{ |
_~/(
A UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA

’ \ CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
AREA DE CONCENTRACAO BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

111 CURSO DE INVERNO EM BIOLOGIA CELULAR E
MOLECULAR

ESTUDO DO SISTEMA NERVOSO
ENTERICO EM DIFERENTES MODELOS
EXPERIMENTAIS

MARINGA, JULHO DE 2013



1. TRATO GASTRINTESTINAL E SISTEMA NERVOSO ENTERICO (SNE)

O sistema digestorio consiste em cavidade oral, esdfago, estdbmago, intestinos
delgado e grosso, e glandulas associadas: salivares, figado e pancreas, além da vesicula
biliar. Este sistema tem a funcdo de obter dos nutrientes ingeridos as moléculas
necessarias para manutencdo, crescimento e demais necessidades energéticas dos
organismos (Junqueira e Carneiro, 2011). O tubo digestorio tem cerca de 9 metros de
comprimento e estd subdividido em regides morfologicamente distintas: esdfago,
estbmago, intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) e intestino grosso (ceco, cdlon,
reto e canal anal) (Gartner e Hiatt, 2003).

Existem quatro camadas histoldgicas que constituem o tubo digestorio: mucosa,
submucosa, muscular externa e serosa (ou adventicia), sendo estas inervadas por nervos
parassimpaticos e simpaéticos, assim como por fibras sensitivas (Gartner e Hiatt, 2003).
Tais camadas ou tanicas sdo semelhantes em toda extensdo do trato gastrintestinal,
entretanto apresentam algumas modificagOes e especializagdes regionais:

a) Mucosa: Composta por um revestimento epitelial, abaixo do qual ha um tecido
conjuntivo frouxo rico em vasos sanguineos e linfaticos, denominado lamina
propria e uma camada muscular que a envolve, denominada muscular da mucosa
(Gartner e Hiatt, 2003; Junqueira e Carneiro, 2011);

b) Submucosa: Camada de tecido conjuntivo denso ndo modelado sem a presenca
de glandulas (exceto no esdfago e duodeno), apresentando vasos sanguineos e
linfaticos bem como o plexo nervoso submucoso ou de Meissner (Gartner e
Hiatt, 2003);

c) Muscular externa: Corresponde a uma espessa camada de musculo liso (exceto
na porcao inicial do esdfago) responsavel pela atividade peristaltica (Gartner e
Hiatt, 2003), subdividida em duas subcamadas: uma mais interna onde a
orientacdo das fibras musculares € geralmente circular, sendo denominada
circular interna e outra mais externa de orientagcdo longitudinal, denominada
longitudinal externa. Entre estas duas camadas, observa-se o0 plexo nervoso
mioentérico ou de Auerbach (Junqueira e Carneiro, 2011).

d) Serosa ou adventicia: Camada que envolve a muscular externa, composta de
tecido conjuntivo que pode (serosa) ou ndo (adventicia) estar circundada pelo
epitélio pavimentoso simples (mesotélio) do peritdnio visceral (Gartner e Hiatt,
2003);



A inervagdo deste tubo alimentar é atribuida extrinsecamente aos componentes
simpético e parassimpatico, e intrinsecamente ao SNE, presente desde o esdfago ao anus
0 qual atua de forma independente, sendo que suas func¢bes s&éo moduladas pelo Sistema
Nervoso Autonomo (Gartner e Hiatt, 2003).

O SNE possui aproximadamente 10° neurdnios sensoriais, motores e
interneurdnios, distribuidos nos dois plexos ganglionados principais: 0 mioentérico e o
submucoso (fig. 1). Embora espacialmente separados a conexdo entre 0s dois sugere que
eles compreendem uma unidade integradora (Furness, 2005). Tais neurénios controlam
a motilidade intestinal e a secrecdo, iniciando reflexos em resposta ao contetdo luminal
e a tensdo do musculo liso (Furness et al., 1999). Normalmente, estes neurdnios
organizam-se em grupos de neurbnios denominados “ganglios”, podendo ocorrer
neurdnios isolados, como em roedores (Gabella, 1989). Ao assumir a organizagao
ganglionar, esses neurdnios sdo revestidos externamente por tecido conjuntivo,

ricamente vascularizado, separando-os do tecido muscular circundante (Gabella, 1979)

Plexo mioentérico
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Fig. 1: Principais plexos nervosos do sistema nervoso entérico. Fonte: Furness,
2005 (adaptado).

Os neurdnios ganglionares e os seus feixes de fibras nervosas no SNE séo
providos por numerosas células gliais (Furness, 2005). Tem sido bem estabelecido que
estas células desempenham um papel relevante na fisiologia e fisiopatologia do trato
gastrointestinal (Ruhl et al., 2004). Este papel est4 relacionado com sua atuacdo na
homeostase do intestino, bem como serve de elo entre sistema nervoso e imunolégico
(Ruhl et al. 2004) e ainda, atua no controle do fen6tipo neuroquimico (Aubé et al.,
2006).



Além disso, semelhante aos neurdnios do sistema nervoso central, os neurénios
do SNE séo bastante diversificados fenotipicamente sendo que mais de 16 populagGes
neuronais distintas j& foram identificadas e classificadas pela sua morfologia, contetido
de neurotransmissor, propriedades eletrofisioldégicas de neurbnios sensoriais,
interneurdnios ascendentes e descendentes e neurdnios motores excitatorios e inibitorios
(Grundy e Schemann, 2005).

Os neurbnios sensoriais, atualmente denominados como neurdnios intrinsecos
primérios aferentes (IPANSs), traduzem e codificam informacfes sobre o ambiente
quimico e estado fisico do tecido que eles inervam (Costa, 2000). Os neurdnios
motores, por sua vez, podem ser divididos em dois grupos, 0s excitatorios e 0s
inibitorios. Os principais neuromediadores encontrados nos neurdnios excitatorios sdo a
acetilcolina e as taquicininas. J& 0s neurdnios inibitérios possuem Varios
neuromediadores, como NO (6xido nitrico), VIP (peptideo intestinal vaso ativo) e
adenosina trifosfato (Furness et al., 1995). Finalmente, o0s interneurénios sao
identificados em todas as camadas do trato gastrintestinal, sendo que sua constituigdo

neuroquimica varia muito, dependendo do 6rgéo em questdo (Furness et al., 1995).



2. MODELOS EXPERIMENTAIS

2.1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus é uma sindrome metabolica de etiologia multipla,
caracterizada pela deficiéncia relativa ou absoluta da insulina em exercer sua agdo sobre
6rgdos-responsivos-alvo, consequentemente a glicose permanece em concentragdo alta
no sangue, com anormalidades observadas no metabolismo de lipidios, proteinas e
carboidratos (Xiang et al., 2010).

Existem duas formas principais de diabetes: dependentes de insulina ou tipo | e
ndo dependentes de insulina ou tipo Il (Voet et al., 2002). O tipo | ocorre quando ha
falta de insulina na corrente sanguinea, ocasionado pela destruicdo das suas células
produtoras. O tipo Il ocorre quando ha escassez ou mal funcionamento de receptores de
insulina nas células normalmente responsivas ao hormdnio, também conhecidas como
células resistentes a insulina (Voet et al., 2002).

Modelos animais tém sido extensivamente utilizados em pesquisas sobre o
diabetes, como por exemplo, a administracdo de agentes quimicos B-citotoxicos como a
aloxana e a estreptozotocina (Reis e Alcolado, 2005) que consiste numa maneira
eficiente para promover o diabetes tipo | e assim, torna-se possivel o estudo de
mecanismos fisiopatoldgicos, atividade hipoglicemiante e anti-diabetogénica de certos
compostos. A estreptozotocina (STZ) é um antibiético, de natureza glicosamina-
nitrosuréia, com propriedades tdxicas, isolada de Streptomyces achromogenes e é
captada pelas células B-pancreéticas através de transportadores de glicose GLUT-2
(Xiang et al., 2010). Véarios mecanismos tém sido propostos para explicar a acdo da
estreptozotocina sobre danos as células B-pancredticas, Bolzadn e Bianchi (2002)
relataram que a STZ interfere no metabolismo energético das células B-pancreéticas,
comprometendo a biossintese de insulina e resultando em apoptose celular.

Em nosso laboratério, para o estabelecimento do modelo animal de diabetes
mellitus realizamos uma injegdo endovenosa (veia peniana) de STZ dissolvida em
tampéo citrato 10 mmol/L (pH 4,5), em ratos submetidos a um jejum prévio de quatorze
horas, na dosagem de 35 mg/kg de peso corporal. Posteriormente, 0s animais S&o
mantidos em jejum por duas horas para que ndo haja competicdo da STZ com a glicose
circulante pelas células B-pancreéticas. Apds quatro dias de inducéo, o sangue coletado
dos animais é usada para mensuracdo da glicemia através da determinacdo fotometrica

da glicose por meio de glicoso-colorante-oxidorredutase (glicosimetro) e/ou também



pode ser realizado o método da glicose oxidase (Bergmeyer e Bernet, 1974), sendo
considerados diabéticos todos os ratos que apresentarem glicemia acima de 210 mg/dl.
Além disso, mantendo os animais em gaiolas metabdlicas individuais, é possivel
acompanhar o estabelecimento da doenga medindo além da glicose, sintomas tipicos do
diabetes mellitus, tais como: polidria (aumento da excrecdo de urina), polidpsia
(aumento da ingestdo de &gua) e polifagia (aumento da ingestdo de racéo).

Geralmente, os primeiros sinais e sintomas do diabetes comecam aparecer nos
ratos desde os primeiros dias de inducdo da doenga. Desse modo, o periodo
experimental varia conforme o modelo de diabetes que se queira adotar, ou seja, uma
semana caracteriza diabetes agudo e quatro semanas ou mais caracterizam o diabetes

cronico.

2.2. Restri¢éo alimentar

Estudos tém mostrado que uma moderada reducdo no consumo calérico pode
retardar o envelhecimento, reduzindo doencgas cronicas relacionadas a idade (diabetes,
cancer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas) e estendendo o tempo de vida
de vaérias espécies de fungos, parasitas, moscas e mamiferos (Sohal e Weindruch, 1996;
Mattson et al., 2003; Bordone e Guarente, 2005).

Por este motivo, a restricdo caldrica tém se tornado objeto de estudo de vérios
pesquisadores nos Ultimos anos, uma vez que esta pratica tem se mostrado capaz de
reduzir a taxa de formacdo de tumores, aumentar a eficiéncia do sistema imune
(Wachsman, 1996), reduzir o metabolismo celular e a apoptose (Zhang e Herman,
2002), melhorar a sinalizacdo neurotrofica (Thrasivoulou et al., 2006), aumentar a
plasticidade neuronal (Mattson et al., 2002, 2003), a longevidade e a sobrevivéncia de
neurdnios (Johnson et al., 1998; Cowen et al., 2000) e principalmente contribuir para
amenizar os efeitos do estresse oxidativo gerado durante o processo de respiracao
celular, reduzindo o nivel de radicais livres (Barja, 2002, 2004; Bokov et al., 2004;
Gredilla e Barja, 2005).

Em células com elevado consumo de oxigénio, como 0s neurdnios, os radicais
livres sdo responsdveis por danos celulares cumulativos e irreversiveis, podendo
provocar perda da funcdo celular até morte por necrose ou apoptose (Imai e Nagakawa,
2003). Estes danos podem causar alteragdes estruturais e funcionais do trato

gastrointestinal (TGI) durante o processo de envelhecimento.Desta forma, animais



submetidos a restricdo cal6rica podem se tornar modelos experimentais para estudos
sobre o envelhecimento.

A restricdo caldrica é definida como a dieta em que a quantidade diaria de
alimento ingerido é menor do que a que o animal seria capaz de ingerir até ficar
completamente saciado. A restricdo pode ser feita tanto controlando a quantidade de
alimento fornecido, quanto através da manipulagdo dos componentes da dieta. As
pesquisas conduzidas com restri¢do caldrica tém utilizado diminuicéo da quantidade de
alimento sem manipulacdo da quantidade e qualidade calérica das dietas. Entretanto, a
restricdo dietaria ndo deve vir acompanhada de nenhum grau de desnutricdo (Masoro et
al.,1992), assim como, se a dieta for manipulada deve manter 0s componentes

nutricionais necessarios para manutencéo do animal (Weihe, 1987).

2.3. Dietas hipercaldricas e obesidade

Para melhor compreensédo do papel de cada um dos elementos envolvidos na
fisiopatologia do desenvolvimento da obesidade, pesquisadores utilizam-se de diversos
modelos experimentais, que podem fornecer subsidios para intervencdes e tratamentos
destes quadros (Kanasaki et al., 2011). Alguns tipos de obesidade experimental s&o
classificados de acordo com sua etiologia.

Entre os modelos desenvolvidos os que mais se aproximam da obesidade e
sindrome metabdlica em humanos, sdo os de obesidade exdgena, onde 0s animais sao
alimentados com dietas que apresentam valores caldricos mais elevados que a dieta
padrdo para roedores, podendo ser rica em gorduras ou em carboidratos, ou ainda ser
altamente palatavel, o que induz a uma hiperfagia persistente (Cesaretti et al., 2006).
Destas dietas, a dieta de cafeteria € a que mais se aproxima da realidade humana. Neste
modelo experimental é ofertado ao animal, juntamente com a racdo padrdo, alimentos
altamente caléricos e palataveis, tais como bacon, castanhas, leite condensado,
refrigerantes, chocolate, amendoim, p&o branco, biscoitos, entre outros produtos
industrializados, que tendem a provocar um incremento da ingestdo caldrica desses
animais bem como, aumento do peso corporal e da adiposidade, além de desencadear
um quadro de sindrome metabdlica. Além disso, disfungBes endoteliais, alteracbes
hepéticas e alteracbes no trato gastrointestinal também foram observadas mediante

consumo da dieta de cafeteria na fase adulta (Cesaretti et al., 2006; Scoaris et al., 2010).



2.4. Isquemia/Reperfusdo Mesentérica

A isquemia ocorre quando um érgdo ndo é suprido em quantidade suficiente de
sangue, como resultado de choque, doenca vascular ou transplante de 6rgdos. Os danos
causados pelo processo de isquemia e reperfuséo (I/R) ocorrem inicialmente pela falta
de circulacdo adequada para suprir as necessidades metabdlicas dos drgéos envolvidos
(Cerqueira et al., 2005; Chang et al., 2006). A isquemia mesentérica pode ser
subdividida em cronica, quando os sintomas isquémicos sdo provenientes de doenga
arteriosclerdtica de longa data, e aguda, que é baseada na etiologia da oclusdo,
embolicas, tromboticas ou ndo oclusivas (Chang et al., 2006).

A isquemia mesentérica aguda é resultado de um decréscimo repentino no fluxo
sanguineo intestinal decorrente de uma oclusdo vascular mesentérica, ocluséo da artéria
ou veia mesentérica superior, que gera uma hipoperfusdo no intestino delgado podendo
levar ao infarto, apresentando taxa de mortalidade de aproximadamente 70% (Tendler,
2003).

Em nivel celular a isquemia causa danos funcionais nas mitocondrias, reducéo
de regulagdo da transferéncia idnica e acidez intracelular. Além disso, alteracbes na
permeabilidade da membrana e liberagdo de enzimas degradativas e radicais livres que
podem levar & apoptose e necrose tecidual (Chang et al., 2006).

Se a isquemia mesentérica é detectada precocemente, uma intervencao
terapéutica é possivel, caso contrario, técnicas cirurgicas sao necessarias, assim como na
suspeita de infarto intestinal (Berland e Oldenburg, 2008). Estas medidas devem ser
tomadas para reestabelecer os fluxos sanguineos e evitar necrose tecidual e distdrbios
metabolicos que podem culminar com disfuncéo do 6rgéo e morte.

Entretanto, danos teciduais causados pela alteragdo do fluxo sanguineo intestinal
estdo relacionados também com a reperfusdo (Bulkley, 2009) em condicdes clinicas
como transplantes, cirurgias e diversos estados patoldgicos (Rivera et al., 2009). Curtos
periodos de isquemia mesentérica resultam em aumento da permeabilidade
microvascular, enquanto uma isquemia prolongada pode resultar em ruptura da barreira
mucosa intestinal através principalmente de metabdlitos de oxigénio reativo (Berland e
Oldenburg, 2008) como radical superdxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila e
neutrofilos polinucleares (Berland e Oldenburg, 2008; Sehirli et al., 2009).

O superoxido pode entdo formar peroxido de hidrogénio, e, secundariamente, o

radical hidroxila pela reagdo de Harber-Weiss. As espécies reativas de oxigénio (ROS)



geradas a partir da I/R induzem a peroxidacdo lipidica nas membranas celulares e
mitocondriais que é uma das causas de lesdo na mucosa (Takizawa et al., 2011).

Em estudos de lesdo mesentérica por I/R foram detectadas alteracbes na forma
neural, no arranjo dos neurdnios, na intensidade de coloracdo do plexo mioentérico
(Bolekova et al., 2011), alteragdo de suas propriedades e até mesmo causa sua morte
(Sehirli et al., 2009; Lindestro e Elblad, 2004). As alteragdes funcionais dos neurénios
entéricos levam, entdo, a alteracbes na motilidade intestinal (Calcina et al., 2005;
Lindestro e Elblad, 2004).
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2.5. Envelhecimento

O processo de envelhecimento é uma caracteristica Unica do ciclo de vida de
todos os organismos multicelulares, no qual a capacidade funcional de uma variedade
de sistemas fisioldgicos sofrem prejuizos progressivos durante a fase pos-maturacional,
atenuando a habilidade de manutencdo da homeostase, resultando em morte (Sohal et
al., 2002). Promove alteragBes morfoquantitativas na populacdo neuronal e glial entérica
(Phillips et al., 2004; Marese et al., 2007) , na expressdo de neurotransmissores (Phillips
et al., 2003) e organizacdo dos plexos, podendo levar a sintomas como reducdo do
tempo de esvaziamento géstrico e dos movimentos peristalticos, atividades moduladas

pela inervacdo intrinseca do trato gastrointestinal (Wade & Cowen, 2004).



Apesar da reducdo quantitativa dos neurbnios mioentéricos, pesquisas
demonstram um aumento significativo da area do corpo celular, relacionado ao
envelhecimento (Marese et al., 2007; Schoffen e Natali, 2007) que pode ser atribuido a
reorganizagdo dos neurdnios remanescentes, demonstrando a capacidade plastica
neuronal no tecido nervoso completamente diferenciado. Estas alteragcbes estéo
relacionadas principalmente & producdo de radicais livres e redugdo dos antioxidantes
intracelulares provocando danos neuronais cumulativos e irreversiveis causando a morte
celular por necrose ou apoptose (Imai e Nagakawa, 2003).

Para o estudo destas alteracdes, modelos de envelhecimento sdo utilizados em
nosso laboratorio. Os ratos sdo mantidos em biotério pelo tempo determinado para o
experimento, com condic¢Oes de temperatura e ciclo dia/noite de 12 horas controlados.
Marese et al., 2007, utilizaram animais com 21, 60, 90, 210, 345 e 428 dias. Em outro
estudo (Santi-Rampazzo, AP), foram utilizados animais com 7, 12 e 23 meses de idade.
Frequentemente, os modelos de envelhecimento s&o associados a outros que visam
amenizar os prejuizos causados pela idade, como por exemplo, a suplementacdo dos

animais com compostos antioxidantes ou restri¢do alimentar.

2.3. Antioxidantes

Neurdnios sdo considerados particularmente vulneraveis aos danos causados
pelo acimulo de radicais livres devido ao seu grande tamanho, alto nivel de atividade
metabdlica e relativamente pobre defesa antioxidante (Sohal e Weindruch, 1996).
Varias espécies de radicais livres, denominadas espécies reativas ao oxigénio (ROS),
sdo normalmente produzidas no corpo para realizar fungdes especificas. Sdo geradas
principalmente nas mitocondrias durante o processo de respiracdo celular, apresentam
elétrons desemparelhados, o que as torna altamente reativas para reagir com as demais
substancias bioldgicas do organismo (Kuyvenhoven e Meinders, 1999). O superoxido
(02-), o perdxido de hidrogénio (H,0,) e o 6xido nitrico (NO) s&o trés espécies reativas
a0 oxigénio que sdo essenciais para a fisiologia normal, mas que acredita-se que possam
acelerar o processo de envelhecimento e mediar a degeneragéo celular em estados
patoldgicos (Vincent et al., 2004).

O estresse oxidativo ocorre em um sistema celular quando a producéo de
moléculas de radicais livres excede sua capacidade antioxidante. N&do ocorrendo a
remogao, os radicais livres atacam e danificam proteinas, lipidios e &cidos nucléicos

diminuindo sua atividade levando a perda de metabolismo energético, sinalizagdo



celular, transporte e outras fungdes principais (Vincent et al., 2004). As substancias
antioxidantes, que permitem a manutencdo do equilibrio interno do organismo,
impedindo a formacdo dos radicais livres ou neutralizando as espécies ja formadas,
sofrem reducgéo durante o processo de envelhecimento ou patologias, favorecendo ainda
mais a ocorréncia do estresse oxidativo (Kuyvenhoven e Meinders, 1999).

Embora humanos e outros organismos possuam defesas antioxidantes e sistemas
de reparos contra danos oxidativos, estes sistemas ndo sdo capazes de evitar todos 0s
danos produzidos. No caso de um deshalan¢o dos mecanismos de protegdo antioxidante,
pode ocorrer uma deterioracdo das fungdes fisiologicas, resultando em doengas e
aceleracdo do envelhecimento. Por esta razdo, os antioxidantes em dietas e ou
suplementos sdo de grande interesse como possiveis agentes protetores contra danos
oxidativos (Peralta et al.,2008).

Pesquisas com antioxidantes tém sido freqlentes, e uma gama de compostos séo
utilizados para tal finalidade. Podemos citar como exemplo em nosso laboratorio:
Ginkgo biloba (Da Silva et al., 2011), Vitaminas C (Freitas et al., 2008) e Vitamina E
(Pereira et al., 2008), L-Glutamina (Pereira et al., 2011), extrato aquoso do cogumelo-
do-sol, Agaricus brasiliensis (Antigo A. blazei) (Santi-Rampazzo et al.) e resveratrol
(Borges et al.). Vale ressaltar que os modelos utilizados possuem particularidades em

relacdo a tratamento e forma de administracdo do antioxidante estudado.

3. METODOS DE EVIDENCIACAO NEURONAL

3.1. Método de Giemsa

Os ribossomos sdo as organelas mais caracteristicas do citoplasma neuronal,
podendo estar ligados as cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso ou arranjados em
rosetas e espirais. A coloracdo neuronal pelo método de Giemsa adaptado por Barbosa
(1978) explora a afinidade do corante de Giemsa, feito a base de azul de metileno, por
estruturas acidas como os ribossomos e reticulo endoplasmético rugoso téo abundantes
no citoplasma neuronal. Como o corante tem afinidade pela maquinaria de sintese
proteica do neurdnio, pode-se usar essa técnica para se fazer inferéncias indiretas sobre
0 estado da sintese de proteinas nos neurdnios. As células em maior atividade de sintese
proteica tenderdo a apresentar maior afinidade pelo corante em relacdo aquelas com

menor atividade de sintese proteica.



3.2. Métodos Histoquimicos

NADH-DIAFORASE

Esta técnica baseia-se na atividade de enzimas mitocondriais capazes de
transferir elétrons do NADH para aceptores de elétrons. Durante o funcionamento
normal das mitocéndrias o transporte de elétrons é acoplado as reacdes da fosforilagéo
oxidativa para a sintese de ATP. Entretanto, para a marcagéo neuronal, segmentos do
trato gastrointestinal sdo incubados em um meio contendo um doador de elétrons
NADH e um aceptor artificial de elétrons conhecido como nitro blue tetrazolium (NBT)
que quando reduzido se converte em um precipitado de cor purpura chamado de
formazana. Quando o tempo de incubacdo dos segmentos é limitado, por exemplo 45
minutos para todas as amostras, a quantidade de formazana produzida sera proporcional
a acdo das enzimas mitocondriais transferidoras de elétrons dos neurdnios das
respectivas amostras. Assim, a técnica explora o funcionamento do metabolismo
energético dos neurdnios. Usando o mesmo tempo de incubagéo, aqueles neurénios com
maior quantidade e/ou maior atividade das enzimas mitocondriais deverdo exibir maior
marcagdo em relacdo a neurdnios com menor quantidade e/ou menor atividade das

enzimas mitocondriais.

NADPH-DIAFORASE

Esta técnica baseia-se na atividade da enzima 6xido nitrico sintetase neuronal,
uma enzima que produz o neurotransmissor Oxido nitrico & partir do aminoéacido
arginina. O Oxido nitrico € um importante neurotransmissor inibitério no sistema
nervoso entérico. Essa técnica permite o estudo da subpopulacdo de neurdnios
nitrérgicos entéricos. Para a marcacdo neuronal segmentos do trato gastrointestinal séo
incubados em um meio contendo um aceptor artificial de elétrons conhecido como nitro
blue tetrazolium (NBT) e NADPH um doador de elétrons, entdo a enzima 6xido nitrico
sintetase neuronal se encarrega de transferir elétrons do NADPH para o NBT que
quando reduzido se converte em um precipitado de cor purpura chamado de formazana

marcando de azul plrpura os neur6nios.

3.3. Métodos Imunohistoquimicos



Métodos de coloracdo imunohistoquimica sdo amplamente utilizados
atualmente. O reagente pivd, comum a todas as técnicas imunohistoquimicas é o
anticorpo. SolugBes contendo anticorpos (antisoros) especificos para um grande
niamero de antigenos teciduais tém expandido a quantidade e qualidade do repertdrio
imunohistoldgico.

Para a melhor compreensdo dos métodos imunohistoquimicos, é necessario um
conhecimento bésico de alguns principios de imunologia.

1. Antigenos

Apresentam duas propriedades fundamentais: a primeira € a imunogenicidade,
que € a capacidade de induzir a formagéo de anticorpos, e a segunda é a reatividade
especifica, o que significa que o antigeno é capaz de reagir com o anticorpo que por ele
foi induzido. A reagdo entre um antigeno e seu anticorpo € uma das mais especificas em
toda a biologia, e é a razdo pela qual as reagfes imunohistoquimicas sdo mais precisas
do que as técnicas de histoquimica de rotina.

Um antigeno é, entdo, uma substéncia estranha ao hospedeiro, que estimula a
formac&o de um anticorpo especifico e que reagira com este anticorpo produzido. Esta
reacdo envolve a formacdo de complexos imunes compostos por diversas moléculas de
antigenos e anticorpos. Estes complexos podem se tornar muito grandes e formar

precipitados que podem ser caracterizados por diversas técnicas.

2. Anticorpos

Um anticorpo é formado em resposta & exposicdo a um antigeno e reage
especificamente com este antigeno, formando imunocomplexos, quer no proprio
organismo, ou em condi¢Bes laboratoriais. Pertencem a um grupo de proteinas
chamadas imunoglobulinas (lg). Compreendem cinco maiores classes, listadas em
ordem decrescente de quantidade encontrada no plasma ou soro: imunoglobulina G
(19G), IgA, IgM, IgD e IgE. Cada imunoglobulina é composta de duas cadeias pesadas
(H) idénticas e duas cadeias leves (L) também idénticas. SolugBes de anticorpos
utilizadas em coloragBes imunohistoquimicas contém principalmente anticorpos da

classe 1gG, com menores quantidades das demais classes

3. Tipos de solugdes contendo anticorpos
Existem diversos preparados contendo anticorpos, adequados para a utilizagdo

nas técnicas de imunohistoquimica.



SORO TOTAL:

Producdo mais simples, e por isso 0 mais comum e mais barato. O soro de um
animal contendo um anticorpo é centrifugado com o objetivo de separar as
células do soro, e qualquer anticorpo contaminante é retirado mediante absorcéo.
Contém anticorpos especificos contra o antigeno com o qual o animal foi
imunizado, mas também contém anticorpos que sdo o produto do funcionamento
normal do sistema imune do animal. Estes ndo deverdo interferir com os
procedimentos de coloracdo. A maioria das fracdes do soro total é constituida de

componentes séricos como enzimas, eletrélitos e proteinas.

FRACAO COM ANTICORPOS:

Esta solugdo contém principalmente anticorpos, quer sejam especificos contra o
antigeno desejado, mas também os de ocorréncia natural, além de uma
quantidade muito pequena de proteina sérica residual. Neste tipo de preparago,
purifica-se apenas a fragdo de imunoglobulina. A remog&o da grande maioria das

proteinas reduzird a chance de reagdes inespecificas em varias técnicas.

PREPARADO ANTIGENO-ANTICORPO ESPECIFICO:

E uma solugdo contendo somente anticorpos dirigidos contra um antigeno
especifico. Ndo é obtido comumente e apresenta especificidade superior a

necessaria para a maioria dos procedimentos.

PREPARADO COM ANTICORPO CONJUGADO:

Neste caso, a solu¢do contém o anticorpo especifico, ligado quimicamente a um
determinado tipo de marcador. Este marcador pode ser fluorescente
(fluoresceina e rodamina) ou uma enzima (fosfatase alcalina e peroxidase).
Infelizmente, no processo quimico da conjugacdo, pequenas quantidades de
anticorpos e de marcadores podem ser destruidos. Isto pode reduzir a
especificidade destes reagentes. Uma alternativa entdo, é a utilizacdo de
imunocomplexos que constituem a combinagdo de um antigeno e seu anticorpo
especifico, utilizando-se a afinidade natural que estas moléculas tem entre si.

Estes complexos séo especialmente preparados de forma a se manterem soluveis



e ndo formarem precipitados nas solugbes (ex: complexo peroxidase-
antiperoxidase — PAP, que consiste da enzima peroxidase (antigeno) e um

anticorpo especifico para a antiperoxidase).

4. ANTICORPOS MONOCLONAIS E POLICLONAIS

Epitopo ou Determinante antigénico= é a parte estrutural de um antigeno que

reage com um anticorpo.

Monoclonais: S&o anticorpos produzidos por uma linhagem especificos de
células B (clone), portanto imuno e quimicamente idénticos, e que agem sobre um
epitopo em especial, localizado sobre o antigeno contra o qual eles séo dirigidos.

Policlonais: S&o produzidos por diferentes células B e, em consequéncia, sao
imuno e quimicamente distintos. Eles reagem com varios epitopos de um antigenos

contra o qual sdo dirigidos.

5. REACAO CRUZADA DOS ANTICORPOS
A reacdo cruzada de um anticorpo geralmente denota sua interacdo especifica
com um epitopo idéntico, encontrado em duas ou mais moléculas diferentes de

antigenos.

6. DILUICOES E INCUBACAO

Usualmente, o fabricante oferece produtos pré-diluidos para o uso, ou
recomenda dilui¢Bes que sejam compativeis com outras varidveis, tais como o método,
tempo de incubagdo e temperatura. Dilui¢Oes corretas irdo contribuir para a qualidade
da coloragdo, se elas forem preparadas cuidadosamente e consistentemente. S&o
melhores determinadas, selecionando-se primeiro, um tempo de incubagédo fixo, e

depois realizando uma série de diluigBes experimentais, com pequenos volumes.

A coloragdo alcancada pelo uso de diferentes dilui¢des sera freqlientemente
idéntica ou semelhante. Neste caso, 0 custo do reagente pode vir a ser um fator

importante na escolha da dilui¢éo ideal.

Incubagdes:
Tempo de incubacgdo: a maior concentracdo de anticorpos especificos (e maior

afinidade) permite um menor tempo de incubacao.



O tempo de incubag&o para o anticorpo primério pode variar de 1,5 minutos a 48
horas, sendo de 20-30 minutos, o tempo mais usado. Incubagdes do anticorpo primério
por 48 horas permitem, mais do que qualquer coisa, uma grande economia, porque
diluicbes muito altas de antisoro podem ser usadas. O equilibrio normalmente ndo é
alcancado antes de 20 minutos. Tempos de incubacdo inconsistentes podem causar
variagdes na intensidade e qualidade total da coloracdo.

Temperatura de incubacdo: o equilibrio nas reagbes antigeno-anticorpo é
alcangado mais rapidamente a 37°C, em comparagdo com a temperatura ambiente. Por
iISSO muitos pesquisadores preferem incubar em temperatura maior. Um aumento na
temperatura de incubacdo permite uma maior diluigdo do anticorpo. Se a dilui¢do ndo é

aumentada, o tempo de incubagdo pode ser menor.

Metodos de Coloracao

Existem muitos métodos imunoenzimaticos que pode ser usados para localizar
antigenos. A escolha é baseada nas necessidades individuais de cada laboratorio, tais
como o tipo de espécimen a ser investigada, o grau de sensibilidade necesséaria, o tempo

de processamento e 0 custo.

Método Direto

Nesta técnica, um anticorpo primario é quimicamente ligado a uma enzima
(anticorpo conjugado). O anticorpo conjugado € a seguir incubado com a amostra de
tecido e reagird com o antigeno. A subsequente aplicacdo de um substrato cromogénico
implicard na producdo de um produto final colorido que se precipitard no local,

revelando desta forma, a presenca do antigeno.

Método Indireto (dois passos)

Neste método um anticorpo primario ndo conjugado se liga ao antigeno. Um
anticorpo secundério, marcado com uma enzima, é aplicado contra o anticorpo primario
(agora considerado o antigeno), seguido pela solucéo do substrato cromégeno.

Este método é mais versatil do que o método direto porque uma variedade de
anticorpos priméarios a partir da mesma espécie, podem ser usados com 0 mesmo
anticorpo secundario marcado. O procedimento é também algumas vezes mais sensivel

que o método direto, porque alguns anticorpos secundarios parecem reagir com



diferentes epitopos localizados no anticorpo primario. Como consequéncia disto, mais

moléculas de enzima se ligam no sitio do antigeno, o que resulta na maior sensibilidade.

Método Indireto (trés passos)

Neste método, um segundo anticorpo conjugado com enzima € adicionado ao
previamente descrito. O anticorpo primario e o anticorpo secundério conjugado s&o
aplicados seqliencialmente, seguidos por um terceiro anticorpo conjugado com
enzima, especifico para o anticorpo secundario.

A terceira camada de anticorpo tem a funcdo de amplificar o sinal. A enzima
adicional colocada no sitio do antigeno produz uma maior intensidade de coloragéo. A
amplificacdo do sinal é particularmemnte importante quando os antigenos tem um

namero limitado de epitopos.

Coloracao Inespecifica de Fundo

E a coloragfo positiva, em determinada amostra, que nio resulte de interagio
antigeno-anticorpo.

A causa mais comum é a ligacdo de proteinas aos elementos de tecido
conjuntivo e coldgeno com fortes cargas elétricas. Os anticorpos séo proteinas. Caso a
primeira solugéo de proteinas aplicadas ao tecido seja 0 anticorpo primario, este pode
ser inespecificamente absorvido nestes locais com intensas cargas elétricas. O anticorpo
secundéario vindo a seguir liga-se ao primério, e desta forma, ocorrerd a reacdo de
coloracéo. A coloracéo positiva destes locais deve-se ndo a existéncia de antigeno nos
tecidos, mas a ligacéo inespecifica de anticorpos ao colageno no tecido conjuntivo.

Como evitar: atraves da adi¢do de uma solugdo de proteina indqua & amostra,
antes da aplicagdo do anticorpo primario. Esta proteina preencherd estes componentes
teciduais ricos em cargas elétricas, ndo deixando espaco para a absorcéo inespecifica do
anticorpo priméario. A fonte mais comum de solugdo protéica utilizada para esta
finalidade é o soro ndo-imune da mesma espécie animal que produziu o anticorpo
secundario. Este cuidado permite a prevencdo da coloragdo falso-positiva devido a
ligacdo do anticorpo secundério com componentes na solugéo protéica.

A adicéo de albumina do soro bovino (BSA) 2-5% aumentara a concentracdo
de proteinas e reduzira ainda mais a coloragdo inespecifica. O soro ndo imune é

aplicado a amostra tecidual por 10 a 20 minutos. Esta etapa ndo € seguida por uma



lavagem, mas 0 soro em excesso € apenas escoado, permanecendo uma delgada camada
envolvendo o tecido quando da aplicagio do anticorpo primario. E necessario que
permane¢a uma quantidade pequena do soro, caso contrrio o anticorpo primario sera
significativamente diluido, resultando em reducdo da intensidade de coloragcdo do

antigeno em pesquisa.
4. PROTOCOLOS

Imunohistoquimica
Coleta de Material:
Retirar o segmento de interesse
Lavagem do segmento — PBS
Fixacdo: Paraformoldeido - 3 hs
Lavagem do material com PBS — (2x 10 min)

Manter o material no PBS com azida sddica para posterior dissec¢ao.

Disseccéo
Apos a disseccdo, manter as membranas em PBS com azida. Realizar a primeira

lavagem (2x 500 uL por 5 min) em PBS + Triton

Bloqueio
Preparar a solucédo de bloqueio e manter as membranas por uma hora.

Solucdo: PBS + azida + triton + soro de cabra + BSA

Anticorpo Primério:
Incubar em anticorpo primario por 48hs.

Solucgéo: PBS + azida + triton + soro de cabra + BSA + anticorpo 1°

Anticorpo Secundéario:
Realizar a segunda lavagem — (3x 500 uL por 5 min) em PBS + triton
Adicionar a solugdo contendo o anticorpo secundério. Incubar por 2hs.

Solucgéo: PBS + azida + triton + soro de cabra + BSA + anticorpo 2°

Montagem das laminas:



Apos a terceira lavagem — ( 3x 500 uL por 5 min)

5. ESTUDO MORFOQUANTITATIVO E ANALISE ESTATISTICA

ApoOs a realizacdo do experimento, que envolve as etapas de tratamento,
eutanasia e realizacdo das técnicas descritas acima, faz-se necessario determinar as
melhores estratégias de obtencdo dos dados e analises dos mesmos. Duas categorias de
analise sdo extensivamente utilizadas: Andlise quantitativa, que fornece informacdes de
densidade ou numero de células/ganglio e analise morfométrica, que se refere a medida
do perfil neuronal ou glial, ou seja, a area média do corpo celular.

Em primeiro lugar, é interessante determinar a regido do segmento que esta
sendo estudado. Para isso, € realizada uma divisdo didatica considerando a
circunferéncia intestinal (Figura 1.A). ApOs seccionado na regido mesentérica, o
preparado de membrana apresenta duas regides mesentéricas (M - mais externas), uma
regido antimesentérica (AM — mais central) e duas regifes intermediarias (I), que se
intercalam entre M e AM (Figura 1.B). Estas regibes podem ser determinadas nas

ldminas com auxilio de uma régua e canetas para retroprojetor.

Figura 1. Diviséo didatica da circunferéncia intestinal.

A quantificacdo neuronal por densidade se baseia na contagem ou captura de
imagens em campos aleatérios dentro da regido (ou regides) escolhida para estudo.
Quando a objetiva utilizada para analise é de 20X, utiliza-se 32 campos microscopicos,
geralmente em capturas de imagens nas ldminas de imunofluorescéncia. Para a
contagem direta no microscopio utiliza-se objetiva de 40X e 80 campos microscopicos

(este nimero pode variar dependendo da pesquisa que esta sendo realizada). Pode-se



realizar a analise em apenas uma regido (I ou AM), ou dividir a quantidade de imagens
abrangendo ambas regides, o importante é seguir um padrdo para todos os animais. A
regido mesentérica (M) é pouco utilizada por sofrer injdrias durante o processamento,
tornando a visualizag&o celular mais complexa. Apds a captura das imagens realiza-se a
contagem de todos os neurdnios, obtendo-se uma soma que, juntamente com a soma da
area analisada, sera convertida em neur6nios/cm?, neurdnios/mmz2 ou neurdnios/area
total analisada.

Para a quantificagdo por ganglio, realiza-se a captura e contagem de 50 ganglios
aleatorios/animal e os valores sdo expressos como neurdnios/ganglio e/ou glias/ganglio.
No caso de dupla-imunomarcacéo para neurdnios e células da glia, os resultados podem
ainda ser expressos como relagéo glia/neurénio.

Para a analise morfométrica séo mensuradas &reas (um?) dos corpos celulares de
100 neurdnios ou células gliais/animal por meio do programa Image-Pro Plus versdo
4.5-Media Cibernetics.

Analises estatisticas

N

Os dados devem ser analisados quanto a sua distribuicdo (normalidade)
através do teste Kolmogorov-Smirnov (KS). Dados paramétricos sdo submetidos a
Analise de Variancia (one-way ANOVA) e o pods teste de Tukey com o auxilio do
programa estatistico GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad Software, Inc.). Dados n&o-
paramétricos sdo analisados por delineamento em blocos com o programa Statistica
(StatSoft). O nivel de significancia adotado é de 5% e os resultados podem ser

expressos como média + desvio padrdo ou media + erro padrdo.
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