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ABSTRACT

Introduction: Intestinal dysganglionosis represent a heterogeneous group of
enteric nervous system anomalies, a cause of serious problem in infant/children. This
group is composed of different entities, including Hirschsprung's disease, neuronal
intestinal dysplasia, hypoganglionosis, hyperganglionosis and retarded neuronal

maturity.

Aim: The aim of this review will focus on congenital neuropathy of the enteric
nervous system, in the study of correlation between histopathological findings and

clinical presentation.

Development: The enteric nervous system is a large network of neurons and
glial cells, which is located along the length of the gastrointestinal tract. Autonomously
controls or regulates many gut functions, including motility, secretion, vascular tone
and hormone release, although the central nervous system can modulate these
behaviours. Motility patterns in the mature intestine require the coordinated interaction
of enteric neurons, gastrointestinal smooth muscle cells and intersticial cells of Cajal.
During embryogenesis, cells migrate from the neural crest to the gastrointestinal tract,
in the craniocaudal direction, first in the myenteric plexus (Auerbach) and then in the

submucous plexus (Meissner).

In congenital absence of the enteric nervous system, there is no spread of
movements of the aganglionar (s) segment (s) colon (s) and the lack of internal anal

sphincter relaxation (aganglionic) determines the typical clinical obstructive.

Conclusions: Although the various entities are different histologically, the
clinical features are similar. The delayed passage of meconium may be the first
symptom in the neonatal period, while in infants and older children have chronic
constipation. An enhanced recognition and explanation of its etiohistopathological
processes associated with the clinical expression, may lead to a substantial improvement

in the quality of life of those children.

KEYWORDS: intestinal dysganglionosis, enteric nervous system development, enteric
nervous system, Hirschsprung disease, Intestinal neuronal dysplasia, Hypoganglionosis,

Hyperganglionosis, Neuronal immaturity.



RESUMO

Introducdo: As disganglionoses intestinais representam um grupo heterogéneo
de malformacBGes do sistema nervoso entérico, como causa de perturbacdes da
motilidade intestinal em lactentes/criangas. Este grupo de neuropatias compde-se de
diferentes entidades, nomeadamente a doenca de Hirschsprung, a displasia neuronal

intestinal, a hipoganglionose, a hiperganglionose e a imaturidade neuronal.

Objectivos: O objectivo deste artigo de revisdo bibliografica versard nas
neuropatias congénitas do SNE, no estudo da correlacdo entre os dados histopatoldgicos

e a forma de apresentacdo clinica.

Desenvolvimento: O sistema nervoso entérico € constituido por uma rede de
neurdnios e ceélulas gliais, que estd localizado ao longo do tubo digestivo, e que
controla/regula multiplas funcGes digestivas, incluindo a motilidade, a secrecédo, o tonus
vascular e a libertacdo de hormonas. O sistema nervoso central associadamente pode
modular estes comportamentos. Os padres da motilidade intestinal exigem a interaccao
coordenada dos neurdnios entéricos, das células musculares lisas e das células

intersticiais de Cajal.

Na embriogénese, as células neuroentéricas migram da crista neural para o tubo
digestivo, na direc¢do craniocaudal, primeiro no plexo mioentérico (Auerbach) e de
seguida no plexo submucoso (Meissner).

No caso de auséncia congénita do SNE, ndo existe propaga¢do dos movimentos
peristalticos do tubo digestivo, nomeadamente do co6lon pelo(s) segmento(s)
aganglionar(es) e a auséncia de relaxamento do esfincter anal interno (aganglionar)

determina o quadro clinico obstrutivo tipico.

Conclusbes: Embora as vérias entidades sejam histologicamente diferentes, as
caracteristicas clinicas sdo semelhantes. A eliminagdo tardia de mecdnio pode ser o
primeiro sintoma no periodo neonatal, enquanto em lactentes e criangas mais velhas tém
obstipacdo cronica. O diagndstico precoce e a explicagio dos processos
etiohistopatoldgicos associados a expressdo clinica, pode conduzir a uma melhoria

substancial na qualidade de vida dessas criangas.



Palavras-chave: Disganglionoses intestinais, desenvolvimento sistema nervoso
entérico, sistema nervoso entérico, doenca de Hirschsprung, Displasia neuronal

intestinal, Hipoganglionose, Hiperganglionose, Imaturidade neuronal.
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I. INTRODUCAO

As neuropatias entéricas constituem a base de multiplas doencas do aparelho
digestivo (Di Nardo et al., 2008; Furness, 2008) Podem ser congénitas ou adquiridas, e
o defeito subjacente pode variar desde alteragdes minimas na composicao celular do

ganglio até a auséncia completa dos plexos entéricos em segmentos intestinais.

As Neuropatias Congénitas Intestinais sdo um grupo de malformacdes
congénitas do sistema nervoso entérico (SNE), que inclui a Doenca de Hirschsprung (a
mais comum), a Displasia neuronal intestinal (DNI), a Hipoganglionose, a
Hiperganglionose e a Imaturidade Neuronal (Knowles et al., 2009). A primeira

classificacédo foi sistematizada por Schérli em 1995 (Tabelal).

Tabela 1. Sistematizagdo das entidades que compdem as disganglionoses.

DISGANGLIONOSES INTESTINAIS

- Doenca de Hirschsprung (DH) cléssica

(rectosigmoide)

_ o Aganglionose de segmento longo
1. Tipo agenico

Aganglionose total do célon

Aganglionose total intestinal

Aganglionose de segmento ultra-curto

Hipoganglionose (doenca oligoneuronal)

2. Tipo hipogénico Hipogénese das células nervosas dos plexos

submucoso e mioentérico
_ o - Displasia neuronal intestinal tipo A (DNI A)
3. Tipo disgenico ) _ _ -
- Displasia neuronal intestinal tipo B (DNI B)

DH + DNI B

4. Combinacdo de  varias

Hipoganglionose + DNI B

formas de disganglionoses

Hipogénese das células nervosas no plexo
submucoso + DNI B
Adaptado de Scharli, 1995.

Clinicamente no periodo neonatal apresentam atraso na eliminacdo de meconio,

superior a 48 horas (que resolve com estimulacéo anorrectal), obstipacdo subsequente e
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obstrucdo intestinal neonatal (com vomitos biliares e distensédo abdominal). O momento

em que o recém-nascido expulsa 0 mecénio é um factor de progndstico importante.

Em lactentes e criangas, apresentam atraso na eliminacéo de meconio seguido de
crises obstrutivas intestinais intermitentes (resolvidas com estimulacdo anorrectal e/ou
enemas) e obstipacdo crénica com distensdo abdominal. (Markiewicz-Kijewska et al.,
2009)

Nos recém-nascidos, com atraso na eliminacdo de meconio (superior a 48 horas),
é importante considerar as varias causas de obstrucdo/obstipacao intestinal, tais como as

disganglionoses intestinais.

Apesar disso, a primeira eliminacdo de mecénio é tardia em criangas com peso
muito baixo, que € atribuido a presenca de neurénios imaturos, & composi¢do anormal

do mecdnio ou a uma obstrucao intestinal funcional. (Burns et al, 2009)

A obstipagdo crénica é um problema frequente em pediatria. E classificada em
obstipacdo funcional e organica. Na funcional, ndo ha evidéncia objectiva de uma
condicdo patoldgica, sendo esta a mais frequente. A orgénica inclui as disganglionoses
intestinais, (Montedonico et al., 2011) em que o diagnostico histopatologico da causa
subjacente é essencial. A interpretacdo da funcdo das diferentes estruturas do intestino é

a base para avaliar as anormalidades da motilidade. (Feichter et al, 2009)

A identificacdo e a avaliacdo (pré e intraoperatdria) das alteracGes qualitativas e
quantitativas dos neurénios é fundamental para o seu diagndstico, para a determinacéo
da extensdo patoldgica, e na subsequente ressec¢do intestinal, evitar complicacGes pds-
cirargicas. O principal método é a realizacdo da bidpsia rectal por vacuo ou transmural,
com o apoio de técnicas histoquimicas (gold standard) tais como, a coloracdo pela
hematoxilina & eosina (H&E) e pela acetilcolinesterase rapida (AChE) (Martucciello et
al., 2001; Puri, 2003; Montedonico et al., 2011) As amostras de biopsia (duas a trés)
devem ser obtidas proximas na ampola rectal, 8 a 10 cm acima da linha pectinea (pelo
menos 2 a 3 cm acima da linha pectinea para evitar, com seguranca, a zona fisiologica
hipoganglionar no recto distal).(Rabah, 2010) A amostra deve conter amostra suficiente
de submucosa para possibilitar a analise das alteragdes histopatoldgicas presentes.
(Rabah, 2010)



A coloragio AChE é uma técnica histoquimica que cora a enzima
acetilcolinesterase, cuja actividade se desenrola nas fibras nervosas parassimpaticas da
muscularis propria. Esta técnica baseia-se na actividade desta enzima nas estruturas
histologicas, nas neuropatias entéricas. O aumento da expressdo da AChE esta
associado a hipertrofia das fibras nervosas extrinsecas do segmento aganglionar. A sua
intensidade, aparentemente, aumenta com a idade. (Moore & Johnson, 2005; Gershon,
2010) Tem uma especificidade de 100% e uma sensibilidade de 91 a 96%, se
comparada com a H&E. (Montedonico et al., 2011)

Outros marcadores histoquimicos disponiveis sdo a NADPH-diaforase
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato - diaforase), a LDH (desidrogenase lactica),
a SDH (desidrogenase succinica), a NOS (sintetase do 6xido nitrico), o GDNF (factor

neurotrofico derivado da linhagem glial) e o bcl-2.

Os marcadores imunohistoquimicos empregues sdo a NCAM (molécula de
adesdo celular neuronal), o NGFR (receptor do factor de crescimento nervoso)
(Ganstrom et al., 2011), o Pten (O Donnell & Puri, 2011), 0 CD117 e 0 S100 (Nogueira
etal., 2001).



I1. DESENVOLVIMENTO

Para interpretar a fisiopatologia das neuropatias congeénitas intestinais, é
necessario empreender uma revisao anatomofisiolégica (em ANEXO) e embrioldgica

do sistema nervoso entérico, no tubo digestivo.

1- EMBRIOLOGIA

Durante a fusdo das pregas neurais, que formam o tubo neural, algumas células
neuroectodérmicas, dispostas ao longo da crista de cada prega neural, perdem a
afinidade epitelial e a ligacdo com as células vizinhas. Com a separacdo do tubo neural
da ectoderme superficial, as células da crista neural migram dorsalmente de ambos os
lados do tubo neural, formando a crista neural, situada entre o tubo neural e a
ectoderme subjacente. Muitas células da crista neural migram em varias direc¢des,
dispersam-se pelo mesénquima, e dao origem aos ganglios raquidianos e aos ganglios

do sistema nervoso auténomo.(Sadler et al., 2010)

A formacdo do sistema nervoso entérico deriva das células da crista neural
(NCC). Estas migram ao longo de caminhos pré-definidos, para colonizar o intestino
primitivo a partir da 42 até a 122 semana de gestacdo, na direccao craniocaudal. (Paran et
al, 2006) Podem ter trés origens especificas: a) as células do segmento vagal da crista
neural — células vagais NCC (adjacentes aos sémitos 1 — 7, migram na direc¢ao oro —
anal); b) as células do segmento do tronco anterior da crista neural (adjacentes aos
somitos 6 — 7, caudalmente as células vagais NCC mais distais, migram no mesmo
sentido que estas); ¢) as células do segmento sagrado da crista neural — células sagradas

NCC (caudal ao sémito 28, migram no sentido oposto). (Figura 1)

As células vagais NCC constituem no adulto a maioria dos neurdnios, dos
ganglios e das células gliais deste sistema. As células do tronco NCC originam parte dos
neurénios do esofago e do estbmago anterior. As células sagradas NCC formam os
primeiros ganglios adjacentes a parede intestinal (plexo pélvico), e mais tarde migram
para o intestino primitivo terminal, na zona pos-umbilical, e formam o plexo
mioentérico, antes da chegada das células vagais NCC ao intestino terminal.(Figura 1)

Foram encontradas diferencas intrinsecas neste tipo de células na capacidade de



colonizacdo e de resposta a sinalizacdo celular. (Gariepy, 2001; Anderson et al., 2006)
Todavia, a interaccdo entre elas € fundamental para o desenvolvimento do SNE.
(Gariepy, 2001; Anderson et al., 2006)

Quando as células vagais e sagradas NCC encontram-se no intestino primitivo
médio, este grupos de células continua a migrar na sua direccdo. Uma interpretacdo
desse comportamento € que as duas populacdes de células seguem compartimentos de
migracdo distintos na parede intestinal e entram em minimo contacto in vivo.(Laranjeira
& Pachnis, 2009) Acredita-se que a maioria do SNE seja proveniente da proliferacdo
das células vagais NCC. (Anderson et al., 2006)

As NCCs colonizam a parede intestinal, em resposta a sinais proliferativos
intensos, que estimulam um aumento numérico, e por conseguinte, iniciam a

diferenciacdo neuronal e glial. (Figura 1) (Laranjeira & Pachnis, 2009)
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(seta vermelha), invadem o intestino primitivo anterior (FG), migram na direccdo rostro caudal e
colonizam todo o intestino primitivo; ddo origem a maioria do sistema nervoso entérico (SNE, pontos
vermelhos). As células vagais NCC mais distais, provenientes de uma regido de sobreposicdo com as
células do tronco anterior derivadas das células da crista neural (seta azul), fazem uma pequena
contribuicdo na formacdo do SNE do esofago e do estdmago anterior (pontos azuis). Finalmente, as

células sagradas NCC (seta amarela) fazem uma pequena contribui¢do, migram na dire¢do caudal a rostral



para colonizar o célon (pontos amarelos). b) As células vagais NCC (vermelho) que emigram do tubo
neural, expressam SOX10 e os receptores da endotelina B (EDNRB). ¢) Ao entrar no intestino primitivo
anterior, as células entéricas derivadas da crista neural (ENCCs) comecam a expressar o receptor RET.
No mesénquima do intestino, o factor neurotréfico derivado da linhagem glial (GDNF) (o ligante do
RET), é expresso em grande quantidade no intestino primitivo anterior (verde); a endotelina 3 - EDN 3 - é
expressa no intestino primitivo médio e posterior (rosa). d) Como as ENCCs migram caudalmente,
encontram-se altos niveis de expressaio de GDNF e de EDN3 no cego (amarelo). As células que
permanecem no mesénquima intestinal comegam a diferenciar progressivamente em neuronios e células
gliais. Adaptado de Heanue TA, Pachnis V (2007).

Mais tarde, com o crescimento do intestino em comprimento e em largura, as
células nervosas ou neuronios agrupam-se em ganglios (aglomerados de corpos
celulares de neurdnios, localizados fora do SNC e associados a nervos), e no conjunto
compdem os plexos (uma rede nervosa constituida por neurénios, ganglios e fibras
nervosas). O primeiro plexo a formar-se é o mioentérico, externo & camada muscular
circular; posteriormente forma-se a camada muscular longitudinal, ficando o plexo
mioentérico entre estas duas subcamadas, durante a 122 semana de gestacdo. De
seguida, forma-se o plexo submucoso, pela migracdo centripeta dos neuroblastos
provenientes da camada muscular circular, para a submucosa. A formacao destes plexos

progride na direccdo orocaudal, durante a 122 e a 162 semana.(Paran et al., 2006)

O sistema parassimpatico tem origem na regido craniossagrada, e constitui 0s
ganglios justacervicais e intramurais, por migracdo extensa das células derivadas da
crista neural. Por fim, as fibras pré-ganglionares emergem na regido sagrada, pelos

nervos sagrados.

O sistema simpatico (ou ortossimpatico) tem origem na regido dorsolombar, com
formacdo das cadeias ganglionares simpaticas ou laterovertebrais, dos ganglios pré-
viscerais e dos plexos viscerais, por migracdo das células derivadas da crista neural, as
células simpaticas ou simpatogonias. A disposicao segmentar dos ganglios nas cadeias
laterovertebrais contribui para que as células formem também os ganglios pré-aorticos

(celiacos e mesentéricos).

Classicamente, a inervacdo adrenérgica e a colinérgica desenvolvem-se entre a
92 e a 122 semana. A inervacdo NANC (néo colinérgica nem adrenérgica) desenvolve-se

durante a 122 semana. Os neurdnios nitrérgicos distribuem-se ao acaso pela 142 semana



de gestacdo e agregam-se em ganglios pela 192 semana. A partir da 14® semana ja é

evidente a inervacdo nitrérgica no plexo submucoso. (Paran et al., 2006)

(Continuagéo no ANEXO)

1.1) Evolucdo temporal /Ontogenia do SNE
Durante o desenvolvimento, 0os neurdnios entéricos tendem a modificar a sua

neurotransmissdo quimica, o seu numero e a sua densidade. (Paran et al., 2006)

Dados morfoldgicos de tecidos humanos sugerem que a populacdo de neurénios
entéricos do colon comecam a diminuir relativamente cedo na vida (nos plexos
submucoso e mioentérico), com uma queda mais acentuada pelo quarto ano de vida.
Esta neurodegeneracdo continua no plexo mientérico, com uma reducdo adicional de

37%, entre as idades dos 20 aos 35 anos e aos 65 anos. (Paran et al., 2006)

Estas perdas comegam na infancia, em ambos os plexos nervosos do intestino
(mais especifica nos neurdnios colinérgicos) e nas células gliais. A extensdo da perda
varia ao longo de um gradiente oro-anal, sendo a area distal do intestino a mais
afectada. (Phillips & Powley, 2007)

A rede do plexo mioentérico torna-se menos densa durante os primeiros anos de
vida e a densidade das células ganglionares diminui significativamente durante o0s
primeiros trés a quatro anos de vida. Esta notavel diminui¢do indica que o
desenvolvimento do SNE é um processo em curso ainda no pds-natal. Aplicado a
condicdo clinica, implica que a interpretacdo da patologia do sistema nervoso entérico é
dependente da idade do doente. (Wester et al., 1999)

Na maioria dos casos, nas criancas em idades compreendidas entre o primeiro e

0 quarto ano de vida, decorre a maturagao normal dos neurdnios. (Feichter et al., 2009)



2- DISGANGLIONOSES INTESTINAIS

2.1) DOENCA DE HIRSCHSPRUNG

Definigéo e epidemiologia

A doenca de Hirschsprung (DH) é a doenga congénita mais comum da
motilidade intestinal, associada a auséncia de células ganglionares no célon distal. O

comprimento dos segmentos € variavel.

A incidéncia da DH ¢ estimada em 1 em cada 5000 recém-nascidos. A doenca é

mais comum no sexo masculino, com uma proporcao de 4:1 (masculino/feminino).

Normalmente, ocorre em 70% dos casos como uma forma isolada. Em 25 a 35%
dos doentes com DH tém associada Displasia neuronal intestinal. (Amiel et al., 2008;
Kenny et al., 2010)

Etiologia
A sua etiologia € multifactorial e poligénica. (Ziad et al., 2006)

A incidéncia de casos familiares na DH, de localizacdo no recto-sigmadide, varia
de 3,6% a 7,8% dos casos. (Puri & Shinkai, 2004) O risco de recorréncia para 0S irmaos
é dependente do sexo da pessoa afectada e da extensdo da aganglionose. (Puri &
Shinkai, 2004)

A DH decorre provavelmente devido a uma faléncia na migracdo completa das
células derivadas da crista neural pelo intestino primitivo. Postula-se, que quanto mais
precoce € a suspensdo da migracdo, maior é o segmento aganglionar. (Puri & Shinkai,
2004; O Donnell & Puri, 2010) Como as celulas sagradas NCC dependem da interac¢do
com as células vagais NCC, o que explica a incapacidade destas células para compensar

a falta de ganglios no célon distal. (Gariepy, 2001; O Donnell & Puri, 2010)
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i) Genes envolvidos

A DH é considerada uma doenca genética, de penetrancia incompleta e

gravidade variavel. (Moore, 2009)

A relacdo gendtipo-fenotipo ndo é simples e a diversidade genética pode ser
atribuida a cascata de eventos moleculares e celulares que ocorrem durante o
desenvolvimento do SNE. (Newgreen & Young, 2002; Kenny et al., 2010) O fendtipo
pode resultar de mutacGes em genes Unicos ou mdaltiplos. A existéncia de individuos
com mutagdes major, que ndo manifestam a doenca, sublinha 0s mecanismos
complexos multigénicos da formacdo do SNE e também o papel influente dos factores
ambientais.(Kenny et al., 2010)

As mutacdes em multiplos genes (RET, GDNF, NTN, EDNRB, EDN3, ECEL1,
PHOX2B, SOX10) tém sido associadas com a doenca de Hirschsprung.(Tabela 2) Estes

genes respondem por apenas 50% dos casos.

Tabela 2: Sumério dos genes envolvidos na doenca de Hirschsprung e sindromes associados (Gershon,
2010; Kenny et al, 2010)

Gene Frequéncia da mutacao Sindromes associados
RET ("REarranged 50% dos casos familiares; 15-35% Sindrome Neoplasia
during Transfection") - dos casos esporadicos (pode enddcrina multipla tipo 2B
Receptor tirosina- modular a penetréncia de outros (NEM 2B), carcinoma
cinase) genes) medular tiroide
GDNF (Factor
neurotrofico Raro (<5%); 6 casos descritos;

derivado da cosegrega com o RET

linhagem glial)

1 caso familiar descrito
% Sindrome Shah —
B da endotelina) Waardenburg (WS4)
EDN3 (Endotelina < 5%; gene comum de
susceptibilidade
ECE — 1 (Enzima de

conversdo da

1 caso descrito
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endotelina)

SOX 10( SRY-

Syndrome Shah — Waardenburg
related HMG-box

(WS4)

10)

VAN ZETCEOIITGE  Sem mutagdes descritas nos casos

homebox 2b) isolados

Uma caracteristica dos genes implicados na patogénese da doenca de
Hirschsprung é serem imprescindiveis para o inicio do desenvolvimento do SNE. Em
modelos animais (ratos), o knockout dos genes EDN3, EDNRB ou ECE1, resulta em
aganglionose do coélon terminal, ao passo que, nos restantes genes, observa-se
aganglionose de todo o intestino. Como resultado, a proliferagdo do pool de ENCCs é
insuficiente para colonizar o intestino primitivo, ficando o segmento intestinal terminal

aganglionar. (Gershon, 2004)

O Sox10 é importante para manter os precursores multipotentes a expressar
PHOX2B e/ou Mash-1. O Sox10 também interage com o Pax3, de modo a regular a
expressdo do RET. (Gershon, 2004)

A DH resultante das mutagdes no RET e no GDNF é herdada de modo
autossémico dominante, com penetrancia incompleta. (Gariepy, 2001) As numerosas
mutacdes no gene RET (codBes de stop prematuros e delecgdes no dominio da cinase)
inactivam a cinase. Na mesma mutacdo, numa familia, o comprometimento funcional e
a aganglionose resultante sdo variaveis, isto €, pode resultar em DH com segmento
longo ou curto, e com apresentacdo diferente, desde intestino funcional a obstipacéo
moderada. (Newgreen &Young, 2002)

As mutacdes no RET sdo as mais frequentes nesta doenca, principalmente nos
doentes com DH com segmento longo (apresentam maior percentagem de mutacdes no
RET, particularmente no dominio da tirosina cinase). (Moore, 2009). Aproximadamente
50% dos doentes com DH familiar ttm mutagdes no RET, indicando que este gene é um

factor determinante na aganglionose do célon (Amiel et al., 2008).
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Formas de DH

A DH em termos de extensdo limita-se ao recto-sigmoéide em 75% dos casos; ao
cblon transverso, ao angulo esplénico do célon ou ao colon sigméide em 17% dos
casos; e ao colon total, com um pequeno segmento de ileo terminal, em 8% dos doentes.
A aganglionose total intestinal € uma forma rara, com auséncia de células ganglionares
desde o duodeno até ao recto. (Puri & Shinkai, 2004)

A DH baseada na extensdo do envolvimento intestinal, é classificada em
segmento ultra-curto (USSHD), segmento curto (SSHD), segmento longo (LHSD) ou
aganglionose cdlica total (TCA). Os critérios para o diagnéstico do USSHD continuam
controversos. (Ziad et al., 2006; Moore, 2009)

1) A aganglionose numa zona ou segmentar, envolve uma zona de
aganglionose, num intestino inervado normalmente. (O Donnell & Puri, 2010) Pode ser

unico ou duplo (“skip segment™). O segmento Unico aparece preferencialmente no colon

sigmaide e no recto proximal.

O SSHD (“Skip segment” Hirschsprung disease) ¢ um segmento inervado
normalmente, que fica entre dois segmentos aganglionares, e localiza-se no colon
ascendente ou no transverso; o duplo segmento envolve o célon ascendente e o ileo
distal (o segmento proximal) e o recto-sigmdide e o colon descendente (0 segmento
distal) (Berger et al., 2000) Nao existe uma explicacdo embrioldgica clara para a sua
etiologia. Ocorre predominantemente nos doentes com TCA (aganglionose total do
célon). A existéncia de uma area normalmente inervada no colon, pode influenciar o
tratamento cirdrgico, permitindo preservar e utilizar esta area do célon de modo a

melhorar o resultado funcional. (O Donnell & Puri, 2010)

A teoria considerada a principal explicacdo, que esses segmentos “skip” Sao
derivados de neuroblastos, que ao migrarem na direc¢do cranio-caudal, na passagem da
fronteira mesentérica para a parte mais distal do intestino, acabam a frente da onda de
migracdo das NCCs, ficando numa area dentro do segmento aganglionar. Assim, além
da migracdo intramural do célon pelas células vagais NCCs, existe uma migracao
extramural dos neuroblastos ao longo do mesentério e do cdlon. (Ziad et al., 2006;
O Donnell & Puri, 2010)
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O SSHD com 24 casos descritos na literatura cientifica, deve ser considerada

uma entidade distinta, embora controversa. (O Donnell & Puri, 2010)
2) Aganglionose no recto-sigmdide (DH classica) (descrita nas paginas 16-19)

3) Aganglionose total do célon (TCA): é uma forma rara, com caracteristicas
histoldgicas, genéticas e clinicas distintas. Representa 2 a 10% dos casos de DH. (Rolle
etal., 2007)

Foi definida como a aganglionose que afecta todo o célon, até a vélvula
ileocecal, mais um segmento de ileo variavel, ndo superior a 50 cm. Pode ser dividido
em aganglionose total do célon e aganglionose total do colon e do intestino delgado,
que envolve um segmento muito longo de aganglionose. Ainda nédo esté claro se a TCA
representa apenas uma forma longa da DH ou uma expressdo diferente da doenca.
(Moore, 2009)

E muito comum em 15-21% dos casos familiares, o que sugere uma provavel
ligacdo genética. (Puri & Shinkai, 2004; Moore, 2009) H& maior associacdo entre as
malformacdes e as anomalias no gene RET. Embora a genética da TCA ndo esteja
completamente esclarecida, o gene RET e o gene EDNRB continuam a ser os dois
principais genes de susceptibilidade, sendo o gene RET o mais importante. (Moore,
2009)

As biopsias rectais revelam auséncia da hipertrofia das fibras nervosas e da
positividade da coloracdo pela acetilcolinesterase. (Rolle et al., 2007) Estes critérios
auxiliam no diagnostico. Em alguns casos, a biopsia € repetida para identificar a zona de
transicdo, a area de passagem da zona ganglionar para a aganglionar. Esta associada a
uma zona de transicdo caracteristica, com hipoganglionose longa e com a presenca
anormal de células imaturas, individuais e/ou em grupos. (Rabah, 2010) O
estabelecimento do diagndstico depende, principalmente, da falta de células
ganglionares adequadas na submucosa. (Rabah, 2010) Um dos factores que
potencialmente influenciam o diagndstico é o comprimento do envolvimento do
intestino delgado. (Moore, 2009)

Considerando o comprimento do segmento aganglionar, é sugerido que a
fisiopatologia subjacente seja diferente da forma classica da DH. (Moore, 2009; Moore
et al., 2009)
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Geralmente manifesta-se no periodo neonatal, com obstrucéo intestinal, mas ao
contrario da DH recto-sigmoide cléssica, a passagem de meconio nas primeiras 24 horas
de vida esta presente, numa alta percentagem de recém-nascidos. Também foi descrito
que os sintomas podem ter um desenvolvimento progressivo, com agravamento da
obstrucdo sendo o diagndstico é feito apds o primeiro ano de vida, ou em casos raros, na

adolescéncia ou na idade adulta. (Rolle et al., 2007)

4) Aganglionose total intestinal (TI1A): a forma mais grave e rara. Ocorre em
aproximadamente 1% dos doentes com DH. Até recentemente, era considerada uma
forma fatal. (Ruttenstock & Puri, 2009)

A sua incidéncia familiar surge em 50% dos casos. (Puri & Shinkai, 2004;
Ruttenstock & Puri, 2009)

A dificuldade do seu diagndstico definitivo é um achado comum, em todos 0s
casos de TIA.

Clinicamente, manifesta-se por vomitos biliares, distensdo abdominal e auséncia
de eliminacdo de meconio. Somente em 5,9% dos casos houve passagem do meconio

nos primeiros dois dias (com um intervalo de 1 a 2,5 dias). (Ruttenstock & Puri, 2009)

Os doentes com TIA com menos de 20 centimetros de intestino delgado
ganglionar tém um progndstico pior, devido as complicagdes fatais associados com a
NPT (nutricdo parentérica) a longo prazo, tais como a sépsis e a doenca hepatica. Nestes
doentes, o transplante intestinal representa a Unica opcdo de tratamento. (Ruttenstock &
Puri, 2009)

A enterocolite € a complicacdo mais grave da TIA, com diarreia, febre e
distensdo abdominal. (Ruttenstock & Puri, 2009)
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Diagnostico histologico

O diagndstico baseia-se na auséncia de células ganglionares nos plexos
mioentérico e submucoso, associado ao aumento do nimero de fibras nervosas positivas
a coloracdo pela acetilcolinesterase, na submucosa e na muscularis mucosae.
Igualmente fibras nervosas hipertréficas evidenciam-se na submucosa. (O Donnell &
Puri, 2010; Rabah, 2010) (Imagem histolégica n® 1 — a, b)

A auséncia de células ganglionares é atribuida a faléncia na migracao das células

da crista neural. (Holschneider et al., 1994)

E provéavel que o aumento da expressdo da AChE no cdlon afectado seja a
consequéncia da transcricdio de alteracbes nas moléculas de sinalizagdo que
caracterizam a DH. (Rabah, 2010)

Guinard-Samuel et al., 2009 sugeriram que a imunohistoquimica pela calretinina
pode ser util na abordagem diagndéstica. A calretinina é expressa num subconjunto de
células ganglionares (CGs) da submucosa e dos nervos, e também destaca as fibras
nervosas na muscularis mucosae e na lamina propria do célon normal (Imagem
histolégica n° 1, c). Na DH, a coloracdo estd completamente ausente (Imagem
histoldgica n° 1, d) (Rabah, 2010)
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Interpretacéo clinica da histopatologia nas Neuropatias Congénitas Intestinais
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Imagem histolégica n® 1. a) Varios nervos hipertroficos (setas) na submucosa (400x). b) Coloragdo pela
acetilcolinesterase em fibras nervosas; presente na muscularis mucosae e na lamina prépria (setas), do
segmento aganglionar (400x). ¢) Coloragdo com calretinina no segmento ganglionar; os nervos na lamina
prépria e na muscularis mucosae estdo evidenciados, e uma unidade neural na submucosa (seta) (400x).
d) Coloracdo com calretinina na bidpsia de doente com DH; verifica-se auséncia de coloragdo na

muscularis mucosae e na lamina prépria (40x) Adaptado de Rabah, 2010.

A presenca de fibras nervosas hipertroficas na submucosa é atil no diagndstico,
mas ndo é suficiente para o determinar definitivamente. Estas podem ndo estar presentes
na DH de segmentos ultracurtos ou longos. O grau de hipertrofia do nervo é variavel e

aumenta com a idade. (Rabah, 2010)

No periodo neonatal, as CGs da submucosa podem ndo ser facilmente
reconhecidas porque sdo pequenas e imaturas, e outras células, assemelhando-se a
outras células como os linfécitos, as células gliais e as células endoteliais.

As células ganglionares imaturas estdo normalmente presentes em aglomerados
chamados unidades neurais, que sdo facilmente reconhecidos sob a muscularis

mucosae. Estas unidades sdo compostas de regiGes centrais, palidas e neurofibrilares,
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rodeadas por uma mistura de células pequenas, incluindo CGs imaturas e células de
Schwann imaturas. As CGs imaturas possuem nucleos menores e mais escuros, com
uma propor¢do nucleo/citoplasma menor, quando comparadas as CGs maduras.
Também contém nucléolos impercetiveis e excéntricos, em forma de péra, com
citoplasma cinza-azulado, sem a aparente substancia de Nissl pontilhada (presente nas
CGs maduras). Nos recém-nascidos, 0s nucléolos muitas vezes ndo sdo bem
reconhecidos. (Rabah, 2010)

Manifestacdes clinicas

A DH ¢é uma causa de obstrucdo intestinal no recém-nascido. E suspeita em

casos de obstipacdo cronica grave durante a infancia e crises obstrutivas intermitentes.

O doente tipico € um recém-nascido que apresenta atraso na eliminacdo de
mecoénio (> a 48h) e distensdo abdominal (e/ou quadro de obstrucdo intestinal neonatal),
Ou uma crianga com obstipacdo cronica grave. (Puri & Rolle, 2004) Também podem
apresentar dor abdominal e vomitos biliares. (Kenny et al., 2010; O Donnell & Puri,
2010) Apesar de muitos casos serem diagnosticados no periodo neonatal, alguns

apresentam-se ap0s o0 primeiro ano de vida ou na infancia. (Ziad et al., 2006)

Apesar de a obstipacdo ser uma manifestacdo clinica, somente 12 a 17% dos

casos de criancas obstipadas tém DH. (Ziad et al., 2006)

Como a migracdo craniocaudal ndo decorre nesta doenca, as fibras
parassimpaticas provenientes das raizes sagradas S2-S4, que normalmente crescem no
célon distal, ndo podem ser moduladas no célon aganglionar distal, devido a auséncia
do plexo mientérico. Isto conduz a uma hiperactividade do intestino com a libertacdo de
Acetilcolina continua e permanentemente, causando a contrac¢do do segmento intestinal
afectado. (Feichter et al., 2009) Da mesma forma se explica a espasticidade do

segmento rectal aganglionar. (Holschneider et al., 1994)

Assim, a obstrucdo intestinal observada é um exemplo da importante funcdo do
SNE. Os movimentos de segmentacdo no célon ndo sdo capazes de propagar-se através
do segmento aganglionar, que permanece num estado tonico. Além disso, a presenca de

fezes acumuladas no recto ndo provocam relaxamento do esfincter anal aganglionar, o
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que contribui para o quadro obstrutivo por auséncia do reflexo inibidor recto-anal.
(Kenny et al., 2010)

No entanto, alguns doentes continuam a ter disfungédo intestinal persistente
apesar da ressec¢do adequada do intestino aganglionar. Os problemas de motilidade
pos-cirurgia correctiva tém sido atribuidos a displasia neuronal intestinal ou a
distribuicéo alterada das ICCs. (Puri & Roll, 2004)

2.2) DISPLASIA NEURONAL INTESTINAL

Definicéo e epidemiologia

A displasia neuronal intestinal (DNI) tem sido um desafio desde as primeiras
descricbes, hd mais de 30 anos. Esta entidade é considerada por véarios autores a
malformacdo do SNE mais subtil, uma vez que esta limitada somente ao plexo
submucoso do célon. (Meier-Ruge et al., 2006) Porém, num terco dos doentes, a DNI
acompanha a hipoganglionose no plexo mioentérico (Meier-Ruge et al., 2004). No
entanto, algumas alteracfes hiperpléasicas no plexo mioentérico podem ser também
observadas. (Skabaa et al., 2006)

Existiu muita controvérsia na literatura médica em relacdo a definicdo desta
entidade, mas com o decorrer do tempo os critérios patolégicos de diagndstico foram
adaptados e aperfeicoado. A aplicacdo rigorosa desses critérios é crucial para a obtencédo

de um diagndstico fiavel. (Meier-Ruge et al., 2006)

A DNI é a segunda entidade mais frequente das disganglionoses, a seguir a DH.
(Nogueira et al., 2001) A incidéncia da forma isolada varia de 0,3% a 40% na literatura
cientifica. Vinte e cinco a 35% dos doentes com DH tém associada DNI. (Puri, 2003)
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Etiologia

A sua etiologia precisa permanece desconhecida e ainda ndo existem testes

diagndsticos especificos, a ndo ser os testes morfolégicos. (Meier-Ruge et al., 2006)

A DNI ndo esta associada a alteracfes genéticas especificas, (Meier-Ruge et al.,
2006) todavia, os aspectos moleculares do desenvolvimento da DNI baseiam-se em
estudos sobre o papel do factor de transcricdo Hox11L1 no sistema nervoso periférico,
numa mutacdo homozigota do gene EDNRB e na auséncia de moléculas de adesdo
celular neuronal, que podem estar envolvidos no tipo de inervacdo anormal desta
doenca. (Skabaa et al., 2006)

Nos estudos experimentais em animais (ratos), sobre a homozigotia do gene
Ncx/Hox11L1, foi verificada hiperganglionose nos plexos entéricos. Este gene estd
envolvido na apoptose, permitindo que a caspase 3 seja altamente expressa no SNE.
Dessa forma, no rato Ncx -/-, devido a persisténcia de células neuronais imaturas, 0

intestino encontra-se hiperganglionado. (Yamataka et al., 2001; Kato et al., 2009)

A deficiente sinalizacdo dos genes EDN-3/EDNRB parece forcar a diferenciacéo
prematura dos precursores neuronais e esgota o conjunto de células necessarias para
colonizar o célon. E facil especular que o efeito concomitante seria 0 aumento do
namero de neurdnios diferenciados no intestino proximal a zona aganglionar. Porém,

ocorre a montante do intestino aganglionar. (Kapur, 2003)

Tipos de DNI

A DNI foi classificada em dois grupos com caracteristicas clinicas e histologicas
distintas. (Puri, 2003) (Tabela 3) Contudo, a linha divisoria entre esses grupos nem

sempre é clara e podem haver sobreposicdes. (Rajalakshmi et al., 2003)

O tipo A, 0 mais raro dos dois tipos, ocorre em menos de 5% dos casos.
Caracteriza-se por aplasia ou hipoplasia congénita da inervacéo simpatica. Apresenta-se
de forma aguda no periodo neonatal, com episodios de obstrucdo intestinal, diarreia e
fezes sanguinolentas, consequentes a uma enterocolite necrosante. (Puri, 2003;
Rajalakshmi et al., 2003) Devido a sua apresentacdo incomum e a rapida evolucdo

clinica, pode levantar duvidas no seu diagndstico. (Rajalakshmi et al., 2003) A nivel
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histologico, caracteriza-se por hiperplasia dos neuronios mioentéricos e aumento na
actividade da acetilcolinesterase na lamina prdpria e na muscularis mucosae. (Kapur,
2001)

O tipo B representa mais de 95% dos casos de DNI isolada. Na maioria dos
casos, ocorre em associacdo com a DH (em 6% dos doentes). (Meier-Ruge et al., 2006)
Os achados histologicos incluem hiperganglionose dos plexos submucoso e
mioentérico, ganglios gigantes, neurdnios ectdpicos e aumento da actividade da AChE,
na lamina propria e na submucosa, em torno dos vasos sanguineos. (Kapur, 2001; Puri,

2003) O quadro clinico assemelha-se a DH.

Tabela 3. Comparac&o entre os achados histopatoldgicos e clinicos nos tipos A e B, da DNI.

Achados DNI tipo A DNI tipo B

Idade Neonatal Apds os 6 meses de idade

) o Diarreia, fezes sanguinolentas, Obstipacdo, megacélon,
Sintomas clinicos

obstrucéo intestinal mimetiza a DH
1. Hiperplasia plexo 1. Hiperplasia do plexo
mioentérico submucoso
Achados histologicos _ — i _
Inflamag&o da mucosa 2. Auséncia de inflamagéo
3. Auséncia de ganglios 4. Ganglios ectopicos

Adaptado de Rajalakshmi et al., 2003.

A DNI B dependendo do comprimento do intestino anormal, a DNI B pode ter
outras 2 formas: a localizada e a disseminada. E igualmente, pode ocorrer de forma
isolada — “forma pura”, ou em associagdo com a DH, proximal a um segmento
aganglionar (em mais de 75% dos casos). Esta associacdo € frequente existir nas
complicacBes pos-operatérias do tratamento cirtrgico definitivo da DH. (Nogueira et
al., 2001). Em casos raros, a DNI pode estar associada a atrésia do colon, de forma

semelhante a aganglionose. (Skabaa et al., 2006)

Diagnostico

O diagnostico da DNI isolada baseia-se na histdria clinica e na analise

histologica da biopsia rectal. (Montedonico et al., 2011) Se a biopsia rectal for
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insuficiente, deve realizar-se uma biopsia transmural para diagnostico definitivo. (Puri,
2003; Skabaa et al., 2006)

A idade média do diagndstico é geralmente aos 12 meses (+6) em comparagdo
com os 4 meses (+2), na DH. Isto pode ser justificado pela hipoplasia da inervacéo
parassimpatica extramural, decorrente das raizes sagradas S2-S4, do recto e pela
imaturidade do SNE. A extensdo da DNI aparentemente tem um efeito inibitério sobre o
crescimento das fibras nervosas parassimpéticas extramurais no colon distal. (Meier-
Ruge et al., 1995)

i) Histologico

Actualmente, o diagnostico fundamenta-se na presenca de ganglios gigantes no
plexo submucoso, simultaneamente com a hiperganglionose. (Imagem histolégica n° 2 -
B) (Puri, 2003; Rajalakshmi et al., 2003) O diagnostico € gquantitativo e baseia-se no
aumento relativo da densidade dos ganglios gigantes submucosos esféricos (a definicdo
de gigante inclui conter mais de 8 cortes seccionais de células nervosas num dnico
ganglio). Mais de 20% dos ganglios submucosos do colon devem ser gigantes, em
criancas de idade superior a 1 ano. Para complementar os critérios, pelo menos 25
ganglios na submucosa devem ser avaliados ao acaso na visualizacdo histologica da
bidpsia (com amostra suficiente de submucosa) e 20% desses, devem conter 9 ou mais
cortes de corpos celulares de neurdnios seccionados. (Meier-Ruge et al., 2004)

O aumento da actividade da AChE na lamina propria da mucosa é um fenémeno
dependente da idade, que indica moderada imaturidade do SNE, e por isso, desaparece
com a maturacdo dos plexos submucosos. (Imagem histoldgica n® 3) (Meier-Ruge et al.,
2004) Um aumento da actividade da acetilcolinesterase nas fibras nervosas, na lamina
propria da mucosa e na adventicia das artérias da submucosa é um critério obrigatério
de diagndstico de DNI. (Imagem histol6gica n° 2 - B) (Skabaa et al., 2006)

As coloragdes LDH e SDH sao positivas no plexo submucoso. (Kim et al., 2010)
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Imagem histoldgica n° 2. Coloracéo pela acetilcolinesterase (AChE). A) Biopsia rectal normal. B) Doente
com DNI apresenta hiperganglionose, ganglios gigantes e aumento da actividade da AChE na lamina
propria. (125x) (Puri & Rolle, 2004)

Imagem histologica n° 3. Plexo submucoso maturo com ganglios gigantes, pelo quarto ano de
idade. (Coloracdo LDH, 180x) (Feichter et al., 2009)

A auséncia ou diminuicdo da inervacgdo nitrérgica no intestino afectado contribui
para a incapacidade de relaxar do musculo liso, causando disfungdo da motilidade. Pela
histoquimica da NADPH-diaforase apresentam hiperganglionose e ganglios gigantes no
plexo submucoso. (Imagem histologica n® 4) H& auséncia ou acentuada reducgdo da
actividade da NADPH-diaforase na camada muscular circular, assim como nas fibras

musculares longitudinais destes doentes. (Puri, 2003)

Imagem histoldgica n° 4. Coloracdo histoquimica NADPH-diaforase. A) Plexo submucoso normal. B)

Plexo submucoso na DNI mostra ganglios gigantes (125x). (Puri & Rolle, 2004)
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Montedonico e colaboradores (2002), evidenciaram uma correlacdo entre a
gravidade histolégica da DNI e os sintomas clinicos, 0 que a destaca como uma
entidade isolada e distinta, nas disganglionoses intestinais.

Geralmente, um achado tipico nesta patologia € a auséncia do reflexo inibidor
recto-anal. (Kobayashi et al., 1996; Meier-Ruge et al., 2006)

A razdo do critério de diagndstico ser somente feito a partir do primeiro ano de
idade, é atribuido ao facto de que nessa idade, 0s neuronios e as células gliais presentes
nos plexos ainda estdo imaturos, com a presenca de multiplos ganglios gigantes, o que
pode traduzir-se num diagndstico sobrestimado ou incorrecto. (Meier-Ruge et al., 2004;
Meier-Ruge et al., 2006) Deste modo, a interpretacdo da patologia do SNE deve estar
relacionada com a idade do doente, implicando que a DNI ndo se limite a infancia.
(Gillick et al., 2001) Wester et al., (1998; 1999) evidenciaram que a densidade dos
ganglios no plexo submucoso diminui durante os primeiros 3-4 anos de vida e 0 niUmero

de células por ganglio manteve-se constante.

E necessario esclarecer a aparéncia histoldgica do desenvolvimento do SNE pos-

natal, e relacionar com os critérios diagnésticos da DNI. (Gillick et al., 2001)

Em criancas com idade superior a 4 anos com o diagnostico de DNI € requerida
uma bidpsia adicional da muscularis propria para excluir hipoganglionose ou hipoplasia
dos neur6nios no plexo mioentérico ou, também, desmose da muscularis propria.
(Meier-Ruge et al., 2004)

A ganglioneuromatose, com apresentacdo de hiperplasia notadvel do plexo
submucoso e ganglios gigantes (com 20 ou mais neurdénios por ganglio) deve ser

claramente diferenciada da DNI. (Meier-Ruge et al., 2004)

A DNI foi observada em associacdo com outros processos patologicos que
afectam o plexo mioentérico, incluindo a doenca de Hirschsprung e a hipoganglionose.
(Meier-Ruge et al., 2004) Tais perturbagGes sdo mais frequentes nas criangas mais
velhas. (Meier-Ruge et al., 1995)
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Apresentacéo clinica

A DNI identifica-se em 2,9% das criangas com idades superiores a 1 ano, com

obstipacdo crénica. (Meier-Ruge et al., 2006)

As manifestacdes clinicas dependem da extensdo da dismotilidade intestinal e da
sua gravidade. (Meier-Ruge et al., 2004)

A pseudo-obstrucdo intestinal cronica pode ser uma forma clinica desta entidade.
Os sintomas podem decorrer da pseudo-obstrugdo intestinal cronica e da obstipacdo

intestinal, com vomitos, dor, distensdo abdominal e diarreia. (Skabaa et al., 2006)

A pseudo-obstrucdo intestinal crénica e a obstipacéo resultam da imaturidade do
SNE, ou seja, com a maturacdo dos ganglios (até aos 4 anos de idade) estes sintomas
podem desaparecer. (Meier-Ruge et al., 1995; Meier-Ruge et al., 2006) A actividade
propulsiva do colon esta reduzida ou ausente nos primeiros meses de vida e, por isso, a

obstrucdo intestinal é tardia. (Meier-Ruge et al., 1995)

A maioria dos sintomas graves esta relacionada com a imaturidade das células
ganglionares e com o0s ganglios heterotdpicos e gigantes no plexo mioentérico. As
anormalidades mais graves sdo as que se encontram nos segmentos mais distais.
(Nogueira et al., 2001)

Na forma disseminada da DNI B, h4 um quadro de obstrucdo intestinal do
intestino delgado. (Skabaa et al., 2006)

A DNI presente apds a correccdo cirargica da doenca de Hirschsprung pode ser a
causa de obstipacdo cronica e/ou obstrucao intestinal. (Gillick et al., 2001)
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2.3) HIPOGANGLIONOSE

Definigéo e epidemiologia

A hipoganglionose tem sido classificada como um disturbio da inervagdo
intestinal do “tipo hipogénico”, (Schérli, 1995), isto é, pela diminuicdo numérica das

células ganglionares.

E uma entidade rara, que representa apenas 5% das malformagbes neuronais

intestinais. (Dingemann & Puri, 2010)

Formas

Pode apresentar-se na forma isolada ou na forma associada a DH (proximal a um
segmento de aganglionose, como a zona de transi¢édo). (Kobayashi et al., 2002; Zhang et
al., 2008). Em doentes com DH de segmento curto, pode estar associado a um segmento

longo de hipoganglionose. (Zhang et al., 2008)

Na forma isolada, o niUmero de ganglios é normal no plexo submucoso, enguanto

que no plexo mioentérico se observa-se uma reducdo numérica. (Kobayashi et al., 2002)

Na forma associada a DH verifica-se um decréscimo absoluto do namero de
ganglios nos plexos mioentérico e submucoso, entre o segmento aganglionar e o

segmento normal. (Kobayashi et al., 2002)

Taguchi e colaboradores (2006) expuseram a possivel divisdo da
hipoganglionose em 2 tipos distintos: a congénita e a adquirida, cujas descri¢des
histoldgicas e clinicas sdo divergentes. Na congeénita: o numero e o tamanho dos
ganglios sdo muito reduzidos; ainda que o tamanho do ndcleo nos neurdnios aumente, o
seu nimero ndo se altera; decorre no periodo neonatal, com manifestagdo de obstrucéo

intestinal, e por isso, realizam ileostomia. (Taguchi et al., 2006; Zhang et al., 2008)
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Interpretacgéo clinica da histopatologia nas Neuropatias Congénitas Intestinais

Diagnostico histolégico

A hipoganglionose caracteriza-se pela auséncia ou baixa actividade da
acetilcolinesterase na lamina propria por uma reducdo significativa do numero de
ganglios nos plexos mioentérico e submucoso, com hipertrofia da muscularis mucosae e
da camada muscular circular. (Imagem histoldgica n° 5) (Kobayashi et al., 2002; Rolle
et al., 2007; Zhang et al., 2008; Dingemann & Puri, 2010) O achado histoldgico
patognomanico desta entidade é o défice de ganglios nos plexos nervosos. (Kobayashi
et al., 2002) O numero de células nervosas por cada centrimetro longitudinal de
intestino diminui (na area dos plexos) e a distancia interganglionar (isto é, a distancia
entre os ganglios) duplica. (Kobayashi et al., 2002; Dingemann & Puri, 2010) O namero
de células nervosas perdidas € superior a 40% do normal (Imagem histolégica n° 6), e a
area média dos ganglios é trés vezes menor do que o normal. (Zhang et al., 2008) O
tamanho dos ganglios tende a aumentar com o tempo, mas 0 seu nimero ndo aumenta.
(Taguchi et al., 2006)

Imagem histolégica n® 5. Achados patolégicos da hipoganglionose. Reducdo marcada do numero de
células ganglionares mioentéricas maturas e imaturas e diminuicéo do tamanho dos ganglios mioentéricos
(seta) do segmento afectado. (H&E, 100x) (Lee et al., 2010)
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Imagem histol6gica n° 6. Na hipoganglionose evidencia-se uma perda numeérica de células ganglionares
na parede intestinal superiores a 60% do normal (reac¢do da AChE com H&E; 16x) (Feichter et al., 2009)

As alteracdes na densidade neuronal sdo faceis de reconhecer (pela coloragdo
NADPH-diaforase - Imagem histoldgica n® 7) porém, as mudancas numéricas sdo
dificeis de estabelecer com o0s convencionais estudos histopatolégicos, porque a
densidade e o tamanho dos ganglios entéricos ndo sdo uniformes, sao influenciados pela
distensdo dos tecidos e pelas alteracGes da idade, e ndo podem ser estimados com
precisdo a partir da coloracdo H&E. O nimero de ndcleos varia de uma area para outra
devido, em parte, a distribuicdo irregular dos ganglios e ao facto, do espaco

interganglionar ser menor do que a espessura da maioria das bidpsias. (Kapur, 2001)

Imagem histoldgica n® 7. Coloragéo histoquimica pela NADPH-diaforase. A) Plexo mioentérico normal.
B) Hipoganglionose no plexo mioentérico evidenciando redu¢do marcada no ndmero de células
ganglionares. (125x) (Puri & Rolle, 2004)

Normalmente o seu diagndstico é tardio, o que reflecte ndo so6 as dificuldades no
diagndstico através da biopsia, mas também a sua raridade. (Dingemann & Puri, 2010)

As diferentes caracteristicas dos neurénios, tais como, o seu nimero real, a sua

distribuicdo nos plexos e o grau de maturacdo, sdo importantes no seu diagnostico,
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(Kobayashi et al., 2002) permanecendo uma entidade clinica discutivel, devido a falta

de critérios diagnosticos definitivos. (Do et al., 2011)

A dificuldade nos estudos experimentais sobre esta patologia assenta na falta de
dados descritivos, sobre a localizacdo e a extensdo precisa do envolvimento do célon.
Geralmente, localiza-se no recto e no colon transverso ou descendente, sendo o
segmento anormal pequeno. Por isso, é vital conhecer o local preciso da
hipoganglionose para evitar erros de diagnostico. Quando o segmento é curto, deve-se

fazer bidpsia da zona de transicdo. (Kobayashi et al., 2002)

Manifestagdes Clinicas

Clinicamente é semelhante a doenca de Hirschsprung, pois manifesta-se por
obstipacdo ou sub-oclusdo intestinal. Metade dos doentes apresentam obstipacdo

cronica.

O atraso na eliminacdo de meconio pode ser o primeiro sintoma no periodo
neonatal, enquanto os lactentes e as criancas mais velhas apresentam obstipacao
cronica. (Rolle et al., 2002)

A forma isolada manifesta obstipacdo grave ou, até, pseudo-obstrucdo intestinal

crénica.

Kobayashi e colaboradores (2002) categorizaram-na em moderada ou grave, de

acordo com a gravidade dos sintomas da hipoganglionose isolada.

A condicdo moderada (ou tipo A): envolve uma area de célon pequena, na
crianga mais velha; tem bom progndstico, mesmo ap6s tratamento conservador ou
resseccdo cirdrgica. A condicdo grave (ou tipo B): estd presente desde o nascimento,
afecta o intestino delgado e apresenta pior prognostico, mesmo ap0s Ccorreccgao
cirurgica. (Kobayashi et al., 2002; Zhang et al., 2008)

As complicacOes descritas foram obstipacdo cronica grave, ileo paralitico e
enterocolite, a complicagdo mais séria. (Dingemann & Puri, 2010)
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2.4) HIPERGANGLIONOSE ou GANGLIONEUROMATOSE
INTESTINAL

Definicéo

A hiperganglionose ou ganglioneuromatose intestinal é uma forma
extremamente rara, mas grave, das disganglionoses intestinais. Esta proliferagéo
neuronal é tipica das ganglioneuromatoses difusas, que estdo associadas ao sindrome
NEM 2B (neoplasias enddcrinas multiplas do tipo 2B), uma doenca hereditaria ligada a

tumores neuroendocrinos. (Wallace et al., 2009; Montedonico et al., 2011)

Etiologia

A inibicdo da apoptose nos precursores neuronais resulta num numero acrescido
de neurdnios precursores do SNE ao longo da migracao intestinal, e consequentemente
num excesso de células nervosas. (Wallace et al., 2009) Isto esta de acordo com a
opinido de Barlow et al. (2008) de que o controlo do nimero critico de células
precursoras SNE durante a migracdo das células da crista neural é necessario para a
formacdo completa e normal do SNE. Se esse nimero néo é atingido, sé a parte superior

do intestino primitivo é colonizada. (Barlow et al., 2008)

Assim, a hiperganglionose pode resultar: a) da inibicdo da apoptose, que ocorre
no SNE apds o nascimento; b) do excesso de proliferacdo das células precursoras do
SNE; c) pela compensacao das células nervosas do SNE a uma alteracdo funcional do
tubo digestivo. Wallace et al. (2009) comprovaram experimentalmente a primeira

hipotese.

As mutacdes do gene RET sdo responsaveis por mais de 97% dos casos de NEM
2B. (Montedonico et al., 2011) Se a mutacdo deste gene é confirmada, como a
ganglioneuromatose pode fazer parte do NEM 2B, deve-se incitar a avaliagio

endocrinoldgica e oncoldgica. (Feichter et al, 2009)

30



Diagnéstico histoldgico

O diagndstico baseia-se no exame histoldgico onde a proliferacdo macica do

tecido neural é visivel. (Montedonico et al., 2011)

Caracteriza-se pela presenca de ganglios gigantes (2 a 3 vezes superiores ao
normal, com a frequéncia de 15 a 40 células nervosas num Unico ganglio), pela
hiperplasia do plexo submucoso, pela hipertrofia dos plexos submucoso e mioentérico,
assim como pelo aumento moderado da coloracdo da AChE na lamina propria da
mucosa. (Imagem histologica n° 8)(Athow et al., 1991; Feichter et al., 2009; Wallace et
al., 2009)

Imagem histol6gica n® 8. Ganglioneuromatose com hiperplasia do plexo submucoso e ganglios gigantes.
(coloracdo AChE, 74x ) (Feichter et al., 2009)

Manifestacdes clinicas

As criancas afectadas com esta doenca apresentam sintomas de obstrucéo
intestinal (distensdo abdominal) e/ou obstipacdo cronica. A obstipacdo pode alternar

com periodos de diarreia. (Feichter et al., 2009; Wallace et al., 2009)
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2.5) IMATURIDADE NEURONAL

E a entidade menos frequente das disganglionses intestinais. Descreve-se pela
presenca aumentada de neurdnios imaturos durante o primeiro ano de vida.
(Markiewicz-Kijewska et al., 2009)

Diagnostico histologico

O seu diagnostico é estabelecido desde o primeiro dia de vida até aos 12 meses
dias de idade, com base na avaliacdo histopatologica das biopsias. Os neuronios
imaturos sdo menores, tm ndcleos menores e mais escuros, (tém uma faixa estreita de
citoplasma basdéfilo), com menos nucléolos e citoplasma vacuolizado, excéntrico, em
forma de péra. Os neurdnios podem ser tdo pequenos que chegam a ser confundidos
com linfécitos. (Kapur, 1999; Markiewicz-Kijewska et al., 2009; Rabah, 2010)

Caracteriza-se pelo nimero normal a ligeiramente aumentado de neurdnios
imaturos. O tamanho do ndcleo estd diminuido. Cronologicamente, esta entidade
melhora progressivamente antes de o lactente chegar ao primeiro ano de idade, devido
ao aumento no tamanho do nucleo dos neurdnios, que corresponde ao fenémeno de
maturacdo. (Taguchi et al., 2006) A maturacdo das células nervosas persiste até ao

quarto ano de vida.

As coloracdes histoquimicas que permitem observar 0s neurénios maturos sao a
SDH e a LDH. (Imagem histoldgica n° 9) E mandatorio realizar nova bidpsia apos 12 a
18 meses das bidpsias iniciais de controlo, com identificacdo da maturacdo do
citoplasma (através do aumento da actividade da LDH e da SDH). (Feichter et al., 2009)
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Imagem histolégica n® 9. Imaturidade neuronal no plexo submucoso, no primeiro més de idade
de um recém-nascido. Coloragdo LDH moderadamente positiva nas células nervosas deste plexo. (180x)
(Feichter et al., 2009)

O estudo histoquimico pela coloracdo com AChE evidencia neurénios e ganglios

pequenos.

A coloragdo com NADPH-diaforase e a imunohistoquimica pela NCAM
conseguem diferenciar claramente os neurénios pequenos das células gliais (células de
suporte), que sdo do mesmo tamanho. (Puri, 1997; Puri & Rolle, 2004; Markiewicz-
Kijewska et al., 2009)

Manifestagdes clinicas

A maturacdo tardia dos plexos submucoso e mioentérico € a causa mais comum
de obstipacéo intestinal durante o primeiro ano de vida. Este achado clinico normaliza

com a maturagdo do sistema nervoso enterico. (Feichter et al., 2009)

A imaturidade neuronal grave do plexo submucoso conduz a alteracGes graves

na motilidade intestinal. (Holschneider et al., 1994)
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2.6) POS - OPERATORIO

Relativamente as complicacGes pds-operatorias neste grupo de doencas, existem

duas entidades clinicas predominantes, a enterocolite e a obstrucéo intestinal.

Apesar de varias pesquisas na literatura cientifica, a etiologia da enterocolite
permanece desconhecida. A dilatacdo fisica do intestino proximal, as variacdes nos
componentes e na produgdo da mucina, as alteragdes na imunidade da mucosa e a
motilidade descoordenada sdo as principais teorias da sua génese. (Rouzrokh et al.,
2010) Recentemente, Estevdo-Costa et al., (2006) apontaram que a ocorréncia da
enterocolite pos-operatdria pode estar correlacionada com a presenca de segmentos

residuais de displasia neuronal intestinal.

A obstrucdo intestinal podera surgir da permanéncia de segmentos aganglionares
ou zonas de transicdo residuais, tal como pode acontecer na Doenga de Hirschsprung,
que apresenta segmentos residuais com displasia neuronal intestinal. (Lawal et al.,
2011)
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2.7) RESUMO CLINICO

Tabela 4: Quadro resumo das descricdes clinicas nas varias entidades das disganglionoses

intestinais, nos periodos neonatal , lactente e crianca.

Disganglionoses

Periodo neonatal

Periodo pos-neonatal

intestinais

Doenca de Hirschsprung

Atraso na eliminacédo de
meconio /Obstrucéo

Obstipacao cronica

(classica) intestinal
a) TCA Obstrucéo intestinal
b) TIA Obstrucdo intestinal

Displasia Neuronal

Obstipacao cronica/

Intestinal Obstipacéo Pseudo-obstfugéo intestinal
cronica
Diarreia, fezes
a) DNI tipo A sanguinolentas, obstrucéo
intestinal
b) DNI tipo B Obstipacdo, megacolon,

mimetiza DH

Hipoganglionose

Atraso na eliminacdo de
meconio

Obstipagdo cronica

Hiperganglionose

Obstrucéo e/ou obstipagédo
intestinal

Imaturidade neuronal

Obstipacdo intestinal

NOTA: Na Displasia neuronal intestinal e na Imaturidade neuronal os sintomas

enumerados podem regredir aquando da maturacdo do SNE.

Ana Luisa R Matias
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I11. CONCLUSOES E FUTURAS PERSPECTIVAS

Como referido anteriormente, as neuropatias congénitas intestinais representam
uma importante fonte de morbilidade e mortalidade para os recém-nascidos/criangas que
delas padecem, pelo que uma melhor explicacdo dos seus processos fisiopatologicos em
correlagdo com a expressdo clinica, podera traduzir-se numa melhoria substancial da sua

qualidade de vida.

A avaliacdo histoldgica da biopsia rectal € muito importante no diagnostico e no
estudo morfoldgico do segmento do célon e/ou intestino afectado (quando insuficiente
realizam-se multiplas bidpsias transmurais), de modo que o tratamento cirdrgico seja
efectivo na sua resseccdo. Por conseguinte, o restante colon/intestino inervado

normalmente restaura a motilidade intestinal normal.

A identificacdo e o conhecimento da funcdo dos varios genes, quer no seu papel
fisiolodgico, quer no seu papel patolégico, como possivel base etiolégica, melhorou a
compreensdo sobre esta forma particular de malformacgdes. O comprimento do intestino
sob a alteracdo resultante reflecte o grau em que a funcdo do gene alterado esta
comprometida. Os modelos animais podem constituir ferramentas importantes para o

estudo da etiopatogenia e para avaliar a eficacia de novas técnicas diagnosticas.

E necessario continuar a questionar a ontogénese do SNE e os factores que

determinam a diferenciacdo dos varios subtipos de neurénios durante a embriogénese.

Embora as varias entidades das disganglionoses intestinais sejam
histologicamente diferentes, as caracteristicas clinicas s&o muito semelhantes. O atraso
na eliminacdo de mecdnio e a obstrucdo intestinal neonatal podem ser os primeiros
sintomas no periodo neonatal, enquanto que lactentes e criancas mais velhas apresentam

obstipacéo e crises obstrutivas intestinais.

H& ainda uma compreensdo incompleta da relacdo causa-efeito da auséncia de
ganglios entéricos com o desenvolvimento de sintomas intestinais. Muitos aspectos
fisiopatoldgicos destas doencas permanecem pouco estudados. Apesar disso, a DH e a
DNI sdo as patologias mais bem caracterizadas a nivel histoldgico e clinico, tal como a

sua correlacdo (embora sob a avaliagdo de inimeros estudos de investigacéo).
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Todavia, demonstrou-se que as caracteristicas patoldgicas ndo sédo facilmente
associadas as caracteristicas clinicas, o que torna dificil a classificacdo do doente numa
destas entidades. E claro que para qualquer doente, a apresentacdo clinica vai

determinar a sua investigacéo.

Porém, a combinacdo de estudos clinicos e histopatologicos pode facilitar a
traducdo da ciéncia basica para o contexto clinico dos doentes com neuropatias

congeénitas entéricas.

Assim, a génese destes distdrbios deve ser mais bem elucidada, pois permitira:
perceber 0 modo como 0s genes actuam e se correlacionam no processo de
desenvolvimento do SNE; uma melhor compreensao das correlacdes genétipo-fendtipo,
que se pode traduzir numa identificacdo e abordagem clinica mais correcta; identificar

novos alvos genéticos com base no conhecimento dos defeitos moleculares subjacentes.
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ANEXO

APARELHO DIGESTIVO

a) Estrutura geral
O sistema digestivo € uma estrutura tubular cilindrica com uma organizacao
béasica constante desde o terco superior do eséfago até ao recto. No final, localiza-se o
esfincter anal interno, um espessamento especializado da subcamada muscular circular
do recto. A disposi¢do dos componentes musculares permanece constante ao longo do
tubo, enquanto a mucosa expde variacbes morfoldgicas acentuadas nas diferentes
porcdes. O sistema digestivo é composto por quatro camadas funcionais distintas: a

mucosa, a submucosa, a muscular e a serosa. (Figura 1)

A mucosa ¢é formada por trés componentes: o epitélio de revestimento, a lamina
propria, formada por tecido conjuntivo laxo, e a muscularis mucosae, composta por
tecido muscular liso (um interno, com disposicdo circular e outro externo, com

disposicdo longitudinal).

A submucosa sustenta a mucosa e consiste em tecido conjuntivo denso, no
GALT (gut-associated lymphoid tissue) — tecido linféide associado ao tubo digestivo, e
no plexo de Meissner (submucoso), associado a vasos sanguineos e linfaticos. O plexo
de Meissner inerva o epitélio glandular, as células enddcrinas intestinais e 0s vasos
sanguineos submucosos e, por isso, € importante no controlo da secrecdo glandular
gastrointestinal, na alteracdo da quantidade de agua e de electrdlitos transportados, na
regulacdo do fluxo sanguineo local e na actividade da muscularis mucosae. Apresenta-
se subdividido em dois subplexos — o verdadeiro plexo de Meissner, localizado perto da

mucosa e 0 plexo de Schabadasch, perto da subcamada muscular lisa circular. (Figura 1)

A camada muscular externa (muscularis externa ou muscularis propria) €
constituida por musculo liso. Estd subdividida numa camada interna com fibras
musculares dispostas circularmente e numa camada externa longitudinal. Entre as duas
camadas musculares localiza-se o plexo de Auerbach (mioentérico). No entanto, as duas

camadas possuem diferentes fungdes: a circular, ao contrair, promove a mistura do



alimento ou das fezes; a longitudinal impulsiona esse conteudo, para que progrida ao
longo do tubo digestivo. O plexo de Auerbach inerva as camadas musculares

longitudinal e circular e, assim, controla a actividade da tanica muscular. (Figura 1)

A serosa ou peritoneu visceral é constituida por tecido conjuntivo laxo e
revestida por epitélio simples pavimentoso (mesotélio). (Young et al., 2006; Porth &
Matfin, 2009)
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Figura 1. Representacdo ilustrativa das camadas da parede do tubo digestivo: mucosa,
submucosa, muscular e serosa. Também sdo perceptiveis os plexos mioentérico e submucoso. Adaptado
de Gershon and Erde (1981)

b) Funcéo
O tubo digestivo esta organizado de modo a optimizar a digestdo dos alimentos e
a absorcédo dos seus nutrientes, com consequente propulsdo dos alimentos ndo digeridos

pelo colon, através da motricidade da parede intestinal. (Porth & Matfin, 2009)



c) Controlo da funcéo
A regulacdo da motilidade intestinal é possivel gracas ao resultado da
conjugacao do sistema nervoso entérico (SNE), do sistema nervoso autdnomo (SNA) e

da actividade pacemaker das células intersticiais de Cajal (CIC).
- Células Intersticiais de Cajal

As CIC sdo celulas do tecido conjuntivo, com caracteristicas semelhantes as do
musculo liso, localizadas nas zonas conjuntivas intersticiais. Encontram — se desde o
esofago até ao recto, entre as subcamadas musculares circular e longitudinal. Executam
a fun¢do de “pacemaker”, pois geram oscilagdes eléctricas excitatorias, ritmicas e
espontaneas no potencial de membrana do masculo liso (denominadas ondas lentas)
que, caso 0 seu limiar seja atingido, accionam potenciais de accdo que aumentam as

contracgdes musculares.

A amplitude e a frequéncia das ondas lentas podem ser moduladas pelo SNE e pelo
sistema parassimpatico e simpatico do SNA. Normalmente, o sistema simpético
decresce ou anula a amplitude das ondas, enquanto o sistema parassimpatico as

aumenta.
- Sistema Nervoso Entérico

O sistema nervoso entérico € a parte mais complexa do Sistema Nervoso
Periférico, composto por neurdnios sustentados pelas células gliais, organiza-se em

ganglios interligados (Laranjeira et al., 2009).

O componente intramural ou entérico da inervacao intestinal é constituido pelos
grupos de neurdnios que formam o plexo nervoso mioentérico (Auerbach) e o plexo
nervoso submucoso (Meissner). (Young et al., 2006) Este sistema contém cerca de 100
milhGes de neurdnios sensitivos (aferentes primarios intrinsecos), interneurénios
(ascendentes e descendentes) e neur6nios motores (excitatorios e inibitdrios) (Furness,
2000) — tanto quanto o numero encontrado em toda a medula espinhal — sendo
provavelmente mais adequado considerar o sistema como uma parte deslocada do
sistema nervoso central (SNC), envolvida na regulagdo da funcdo gastrointestinal.
Também é o modulador da imunidade intestinal, gracas as concentragdes linfaticas na
parede intestinal, que regulam a reac¢do inflamatoria e a secre¢do de imunoglobulinas.
(Ganong, 2006)



O sistema nervoso entérico esta conectado ao SNC pelas fibras parassimpaticas e
simpaticas. Possui a capacidade de receber varios estimulos, processa-los e produzir os
efeitos adequados a funcdo digestiva, de forma independente do sistema nervoso

central.

Uma particularidade que contribui para a complexidade do SNE é a auséncia de
nucleos bem reconhecidos, ou seja, nomeadamente neurénios que partilhem
caracteristicas morfoldgicas e funcionais. Cada ganglio contém os corpos celulares de
neurdnios, localizados fora do SNC e associados a nervos, e encontram-se subtipos de
neuronios diferentes. Mas qualquer subtipo de neurénio pode ser encontrado na maioria

dos ganglios ao longo do intestino. (Furness, 2000)

Os plexos nervosos contém alguns neurdnios sensitivos que recebem
informacBes de terminacfes nervosas proximas da camada epitelial e na camada do
masculo liso em relagcdo a composicdo do conteddo intestinal (quimiorreceptores) e ao
grau de expanséo da parede intestinal (mecanorreceptores), respectivamente. As outras
células nervosas sdo efectoras (motoras) e inervam as camadas musculares e as células
secretoras de hormonas. (Esquema 1) Os interneurénios formam uma rede de
comunicacao e de integragdo da informag&o entre 0s neuronios sensitivos e 0s neuronios
motores. A inervacdo intrinseca formada por estes plexos €é responsavel pelas
contraccgdes intestinais que ocorrem na auséncia total de inervacdo extrinseca (SNA).
(Costa et al., 2000; Furness, 2000)
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Esquema 1. Inervagdo no tubo digestivo. O simbolo M representa o final da via aferente e as

setas mostram a direccdo da transmissdo neural. Adaptado de Goyal & Hirano (1996).

Para além disso, existem os neuronios nitrérgicos (isto &, libertam éxido nitrico-
NO), constituem cerca de 40% dos neurdnios presentes no plexo mioentérico. Como
ndo libertam neurotransmissores classicos, como noradrenalina ou acetilcolina, séo
designados por neurénios NANC (NonAdrenergic NonCholinergic).

Os neurotransmissores envolvidos neste sistema incluem a acetilcolina, as
aminas norepinefrina e somatostatina, 0 aminoacido GABA (acido gama
aminobutirico), a purina ATP (adenosina trifosfato), os gases NO (6xido nitrico) e CO,
(diéxido de carbono), bem como outros peptidios e polipeptidios (endotelina-2,
neuropeptideo Y, substancia P, VIP - Peptideo Intestinal Vasoactivo). O oxido nitrico
(NO) é um importante neurotransmissor que medeia o relaxamento do musculo liso no
tubo digestivo. (Ganong, 2006)

Os neurdnios motores sdo tanto excitatorios ou inibitorios. Os neurénios motores
excitatorios utilizam a acetilcolina e a substancia P como neurotransmissores principais,
enguanto 0s neurdénios motores inibitérios contétm o VIP e o NO. Os neurdnios

aferentes priméarios sdo colinérgicos, portanto, utilizam a acetilcolina como



neurotransmissor, e podem conter subgrupos de substancia P. A descri¢cdo dos varios

grupos de interneurénios baseia-se no neurotransmissor principal. (Furness, 2000)

e Reflexo esfincter anal interno

E mediado pelo SNE local na parede do recto. Quando as fezes chegam ao recto,
provocam a sua distensdo e desencadeiam sinais aferentes pelo plexo mioentérico para
iniciar ondas peristalticas no colon descendente e sigmoide e no recto, forcando as fezes
na direcgdo anal. A medida que as ondas peristalticas se aproximam do anus, o esfincter
anal interno relaxa-se por impulsos inibitorios provenientes do plexo mioentérico, e se 0
esfincter anal externo estiver relaxado, ocorre a defecacédo. (reflexo inibidor recto-anal).
(Kenny et al., 2010)

- Sistema Nervoso Auténomo

Embora o SNE funcione de modo independente, também é controlado de forma
muito intensa, pelo sistema parassimpético e pelo sistema simpéatico, componentes do

sistema nervoso Autonomo (SNA).

O sistema parassimpatico é inervado principalmente pelo nervo vago e também
pelos nervos sagrados, cujos neurdnios pré-ganglionares consistem em cerca de 200
eferentes vagais, além de outros eferentes dos nervos sagrados. Em geral, terminam em
células nervosas colinérgicas (libertam acetilcolina) dos plexos submucosos e
mioentéricos, cuja accao estimula a actividade digestiva (secrecdo e motilidade). (Figura
2) (Porth & Matfin, 2009)

A inervacdo simpatica, constituida somente por neurdénios pds-ganglionares
(muitas terminam em neuronios colinérgicos pds-ganglionares), decorre entre 0s nervos
com ligacdo a medula espinal (cadeia ganglionar toracica) e os ganglios pré-vertebrais
(celiacos, mesentericos superiores e inferiores). O seu efeito inibitorio (apos libertar
norepinefrina) consiste em bloquear a libertacdo de acetilcolina, e desse modo, impedir
a secrecdo gastrointestinal, a motilidade e a contrac¢do dos esfincteres gastrointestinais
e dos vasos sanguineos. Algumas fibras nervosas simpaticas terminam directamente nas
células musculares lisas. (Figura 2) O seu controle ¢ mediado pela actividade nos plexos
intramurais. Deste modo, 0 SNA exerce um controlo, dito extrinseco sobre o SNE.
(Ganong, 2006; Lomax et al., 2010)
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Figura 2. Representacdo esquematica do controlo neuronal da motricidade da parede intestinal,
com ilustragdo dos plexos nervosos entéricos (a preto), das fibras nervosas parassimpéticas e simpaticas

(a vermelho). Os neurdnios sensitivos transmitem a informacdo do epitélio/parede intestinal para os

plexos intramurais, e de seguida, para os ganglios e para a medula espinhal. Adaptado de Textbook of
Physiology - Guyton 11th edition.
Além disso, as fibras nervosas dos ramos simpaticos e parassimpaticos fazem

sinapse com 0s neurénios de ambos os plexos entéricos. E deste modo, o0 SNC pode
influenciar a motilidade e a actividade secretora das vias gastrointestinais.

d) Tipos de movimentos

O ritmo das contraccGes musculares é estabelecido pela frequéncia das ondas

lentas. A intensidade pode ser alterada pela influéncia das hormonas, do SNE e da

inervacdo autbnoma; a actividade parassimpatica aumenta a forca de contraccdo
muscular, enquanto a estimulagdo simpatica diminui.

Existem dois tipos de movimentos no tubo digestivo: o peristaltismo e a
segmentacdo. (Figura 3)
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Figura 3. Representagdo ilustrativa das ondas peristalticas e das ondas de segmentagéo.

e Peristaltismo

O peristaltismo € uma resposta reflexa desencadeada pela distensdo da parede
digestiva com contedo intestinal, que provoca uma contrac¢do circular atras do
estimulo e uma &rea de relaxamento a sua frente. A onda de contrac¢do propaga-se na
direccdo orocaudal, movendo o conteddo luminal no sentido distal (do intestino delgado
para o célon), numa velocidade que varia de 2 a 25 cm/seg. (Figura 3) (Porth & Matfin,
2009)

O peristaltismo fornece um excelente exemplo da actividade integrada do SNE.
A distensdo intestinal local liberta serotonina, que activa 0s neurdnios sensitivos, 0s
quais activam o plexo mioentérico. Os neuronios colinérgicos que seguem na direc¢do
retrégrada nesse plexo activam os neurdnios que libertam a substancia P e a acetilcolina,
induzindo a contraccdo do musculo liso. Ao mesmo tempo, 0s neurdnios colinérgicos
que seguem numa direccao anterograda activam os neurdnios que secretam NO, ATP e
VIP, provocando relaxamento a frente do estimulo. A contracgdo sequencial ocorre na

subcamada muscular lisa circular. (Ganong, 2006)

Os impulsos nervosos autonomos podem aumentar ou diminuir a actividade

peristaltica.
e Segmentagao

As contraccOes segmentares sdo contraccdes anulares que surgem a
intervalos bastante regulares ao longo do tubo digestivo, que a seguir desaparecem,
sendo substituidas por outro grupo de contrac¢des anulares nos segmentos posteriores.
(Ganong, 2006) Produzem divisdo e subdivisdo continuas do conteudo intestinal, uma

contraccdo e um relaxamento estacionarios ritmicos dos segmentos intestinais,
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misturando profundamente o quimo no limen e colocando-o0 em contacto com a mucosa

intestinal, onde ocorre a absorcéo. (Figura 3) (Wood, 2008)

Este movimento tem como base o aumento da contrac¢do da subcamada
muscular lisa circular, gerado pela actividade eléctrica das CIC. A intensidade da
segmentacdo pode ser alterada pela influéncia das hormonas, do SNE e dos nervos

autonomos. (Widmaier et al., 2006)

e) Embriologia

1) Anélise genética/molecular

Durante a migracdo, as células progenitoras do SNE ou células da crista neural
pré - entéricas (PENCCs) expressam varios marcadores da crista neural, incluindo o
factor de transcricdo Sox10, e de seguida, o regulador transcripcional Phox2b e o
receptor tirosina cinase RET. (EMBRIOLOGIA - Figura 1) Ao invadirem o
mesénguima do intestino primitivo, denominam-se células da crista neural entéricas
(ENCCs). A partir dai, as ENCCs Sox10+ RET + iniciam uma migracdo rostrocaudal
organizada, que culmina na colonizagédo uniforme de todo o tubo digestivo. (Laranjeira
& Pachnis, 2009)

Para o intestino primitivo tornar-se funcional, precisa proliferar, diferenciar em
varios tipos de neurdnios e tornar-se activo. Varios genes e moléculas sdo criticos no
desenvolvimento do SNE, e estdo envolvidos no processo da migracdo e da
diferenciacdo neuronal. (Tabela 1) (Burzynski et al., 2009, Laranjeira & Pachnis, 2009)
Todos eles sdo importantes na interaccdo e na conexdo celular durante a migragédo
direccional.(Anderson et al., 2006; Burns et al., 2009; Schafer et al., 2009)



Interpretacéo clinica da histopatologia nas Neuropatias Congénitas Intestinais

Tabela 1. Genes mais envolvidos no desenvolvimento do sistema nervoso entérico.

Localizacdo cromossomica

humana

Fendtipo do SNE em ratos cujo gene

homozigoto € inactivado

Auséncia de neurdnios no intestino delgado

RET 10g11.2 )
e no colon
Auséncia de neurdnios no intestino delgado
GDNF 5p12-13.1 )
e no colon
Auséncia de neurdnios no intestino delgado
GFRal 10925 ]
e no célon
ETs 13922 Auséncia de neuroénios no colon distal
ET-3 20913.2-13.3 Auséncia de neuronios no colon distal
Phox2b 4pl12 Auséncia de neurénios no tubo digestivo
SOX10 22913 Auséncia de neurénios no tubo digestivo
Auséncia de neurénios no intestino delgado
PAX3 2937 )
e no colon
HASH1(Mash1) 12 Auséncia de neurdnios desde o esdfago
IHH o o ) )
] Auséncia de neurdnios no intestino delgado
(Indian 2q33—q35 ]
e no colon
hedgehog)
SHH Corpos celulares dos neurénios ectopicos na
) 7936
(Sonic hedghog) mucosa
Hiperplasia no colon e hipoplasia no
HOX11L1 2p13.1

intestino delgado

Adaptado de Newgreen & Young, 2002.

O receptor tirosina cinase RET, o co-receptor GFRal e o ligante GDNF s&o 0s

reguladores criticos no desenvolvimento do SNE. (Laranjeira & Pachnis, 2009)

iy GDNF

O factor neurotrofico derivado da linhagem glial (GDNF) é expresso pelo

mesénquima intestinal; € uma molécula quimioatractiva, ao induzir e promover a

migracdo rostrocaudal das células vagais NCCs ao longo do tubo digestivo. (Anderson

et al, 2006) Também actua como mitogénio, pois estimula a proliferacdo das células da
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crista neural, a diferenciacdo neuronal e o crescimento de dendrites. Esta descrito que o
GDNF é o ligante principal do receptor RET. Nos ratos portadores da mutacdo
homozigota nula em GDNF, verifica-se a auséncia dos sistemas entérico e renal,
confirmando o papel crucial desta molécula no desenvolvimento do SNE. (Newgreen &
Young, 2002; Paran et al., 2006)

No entanto, a sinalizacdo deste factor tréfico pode regular o nimero de subtipos
de neurbnios entéricos e alterar a proporcdo de neurdnios nos plexos
submucoso/mioentérico, pela alteracdo da proliferacdo celular. (Wang et al., 2010) Por
isso, varias transformacfes na estrutura e na funcdo do SNE, sdo influenciadas pela
modificacdo da localizagéo, timing e intensidade da sinalizagdo do GDNF. Deste modo,
podem contribuir para os distarbios da motilidade intestinal.

A sinalizagdo através do receptor RET requer co-receptores da familia GFRa
(receptor a da familia do GDNF), que séo glicosilinositolfosfatos ancorados a superficie
da membrana celular nas células derivadas da crista neural, que expressam o receptor
RET. Os quatro ligantes GDNF -related conhecidos s&o o GDNF, o artemine, o
neurturine e a persifina. Cada um tem o seu co-receptor preferido. Tanto o GDNF como
0s outros ligantes ligam-se primeiro ao co-receptor da familia GFRa apropriado, e este
complexo, liga-se ao receptor RET e estimula a sua autofosforilagéo, ou em alternativa,
os GFRas formam primeiro um complexo com o receptor RET, que actua como o sitio

de ligacdo para o GDNF ou os ligantes — related. (Newgreen & Young, 2002)
i) RET

O gene RET € um proto-oncogene que codifica um receptor tirosina-cinase,
presente na superficie celular, que regula os fendémenos de crescimento e diferenciacao
celular. O receptor tirosina-cinase RET € uma proteina transmembranar composta por
uma porcdo extracelular, onde estdo presentes quatro regides de ades@o celular
dependentes de Ca®* - dominio caderina - e uma regido rica em cisteina, localizada na

porcao justa-membranar — dominio cisteina. (Laranjeira & Pachnis, 2009)

E expresso pelas células vagais e do tronco NCC. A sua activagdo pelo
complexo GFRal/GDNF ¢ crucial para a sobrevivéncia, prolifera¢do e diferenciagao

das células da crista neural durante os primeiros estadios do desenvolvimento do SNE.
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(Taraviras et al., 1999) Também fornece suporte trofico para 0s neurdnios

maduros/diferenciados. (Gariepy, 2001)

Uma série de estudos, utilizando o rato como modelo experimental, comecou a
esclarecer os mecanismos pelos quais o0 RET regula o desenvolvimento do ENS. Na sua
auséncia, a maioria das ENCCs sofre morte celular por apoptose, conduzindo a
eliminacdo quase completa das células precursoras do ENS de todo o tubo digestivo.
(Laranjeira & Pachnis, 2009)

Um aumento substancial no nimero de ENCCs é fundamental para a formacéo
normal do ENS e qualquer falha num periodo de desenvolvimento relativamente curto,
ird restringir a fonte de células progenitoras para a geracdo dos neurénios ou das células
gliais. Mas a proliferacdo das ENCCs parece também desempenhar um papel activo na
formacdo dos plexos entéricos. (Laranjeira & Pachnis, 2009) Através de modelos
matematicos, previu-se que a invasdo direccional das células da crista neural e a
colonizacdo uniforme da parede intestinal sdo principalmente, impulsionadas pela
proliferacdo celular. (Landman et al., 2007) Barlow et al. (2008) indicaram que é
necessario um numero minimo de ENCCs para a colonizacdo do tubo digestivo. Logo, o
tamanho da populacdo ENCC pode afectar a sua capacidade de progresséo
orodistal.(Gershon, 2010)

Assim, se 0 pool de células progenitoras é diminuto, a expressdo do gene RET é
deficiente para colonizar todo o intestino primitivo, e por esse motivo, Delalande et al.
(2008) sugeriram que os niveis de expressdo diferencial do receptor RET nas células
vagais e sagradas NCC tém um papel critico na proliferacdo celular, isto é, as células
vagais apresentam maior expressao do gene RET do que as células sagradas, e por isso,
sdo mais eficientes em colonizar o intestino. Mas caso se aumente a expressao do gene
RET nas células sagradas, o seu potencial de coloniza¢do aumenta. Para além deste, as

ceélulas sagradas também expressam o gene Sox10 e o gene EDNRB. (Gershon, 2010)

O papel da morte celular por apoptose na crista neural vagal é impreciso, mas
podera contribuir para a regulacdo do tamanho das ENCCs, e por sua vez, determinar o
numero final de neuronios entéricos no pos-natal (Enomoto, 2009). O efeito pro-
apoptdtico do receptor RET podera fornecer a explicagdo para a morte neuronal no
intestino primitivo posterior (hindgut), verificado em ratos no qual o co-receptor GFRal

foi ablacionado na fase final da gestacdo. (Laranjeira & Pachnis, 2009)
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Embora o EdnrB e 0 Sox10 co-operem com o receptor RET e reforcem a sua
actividade, estudos recentes levantam a possibilidade de que reguladores negativos da
actividade do receptor RET também possam estar envolvidos na formacdo e na
organizacédo funcional do ENS. (Esquema 2) (Laranjeira & Pachnis, 2009)

Mash1

\ 4
Pax3 Phox2a Phox2b

v
SOX10 —» Ret TH DBH

Esquema 2. InteraccOes entre os factores transcripcionais Mashl, Phox2a, Phox2b, Pax3 e Sox10
com o receptor Ret e as enzimas de sintese de catecolaminas, tirosina hidroxilase (TH) ¢ a dopamina 3
hidroxilase (DBH). A expressdo do receptor Ret é regulada de modo positivo, directa ou indirectamente,

pelos factores transcripcionais descritos. Adaptado de Newgreen & Young, 2002.
iii) Endotelinas

As endotelinas (EDN1, EDN2 e EDN3) sdo mensageiros locais intercelulares
que actuam através de receptores da superficie celular, EDNRA ou ETA e EDNRB ou
ETg. O principal ligando do ETg é a EDN3, visto que é a Unica endotelina produzida
pelas células do mesénquima no intestino primitivo. (Newgreen & Young, 2002) As
endotelinas sdo formadas como pré-peptideos inactivos, que apds a clivagem pela
enzima de conversdo de endotelinas (ECE), produz as endotelinas biologicamente
activas. Os genes que as expressam séo o ecel e o ece2. (Gariepy, 2001)

O complexo EDN3-ETg executa fungdes na migracdo e no desenvolvimento do
SNE. Estudos recentes indicam que a ET-3 age sobre as células da linhagem da crista
neural, para evitar ou retardar a diferenciagdo neuronal. (Newgreen & Young, 2002). Na
auséncia de sinalizacdo através desta via, 0s neurdnios diferenciam-se muito cedo. O
resultado é um défice de células progenitoras para a migragdo e proliferacdo, para
concluséo da colonizagdo do intestino primitivo distal. Isso explicaria a auséncia de
neurdénios no intestino posterior distal em ratos ou em humanos com mutagdes nos

genes que codificam tanto o ETB ou a EDN-3. (Newgreen & Young, 2002) Esta teoria é
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consistente com experiéncias em ratos, cujo gene EDN3 ou EDNRB sao inexpressos,
que exibem aganglionose do cdlon. (Paran et al., 2006)

Deste modo, a auséncia de sinalizagcdo do EDNRB pelas ENCCs para colonizar a
regido pericecal conduz a defices, que vao desde a aganglionose distal do colon até a

aganglionose total do colon/distal ao ileo. (Gariepy, 2001)

iv) Sinais hedgehog

Os membros da familia hedgehog s&o proteinas que participam em processos
vitais ao desenvolvimento do SNE. Dois membros desta familia foram descritos, o
Indian hedgehog (Ihh) e o Sonic hedgehog (Shh). Ensaios experimentais demonstraram
que ratos Ihh+/- exibiam partes do célon dilatado e ndo dilatado, o que significa que as
ENCCs migram para o intestino, mas ndo conseguem sobreviver e / ou diferenciar na

auséncia de Ihh. (Newgreen & Young, 2002)

Acredita-se que a via de sinalizagdo Shh é importante para a disposic¢do radial
das celulas musculares lisas e dos neurénios no tubo digestivo, de modo que
diferenciem-se apenas nas camadas mais externas. A presenca de neurdnios perto do
[imen intestinal em Shh +/- é compativel com essa hipdtese, embora seja preciso
explicar quais os mecanismos que induzem as células progenitoras a migrar para a

superficie luminal. (Newgreen & Young, 2002)
v) Factores de transcricao

Os factores de transcricdo sdo proteinas que regulam a expressdo de genes
através da ligacdo a elementos de regulacdo do ADN, promovendo ou reprimindo a
transcricdo do gene em si. Os factores de transcricdo muitas vezes, ligam-se a
sequéncias de ADN relativamente inespecificas, mas normalmente, combinam-se com
outros factores de transcricdo para formar um complexo molecular, que tem como alvo

os elementos de regulacéo de genes especificos ou conjuntos especificos de genes.

O gene Phox2b é um factor de transcricdo cujo homeodominio esta envolvido
na neurogénese e regula a expressdo do RET. (Figura 3) (Paran et al., 2006) A sua
expressdao comeca nas células vagais e do tronco NCC a medida que invadem o

mesénquima intestinal e continuam nos plexos submucoso e mioentérico nos adultos.

14



(Gariepy, 2001) Em ratos Phox2b -/-, 0 SNA periférico esta ausente. (Newgreen &
Young, 2002)

O gene SOX10 (na regido Y-box que determina o sexo) ou também conhecido
como gene do megacdlon dominante, é expresso nas células derivadas da crista neural,
contribuindo para a formacdo do sistema nervoso periférico. O seu envolvimento na
constituicdo do SNE foi demonstrado através do rato Dom, um modelo experimental
natural da doenga de Hirschsprung, cuja mutacdo no gene SOX10, exp0s aganglionose
dominante no intestino distal. (Paran et al., 2006)

Varios estudos sugeriram que 0 Sox10 € um factor critico para a manutencéao e a
auto-renovacdo das ENCCs. A reducdo dos seus niveis conduz a uma reducdo no
tamanho do pool de células progenitoras e na diferenciacdo prematura dos neurdénios
entéricos. (Bondurand et al., 2006) A mutacdo em heterozigotia produz um fenétipo
letal em modelos animais. (Gariepy, 2001)

O Pax3 é essencial para o inicio da expressdo do receptor RET pelas ENCCs
(Esquema 2) e por isso, nos ratos Pax3 -/- ndo ha expressdo do receptor RET
distalmente ao estomago. (Newgreen & Young, 2002)

Um estudo sobre o papel in vivo do gene Mash1 mostrou que a sua eliminacéo
evidenciou um atraso temporario na migracdo e na diferenciacdo das primeiras células
da crista neural em neurénios. (Laranjeira & Pachnis, 2009) Indirectamente interpela na
regulacdo do receptor RET, através da molécula Phox2a, e desse modo pertence a
mesma cascata de sinalizacéo do receptor RET. (Esquema 2) O homélogo humano deste
gene, 0 HASH1, é expresso pelos neurdnios precursores simpaticos, pela 62 — 72 semana
de desenvolvimento e pelas células neuroendécrinas fetais no pulméo. E importante no

desenvolvimento do sistema nervoso auténomo. (Newgreen & Young, 2002)

A homebox Hox11L1 ou Ncx é um gene envolvido no desenvolvimento do
sistema nervoso periférico e desempenha funcbes na proliferacdo e na diferenciacdo das
células da crista neural. Nos adultos € expresso nos plexos mioentérico e submucoso no
ileo distal, no cdlon e no recto. (Gariepy, 2001) Os modelos de rato knockout Hox11L1
(ratos homozigotos mutantes) desenvolveram megacélon entre a 3% e a 5% semana de
idade, com hiperplasia do c6lon e hipoplasia do ileo, seguido pela morte de alguns
neuronios. Também é um regulador importante da apoptose pos-natal do SNE.
(Newgreen & Young, 2002; Paran et al., 2006)
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vi) Hand2

A supressdo especifica do gene Hand2 nas células da crista neural conduziu a
uma dramética reducdo da capacidade de diferenciacdo neuronal, mas sem afectar a sua
capacidade de colonizacdo ou de diferenciacdo em células gliais. (Hendershot et al.,
2007) E fortemente sugerido que o Hand2 é solicitado para a diferenciacdo terminal dos

neuronios progenitores em neuronios entéricos maduros.(Laranjeira & Pachnis, 2009)

Recentemente, as proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs) (Faure et al., 2007), o
acido retindico (Sato & Heuckeroth, 2008) e a vitamina A (Fu et al., 2010) tém sido
questionados e estudados no envolvimento da embriogénese e da diferenciagdo do SNE.
(Gershon, 2004)
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