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RESUMO

GIROTTTI P. A. Andlise morfoquantitativa dos neurdnios mioentéricos e submucosos
imunorreativos aos receptores purinérgicos P2X, e P2X7, ao 6Oxido nitrico sintase, a
calretinina, a calbindina e a colina acetil transferase (ChAT) do colo distal de ratos
submetidos a desnutricdo protéica e a renutrigdo protéica. 2007. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Morfuncionais) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2007.

Foi descrita & presenga do receptor P2X nos neurdnios entéricos e os efeitos da desnutricdo e da
renutricdo pré e pos-natal. Este trabalho, analisou a distribuicdo dos receptores P2X; e P2X7, 0
Oxido nitrico sintase (NOS-ir), calretinina (Calr-ir), calbindina e a colina acetil transferase
(ChAT) com seu codigo quimico e morfometria. Foram utilizados, tecidos do colo distal de
animais nutridos (N42), desnutridos (D42) e renutridos (RN42). Os resultados dos plexos
mioentérico e submucoso, demonstraram que 100% dos neurdnios NOS-ir, Calr-ir, Calb-ir,
ChAT-ir, expressam estes receptores nos trés grupos analisados. A densidade neuronal no plexo
mioentérico, demonstrou um aumento de 20% a 97% dos neurdnios receptores P2X,7-ir, Calr-ir,
ChAT-ir e NOS-ir e no plexo submucoso, foi de 29% a 75%, ambos D42 e recuperacdo no RN42.
O perfil neuronal de neurdnios P2Xs-ir, Calb-ir, Calr-ir e ChAT-ir do plexo mioentérico
demonstrou diminuicdo de 28% a 40% e no plexo submucoso os neurdnios P2X,-7-ir, Calb-ir e
ChAT-ir de 19% a 47% no D42. Concluiu-se que, a desnutricdo afetou os neurénios entéricos

havendo recuperacdo na renutri¢do, podendo influenciar nas fung¢des gastrintestinais.

Palavras-chave: desnutricdo, renutricdo, receptor P2Xj,, receptor P2X; plexo mioentérico, plexo

submucoso.



ABSTRACT

GIROTTTI P. A. Morphoquantitative analyses of myenteric and submucous neurons
immunoreactive to P2X, and P2X; receptors, nitric oxide sintase (NOS), calretinin,
calbindin and choline acetyltransferase (ChAT) of the rats distal colon submitted to
undernutrition and refeeding proteic. Master Thesis (Ciéncias Morfuncionais) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2007.

It is showed the expression of the P2X receptor in the enteric neurons and the effects to
undernutrition pre and postnatal and refeeding post natal. The aim of the work was to analyze the
distribution of the P2X; and P2X; receptors with nitric oxide synthase (NOS), and calretinin
(Calr-ir), and calbindin (Calb-ir) and choline acetyltransferase (ChAT) and chemical coding and
morphometry. Colon distal was used from nourished (N42), undernourished (D42) and refeeding
animals (RD42). The results and myenteric and submucous plexus have shown 100% of neurons
with P2X, and P2X7 receptors, NOS-ir, Calr-ir, Calb-ir, ChAT-ir, express these receptors in the
three analyzed groups. The myenteric neurons density have shown increase of the 20% to 97%
of the P2Xy.7-ir, Calr-ir, ChAT-ir and NOS-ir neurons of the D42 group, and the submucous
neurons have been increase of the 29% to 75% in the D42 group. In the myenteric neurons
profile P2X5-ir, Calb-ir, Calr-ir and ChAT-ir neurons have shown decrease of the 28% to 40%
and in the submucous plexus P2X5-7-ir, Calb-ir and ChAT-ir of the 19% to 47% neurons in the
D42 group. The conclusion demonstrated that, the undernutrition affects the enteric neurons and

there was recuperation in the refeeding, this can influence the gastrointestinal functions.

Keywords: undernourished, refeeding, P2X, receptor, P2X; receptor, myenteric plexus,

submucous plexus.



1 INTRODUGCAO

1.1 Organizagéo do sistema nervoso entérico e seu cddigo quimico

Langley (1900, 1921) definiu o termo autbnomo e trés subsistemas: o simpatico, o
parassimpatico e o sistema entérico, classificando-os com base anatémica e funcional. Os
neurbnios entéricos sdo histologicamente diferentes do ganglio autdbnomo simpatico e
parassimpatico. As fibras dos nervos do sistema nervoso central (SNC) conectam-se ao ganglio
entérico, de maneira diferente que os nervos similares se conectam ao outro ganglio periférico
(FURNESS e COSTA, 1987; FURNESS, 2006).

A existéncia dos reflexos polarizados que funcionam no intestino, por influéncia
extrinseca, trouxe as caracteristicas incomuns do Sistema Nervoso Entérico (SNE) e classifica-os
como terceira divisdo do sistema nervoso autdbnomo (SNA). Ao reconhecer o circuito neural do
SNE foi descrito os movimentos gastrintestinais, a estrutura fisioldgica e a presenca de células
ganglionares microscopicas, na faringe e na parede gastrica (FURNESS e COSTA, 1987).

O SNE esta contido nas paredes do trato do tubo digestério, pancreas e sistema biliar, e
consistem de dois plexos ganglionares, o plexo mioentérico e o plexo submucoso (FURNESS e
COSTA, 1987; FURNESS et al., 1995b, 1999a).

O plexo mioentérico de (Auerbach) localiza-se entre a camada longitudinal externa e a
camada do musculo circular, presente por todo trato digestorio do es6fago ao reto (AUERBACH,
1864; STOHR, 1930; SCHABADASH, 1930a, 1930b; LI, 1940).

No plexo do musculo circular, existem pequenas fibras nervosas funcionando
paralelamente e ao longo das fibras musculares encontradas na espessura do muasculo. Estes
ramos nervosos conectam-se com componentes preliminares e secundarios do plexo mioentérico
e do plexo muscular profundo no intestino delgado (FURNESS e COSTA, 1987; FURNESS,
2006).

O plexo submucoso é proeminente no intestino delgado e grosso e divide-se em plexo
submucoso interno (plexo de Meissner) abaixo da mucosa, plexo submucoso externo (plexo de
Schabadash ou de Henle) e junto a camada circular do musculo e o plexo intermediario
posicionado entre os plexos submucoso e externo. Suas malhas sdo menores que o plexo

mioentérico, suas fibras interconectadas sao mais finas e o ganglio é menor. Este plexo localiza-



se ao longo do intestino, sendo que um plexo fica perto do musculo e o outro perto da mucosa
(HENLE, 1871; GONIAEW, 1875).

No SNE, encontram-se 14 a 17 tipos de neurénios, dependendo da regido e do trato
gastrintestinal onde se situam (Figura 1). Estes neurdnios podem controlar a motilidade, o
transporte de fluidos da mucosa e o fluxo sanguineo local (FURNESS, 2000; FURNESS et al.,
2000; FURNESS, 2003).

Por diferentes métodos imunohistoquimicos e farmacoldgicos, foram identificados
diferentes tipos de neurdnios incluindo o neurénio motor, neurdnios para arteriolas intrinsecas,
para células epiteliais, varios interneurdnios e, possivelmente, neurdnios aferentes primarios
intrinsecos (FURNESS et al., 1998).
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Figura 1. Demonstra os tipos de neurdnios entéricos no intestino delgado da cobaia. 1. interneurénio
ascendente; 2. neur6nio intrinseco aferente primario; 3. neur6nio intestinofugal; 4.
neurbnio motor da musculatura longitudinal excitat6ria; 5. neurénio motor da musculatura
longitudinal inibitdria; 6. neurdnio motor da musculatura circular excitatoria; 7. neurénio
motor da musculatura circular inibitdria; 8. interneurdnio descendente (reflexo local); 9.
interneurbnio  descendente (reflexo secretomotor); 10. interneurdnio descendente



(complexo mioelétrico migratério); 11. neur6nio intrinseco aferente primario submucoso;
12. neurdnio vasodilatador/secretomotor nao/colinérgico; 13. neurdnio
vasodilatador/secretomotor; 14. neurdnio colinérgico secretomotor (ndo-vasodilatador)
(FURNESS, 2006).

Todas as regibes do intestino recebem uma inervacdo excitatoria. Pelo uso efetivo e
especifico do receptor antagonista muscarinico, muitas investigacbes mostraram que a
transmissao excitatoria tem um componente muscarinico sendo predominante da liberacdo das
taquiquininas. Os neur6nios motores sdo imunorreativos para ambas as enzimas que sintetizam a
colina acetil transferase (ChAT) e taquininas (LIPPI et al., 1998). As substancias muscarinicas
antagonistas acabam inibindo a motilidade gastrintestinal (BORODY et al., 1985; GALLIGAN
et al., 1986).

O neur6nio motor inibitério contém a enzima éxido nitrico sintase (NOS) e libera 6xido
nitrico com efeito relaxante. Embora existam evidéncias que o 0xido nitrico seja um transmissor
desses neurdnios (SANDERS e WARD, 1922; STARK e SZURSZEWSKI, 1992), isto é
igualmente claro que ele ndo € o Unico transmissor (MAKHLOUF e GRIDER, 1993; FURNESS
et al., 1995b).

Nos interneurdnios, existem 0s neurdnios ascendentes, cujos axdnios correm para 0
sentido oral e, outro grupo de trés tipos de neurdnios descendentes direcionados ao sentido anal
que sdo bem identificados no intestino delgado da cobaia. Os neurbnios ascendentes séo
colinérgicos e, como 0s neurdnios descendentes eles se estendem ao longo do intestino (KUNZE
e FURNESS, 1999). Os trés tipos de interneurdnios descendentes tém os seguintes codigos
quimicos: ChAT/NOS/VIP, que estdo envolvidos na motilidade reflexa local e os neurdnios
(ChAT/SOM) estdo envolvidos na condugdo dos complexos mioelétricos no intestino delgado e
ndo sdo encontrados no colo. O ChAT-5-Hidroxitriptamina (ChAT/S/HT) estdo envolvidos nos
reflexos secretomotores e ndo diretamente na motilidade reflexa (POMPOLO et al., 1998;
FURNESS, 2000).

O neurdnio aferente primario intrinseco (IPANs) tem sido registrado por reflexos isolados
no intestino, e, apds a sec¢do do nervo extrinseco, ocorre sua degeneragdo (LANGLEY e
MAGNUS, 1905; CREMA et al. 1970; FURNESS et al., 1995a). Evidéncias de sua identidade

somente foram obtidas no intestino delgado da cobaia, com morfologia do neurdnio Dogiel tipo Il



e através de propriedades eletrofisiologicas o distinguiram dos interneurénios e dos neurénios
motores (KIRCHGESSNER et al., 1992; KUNZE et al., 1995, 1998, 1999; BERTRAND et al.,
1997). A identificacdo dos IPANs no tecido entérico, pela imunohistoquimica é feito com a
calbindina na cobaia (FURNESS et al., 1998; QUINSON et al., 2001).

Os IPANS sdo afetados pelo estiramento, promovendo a motilidade e os reflexos
entéricos pela distensio (BAYLLIS e STARLING, 1899). Estes IPANS respondem ao
estiramento, tonicamente a tensdo gerada pela contragdo do musculo, ou a distor¢do direta de
seus processos (KUNZE et al., 1998, 1999).

Nos quimiosensores da mucosa seus reflexos sdo iniciados através da aplicagdo quimica
em partes isoladas ao limen e a mucosa do ileo, onde ocorrem propagac@es do potencial de acéo
nos corpos celulares do neurdnio Dogiel tipo Il e no plexo mioentérico. Os IPANS mantém
atividade por um longo periodo, e se a mucosa for removida, sua atividade desaparece (KUNZE
et al., 1995; BERTRAND et al., 1997).

Nos mecanoceptores da mucosa, os reflexos entéricos sdo mediados por estimulos
mecanicos aplicados a mucosa (HUKUHARA et al, 1958; SMITH e FURNESS, 1988;
VANNER et al., 1993; SIDHU e COOKE, 1995). Os reflexos séo iniciados pela distor¢do da
mucosa e sdo conduzidos ao longo do intestino através do plexo mioentérico (SMITH e
FURNESS, 1995).

O neurdnio secretomotor do plexo submucoso e 0 neur6nio vasomotor controlam
diretamente o circuito reflexo local. Os dois tipos de neurdnios secretomotores intestinais sdo 0s
neurdnios colinérgicos e os ndo-colinérgicos (FURNESS et al., 2000).

Os neurbnios ndo-colinérgicos parecem mediar a maioria das respostas reflexas locais,
utilizando o VIP ou um peptideo relacionado, como seu transmissor primario (JODAL e
LUNDGREN, 1989; COOKE e REDDIX, 1994).

O neurdnio motor das células enddcrinas reside na mucosa do trato gastrintestinal.
Evidéncias funcionais da inervacdo do neurbnio motor para células endocrinas entéricas
participam do controle da secrecdo gastrica (FURNES, 2000).

O neurdnio neuro-imune do intestino afeta os neurdnios dentro da parede do intestino,
excitando-os diretamente, sendo sensiveis aos estimulos fisioldgicos e patolégicos (COLLO et
al., 1996; FURNESS et al., 1999a).



Os autores Sayegh e Ritter (2003) avaliaram a morfologia no plexo mioentérico e
submucoso do intestino delgado de ratos. Os neurdnios foram imunorreativos ao NOS(-ir),
receptor neurokinina-1 (NK-1R), calretinina(-ir), calbindina(-ir) e o neurofilamento-M (NF-M).
Os neurbnios NOS-ir apresentaram a morfologia Dogiel tipo | e foram abundantes no plexo
mioentérico, quando comparado ao plexo submucoso. Os neurdnios calbindina-ir exibiram quatro
morfologias distintas: neur6nios pequenos e grandes, Dogiel tipo Il, neurénios Dogiel tipo | e
neuronios alongados. Estes neurGnios estavam menos significativamente presentes no plexo
mioentérico, quando comparados ao plexo submucoso. Os neur6nios calretinina-ir apresentaram

a morfologia Dogiel tipo II.

1.2 Receptores purinérgicos no sistema nervoso entérico

A 5’-adenosina trifosfato (ATP) foi mencionada, como um provavel neurotransmissor
(Holton, 1959). Demonstrou que o ATP pode ser liberado dos nervos sensoriais que supria a
artéria do ouvido de coelho durante uma estimulacdo antidromica. Burnstock et al. (1963)
propuseram a existéncia de nervos autondmicos que nao eram adrenérgicos nem colinérgicos e
que supriam o trato gastrintestinal. Nos anos subseqtientes, foram feitos esforcos para identificar
0 transmissor ndo-adrenérgico e ndo-colinérgico dos nervos que supriam o intestino e a bexiga
urinaria, e o ATP foi a substancia que mais satisfez este critério (BURNSTOCK et al.,1963).

Estudos farmacoldgicos definiram uma primeira divisdo dos receptores purinérgicos em
P1 e P2 (Burnstock, 1978) e logo apds, a subdivisdo dos subtipos P2 em P2X e P2Y
(BURNSTOCK E KENNEDDY, 1985). Atualmente tem sido clonados, caracterizados
farmacologicamente e aceitos como validos membros da familia de receptores P2X: P2X;, P2X,,
P2X3, P2X4, P2Xs, P2Xs e P2X; (P2Xi17) e P2Y: P2Yy, P2Y, P2Y, P2Ys e P2Yi1 (
ABBRACHIO E BURNSTOCK, 1998).

Os receptores P2X estdo acoplados a canais idnicos que mediam rapidamente (dentro de
10 ms) e seletivamente a permeabilidade para cétions (Na®, K* e Ca’") (NORTH E
SUPRENANT, 2000). Os receptores P2X sdo encontrados em células musculares lisas,
neurdnios, células gliais e apresentam um papel de mediador na neurotransmissdo excitatoria
rapida nos sistemas nervoso central e periférico (RALEVIC E BURNSTOCK, 1998).



Nos neurbnios mioentéricos da cobaia 0 ATP despolariza, 70-90%, com despolarizacdo
rapida, implicando que a maioria dos neurdnios tem o tipo de receptor P2X (BARAJAS-LOPEZ
et al., 1996; ZHOU e GALLIGAN, 1996). No SNE, o ATP despolariza 80-90% dos neurdnios
mioentéricos, da maioria dos neurdnios S e AH (pela classificacao eletrofisioldgica, os neurénios
S apresentam potencial de acdo breve que sdo seguidos por curta duragdo do potencial apds-
hiperpolarizacdo. Os neurdnios AH apresentam um potencial de acdo longo) (KATAYAMA e
MORITA, 1989; BARAJAS-LOPEZ et al., 1996). Também, o ATP despolariza neurdnios dos
ganglios submucosos (BARAJAS-LOPEZ et al., 1994; GLUSHAKOV et al., 1998). O efeito da
rapida despolarizacdo do ATP parece ser através da abertura de canais de Ca+ ndo especificos,
em neur6nios mioentéricos (ZHOU e GALLIGAN, 1996) e neurdnios submucosos (BARAJAS-
LOPEZ et al, 1994), que poderia ser consistente com o0s receptores P2X. Experimentos
demonstram que receptores purinérgicos tém um papel fisioldgico na transmissdo neuronal no
sistema nervoso entérico (BIAN et al., 2000; SPENCER et al., 2000). Nestes estudos foram
usadas drogas agonistas e antagonistas que foram aplicadas ao ileo indicando que os receptores
purinérgicos estavam envolvidos nas sinapses excitatorias de trajetos ascendentes e descendentes
do ileo. Os dados farmacoldgicos ndo identificaram qual dos sete subtipos dos receptores P2X
era ativado.

Para demonstrar a presenca do receptor P2X nos neurbnios entéricos, 0s autores
Castelucci et al. (2002a) descreveram, de maneira original, a expressdo e o cddigo quimico do
receptor P2X; nos neurbnios entéricos. No plexo submucoso, 55% dos neurdnios exibem a
subunidade, nos neurbnios secretomotores, submucosos € nos neurbnios primarios intrinsecos
aferentes (IPANS) e a expressdo nos neurdnios mioentéricos imunorreativivos receptor P2X; é
expressa nos neurdnios primarios intrinsecos aferentes (IPANS), neurbnios inibitorios e
interneurénios.

Com métodos de imunohistoquimica e de hibridizacdo in situ, os autores Xiang e
Burnstock (2004), descreveram a distribuicdo do receptor P2X, e P2X3 nos neurdnios
calbindina-ir e calretinina-ir no plexo mioentérico e submucoso do ileo e colo distal de ratos.

Ao analisar outra subunidade dos receptores P2X, os autores Poole et al. (2003)
observaram o receptor P2X3 nos neur6nios motores inibitorios, nos neurdnios secretomotores

nao-colinérgicos, porém, somente na subunidade. A subunidade P2Xs3, foi relatada nos neurénios



mioentéricos no colo de humanos (YANGOU et al., 2001) e ocorre na associacdo com
subunidades do receptor P2X; na raiz dorsal, trigeminal e no ganglio nodoso (CHEN et al., 1995;
LEWIS et al., 1995; COLLO et al., 1996).

Também, foi reportada a imunorreatividade do receptor P2X; nas termina¢fes nervosas
intra-glanglionares laminares (IGLES) no trato gastrintestinal de camundongos (CASTELUCCI
et al., 2003).

O receptor P2X7; é um membro original da familia P2X e participa na regulagdo da
permeabilidade celular, liberagdo das citoquininas ou na apoptose. E expresso em células lineares
hematopoiéticas, mondcitos, macréfagos e na microglia. Estes dados concordam com o suposto
papel deste receptor no reparo do cérebro apds a inflamagdo, infarto, apoptose, hipoxia ou o
insulto imune (FERRARI et al., 1997a; 1997b; FERRARI et al., 1999).

Tem sido demonstrada a presenca do receptor P2X; em fibroblastos humanos (SOLINI et
al.,, 1999a; SOLINI et al., 2000), epitélio e bexiga urinaria humana (O’REILLY et al., 2001a;
2007b), na uretra de humanos e ratos (SLATER et al., 2000; TASSELL et al., 2000), nos 6rgaos
genitais masculinos de humanos, de ratos (LEE et al., 2000), nas células do ducto e acinares da
glandula parétida (LI et al., 2003).

A alta regulacdo do receptor P2X7 tem sido observada em varios modelos patolégicos,
incluindo a privagcdo de energia (CAVALIERE et al., 2002; CAVALIERE et al., 2004) na
isquemia in vivo (FRANKE et al., 2004), epilepsia (VIANNA et al., 2002), lesdo mecénica
(FRANKE et al., 2001), modelos transgénicos da doenca de Alzheimer (PARVATHENANI et
al., 2003), retina pigmentosa (FRANKE et al., 2005), assim como em tecidos humanos obtidos de
pacientes que sofrem de vitreoretinopatia proliferativa (BRINGMANN et al., 2001), esclerose
multipla (NARCISSE et al., 2005) e lesdo dos nervos sensitivos (CHESSELL et al., 2005).

O receptor P2X; inicia apoptose em varios tipos celulares que podem ser modificados
durante a gravidez e o envelhecimento (CHOW et al., 1997; SCHULZE-LOHOFF et al., 1998;
COUTINHO-SILVA et al., 1999; SLATER et al., 2000a,b). Além disso, estd envolvido nas
interages neuro-imunes e influencia na producdo das citocinas (FERRARI et al., 2000; SOLLE
et al., 2001).

A ativacdo do receptor P2X;, conduz a mudangas rapidas nas concentracdes

intracelulares de calcio, liberacdo das citocinas pro-inflamatoriase e interleucinas. Dados recentes



sobre o receptor P2X; sugerem também um papel especifico em estados inflamatorios,
neuropaticos da dor e na sinalizagdo nociceptiva em estados cronicos da dor e seu potencial
terapéutico (DONNELLY-ROBERTS e JARVIS, 2007).

No sistema nervoso entérico tem sido reportada a presenca do receptor P2X; (HU et al.,
2001) através de tecnicas imunohistoquimicas e propriedades farmacoldgicas em neurdnios que
expressam funcionalmente este receptor P2X; porém ndo foi feita anélise quantitativa de qual

classe neuronal se encontra o receptor purina P2Xs.

1.3 A desnutrigdo e a renutricdo: seus efeitos no sistema nervoso entérico

A desnutricdo calorico-protéica (CHANDRA, 1973; RANA et al., 1991) é um dos
principais problemas que afetam criancas nos paises em desenvolvimento. Devido a importancia
desses fatos, pesquisadores tém se preocupado em reproduzir em animais de laboratério, as
diferentes formas de desnutricdo, a fim de avaliar seus efeitos em varios niveis. Diversos estudos
experimentais demonstraram que o processo de desnutricdo pode ser obtido, através de métodos
baseados na limitacdo de oferta de alimento (FIRMANSYAH et al., 19893a,b), na elaboracdo de
uma dieta hipoprotéica (BECK et al., 1989), pela diminuicdo do nimero de filhotes da prole,
criando-se um grupo controle com populagcdes maiores (PATHAK et al., 1981) ou, ainda,
utilizando-se de dois fatores: a limitacdo de oferta e a expansédo da ninhada (WINICK e NOBLE,
1966). No sistema nervoso autdonomo Schafer e Friede (1988) observaram a diminuigdo do
namero de lamelas das fibras nervosas mielinicas, em ratos submetidos a desnutricao pre-natal.

Os efeitos da desnutricdo, nos sistemas nervoso central e periférico, tém sido
extensivamente estudados (BEDI, 1994, RUSHMORE et al.,, 1998). No SNC, a severa
desnutricdo causa diminuicdo no tamanho da célula nervosa em algumas regibes (ex., giro
denteado), enquanto que, em outras, como no cortex cerebral, parece protegido de perdas
celulares (BEDI, 1991). No caso dos neur6nios periféricos, a desnutricdo causa uma diminuigdo
significante no contetido de proteinas no ganglio cervical superior, de ratos jovens (GAETANI et
al,, 1977) e, em um periodo de desnutricdo materna, durante a gravidez, causa redugdo no
tamanho dos neurdnios e na noradrenalina no ganglio mesentérico superior (CONBOY et al.,

1987). Estes efeitos foram observados cedo na prole e persistiram na vida adulta.



No sistema nervoso entérico, foi relatada uma diminuicdo de 27%, no numero de
neurdnios entéricos, no jejuno de ratos submetidos a uma severa desnutri¢do pré-natal (SANTER
e CONBOY, 1990). Similarmente, Sant’ana et al. (1997) descreveram uma diminui¢do de 13%
da area neuronal, no plexo mioentérico do colo ascendente de ratos adultos submetidos a
desnutricao protéica.

Os autores Brand&o et al. (2003) por métodos histoquimicos para a marcagdo da NADH-
diaforase, observaram, no ileo de animais desnutridos pré e pds-natal, que o ganglio mioentérico
dos animais desnutridos se arranjavam de forma irregular e a maioria dos neurdnios mostrava um
citoplasma menos marcado. A média total das areas dos neurdnios do grupo nutrido variou de
101 a 450 pm? e do grupo desnutrido de 51 a 200 pm?.

Os efeitos da renutricdo, em neurénios do SNC, foram investigados e os dados indicaram
que, se os neurbnios foram perdidos, eles ndo sdo substituidos quando os animais retornam a uma
dieta normal (RANA et al., 1991; ANDRADE et al., 1995). O efeito da renutrigdo, nos neurdnios
entéricos, ainda nao foi totalmente avaliado. Em um estudo prévio, maes foram desprovidas de
alimentos e, entdo, a prole foi examinada, depois de fazerem uma dieta normal (SANTER e
CONBOY, 1990). Os animais ndo foram examinados antes da restauragdo da dieta normal,
embora o estudo sugira que o nimero de neurbnios esteja reduzido pela desnutricdo, eles ndo se
recuperaram (SANTER e CONBOY, 1990).

Os autores Castelucci et al. (2002b) observaram uma redugdo de 50% do peso e de 40%
no tamanho do intestino grosso de filhotes das mées que foram submetidas a desnutri¢do protéica
pré e pos-natal. Também, houve diminuicdo de 15% do perfil neuronal, porém ndo houve
reducdo no nimero total de neurdnios. Depois de feita a renutri¢cdo, foram restaurados: o peso
corporal, a area dos neur6nios mioentéricos e intestino grosso.

Segundo Gomes et al. (2006) investigaram os efeitos da desnutricdo e renutricdo no
intestino delgado de ratos, verificou-se diminuicdo no peso dos ratos desnutridos, sendo
restaurado na renutri¢do. A area do intestino delgado do grupo desnutrido diminuiu cerca de 45%
na area dos neurénios mioentéricos dos grupos nutridos e renutridos, porém ndo houve alteracdo
na area dos neurdnios mioentéricos.

A importancia deste trabalho estd em demonstrar, de maneira original, possiveis

alteracGes da desnutricdo e renutricdo sobre a expressdo dos receptores purinérgicos P2X, e



P2X7, e caracterizar estes efeitos sobre o codigo quimico dos neur6nios nos plexos mioentéricos
e submucosos, do colo distal, visando contribuir para desnvolvimento dos conhecimentos das

influéncias sobre 0 0 organismo no processo de desnutricdo e a renutricao.



2 CONCLUSOES

De acordo com os resultados do presente trabalho, podemos concluir que:

1. A dieta hipoprotéica (5% de caseina) foi eficiente para obtencdo dos animais D42, pois
houve diminuicdo de peso destes animais quando comparados aos N42 e RN42. Alem disso, a

renutricdo foi eficiente, pois houve recuperagdo dos pesos dos animais.

2. Houve alteracdo na expressdo dos receptores P2X;e P2X57 e da acetil colina transferase
(ChAT) nos animais D42.

3. Os receptores P2X, e P2X; foram observados nos neurdnios inibitérios, sensoriais e
excitatorios nos trés grupos N42, D42 e RN42.

4. A desnutricdo ocasionou um aumento na densidade neuronal dos neur6nios do plexo
miontérico e submucoso, dos neur6nios imunorreativos aos receptores P2X;e P2X7, ao

NOS, a calretinina e ao ChAT no grupo D42 e uma recuperacédo no grupo RN42.

5. A desnutricdo contribuiu para a alteracdo do perfil neuronal dos neurdnios mioentéricos,
imunorreativos ao receptor P2X; aos neur6nios intrinsecos aferentes primarios e motores
excitatorios. A desnutricdo ndo afetou os perfis neuronais dos neurénios mioentéricos, do

receptor P2X, e dos neur6nios inibitorios.

6. A desnutricdo ndo afetou os perfis neuronais no plexo submucoso dos neurdnios
intrinsecos aferentes primarios. Causou aumento nos perfis neuronais no plexo
submucoso dos neurénios neurdnios intrinsecos aferentes primarios e motores excitatérios

no grupo D42 e uma recuperagdo no grupo RN42.

7. A desnutricdo afetou de maneira diferenciada os plexos mioentérico e submucoso, em sua

morfologia e os receptores P2X;e P2X5.



8. A técnica de imunohistoquimica foi eficiente, pois pode evidenciar especificamante a

classe neuronal afetada pela desnutrigéo e renutrigdo.

9. A renutricdo foi um fator eficiente e importante para a recuperacdo de diversos

parametros morfologicos dos neurdnios entéricos.
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