 3,6 2,6
R6 4 0 R8 8 2,6
Anexo 2. Diametro Médio dos colons (cm)

2 Dias CB Controle 15 Dias CB Controle
R1 2,2 1 R1 1,5 ,
R3 2 1 R2 2.3 ,
R3 2 1,3 R3 1,5 1,1
R4 2.1 1,2 R4 1,3 ,
R5 1,6 1,3 R5 2 )
R6 1,5 1,7 R6 1,6 :

_ P8 60

7 Dias CB Controle dias CB Controle
R1 2,7 0,9 R1 1,5 0,9
R2 1,7 1 R2 1,7 0,9
R3 3,7 1,1 R3 1,3 0,9
R4 2,2 1,1 R4 1,7 1,2
R5 3 1,1 R5 1,5 1,2
R5 1,6 1,4 R6 1,3 0,9
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Anexo 3. Morfometria da Camada Muscular (contadas em um em objetiva de 16x)

CB Controle
2 dias camada externa camada interna camada externa camada interna
R1 28 84 31 62
R2 30 65 25 60
R3 32 88 25 58
R4 33 60 28 56
R5 26 61 31 62
R6 30 56 35 71
7 dias camada externa camada interna camada externa camada interna
R1 58 138 30 59
R2 30 117 29 57
R3 63 161 30 62
R4 82 183 31 58
R5 35 118 30 60
R6 38 93 31 60
15dias  camada externa camada interna camada externa camada interna
R1 96 253 30 70
R2 68 310 29 68
R3 87 293 29 59
R4 65 216 31 63
R5 69 258 33 69
R6 70 203 28 58
60 dias camada externa camada interna camada externa camada interna
R1 54 121 32 73
R2 56 122 27 55
R3 57 128 30 66
R4 62 155 27 70
R5 65 177 30 59
R6 63 138 31 68




Anexo 4. Espessura das Camadas Musculares da Parede do célon ( um?)

CB Controle
Camada Camada Camada Camada Camada Camada

2 dias Externa Interna Total Externa Interna Total
R1 31.080 93.240 124.320 34.410 68.820 103.230
R2 33.300 72.150 105.450 27.750 66.600 94.350
R3 35.520 97.680 133.200 27.750 64.380 92.130
R4 36.630 66.600 103.200 31.080 62.160 93.240
R5 28.860 67.710 96.570 34.410 68.820 103.230
R6 33.300 62.160 95.460 38.850 78.810 117.660

Camada Camada Camada Camada Camada Camada
7dias Externa Interna Total Externa Interna Total
R1 64.380 153.180 217.560 33.300 65.490 98.790
R2 33.300 129.870 163.170 32.190 63.270 95.460
R3 69.930 178.710 248.640 33.300 68.820 102.120
R4 91.020 203.130 294.150 34.410 64.380 98.790
R5 38.850 130.980 169.830 33.300 66.600 99.900
R6 42.180 103.230 145.410 34.410 66.600 101.010

Camada Camada Camada Camada Camada Camada
15 dias externa Interna Total Externa Interna Total
R1 106.560 280.830 387.340 33.300 77.700 11.000
R2 75.480 344.100 419.580 32.190 75.480 107.670
R3 95.570 325.230 420.800 32.190 65.490 97.680
R4 72.150 239.760 311.910 34.410 69.930 104.340
R5 76.590 286.380 362.970 36.630 76.590 113.220
R6 77.700 225.330 303.030 31.080 64.380 95.460

Camada Camada Camada Camada Camada Camada
60 dias Externa Interna Total Externa Interna Total
R1 59.940 134.310 194.250 35.520 81.030 116.550
R2 62.160 135.420 200.580 29.970 61.050 91.020
R3 63.270 142.080 205.350 33.300 73.260 106.560
R4 68.820 172.050 240.870 29.970 77.700 107.670
R5 72.150 196.470 268.620 33.300 65.490 98.790
R6 69.930 153.180 223.110 34.410 75.480 109.890
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Anexo 5. Densidade de Células de Cajal na Muscular da Parede Colbnica (nimero de

células por mm?)

CB Controle

C C
2 dias C Externa Interna T C Externa Interna T
R1 0.28 0.10 0.15 0.55 0.17 0.30
R2 0.24 0.08 0.13 0.28 0.21 0.25
R3 0.61 0.11 0.24 0.25 0.13 0.17
R4 0.49 0.27 0.34 0.38 0.16 0.23
R5 0.45 0.14 0.23 0.49 0.23 0.30
R6 0.30 0.25 0.27 0.30 0.12 0.18

C C
7 dias C Externa Interna T C Externa Interna T
R1 0.13 0.05 0.07 0.36 0.25 0.29
R2 0.24 0.05 0.09 0.43 0.37 0.39
R3 0.17 0.05 0.08 0.36 0.18 0.24
R4 0.14 0.05 0.08 0.40 0.21 0.28
R5 0.30 0.09 0.14 0.48 0.25 0.33
R6 0.23 0.13 0.16 0.20 0.12 0.14

C C
15 dias C Externa Interna T C Externa Interna T
R1 0.02 0.01 0.02 0.54 0.29 0.36
R2 0.06 0.01 0.02 0.37 0.17 0.23
R3 0.07 0 0.02 0.62 0.27 0.38
R4 0.04 0 0.00 0.37 0.18 0.24
R5 0.05 0 0.01 0.32 0.13 0.19
R6 0.07 0.03 0.04 0.41 0.20 0.27

C C
60 dias C Externa Interna T C Externa Interna T
R1 0.03 0 0.02 0.42 0.27 0.31
R2 0.03 0 0.00 0.40 0.32 0.35
R3 0.06 0 0.01 0.45 0.25 0.31
R4 0.10 0 0.03 0.63 0.27 0.37
R5 0.05 0.01 0.02 0.36 0.27 0.30

R6 0.04 0 0.01 0.46 0.33 0.37
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Anexo 6. Numero de Células de Cajal na Muscular da Parede Colénica (numero de

células por mm?)

CB Controle

2 dias C Externa C Interna C SM C Total CExterna Clnterna C SM C Total

R1 9 7 3 19 19 8 4 31
R2 8 3 3 14 8 11 3 24
R3 22 7 4 33 7 6 3 16
R4 18 11 7 36 12 7 3 28
R5 33 6 4 23 17 11 5 31
R6 10 12 4 26 12 7 3 35

7 dias C Externa C Interna C SM C Total CExterna Clnterna C SM C Total

R1 9 6 2 17 12 11 6 29
R2 8 4 3 15 14 16 8 38
R3 12 8 2 22 12 8 5 25
R4 13 8 3 24 14 9 5 28
R5 12 9 4 25 16 12 5 33
R6 10 12 2 24 7 5 3 15

15dias  C Externa C Interna C SM C Total CExterna Clnterna C SM C Total

R1 3 2 3 8 18 15 8 41
R2 5 4 1 10 12 9 4 25
R3 7 2 1 10 20 11 7 38
R4 3 0 0 3 13 9 4 26
R5 4 2 0 6 12 6 4 22
R6 6 5 2 13 13 8 5 26

60 dias C Externa C Interna C SM C Total CExterna Clnterna C SM C Total

R1 2 2 0 4 15 15 7 37
R2 2 0 0 2 12 13 7 32
R3 4 0 0 4 15 13 6 34
R4 7 0 1 8 19 13 8 40
R5 4 2 0 6 12 11 7 30
R6 3 0 0 3 16 20 5 41
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )
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Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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