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Resumo  

As doenças inflamatórias intes0nais são condições fisiopatológicas que apresentam elevada 
prevalência na sociedade, e afetam consideravelmente a qualidade de vida dos doentes 1. Perante 
uma inflamação, ocorrem alterações na libertação das purinas juntamente com modificações 
adapta0vas dos recetores purinérgicos que são essenciais para a progressão das reações 
inflamatórias.   

A ace0lcolina (ACh) é o neurotransmissor mais importante no controlo e regulação da mo0lidade 
gastrointes0nal 2. A sua libertação ocorre a par0r de neurónios entéricos e é regulada por recetores 
neuronais específicos. Muitos estudos têm vindo a confirmar o potencial papel de neuroprotecção 
neuronal mediada pelos recetores nicoInicos da ace0lcolina e, mais recentemente, os seus efeitos 
an0-inflamatórios. No entanto, de modo surpreendente, existem escassas informações sobre o 
papel e envolvimento dos recetores nicoInicos nas doenças inflamatórias intes0nais. Saber qual o 
sub0po de recetor envolvido nestes mecanismos de doença é considerado de extrema 
importância, tendo em consideração o seu potencial papel no tratamento das doenças 
inflamatórias intes0nais.   

Neste trabalho propusemo-nos inves0gar o papel e envolvimento dos recetores nicoInicos, com 
principal enfoque na subunidade a3, na modulação da libertação de ace0lcolina na ileíte pós-
inflamatória. Para tal foram realizados estudos de imunolocalização em animais saudáveis e em 
animais com ileíte pós-inflamatória (7 dias após a indução do modelo). Estes estudos demostraram 
que existe uma distribuição heterogénea dos recetores nicoInicos de ace0lcolina com a 
subunidade a3 (nAChR a3) no plexo mioentérico do íleo de ratazana. Pelas imagens ob0das a par0r 
de microscopia confocal observou-se que a imunorrea0vidade para os recetores nicoInicos a3 está 
localizada essencialmente e de um modo geral nos corpos celulares dos neurónios e nos terminais 
nervosos colinérgicos (marcados com o VaChT e com o ChAT), pep0dérgicos (marcados com a SP) 
e nitrérgicos (marcados com a NOS). Para além disso, ainda foi observada uma diminuição 
significa0va da densidade de marcação destes recetores nas amostras provenientes de animais 
com ileíte pós-inflamatória compara0vamente aos animais saudáveis.   

Os resultados apresentados, ainda que preliminares, alargam a compreensão atual da distribuição 
e função dos recetores nicoInicos no plexo mioentérico do íleo de ratazana, e podem ter 
implicações fisiopatológicas nas alterações da mo0lidade intes0nal, consequência das doenças 
inflamatórias intes0nais.  

  

Palavras-chave:  Doenças inflamatórias intes0nais, ileíte pós-inflamatória, plexo mioentérico, 
sinalização purinérgica, recetores nicoInicos, libertação de ace0lcolina  
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Abstract   

Inflammatory bowel diseases are pathophysiological condi0ons that are highly prevalent in society 
and considerably affect pa0ents' quality of life 1. During inflamma0on, changes occur in the release 
of purines along with adap0ve modifica0ons of purinergic receptors, which are essen0al for the 
progression of inflammatory reac0ons.   
  
Acetylcholine (ACh) is the most important neurotransmi^er in the control and regula0on of 
gastrointes0nal mo0lity 2. Its release occurs from enteric neurons and is regulated by specific 
neuronal receptors. Many studies have confirmed the poten0al role of neuronal neuroprotec0on 
mediated by nico0nic acetylcholine receptors and, more recently, their an0-inflammatory effects. 
However, surprisingly, there is li^le informa0on about the role and involvement of nico0nic 
receptors in inflammatory bowel diseases. Knowing the composi0on of the receptor subtype 
involved in these disease mechanisms is considered extremely important, considering its poten0al 
role in the treatment of inflammatory bowel diseases.   
  
In this work, we set out to inves0gate the role and involvement of nico0nic receptors, with focus 
on the a3 subunit, in modula0ng the release of acetylcholine in post-inflammatory ilei0s. To this 
end, immunolocaliza0on studies were carried out in healthy animals and in animals with post-
inflammatory ilei0s (7 days aber model induc0on). These studies demonstrated that there is a 
heterogeneous distribu0on of nico0nic acetylcholine receptors with the a3 subunit (nAChR a3) in 
the myenteric plexus of the rat ileum. From the images obtained from confocal microscopy, it was 
observed that immunoreac0vity for a3 nico0nic receptors is essen0ally located in the cholinergic 
(labelled with VaChT and ChAT), pep0dergic (labelled with SP) and nitrergic (labelled with NOS) cell 
bodies of the myenteric neurons and nerve terminals. Furthermore, a significant decrease in the 
labeling density of these receptors was observed in samples from animals with pos0nflammatory 
ilei0s when compared to healthy animals.   
  
The preliminary results presented here, broaden the current understanding about the distribu0on 
and func0on of nico0nic receptors in the myenteric plexus of the rat ileum, and about the 
pathophysiological implica0ons for changes in intes0nal mo0lity, because of inflammatory bowel 
diseases.  

  

Keywords: Inflammatory bowel disease, post-inflammatory ilei0s, myenteric plexus, purinergic 
signalling, nico0nic receptors, acetylcholine release  
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IFN    Interferão 
IL    Interleucina 
K+     Potássio 
ML    Músculo Longitudinal 
Na+    Sódio 
NaCl    Cloreto de Sódio    
nAChR    Recetores NicoInicos para a Ace0lcolina  
NO    Monóxido de azoto  
NOS    Síntase do Monóxido de Azoto  
NPY    NeuropepIdeo Y  
O2    Oxigénio 
PBS    Solução Salina de Fosfato 
PDGFR-a   Recetor a do Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas 
PLP    Periodato-Lisina-Paraformaldeído 
PM    Plexo Mioentérico 
PM-ML    Plexo Mioentérico – Músculo Longitudinal  
SNA     Sistema Nervoso Autónomo 
SNE     Sistema Nervoso Entérico 
SNC     Sistema Nervoso Central 
SNP     Sistema Nervoso Periférico 
SP    Substância P 
TLR    Recetores do 0po Toll 
TNBS    Ácido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfónico  
TNF    Fator de Necrose Tumoral 
VAChT    Transportador Vesicular da Ace0lcolina 
VIP    Pép0do Intes0nal Vasoa0vo 



v	 	  

 
Índice  
  

AGRADECIMENTOS                                                                                                                                                                                 I 
RESUMO                                                                                                                                                                                                   II 
ABSTRACT                                                                                                                                                                                                III 
LISTA DE ABREVIATURAS                                                                                                                                                                      IV 
LISTA DE TABELAS                                                                                                                                                                                  VII 
LISTA DE FIGURAS                                                                                                                                                                            VIII-IX   

1. INTRODUÇÃO  1  

1.1 SISTEMA NERVOSO ENTÉRICO  1  
1.1.1 ORGANIZAÇÃO DO SNE                                                                                                                                                         1-2   

1.1.1.1 NEURÓNIOS ENTÉRICOS                                                                                                                                                         2            
1.1.1.2 CÉLULAS GLIAIS ENTÉRICAS                                                                                                                                                   3           
1.1.1.3 CÉLULAS INTERSTICIAIS DE CAJAL                                                                                                                                        3           
1.1.1.4 CÉLULAS DO TIPO-FIBROBLASTO                                                                                                                                      3-4           
1.1.1.5 CÉLULAS DO MÚSCULO LISO                                                                                                                                                 4  

1.2 DOENÇAS INFLAMATÓRIAS INTESTINAIS                                                                                                                              4-6  

1.2.1 ILEÍTE PÓS-INFLAMATÓRIA                                                                                                                                                        6      
1.2.2 MODELOS ANIMAIS DE INFLAMAÇÃO INTESTINAL                                                                                                           6-7  

1.3 TRANSMISSÃO COLINÉRGICA                                                                                                                                                       7   

1.3.1 RECETORES NICOTÍNICOS                                                                                                                                                        8-9  

1.3.1.1 RECETORES NICOTÍNICOS a3                                                                                                                                              9                           
1.4 SINALIZAÇÃO PURINÉRGICA                                                                                                                                                   9-10  

1.5 OBJETIVOS PRINCIPAIS DO ESTUDO  10-11  

2. MÉTODOS E MATERIAIS  12  

2.1 ANIMAIS                                                                                                                                                                                         12  

2.1.1 DECLARAÇÃO ÉTICA PARA O CUIDADO E USO DOS ANIMAIS                                                                                            12      
2.1.2 INFLAMAÇÃO INTESTINAL INDUZIDA POR TNBS                                                                                                                  12  

2.2 ISOLAMENTO DO PLEXO MIOENTÉRICO-MÚSCULO LONGITUDINAL (PM-ML) DO ÍLEO DE RATAZANA             12-13  

2.3 PROTOCOLO DE IMUNOFLUORESCÊNCIA POR MICROSCOPIA CONFOCAL                                                                       13  

2.3.1 FIXAÇÃO                                                                                                                                                                                       13     
2.3.2 BLOQUEIO E PERMEABILIZAÇÃO                                                                                                                                             14     
2.3.3 INCUBAÇÃO COM OS ANTICORPOS PRIMÁRIOS E SECUNDÁRIOS                                                                                    14  

2.4 APRESENTAÇÃO DE DADOS E ANÁLISE ESTATÍSTICA                                                                                                       15-16  

3.  RESULTADOS E DISCUSSÃO  17  

3.1 RESULTADOS  



 	 vi
	  

3.1.1 OS RECETORES NICOTÍNICOS DE ACETILCOLINA COM A SUBUNIDADE a3 ESTÃO LOCALIZADOS 
PREDOMINANTEMENTE EM TERMINAIS NERVOSOS E NOS CORPOS CELULARES DOS NEURÓNIOS GANGLIONARES  
MIOENTÉRICOS                                                                                                                                                                                      17                                     

3.1.2 A DENSIDADE DE MARCAÇÃO DOS RECETORES NICOTÍNICOS DE ACETILCOLINA COM A SUBUNIDADE a3 

ENCONTRA-SE DIMINUÍDA NO PLEXO MIOENTÉRICO DAS RATAZANAS COM ILEÍTE PÓS-INFLAMATÓRIA: AUSÊNCIA DE  

COLOCALIZAÇÃO COM MARCADORES MACROFÁGICOS                                                                                                                 19                                    

 3.1.3 DISTRIBUIÇÃO HETEROGÉNEA DOS RECETORES NICOTÍNICOS DE ACETILCOLINA COM A SUBUNIDADE a3 NOS  
VÁRIOS GRUPOS NEURONAIS DO PLEXO MIOENTÉRICO DO ÍLEO DE RATAZANA                                                                      22  

3.2 DISCUSSÃO                                                                                                                                                                                     24  
4.  CONCLUSÃO  27  

5.  REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS  28-30  

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



vii	 	  

Lista de Tabelas  

Tabela I - An0corpos primários e secundários usados nos protocolos de imunohistoquímica  
realizados.                                15  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 



 	 viii
	  

Lista de Figuras  

Figura 1 - Representação esquemá0ca do sistema nervoso entérico, com principal enfoque nas 
camadas da parede do trato GI e nos plexos entéricos - o plexo mioentérico e o submucoso. Ambos 
os plexos são formados por uma rede complexa de neurónios entéricos, células gliais, células 
inters0ciais de Cajal e células do 0po-fibroblasto. O plexo mioentérico encontra-se entre a camada 
muscular circular interna e a longitudinal externa, compostas, essencialmente por células do 
músculo liso. Imagem criada a par0r do Biorender.com.                                                                          2                              

Figura 2 - Representação esquemá0ca da síntese de ace0lcolina (ACh) nos terminais nervosos 
colinérgicos. A ACh é sinte0zada a par0r do ace0l-CoA e da colina no citoplasma dos neurónios 
colinérgicos, pela enzima ChAT (colina ace0ltransferase), sendo o ace0l-CoA fornecido pelas 
mitocôndrias. Por sua vez, o VAChT (transportador vesicular da ace0lcolina) é responsável pelo 
armazenamento de ACh dentro das vesículas sináp0cas a par0r do citosol, e após a despolarização, 
o neurotransmissor é libertado por um fenómeno designado de exocitose diretamente para a fenda 
sináp0ca, onde se liga, posteriormente, aos seus recetores: os recetores muscarínicos e os  
nicoInicos. Imagem criada a par0r do Biorender.com.            8  

Figura 3 - Marcação dos recetores nACh α3. Imagens de microscopia confocal ob0das a par0r de 
preparações de PM-ML do íleo de ratazana saudável (CTR). A imunorreac0vidade para os recetores 
nACh α3 (verde) está presente nos corpos celulares dos neurónios ganglionares mioentéricos 
(Plano Ganglionar) e nas varicosidades nervosas (Plano neuromuscular).                                             17  

Figura 4 - Marcação dupla dos recetores nACh α3 e do GFAP. Imagens de microscopia confocal 
ob0das a par0r de preparações de PM-ML do íleo de ratazana saudável (CTR). A imagem 
corresponde à projecção de imagens de marcação dupla para os receptores nACh α3 (verde) e para 
o GFAP (vermelho), captadas a nível ganglionar mioentérico; a existência de co-localização deveria  
aparecer a amarelo.                                            18  

Figura 5 - (A) Marcação dos recetores nACh α3 em tecidos controlo e TNBS. Imagens de microscopia 
confocal ob0das a par0r de preparações de PM-ML de íleo de ratazana, a imagem (I) corresponde 
ao controlo e a imagem (II) ao tecido TNBS. (B) O gráfico de barras representa a média ± SD da 
fluorescência total corrigida da criossecção (CTCF) da marcação com os recetores nACh α3 ao nível 
do gânglio e da região neuromuscular.                                                                                                       19  

Figura 6 - Marcação dupla dos recetores nACh α3 com os marcadores de células inflamatórias, o 
CD68 e o CD206. Imagens de microscopia confocal ob0das a par0r de preparações de PM-ML do 
íleo de ratazana. A imunorreac0vidade para os recetores nACh α3 (verde) não co-localiza com 
nenhum dos marcadores macrofágicos, M1 e M2, individualmente (CD68 e CD206, vermelho). A 
existência de co-localização deveria aparecer a amarelo.                                                                      21  

Figura 7 - Marcação dupla dos recetores nACh α3 com o VAChT, com o ChAT e com a SP. Imagens 
de microscopia confocal ob0das a par0r de preparações de PM-ML do íleo de ratazana. A existência 
de co-localização deveria aparecer a amarelo.                                                                                          22  



ix	 	  

Figura 8 - Marcação dupla dos recetores nACh α3 com o síntase do monóxido de azoto (nNOS). 
Imagens de microscopia confocal ob0das a par0r de preparações de PM-ML do íleo de ratazana. A 
existência de co-localização deveria aparecer a amarelo.                                                                                          23 





 

1. Introdução  

1.1. Sistema Nervoso Entérico (SNE)  

O sistema gastrointes0nal engloba o trato gastrointes0nal (GI) e seus órgãos adjacentes, e tem 
como principais funções a ingestão e digestão alimentar, a absorção de nutrientes, a secreção 
de água e de enzimas e a excreção de produtos resultantes do metabolismo 3. O sistema 
nervoso entérico (SNE) é a unidade mais complexa do sistema nervoso periférico e encontra-
se localizado nas paredes do trato GI, desde o esófago até ao ânus. Este é considerado a 
terceira divisão do sistema nervoso autónomo (SNA), para além do sistema nervoso simpá0co 
e parassimpá0co 4 . O SNE é formado por uma extensa rede neuronal, que pode funcionar de 
modo independente do sistema nervoso central (SNC), e cuja complexidade é equivalente à 
da medula espinhal, sendo por isso conhecido como “segundo cérebro” 5.    

1.1.1 Organização do SNE  

O SNE encontra-se organizado numa complexa rede nervosa, distribuída em dois plexos 
nervosos principais: (1) um plexo externo, denominado de plexo mioentérico (ou de 
Auerbach), que inerva predominantemente as camadas musculares que o compõem, 
designadamente a muscularis externa, o músculo circular interno e o músculo longitudinal 
externo 5, e (2) de um plexo interno, localizado na região da submucosa, denominado de plexo 
submucoso (ou de Meissner) (Figura 1). No âmbito da realização deste projeto, este estudo irá 
incidir apenas sobre um destes plexos, o plexo mioentérico. O plexo mioentérico é responsável 
pelo peristal0smo do trato GI, embora possa atuar independentemente do sistema nervoso 
central (SNC), este recebe inervação do SNA, criando uma ligação entre o SNE e o SNC. A 
inervação deste plexo é feita, essencialmente, pelas fibras eferentes do nervo vago com origem 
no núcleo motor dorsal 6. Existe também uma a0vação intrínseca colinérgica, que facilita o 
peristal0smo. O controlo dos sinais nervosos é mediado por vários neurotransmissores, que 
podem levar tanto ao relaxamento como à contração do músculo liso. Consequentemente, os 
padrões de movimento específicos que são o resultado deste processo, dão origem ao 
peristal0smo capaz de promover a mistura e a progressão do conteúdo da boca até ao ânus 5.   

O plexo mioentérico é formado por uma extensa rede neuronal que se estende ao longo de 
todo o trato GI, que é suportada na sua função de controlar a a0vidade muscular, glandular e 
vascular, pelas células entéricas gliais e pelas células inters0ciais de Cajal (ICCs). Os neurónios 
que compõem esta rede estão distribuídos em gânglios, enquanto as células gliais entéricas e 
as ICCs podem encontrar-se também fora destes, nomeadamente, na mucosa e junto aos 
nervos na camada de músculo liso 5.   
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Figura 1: Representação esquemá8ca do sistema nervoso entérico, com principal enfoque nas camadas 
da parede do trato GI e nos plexos entéricos - o plexo mioentérico e o submucoso. Ambos os plexos são 
formados por uma rede complexa de neurónios entéricos, células gliais, células inters8ciais de Cajal e 
células do 8po-fibroblasto. O plexo mioentérico encontra-se entre a camada muscular circular interna e 
a longitudinal externa, compostas, essencialmente por células do músculo liso. Imagem criada a par8r 
do Biorender.com.  

 

1.1.1.1 Neurónios Entéricos  

Os neurónios entéricos regulam e controlam uma diversidade de funções do trato GI. A maioria 
dos neurónios entéricos encontra-se nos gânglios mioentéricos, entre a camada muscular 
circular e longitudinal. Existem diferentes sub0pos de neurónios entéricos baseados na sua 
função, morfologia, no seu código neuroquímico e nas suas propriedades elétricas 7. Até à 
data, foram iden0ficados cerca de 20 0pos de neurónios no SNE, sendo que destes apenas 14 
foram considerados funcionalmente relevantes. De acordo com a sua morfologia, estes 
neurónios foram discriminados como neurónios Dogiel 0po (I-VII).  A maior parte dos 
neurónios entéricos incluem-se nas categorias Dogiel 0po I, II ou III.  De acordo com a sua 
função, estes neurónios podem ainda ser classificados como sensi0vos, motores excitatórios 
ou inibitórios, interneurónios e secretomotores/vasodilatadores 8.   Os neurónios motores são 
imunorrea0vos à colina ace0ltransferase (ChAT), a enzima responsável pela síntese de 
ace0lcolina, e à substância P (SP) 8.  Neste sen0do, os neurónios motores excitatórios são 
responsáveis pela libertação de neurotransmissores como a ace0lcolina (ACh) e pela libertação 
de neuromoduladores como as taquicininas (SP e neuroquinina A). Por outro lado, os 
neurónios motores inibitórios libertam substâncias como o monóxido de azoto (NO), pép0do 
intes0nal vasoa0vo (VIP), ATP, GABA, neuropép0do Y (NPY) e o monóxido de carbono  
(CO) 9.   
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1.1.1.2 Células Gliais Entéricas  

As células gliais entéricas são células não-neuronais presentes nos plexos mioentérico e 
submucoso com origem na crista neural, e que apresentam um elevado nível de plas0cidade. 
10 As células gliais entéricas encontram-se localizadas ao longo de todo o trato GI e em todas 
as camadas deste, e encontram-se em contacto muito próximo com as células neuronais, 
dentro dos gânglios, nos filamentos de fibras interganglionares e nas fibras nervosas 
intramusculares. Estas células, por sua vez, podem ser subdivididas em 4 populações dis0ntas: 
(1) as protoplasmá0cas, em forma de estrela, sendo designadas do 0po I e que estão 
associadas tanto ao plexo mioentérico como ao submucoso; (2) as alongadas, do 0po II que 
rodeiam as fibras nervosas; (3) as mul0polares, do 0po III associadas à mucosa e, por úl0mo, 
(4) as bipolares, do 0po IV, associadas às fibras nervosas nas camadas do músculo liso 10. Estas 
células possuem uma caracterís0ca única que é a abundância de uma proteína glial fibrilar 
ácida (GFAP), presente no seu citoplasma, resultante do facto de possuírem filamentos 
intermédios de 10 nm em quan0dades abundantes 4. Para além do GFAP, expressam outra 
proteína, o S100b (uma proteína de ligação ao cálcio) que pode funcionar igualmente como 
um bom marcador deste 0po de células 2.    

1.1.1.3 Células IntersYciais de Cajal (ICCs)  

As ICCs são células de origem mesenquimal conhecidas como as células marca-passo 
(pacemaker) do trato GI 2,4.  Estas apresentam funções que diferem consoante o seu sub0po. 
As ICCs que se encontram localizadas no plexo mioentérico atuam como uma espécie de 
pacemaker da mo0lidade gastrointes0nal. Estas células demonstram uma a0vidade elétrica 
espontânea e rítmica, que se propaga ao músculo liso, promovendo contração ou relaxamento 
das células da musculatura lisa. A descoberta mais importante neste campo foi a expressão do 
recetor 0rosina quinase (c-Kit) na super�cie destas células 11. Estas células podem ainda ser 
dis0nguidas de outras células de origem mesenquimatosa, por expressarem grandes 
quan0dades de anoctamina 1 (Ano-1 ou Tmem16A) 12. Estas células têm um corpo fusiforme 
e alongado, e localizam-se nas junções dos neurónios motores e nas células do músculo liso 4. 
O seu papel nas doenças inflamatórias intes0nais tem sido amplamente descrito, visto haver 
uma diminuição significa0va destas células nessas circunstâncias 2.   

1.1.1.4 Células do Tipo-Fibroblasto (FLCs)  

As Células do 0po-Fibroblasto (FLCs) são células igualmente de origem mesenquimal, sendo 
consideradas também um 0po de células inters0ciais, que se encontram distribuídas ao longo 
do músculo liso, entre as camadas musculares circulares e longitudinais. Estas células 
encontram-se na proximidade dos terminais dos neurónios motores, o que pode sugerir que 
tenham algum papel no desencadear de respostas neurais que controlam os movimentos 
gastrointes0nais. Apesar da sua similaridade a nível morfológico, estas células apresentam 
caracterís0cas dis0ntas das ICCs. Sabe-se que não apresentam uma lâmina basal, mas formam 
junções comunicantes com as células do músculo liso circular e longitudinal. Por microscopia, 
o CD34 ou a proteína de adesão celular sialomucina tem sido u0lizada para dis0nguir estas 
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células das ICCs. As FLCs também podem ainda ser dis0nguidas, pela expressão do canal de 
potássio, SK3, ou pela expressão de PDGFR-α 13.   

1.1.1.5 Células do Músculo Liso   

O músculo liso na parede gastrointes0nal produz contrações tónicas reguladas pelas 
propriedades intrínsecas mecânicas e elétricas da sua musculatura. O músculo liso é 
responsável pela contra0lidade de órgãos ocos como o trato GI, mas também da vesícula biliar, 
da bexiga e do útero. As contrações do músculo liso são mais lentas compara0vamente às do 
músculo esquelé0co, sendo, no entanto, mais sustentadas. A principal função do músculo liso 
no trato GI é a mistura e a propulsão dos conteúdos intraluminais de forma a permi0r uma 
digestão alimentar eficiente, seguida de uma absorção de nutrientes e evacuação de resíduos. 
As células musculares são cons0tuídas em cerca de 80% por corpos densos e filamentos 
contráteis. Existem três 0pos de filamentos observados nas células musculares, os filamentos 
finos de ac0na, os filamentos grossos de miosina e os filamentos intermédios. É a par0r da 
hidrólise do ATP que ocorre a contração do músculo liso, ao gerar força e ao induzir um 
encurtamento destes filamentos 14.   

1.2 Doenças Inflamatórias IntesYnais   

As doenças inflamatórias intes0nais são condições fisiopatológicas inflamatórias que afetam, 
predominantemente, o intes0no delgado e o cólon. Os 0pos mais comuns são a Colite Ulcerosa 
e a Doença de Crohn. Por se tratarem de patologias que apresentam, atualmente, uma elevada 
prevalência que afeta consideravelmente a qualidade de vida dos doentes 1, é importante 
descobrir potenciais alvos terapêu0cos e, por consequência, métodos de tratamento eficazes.   

A Colite Ulcerosa afeta apenas parte ou o cólon inteiro, num padrão conInuo 15, conduzindo a 
inflamação e ao desenvolvimento de úlceras na camada superior que reveste o cólon.  Os 
achados endoscópicos da Colite Ulcerosa incluem uma inflamação crónica conInua com 
eritema, perda do padrão de vascularização, granularidade, erosões, ulcerações, friabilidade e 
hemorragia. A extensão da Colite ulcerosa varia e pode ser descrita de acordo com a 
classificação de Montreal: E1 ou proc0te – a extensão é distal à junção retossigmoideia, E2 ou 
colite distal ou colite esquerda – estende-se desde o sigmóide até ao ângulo esplénico, E3 ou 
pancolite ou colite extensa – estende-se para além do ângulo esplénico 16.  

Em relação à Doença de Crohn, contrariamente à Colite Ulcerosa, qualquer área do trato GI 
pode ser afetada, desde a boca até ao ânus, exibindo um padrão desconInuo e em “pedrade-
calçada” 15. Os achados endoscópicos da Doença de Crohn incluem uma inflamação transmural 
granulomatosa, com um padrão de distribuição desconInuo, �stulas, abcessos, úlceras, 
fibrose (estenose), úlceras abóides ou agregados linfóides 17.  Na Doença de Crohn todas as 
camadas do trato GI são afetadas, alternando com trato GI saudável entre secções do 
segmento afetado 15,17. Quando há uma inflamação, há uma quebra na barreira intes0nal, uma 
secreção anormal, alterações no padrão de mo0lidade e sensação visceral que contribui para 
os sintomas. As alterações da função que acompanham a inflamação gastrointes0nal dão 
origem a sintomatologia como diarreia, cãibras e dor abdominal 0po cólica 18.  
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O quadro clínico Ipico de uma doença inflamatória intes0nal é caracterizado por um doente 
jovem que apresenta sintomas tais como dor abdominal persistente do 0po cólica, perda de 
peso, diarreia e até presença de sangue e muco nas fezes. Para além desta sintomatologia, na 
Doença de Crohn também é frequente a manifestação inicial da doença basear-se em 
alterações perianais como as �stulas, por exemplo 17. Para além dos sintomas gastrointes0nais, 
cerca de 25-40% de doentes com doença inflamatória intes0nal apresentam manifestações 
extra-intes0nais como artrite periférica, artropa0a axial, espondilite anquilosante, eritema 
nodosum, pioderma gangrenosum, úlceras abosas, colangite esclerosante primária, entre 
outras 19.   

A e0ologia ainda é pouco clara, porém, pensa-se que há uma interação entre fatores 
ambientais e gené0cos. O único fator ambiental iden0ficável é o tabaco, sendo este 
considerado como um fator de risco para a Doença de Crohn.  

 As Doenças Inflamatórias Intes0nais são caracterizadas pela a0vação imune crónica e recidiva, 
concomitantemente com a inflamação gastrointes0nal 18.  A fisiopatologia deste 0po de 
doenças baseia-se, essencialmente, nas disfunções do sistema imune e adapta0vo 20.  A 
Doença de Crohn é gerada por uma resposta das células Th1, enquanto a Colite Ulcerosa está 
mais associada a uma resposta Th2. A resposta do sistema imune inato representa a primeira 
linha de defesa e é inespecífica. Esta resposta é mediada por células epiteliais, neutrófilos, 
células dendrí0cas, monócitos, macrófagos e por células “natural killer”. A resposta inicia-se 
após o reconhecimento dos an0génios dos microorganismos através dos TLR (recetores do 0po 
Toll) e dos recetores do 0po NOD. Um estudo evidenciou que a acumulação de neutrófilos e a 
produção subjacente de IL-1b e IL-8 em resposta ao trauma está reduzida na Doença de Crohn, 
mas não na Colite Ulcerosa 20. Por outro lado, a imunidade adapta0va é muito específica. As 
células Th1 são induzidas pela IL-12, produzem IFN-g, enquanto as células Th2 libertam IL-4, 
IL-5 e IL-13. Pensa-se que uma resposta anormal das células Th1 possa ser a principal causa da 
Doença de Crohn, e já se evidenciou que há uma maior produção de IL-2 e IFN-g pelas células 
T em doentes com doença de Crohn do que em doentes com colite ulcerosa 20. É interessante 
notar que o nervo vago tem um papel na regulação da inflamação intes0nal. A libertação de 
ACh pelo nervo vago diminui a libertação de TNF-a, IL-1b, IL-6 e IL-8 pelos macrófagos 
submucosos que expressam a subunidade a7 dos recetores nicoInicos para a ace0lcolina 
(nAChRs) 21.    

O tratamento das Doenças Inflamatórias Intes0nais varia consoante a severidade da doença: 
ligeira, moderada ou severa. Para além disso, é importante ter em consideração quais as 
alterações a fazer do es0lo de vida, nomeadamente, a cessação tabágica.   

Em relação ao tratamento da Doença de Crohn, a escolha do fármaco inicial depende do 
fenó0po, da a0vidade da doença, das comorbilidades do doente, para além de outras 
caracterís0cas individuais do doente. O tratamento de primeira linha para indução da remissão 
é o uso de cor0coesteróides. A budesonida está normalmente recomendada na doença 
ileocecal ligeira a moderada, enquanto a prednisolona ou a me0lprednisolona são geralmente 
u0lizadas para uma doença de Crohn mais severa ou mais extensa. A aza0oprina e a 
mercaptopurina são eficazes na indução da remissão e no tratamento das �stulas. Enquanto 
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os aminosalicilatos são muito eficazes na indução da remissão da Colite Ulcerosa, já na Doença 
de Crohn podem diminuir a a0vidade da doença, mas não são tão eficazes. O metotrexato 
induz remissão na doença de Crohn e também pode ser u0lizado no tratamento de 
manutenção. O infliximab pode ser tanto para a indução como para a manutenção da remissão 
17.   

Rela0vamente ao tratamento da Colite Ulcerosa, este deve ser es0pulado conforme a extensão 
da inflamação a nível endoscópico, severidade da doença e fatores de mau prognós0co (< 40 
anos ao diagnós0co, doença extensa ou a presença de manifestações extraintes0nais). Numa 
colite ulcerosa ligeira a moderada, o tratamento inicial baseia-se em aminosalicilatos (5-ASA) 
como a mesalamina. Nos doentes com uma resposta inadequada à terapêu0ca o0mizada com 
5-ASA, escala-se o tratamento para budesonida-micofenolato de moxe0l ou prednisona oral. 
De forma a induzir remissão numa colite ulcerosa mais severa, cor0coesteróides endovenosos 
(EV) são o tratamento de primeira linha, enquanto a ciclosporina e o infliximab são a 
terapêu0ca de salvação numa colite ulcerosa severa aguda que não responde aos 
cor0coesteróides EV 16.   Existe ainda outro fármaco que apenas é u0lizado na colite ulcerosa, 
o tofaci0nib (an0-JAK1 e JAK3) que bloqueia a sinalização e a a0vação das citoquinas 22.   

  

1.2.1 Ileíte Pós-inflamatória  

A ileíte é uma inflamação do íleo que induz uma série de alterações funcionais, químicas e 
morfológicas nos componentes celulares responsáveis pela manutenção do trato GI. Esta 
inflamação é muito frequentemente causada pela Doença de Crohn. A ileíte pode manifestarse 
como uma inflamação aguda (dor no quadrante inferior direito e/ou diarreia) mas também de 
forma crónica (apresentando sintomas mais complexos como obstrução, hemorragia e 
manifestações extra-intes0nais) 23.   

  

1.2.2 Modelos animais de Inflamação IntesYnal  

Os modelos animais têm sido amplamente u0lizados de forma a reconhecer a e0ologia e a 
fisiopatologia subjacente à inflamação intes0nal. Existem evidências de que os modelos 
animais usados para estudar as Doenças Inflamatórias Intes0nais são mais agressivos para o 
cólon, visto que nesta localização a fase crónica da doença grave manifesta-se muito mais 
rapidamente do que no íleo. Tal diferença pode dever-se a alterações na colonização 
bacteriana do conteúdo intes0nal ao longo do tubo diges0vo. Neste contexto, tem sido dada 
menor atenção à inves0gação de patologias inflamatórias que ocorrem predominantemente 
no íleo, e ainda menos, ao estudo das fases iniciais da doença onde é possível reverter as 
lesões encontradas após a lesão inflamatória 23.   

Considerando como hipótese relevante na fisiopatologia da doença a existência de uma 
disfunção do SNE secundária à lesão inflamatória, mas que precede a morte celular, a perda 
de relação neuro-imune e a fibrose intes0nal, optamos por u0lizar um modelo de ileíte 
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pósinflamatória induzido por ins0lação de uma solução de ácido 2,4,6-trinitrobenzeno-
sulfónico (TNBS) na ratazana. Trata-se de um modelo em que o íleo apresenta lesões 
transmurais caracterís0cas e um aumento da produção de mediadores inflamatórios em 
apenas 7 dias após o insulto inflamatório 24.   Neste modelo, tem se observado que o infiltrado 
de células inflamatórias não penetra nos gânglios nervosos mioentéricos 25, sendo por isso, 
estas estruturas consideradas “imuno-privilegiadas” onde os imunócitos por uma razão ainda 
desconhecida são incapazes de penetrar 26.  Assim, apesar do extenso infiltrado inflamatório e 
dano tecidular envolvente, não se verificam alterações significa0vas no número de neurónios 
entéricos no íleo destes animais 2,27, contrariamente à perda neuronal inexorável verificada 
nos modelos mais graves de doença no cólon. A preservação neuronal no plexo mioentérico 
do íleo destes animais é, no entanto, acompanhada por alterações no código neuroquímico e 
nas propriedades eletrofisiológicas dos vários sub0pos de neurónios mioentéricos, cujos 
mecanismos fisiopatológicos (e possível reversibilidade) importa conhecer 28.   

1.3 Transmissão Colinérgica  

A ACh é o principal neurotransmissor excitatório colinérgico do trato GI. A enzima ChAT (colina 
ace0lltransferase) é responsável pela síntese de ACh a par0r do ace0l-CoA e da colina no 
citoplasma dos neurónios colinérgicos, sendo o ace0l-CoA fornecido pelas mitocôndrias. Por 
sua vez, o VAChT (transportador vesicular da ace0lcolina) é responsável pelo armazenamento 
de ACh dentro das vesículas sináp0cas a par0r do citosol. Após a despolarização nervosa, o 
neurotransmissor é libertado por um fenómeno designado de exocitose diretamente para a 
fenda sináp0ca, onde se pode ligar aos seus recetores: os recetores muscarínicos e os 
recetores nicoInicos, desencadeando deste modo uma resposta celular 29. Dado que este 
trabalho incide sobre a expressão e a0vidade dos recetores nicoInicos da ACh na ileíte pós-
inflamatória e a sua interação com a sinalização purinérgica, estes serão abordados em maior 
detalhe seguidamente.  
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Figura 2: Representação esquemá8ca da síntese de ace8lcolina (ACh) nos terminais nervosos 
colinérgicos. A ACh é sinte8zada a par8r do ace8l-CoA e da colina no citoplasma dos neurónios 
colinérgicos, pela enzima ChAT (colina ace8ltransferase), sendo o ace8l-CoA fornecido pelas 
mitocôndrias. Por sua vez, o VAChT (transportador vesicular da ace8lcolina) é responsável pelo 
armazenamento de ACh dentro das vesículas sináp8cas a par8r do citosol, e após a despolarização, o 
neurotransmissor é libertado por um fenómeno designado de exocitose diretamente para a fenda 
sináp8ca, onde se liga, posteriormente, aos seus recetores: os recetores muscarínicos e os nicoWnicos. 
Imagem criada a par8r do Biorender.com.  

  

1.3.1 Recetores Nico`nicos  

Os recetores nicoInicos de ACh (nAChRs) são canais iónicos pentaméricos que convertem um 
sinal químico, a ligação da ACh, a uma corrente iónica na membrana pós-sináp0ca. Em 
repouso, o canal iónico encontra-se fechado, no entanto, com a ligação ao neurotransmissor 
(ACh), há uma isomerização para o estado a0vo, denominado de ga:ng, que permite abrir um 
poro na membrana que é permeável a iões, como, Na+, K+, Ca2+ e permite a tal difusão 30.   

Sabe-se da existência de 9 subunidades a (a2-a10) e de três subunidades b (b2-b4) 31. 
Recorrendo a técnicas de biologia molecular, demonstrou-se que no plexo mioentérico 
existem vários sub0pos de recetores nicoInicos contendo subunidades α3, α5, α7, b2 e b4 em 
diferentes combinações 32 .  Foram demonstrados 2 sub0pos major dos recetores nicoInicos 
de ace0lcolina expressos no SNC de ratazana, um é composto por subunidades α4b2, que se 
carateriza por possuir elevada afinidade para a nico0na. O outro sub0po é de baixa afinidade 
e é composto por subunidades a7 apenas; este recetor liga-se com grande afinidade à toxina, 
α-bungarotoxina, e possui elevada permeabilidade ao Ca2+ 31. Os recetores nicoInicos 
colinérgicos expressos no músculo esquelé0co e nos gânglios do SNA são compostos por 2 
subunidades a (locais de ligação à ACh) associadas a mais 3 outras subunidades 29. Porém, 
existe muita pouca informação funcional rela0vamente aos sub0pos expressos tanto nos 
neurónios do SNA como do SNE.   
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Para além dos recetores nicoInicos serem abundantes nas células nervosas, eles também se 
encontram em células não-neuronais, como os macrófagos 33.   

  

1.3.1.1 Recetores Nico`nicos α3  

O alvo principal deste projeto são os recetores nicoInicos de ACh contendo subunidades α3. 
Há estudos que demonstraram o papel essencial dos recetores nicoInicos com subunidades 
a3 na transmissão sináp0ca 31, mas o seu papel neuromodulador no controlo da libertação de 
neurotransmissores encontra-se por esclarecer.  

O sub0po principal dos nAChRs expresso pelos neurónios do SNA contém com grande 
probabilidade a subunidade α3. Isto evidenciou-se através da deleção do gene CHRNA3 em 
ra0nhos que causou mortalidade perinatal e disfunção severa do SNA. Existem ensaios 
funcionais de neurónios dos plexos mioentéricos de ratazana que demonstraram a presença 
de recetores com as subunidades α3b2 e α3b4, mas também, α7 21. Existem, ainda, estudos 
de imunohistoquímica no plexo mioentérico do cólon de ratazanas que revelaram a presença 
das subunidades α3 nas células gliais que simultaneamente expressam a enzima NOS do 0po 
II. Nos gânglios do SNA e na medula suprarrenal, existe um terceiro sub0po dos recetores 
nicoInicos contendo subunidades α3 em combinação com subunidades b2 e b4 31.  

Alterações dos padrões de expressão dos recetores com subunidades α3b4 nos neurónios do 
SNA pode levar a uma desregulação do funcionamento do trato GI em humanos. Em 
ganglionopa0as autoimunes com elevados Itulos de expressão de nAChRs com subunidades 
α3, verifica-se uma disfunção severa do SNA. Assim, os estudos referidos neste ar0go refletem 
o papel crucial da subunidade α3 no controlo da a0vidade intes0nal e, também, no eixo 
cérebro-intes0no 21.   

  

1.4 Sinalização Purinérgica  

 O ATP é libertado tanto por células neuronais como por células não-neuronais, sendo que é 
um neurotransmissor essencial para a a0vação neutro�lica e defesa imunitária. Após a sua 
libertação, pode a0var recetores inotrópicos do sub0po P2X e metabotrópicos do sub0po P2Y. 
Na sinapse neuromuscular mioentérica, o ATP facilita a libertação de ace0lcolina pelos 
terminais nervosos não es0mulados através da a0vação dos recetores P2X. O ATP é conver0do 
em AMP pelas NTPDases 2 e 3 e, consequentemente, em adenosina através da CD73 (Ecto-
5´nucleo0dase). A adenosina, por sua vez, pode controlar a libertação de ACh através da 
es0mulação dos recetores excitatórios do sub0po A2A localizados nos terminais nervosos e/ou 
dos recetores inibitórios do sub0po A1 localizados no corpo celular dos gânglios dos neurónios 
mioentéricos 27.    
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Para além da ACh, também as purinas (e.g. ATP, adenosina) desempenham um papel relevante 
na homeostasia intes0nal. Estes neuromoduladores podem afectar a a0vidade dos nervos 
entéricos, das fibras musculares, das células gliais entéricas e das ICCs. A sua implicação na 
fisiopatologia de diversas doenças do trato GI mostra que o “purinoma” cons0tui um potencial 
alvo terapêu0co, devido ao seu papel imunomodulador. O papel dos diversos intervenientes 
na sinalização purinérgica, tais como os transportadores, ectonucleo0dases e recetores 
purinérgicos, tem sido estudado pelo Laboratório de Farmacologia e Neurobiologia / MedInUP 
do ICBAS (a ins0tuição de acolhimento deste projeto) no modelo de ileíte pós-inflamatória 2,27. 

Os resultados mais relevantes já ob0dos mostram que a inflamação intes0nal gera um 
desequilíbrio entre a libertação de purinas, a sua metabolização extracelular (catabolismo do 
ATP e formação de adenosina) e a a0vação de recetores específicos (P1 para a adenosina e P2 
para os nucleó0dos), que é capaz de alterar a libertação de ace0lcolina pelos nervos 
colinérgicos do plexo mioentérico. A Itulo de exemplo, refira-se que na ileíte pós-inflamatória 
o aumento da proliferação de células gliais entéricas favorece a libertação de ATP 
(gliotransmissor) que pode ser, em parte, responsável pela manutenção da transmissão 
colinérgica após o insulto inflamatório. O contrário verificase rela0vamente à libertação de 
adenosina pelas ICCs, facto que ajuda a explicar o aumento da excitabilidade neuronal e a 
perda de coordenação da a0vidade motora do intes0no nas doenças inflamatórias intes0nais 
2.   

  

1.5 ObjeYvos Principais do Estudo  

As Doenças Inflamatórias Intes0nais afetam significa0vamente a qualidade de vida dos 
pacientes. Por esse mo0vo, é de extrema importância compreender os mecanismos 
moleculares e celulares subjacentes à progressão da doença para descobrir abordagens 
terapêu0cas eficazes e inovadoras. Perante uma inflamação existem alterações químicas, 
morfológicas e funcionais nos componentes celulares responsáveis pela manutenção da 
homeostasia do trato GI. Alterações na libertação das purinas juntamente com modificações 
adapta0vas dos recetores purinérgicos são essenciais para a progressão das reações 
inflamatórias. O ATP e a adenosina são libertados por células inflamatórias, mas também pelas 
células entéricas não-neuronais e neuronais. A libertação do ATP em resposta a mediadores 
inflamatórios é essencial para a a0vação neutro�lica e defesa imune 8,27.  O estado 
pósinflamatório é acompanhado por um aumento da mo0lidade entérica 23.  A ileíte 
pósinflamatória está também associada a uma intensa proliferação da glia entérica e a um 
aumento do número de macrófagos residentes e células T que podem interagir proximamente 
com os terminais nervosos fora da região ganglionar.   

Sendo a ACh o principal neurotransmissor excitatório do trato GI libertada pelos terminais 
nervosos vagais e neurónios colinérgicos mioentéricos, exerce também um efeito 
an0inflamatório diminuindo a libertação de citocinas pró-inflamatórias através da a0vação de 
recetores nicoInicos nos macrófagos 34,35,36. Trabalhos recentes realizados pelo grupo 
mostraram uma diminuição dos níveis de ace0lcolina libertados em ambiente inflamatório, 
mas pouco se sabe sobre a expressão, função e envolvimento dos recetores nicoInicos nestas 
circunstâncias. Desta feita, o obje0vo principal deste projeto foi o de explorar a distribuição do 
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recetor nicoInico contendo subunidades α3 no plexo mioentérico do íleo de ratazanas 
subme0das ao protocolo de indução de ileíte pós-inflamatória.   
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2. Métodos e Materiais  

2.1 Animais  

2.1.1 Declaração ÉYca para o Cuidado e Uso de Animais  

Todas as metodologias que foram u0lizadas neste projeto encontram-se atualmente 
disponíveis no Laboratório de Farmacologia e Neurobiologia do ICBAS-UP. Os cuidados com os 
animais e os procedimentos experimentais foram realizados em estrita conformidade com as 
recomendações da Convenção Europeia para a Proteção dos Animais Vertebrados U0lizados 
para Fins Experimentais e Outros Fins CienIficos (ETS 123), da Dire0va 2010/63/UE e das 
regras portuguesas (DL 113/ 2013). Todos os protocolos experimentais envolvendo animais 
foram aprovados pela autoridade nacional competente Direção Geral de Alimentação e 
Veterinária e pelo Comité de É0ca Animal do ICBAS (no 224/2017).   

Ratazanas da es0rpe Wistar, de ambos os géneros, foram man0das a uma temperatura 
ambiente constante e a um ciclo de luz normal com acesso a água e a comida.   

2.1.2 Inflamação IntesYnal induzida por TNBS  

Neste projeto foi u0lizado um modelo de ileíte pós-inflamatória induzido pelo TNBS em 
ratazanas. Este foi gerado através da ins0lação intraluminal (1 mL) de uma solução química 
irritante, o ácido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfónico (TNBS, 40 mM) diluído em etanol no íleo de 
ratazanas anestesiadas com medetomidina (10 mg/Kg) e com cetamina (75 mg/Kg) por via 
subcutânea, 7 dias antes dos procedimentos experimentais 2,27 .   O procedimento cirúrgico 
realizado foi uma laparotomia mediana onde se exteriorizou a ansa do íleo terminal, tendo-se 
injetado TNBS (40mM) através da parede entérica para dentro do lúmen do íleo, nos 10 
cenImetros proximais à junção íleocolónica. Os controlos receberam 1mL de solução salina 
(NaCl 0.9 %). Após o procedimento, os animais foram recuperados através da administração 
de a0pamezol (10 mg/Kg). 1 hora após a cirurgia, foi permi0do às ratazanas ingerirem 
alimentos e água.  Após a cirurgia, a dor foi controlada com cloridrato de tramadol (10 mg/Kg) 
27.  Trata-se de um modelo clássico promotor de inflamação intes0nal que pode causar 
respostas imunológicas consideráveis. Nos protocolos experimentais foram usadas 
preparações de plexo mioentérico-músculo longitudinal (PM-ML) do íleo provenientes de 
ratazanas da es0rpe Wistar (Charles River – CRIFFA, Barcelona, Espanha; Biotério do ICBAS, 
Porto, Portugal) saudáveis (controlo) e com ileíte pós-inflamatória (TNBS). As ratazanas foram 
colocadas, durante os 7 dias seguintes, sozinhas numa caixa, com acesso a água e a nutrientes, 
para permi0r o estabelecimento de inflamação intes0nal e o desenvolvimento de ileíte 
pósinflamatória antes de serem u0lizadas nos protocolos experimentais.   

2.2 Isolamento do Plexo Mioentérico-Músculo Longitudinal (PM-ML) de Íleo de Ratazana  

Após o sacri�cio da ratazana, fez-se uma pequena incisão na cavidade abdominal, 
iden0ficando-se o apêndice cecal, que permi0u localizar a porção distal do íleo. O intes0no foi 
cuidadosamente separado das suas aderências mesentéricas e foi re0rado um fragmento com 
cerca de 12 cenImetros da porção distal do íleo, tendo sido excluídos sistema0camente os 2 
cenImetros proximais ao cego. O fragmento de íleo isolado foi colocado em solução de Tyrode 
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(composição: NaCl 137 mM; CaCl2 1.8 mM; MgCl2 1 mM; NaH2PO4 0.4 mM; NaHCO3 11.9 mM; 
Glicose 11.2 mM), à temperatura ambiente e devidamente oxigenado com uma mistura de O2 
(95%) e CO2 (5%). Nesse ambiente, procedeu-se ao esvaziamento do conteúdo fecal por 
ins0lação da solução de Tyrode através do lúmen intes0nal com o auxílio de uma seringa. Para 
facilitar a disseção do plexo mioentérico e do músculo longitudinal aderente, foi introduzida 
uma vareta de vidro no lúmen do fragmento do íleo isolado. As camadas superficiais do 
intes0no correspondentes à serosa, músculo longitudinal e plexo mioentérico foram 
seccionadas longitudinalmente com o auxílio de um bisturi, tendo o cuidado de não a0ngir a 
camada muscular circular, de forma a ser possível isolá-las em toda a sua circunferência, 
usando duas gazes embebidas na solução de Tyrode.   

  

2.3 Protocolo de Imunofluorescência por Microscopia Confocal  

Foram realizados estudos de imunofluorescência por microscopia confocal para detetar 
possíveis alterações no código químico dos neurónios mioentéricos (marcados posi0vamente 
para o VAChT, ChAT, NOS, SP) e na densidade de populações de células específicas do sub0po 
(neurónios, células gliais). A distribuição tecidual e celular das proteínas de interesse, como 
recetores nicoInicos a3 e marcadores celulares específicos (como por exemplo, o GFAP para 
glia, CD206 e CD68 (ED1) para macrófagos infiltrantes e residentes) foram avaliados com 
an0corpos específicos, conforme já foi descrito pelo grupo em trabalhos anteriores 2,27. A 
técnica de imunofluorescência aplicada envolveu uma marcação indirecta, isto é, dois 
conjuntos de an0corpos: um an0corpo primário, aplicado contra o an0génio de interesse; e 
um segundo an0corpo acoplado a um fluoróforo, que reconhecerá o an0corpo primário.   

O protocolo de imunofluorescência envolveu um conjunto de procedimentos cujo obje0vo 
principal foi o de preservar adequadamente os componentes celulares, nomeadamente 
an0génios e enzimas e, ainda, o de facilitar as marcações convencionais e imunológicas 37. 
Estes procedimentos incluíram o processamento dos tecidos que engloba a fixação, o bloqueio 
e a permeabilização aos an0corpos e a marcação dos tecidos com os an0corpos primários e 
secundários.    

2.3.1 Fixação  

As preparações de PM-ML do íleo de ratazana ob0das, foram es0radas (com a ajuda de 
alfinetes) em placas de Petri reves0das com Sylgard, e fixadas em solução de PLP 
(paraformaldeído 2%, lisina 0.075 M, fosfato de sódio 0.037 M, periodato de sódio 0.01 M) 
durante 16h, a 4ºC. Depois, foram lavadas com uma solução de tampão fosfato 0.1 M em 3 
ciclos de 10 minutos, e criopreservadas em solução crioprotectora (glicerol anidro 20%, 
tampão fosfato 0,1 M), durante 16 horas a 4°C, e armazenadas a -20°C para posterior 
u0lização.   
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2.3.2 Bloqueio e Permeabilização  

Neste passo do procedimento, as preparações foram descongeladas e lavadas com uma 
solução salina tamponada com fosfato (PBS) e incubadas com uma solução tampão de 
bloqueio (soro bovino fetal 10%, albumina bovina sérica 1%, Triton X-100 1% em PBS) durante 
2 horas e com agitação constante.   

2.3.3 Incubação com os AnYcorpos Primários e Secundários  

As amostras foram incubadas com os an0corpos primários escolhidos (Tabela I), diluídos em 
tampão de incubação (soro bovino fetal 5%, albumina sérica 1%, Triton X-100 1% em PBS), a 
4°C e durante 48 horas, em agitação constante. Para protocolos de marcação dupla, os 
an0corpos foram combinados antes de serem aplicados nas amostras, isto é, aquando da sua 
diluição no tampão de incubação. Após o período de incubação, procedeu-se à lavagem dos 
tecidos com uma solução de PBS/ Triton-X 0,1%, em 3 ciclos de 10 minutos, preparando as 
amostras para a marcação com os an0corpos secundários.   

Os an0corpos secundários escolhidos (Tabela I) foram diluídos no tampão de incubação 
referido anteriormente e incubados nas amostras, no escuro (para evitar a excitação dos 
fluorocromos), durante duas horas, à temperatura ambiente e sob agitação constante. Os 
protocolos de marcação dupla foram feitos do mesmo modo ao aplicado para os an0corpos 
primários. Após a incubação com os an0corpos secundários respe0vos, as amostras passam 
novamente por um período de lavagem, com solução de PBS/ Triton-X 0.1% em 3 ciclos de 10 
minutos.   

Por fim, as amostras foram montadas em lâminas de vidro, com recurso ao meio de montagem 
Fluoroshield com DAPI. Em paralelo com as marcações realizadas, foram feitos controlos de 
especificidade, por omissão dos an0corpos primários da solução de reacção.   

As lâminas ob0das foram analisadas com recurso a um microscópio confocal de varrimento 
por laser Olympus FluoView FV1000, usando os seguintes lasers: Ar-Ion, que emite na gama 
dos 488 nm e que, portanto, excita o fluoróforo Alexa Fluor 488; um laser de He-Ne, que emite 
no comprimento de onda de 543 nm e que vai excitar o fluoróforo Alexa Fluor 568; e ainda um 
laser de He-Ne, cujas emissões são na gama do invisível, a cerca de 633 nm, excitando o 
fluoróforo Alexa Fluor 633.   
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     Tabela I: An8corpos primários e secundários usados nos protocolos de imunohistoquímica realizados.  

 AnYcorpo Código Hospedeiro Fornecedor Diluição 

 
An$corpos 
Primários 

a3 ANC-033 Rabbit (rb) Alomone 1:200 

VaChT AB1588 Guinea-pig (gp) Chemicon 1:500 

GFAP MAB360 Mouse (ms) Chemicon 1:600 

CD68 (ED1) 
 

ab31630 
  

Mouse (ms) ABCAM 1:50 

CD206 SC-34577 Goat (gt) Santa Cruz 1:50 
ChAT AB 144P Goat (gt) Chemicon 1:100 
nNOS ab1376 Goat (gt) ABCAM 1:300 

SP SC-9758 Goat (gt) Santa Cruz 1:25 

 
 

An$corpos 
Secundários 

 
  

Alexa Fluor 488 
(an$-rabbit) 

A-21206 Donkey Molecular Probes 1:1000 

Alex Fluor 633 
(an$-mouse) 

A21052 Goat Molecular Probes 1:1000 

TRITC 568 (an$-
guinea-pig) 

706-025-
148 

Donkey 
Jackson 

ImmunoResearch 
1:150 

Alexa Fluor 568 
(an$-goat) 

A11057 Donkey Molecular Probes 1:1000 

Alexa Fluor 
AffiniPure 647 

(an$-guinea-pig) 

706-605-
148 

Donkey 
Jackson 

ImmunoResearch 
1:100 

Alexa Fluor 568 
(an$-mouse) 

A-10037 Donkey Molecular Probes 1:1000 

  

2.4 Apresentação de Dados e Análise Esta`sYca  

As imagens foram armazenadas em formato TIFF com a mesma resolução e, posteriormente, 
analisadas com o sobware ImageJ® versão 1.46r (Na0onal Ins0tutes of Health) para quan0ficar 
a densidade de nAChR a3 nas preparações de PM-ML. Variáveis como a área, densidade 
integrada e valor médio de cinza foram medidas em todas as imagens analisadas para esta 
marcação; os valores referentes ao fundo da imagem foram ob0dos a par0r de uma área da 
secção não tratada com o an0corpo primário. Os valores ob0dos foram u0lizados para calcular 
a fluorescência total corrigida da criosecção (CTCF) pela aplicação da fórmula publicada no site: 

hXp://sciencetechblog.com/2011/05/24/measuring-cell-fluorescence-usingimagej.   

A análise estaIs0ca e a criação de gráficos foram conduzidas através do programa GraphPad 
Prism® 8 (La Jolla, Califórnia, EUA). Os resultados foram apresentados como média ± SEM (Erro 
Padrão da Média), salvo indicação em contrário, e foram baseados numa amostra de n 
indivíduos. Para a comparação entre dois grupos experimentais, recorreu-se ao teste t- com 

https://www.google.com/url?sa=t&source=web&rct=j&opi=89978449&url=https://www.abcam.com/products/primary-antibodies/cd68-antibody-ed1-ab31630.html&ved=2ahUKEwj2g4G376mGAxUOhf0HHQ22AYwQFnoECBwQAQ&usg=AOvVaw1IxUMLZRCoKNmFU9le6wsR
https://www.google.com/url?sa=t&source=web&rct=j&opi=89978449&url=https://www.abcam.com/products/primary-antibodies/cd68-antibody-ed1-ab31630.html&ved=2ahUKEwj2g4G376mGAxUOhf0HHQ22AYwQFnoECBwQAQ&usg=AOvVaw1IxUMLZRCoKNmFU9le6wsR
http://sciencetechblog.com/2011/05/24/measuring-cell-fluorescence-using-imagej
http://sciencetechblog.com/2011/05/24/measuring-cell-fluorescence-using-imagej
http://sciencetechblog.com/2011/05/24/measuring-cell-fluorescence-using-imagej
http://sciencetechblog.com/2011/05/24/measuring-cell-fluorescence-using-imagej
http://sciencetechblog.com/2011/05/24/measuring-cell-fluorescence-using-imagej
http://sciencetechblog.com/2011/05/24/measuring-cell-fluorescence-using-imagej
http://sciencetechblog.com/2011/05/24/measuring-cell-fluorescence-using-imagej
http://sciencetechblog.com/2011/05/24/measuring-cell-fluorescence-using-imagej
http://sciencetechblog.com/2011/05/24/measuring-cell-fluorescence-using-imagej
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correção de Welch. Valores de p<0,05 foram considerados como indicadores de diferenças 
esta0s0camente significa0vas.  
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3. Resultados e Discussão  
  
3.1 Resultados  
  

3.1.1 Os recetores nico`nicos da ACh com a subunidade a3 (nAChR a3) estão localizados 
predominantemente em terminais nervosos e nos corpos celulares dos neurónios 
ganglionares mioentéricos.  
  
Em 2004, Duarte-Araújo e colaboradores revelaram evidências funcionais sugerindo que os 
terminais nervosos do plexo mioentérico do íleo de ratazanas possuem recetores nicoInicos 
da ACh (nAChRs). A a0vação dos nAChRs pré-sináp0cos promoveu a libertação de ACh na 
ausência de despolarização da membrana neuronal, presumivelmente através da 
despolarização focal do terminal nervoso e entrada de Ca2+ diretamente pelo canal nicoInico 
junto aos locais de libertação 38. A ausência de uma caracterização farmacológica sele0va e de 
métodos de imagem centrada nos recetores envolvidos limitou as conclusões sobre o sub0po 
de nAChR envolvido no processo. Na ausência deste conhecimento e considerando que os 
nAChRs contendo subunidades α3 desempenham um papel fundamental na regulação de 
respostas inflamatórias em células endoteliais e em macrófagos 33, pareceu-nos per0nente 
avaliar a presença destes nAChRs em preparações de PM-ML de íleo de ratazanas saudáveis e 
com ileíte pós-inflamatória.   
  
  
  

 
 
 
 
 
Figura 3: Marcação dos recetores nACh α3. Imagens de microscopia confocal ob8das a par8r de 
preparações de PM-ML do íleo de uma ratazana saudável (CTR). A imunorreac8vidade para os recetores 
nACh α3 (verde) está presente nos corpos celulares dos neurónios ganglionares mioentéricos (Plano 
Ganglionar) e nas varicosidades nervosas (Plano neuromuscular).   
	  
Neste trabalho, foram realizadas experiências de imunolocalização usando an0corpos 
primários contra os nAChRs contendo subunidades α3 (Figura 3). A imunoreac0vidade para 
estes recetores encontra-se localizada predominantemente nos corpos celulares dos 
neurónios mioentéricos do íleo de ratazana e, também, nos feixes nervosos e nos terminais 
dos axónios dos neurónios mioentéricos, como mostra a figura 3.   
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No entanto, não podemos eliminar a hipótese destes recetores também se encontrarem 
presentes noutras células localizadas na proximidade dos neurónios e dos feixes nervosos 
mioentéricos, como as células gliais entéricas ou a Células inters0ciais de Cajal (ICCs).   
Para responder a esta questão foi realizado um protocolo de marcação dupla dos recetores os 
nAChRs contendo subunidades α3 e das células entéricas gliais, com a proteína glial fibrilar 
ácida (GFAP), que se encontra abundantemente expressa neste 0po celular. Como mostrado 
na figura 4, as células que exibem imunoreac0vidade contra os recetores nACh α3 (marcadas 
a verde) são nega0vas para o an0corpo contra o GFAP (marcadas a vermelho). Este resultado 
demonstra que os nAChRs contendo subunidades α3 não se encontram localizados nas células 
gliais entéricas.  
   
   

  
Figura 4: Marcação dupla dos recetores nACh α3 e do GFAP. Imagens de microscopia confocal ob8das a 
par8r de preparações de PM-ML do íleo de ratazana saudável (CTR). A imagem corresponde à projecção 
de imagens de marcação dupla para os receptores nACh α3 (verde) e para o GFAP (vermelho), captadas 
a nível ganglionar mioentérico; a existência de co-localização deveria aparecer a amarelo.  

  

Devido a questões metodológicas, encontra-se ainda em aberto a possibilidade destes 
recetores se localizarem nas ICCs, já que não foi possível obter imagens com uma dupla 
marcação dirigida para estas células. Proteínas como o c-Kit e o Ano-1 são marcadores 
específicos de ICCs, porém esta marcação requer a fixação das preparações com acetona 
(100%) que é incompaIvel com a marcação para os nAChRs contendo subunidades α3. Estão 
projetadas experiências para averiguar essa hipótese u0lizando um marcador para células de 
origem mesenquimatosa (i.e., miofibroblastos, células inters0ciais de Cajal) como é a 
vimen0na.   
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3.1.2 A densidade de marcação dos recetores nico`nicos contendo subunidades a3 encontra-
se diminuída no plexo mioentérico das ratazanas com ileíte pós-inflamatória:  
ausência de colocalização com marcadores macrofágicos.  
  
Estudos anteriores do grupo de inves0gação do Laboratório de Farmacologia e Neurobiologia 
do ICBAS-UP mostraram que os neurónios colinérgicos do plexo mioentérico de ratazanas 
tratadas com TNBS libertam uma menor quan0dade de [3H] - ACh 2.  Para além disso, 
verificouse um aumento do número e ramificações das células gliais entéricas no plexo 
mioentério em animais com ileíte pós-inflamatória. Também, o número de macrófagos 
residentes e de células T capazes de interagir com os terminais nervosos fora da região 
ganglionar se encontra aumentado. Admi0ndo que a ace0lcolina libertada maioritariamente 
pelos terminais nervosos vagais e neurónios colinérgicos mioentéricos é um potente mediador 
an0inflamatório, reduzindo a libertação de citocinas pró-inflamatórias através da a0vação de 
recetores nicoInicos dos macrófagos 34,35,36, pareceu-nos relevante avaliar a densidade de 
marcação dos recetores nicoInicos contendo subunidades α3 em animais saudáveis (CTR) e 
em ratazanas com ileíte pós-inflamatória induzida por TNBS (7 dias).   
  

 
Figura 5: (A) Marcação dos recetores nACh a3 em tecidos controlo e TNBS. Imagens de microscopia 
confocal ob8das a par8r de preparações de PM-ML de íleo de ratazana, a imagem (I) corresponde ao 
controlo e a imagem (II) ao tecido TNBS. (B) O gráfico de barras representa a média ± SD da fluorescência 
total corrigida da criossecção (CTCF) da marcação com os recetores nACh a3 ao nível do gânglio e da 
região neuromuscular.   

Na figura 5A encontram-se apresentadas imagens ob0das por microscopia confocal dos 
recetores nicoInicos contendo subunidades a3 em amostras de PM-ML do íleo de ratazana 
controlo (Imagem I) e com ileíte pós-inflamatória (Imagem II). O tratamento estaIs0co da 
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fluorescência total (CTCF) das imagens ob0das nestas circunstâncias permi0u detetar uma 
diminuição global da imunomarcação dos recetores nicoInicos contendo subunidades a3 no 
PM-ML do íleo das ratazanas tratadas com TNBS compara0vamente com os animais CTR.   
  

Seguidamente, avaliou-se a presença de recetores nicoInicos contendo subunidades a3 nas 
células inflamatórias, designadamente nos macrófagos intes0nais, u0lizando uma marcação 
dupla destes recetores com dois marcadores específicos de macrófagos do sub0po M1 e M2, 
CD68 (ED1) e CD206, respe0vamente.   
  
A figura 6 mostra que os macrófagos do sub0po M1 (marcados posi0vamente com o an0corpo 
contra CD68) encontram-se apenas presentes nas amostras provenientes de ratazanas com 
ileíte pós-inflamatória. Esta imunomarcação não se encontra nas células em que foi 
iden0ficada a marcação pelo an0corpo contra os recetores nicoInicos contendo subunidades 
a3.   
  
De forma análoga, mostra-se na Figura 6 que o número de macrófagos do 0po 2 marcados 
posi0vamente pelo an0corpo an0-CD206 aumentou substancialmente no PM-ML do íleo das 
ratazanas tratadas com TNBS compara0vamente com os animais CTR. Esse aumento é muito 
mais evidente para as células CD206 posi0vas do que para as que marcam posi0vamente 
contra CD68. Apesar de se observarem em menor número, foram encontradas células CD206 
posi0vas (macrófagos residentes) no tecido nos animais CTR, localizadas essencialmente em 
redor dos gânglios mioentéricos e na região neuromuscular (marcação a vermelho). À 
semelhança do que foi descrito por Kinoshita e colaboradores (2007), os macrófagos 
residentes CD206-posi0vos observados nos animais CTR apresentam uma morfologia 
dendrí0ca (ramificada) e encontram-se dispostos de forma ordenada, enquanto estes 
adquirem uma forma mais arredondada e uma disposição mais irregular ao longo do tecido 
nos tecidos dos animais TNBS 39. Na figura 6 também se mostra que não existe sobreposição 
entre a marcação contra CD206 e contra os recetores nicoInicos contendo subunidades a3 
(marcação a verde).   
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Figura 6: Marcação dupla dos recetores nACh α3 com os marcadores de células inflamatórias, o CD68 e 
o CD206. Imagens de microscopia confocal ob8das a par8r de preparações de PM-ML do íleo de 
ratazana. A imunorreac8vidade para os recetores nACh α3 (verde) não co-localiza com nenhum dos 
marcadores macrofágicos, M1 e M2, individualmente (CD68 e CD206, vermelho). A existência de 
colocalização deveria aparecer a amarelo.	  
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3.1.3 Distribuição heterogénea dos recetores nico`nicos contendo subunidades a3 nos vários 
grupos neuronais do plexo mioentérico do íleo de ratazana.  
  

Considerando que os recetores nicoInicos contendo subunidades a3 se encontram localizados 
predominantemente em terminais e nos corpos celulares dos neurónios mioentéricos, 
pareceu-nos relevante caracterizar o 0po de neurónios em que essa expressão é mais 
abundante para, eventualmente, se conseguir explicar a perda de sinalização colinérgica nos 
tecidos inflamados.  
  
  

 
Figura 7: Marcação dupla dos recetores nACh a3 com o VAChT, com o ChAT e com a SP. Imagens de 
microscopia confocal ob8das a par8r de preparações de PM-ML do íleo de ratazana. A existência de 
colocalização deveria aparecer a amarelo.  
  
A figura 7 mostra que a imunoreac0vidade contra os recetores nicoInicos contendo 
subunidades a3	 co-localiza em grande medida com o transportador vesicular da ACh (VAChT) 
e com o ChAT, denotando a sua presença em neurónios colinérgicos, tanto a nível ganglionar 
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com a nível neuromuscular. A sua presença também foi referenciada em alguns neurónios 
pep0dérgicos marcados posi0vamente com um an0corpo contra a Substância P (SP). No 
entanto, a taxa de sobreposição com o marcador pepIdico foi inferior à verificada para os 
neurónios colinérgicos, embora estes resultados preliminares careçam de comprovação 
estaIs0ca através da realização de mais experiências. Globalmente os resultados também 
mostram que a colocalização da marcação dos recetores nicoInicos contendo subunidades a3 
nestes dois 0pos neuronais excitatórios, colinérgicos e pep0dérgicos, se mantém nos animais 
TNBS, apesar da densidade de marcação do recetor nicoInico ser menor nos terminais 
colinérgicos do que nos animais CTR (ver também, figura 5).        
  

Rela0vamente à presença de recetores nicoInicos contendo subunidades a3 em neurónios 
inibitórios nitrérgicos posi0vos para a síntase do monóxido de azoto (NOS), os resultados da 
figura 8 mostram aspetos dis0ntos a nível ganglionar e neuromuscular. No gânglio mioentérico, 
existe um reduzido de número de células apresentando dupla marcação a3 e NOS. Já a nível 
neuromuscular, grande parte dos terminais nervosos marcados posi0vamente contra a NOS 
apresentam também imunorrea0vidade contra os recetores nicoInicos com subunidades a3 
(Figura 8).   
  
  
  
  

 
Figura 8: Marcação dupla dos recetores nACh a3 com o síntase do monóxido de azoto (nNOS). Imagens 
de microscopia confocal ob8das a par8r de preparações de PM-ML do íleo de ratazana. A existência de 
colocalização deveria aparecer a amarelo.  
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3.2 Discussão  
    
A ACh é o principal neurotransmissor excitatório no plexo mioentérico e o principal regulador 
da mo0lidade intes0nal. Tendo em consideração que os recetores nicoInicos para a 
ace0lcolina (nAChR) têm um papel essencial na neurotransmissão no SNE bem como na 
imunomodulação 2, neste estudo fomos avaliar a distribuição / densidade dos recetores 
nicoInicos contendo subunidades a3 na ileíte pós-inflamatória induzida pela injeção 
intraluminal de TNBS 7 dias antes da realização das experiências.   
  
A ileíte pós-inflamatória está associada a uma intensa proliferação da glia entérica e a um 
aumento do número de macrófagos residentes e células T que podem interagir proximamente 
com os terminais nervosos fora da região ganglionar. Hoje sabe-se que a transmissão 
colinérgica mediada por recetores nicoInicos cons0tui uma parte relevante da transmissão 
sináp0ca no SNE 32.     
  
Um ar0go publicado anteriormente pelo Laboratório de Farmacologia e Neurobiologia do 
ICBAS-UP no âmbito da ileíte pós-inflamatória demonstrou que os neurónios colinérgicos 
inflamados libertam menores quan0dades de [3H] - ACh, sem que a perda da neuromodulação 
colinérgica tenha sido acompanhada da redução evidente destas células neuronais 2.  Neste 
contexto, pode dizer-se que existe uma perda da a0vidade neuronal sem que se verifiquem 
alterações anatómicas evidentes, certamente devidas a uma alteração do código 
neuroquímico e da plas0cidade mioentérica que importa esclarecer 28.  
  
O nosso grupo foi pioneiro em descobrir que os recetores nicoInicos são também importantes 
controladores da neuromodulação colinérgica no plexo mioentérico do íleo de ratazana 38. 
Sabe-se que as subunidades a são essenciais para a ligação da ACh ao recetor nicoInico e que 
(i) os neurónios excitatórios marcam com o an0corpo Mab-35, que reconhece as subunidades 
a3, a5 e b4 40, além de que (ii) os recetores nACh com subunidades a3b4 ou a3b4a5 estão 
associados ao influxo de Ca2+ promovido pela ACh38, jus0ficando a sua relevância no controlo 
da libertação de neurotransmissores. Neste contexto, a ace0lcolina libertada pelos neurónios 
mioentéricos desencadeia um mecanismo de retroalimentação posi0vo mediado por 
autorrecetores nicoInicos, capazes de promover o influxo de Ca2+ diretamente através do 
canal nicoInico e, assim, desencadear a libertação do neurotransmissor de forma 
independente da abertura dos canais de cálcio sensíveis à voltagem.   
  
Curiosamente, este mecanismo parece ser regulado pela a0vação tónica de recetores 
excitatórios da adenosina do sub0po A2A acoplados ao sistema de transdução adenilato 
ciclase/ AMP cíclico 38 , podendo por esta via desempenhar um papel importante na regulação 
da mo0lidade gastrointes0nal. Na ileíte pós-inflamatória verificou-se uma redução significa0va 
dos níveis extracelulares de adenosina, assim como da neuromodulação colinérgica mediada 
pela a0vação preferencial de recetores facilitatórios do sub0po A2A localizados nos terminais 
nervosos colinérgicos 27.  Tendo esta informação em consideração e sabendo que os recetores 
A2A também estão envolvidos no controlo da resposta inflamatória, será interessante avaliar a 
interação entre os recetores A2A e os recetores nicoInicos contendo subunidades a3 no 
controlo da homeostasia do tecido em situações de inflamação intes0nal.   
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Neste trabalho realizaram-se estudos de imunofluorescência para perceber qual a localização 
e distribuição dos recetores nACh a3 em preparações de PM-ML de íleo de ratazanas saudáveis 
(controlo) e com ileíte pós-inflamatória (7 dias após a indução do modelo TNBS), seguindo um 
protocolo devidamente estabelecido que nos permi0u obter imagens para leitura em 
microscopia confocal.  
  
Em relação aos resultados ob0dos ao longo deste projeto, mostrou-se a existência de uma 
distribuição celular heterogénea dos recetores nicoInicos contendo a subunidade a3 (nAChR 
a3) no plexo mioentérico do íleo de ratazana. Os resultados mostraram que estes recetores 
estão maioritariamente localizados nos neurónios excitatórios (colinérgicos e pep0dérgicos), 
bem como nos neurónios inibitórios nitrérgicos, tanto a nível ganglionar como da junção 
neuromuscular. Chegou-se a esta conclusão através do facto dos recetores nicoInicos a3 
colocalizarem com o transportador vesicular de ACh (VaChT), com a enzima colina 
ace0ltransferase (ChAT), com a substância P (SP) e com a síntase do monóxido de azoto (NOS).   
  
Aparentemente, as células gliais entéricas e os macrófagos residentes do plexo mioentérico do 
íleo de ratazana são desprovidos destes recetores. A existência de recetores nicoInicos em 
células inflamatórias 2 estará, porventura, relacionada com outros sub0pos de recetores (e.g. 
contendo subunidades a7), já que neste trabalho não foi detetada a colocalização entre o 
recetor com subunidades a3 e os marcadores de células inflamatórias, CD68 (macrófagos M1) 
e CD206 (macrófagos M2).   
  
Nos animais com ileíte pós-inflamatória induzida por TNBS a densidade rela0va dos recetores 
nicoInicos contendo subunidades a3 encontra-se diminuída compara0vamente com os 
animais CTR. Impõe-se, por conseguinte, comparar estes resultados morfológicos com a 
a0vidade tónica funcional deste sub0po de recetores no contexto da inflamação intes0nal, 
para averiguar da sua relevância fisiopatológica na alteração da a0vidade entérica mediada 
pelos vários 0pos de neurónios que possuem estes recetores.  
  
Tanto quanto se sabe pela literatura disponível, em relação à localização dos recetores nACh, 
de um modo geral, sabe-se que estes, se encontram localizados nos corpos celular dos 
neurónios e nos terminais nervosos 41. Analisando com maior especificidade para a 
subunidade a3, é sabido que, no SNP, encontra-se preferencialmente no SNE, nas células 
cromafins das glândulas suprarrenais e nos gânglios autónomos. Um ar0go publicado em 2015 
refere que os recetores nicoInicos de ace0lcolina com as subunidades a3, a4, b2 e b4 
encontravam-se expressos nos neurónios mioentéricos 32, o que vai de encontro aos resultados 
ob0dos ao longo deste estudo, descritos anteriormente.  Por sua vez, através de estudos 
eletrofisiológicos e farmacológicos observou-se que os neurónios mioentéricos do íleo de 
porquinhos-da-índia expressam nAChRs compostos, essencialmente, pelas subunidades a3 e 
a5 42. A Itulo de curiosidade, num ar0go publicado anteriormente, em 2005, fala-se da 
expressão dos recetores nicoInicos com as subunidades a3 e a5 no intes0no delgado de 
porquinhos-da-índia 43.     
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Para além disso, em 1998, Vernino já havia observado a presença de auto-an0corpos contra os 
nAChR com a subunidade a3 neuronais em neuropa0as autonómicas que apresentam como 
um dos sintomas a dismo0lidade do trato GI 43,44. Por conseguinte, infere-se que os recetores 
nicoInicos de ace0lcolina com a subunidade a3 estejam associados a múl0plas patologias 
severas, principalmente a nível do trato GI, e que de facto, sejam um alvo terapêu0co 
fundamental a ser explorado. Assim, dado o facto deste sub0po estar localizado nos neurónios 
da raíz ganglionar dorsal sugere que este esteja envolvido na sinalização neuronal da nociceção 
e da inflamação 45, o que indica que possa ter um papel significa0vo em patologias de base 
inflamatória, como por exemplo, as doenças inflamatórias intes0nais que são um dos 
principais enfoques deste projeto de inves0gação.   
  
Em face dos resultados ob0dos, ainda que estejamos perante resultados preliminares, pode-
se inferir de que estes vão de acordo com a literatura já disponível. Este estudo permi0u uma 
melhor compreensão da distribuição dos recetores nicoInicos de ace0lcolina com a 
subunidade a3 no plexo mioentérico de íleo de ratazana.  É relevante mencionar que a 
fisiopatologia exata destes recetores com a subunidade a3 encontra-se pouco explorada 
devido à escassez de antagonistas sele0vos para este sub0po, e, consequentemente, existe 
escassa literatura disponível, o que evidencia que se trata, de facto, de uma subunidade ainda 
pouco inves0gada.   
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4. Conclusão    
  
As doenças inflamatórias intes0nais são patologias que apresentam uma prevalência crescente 
e com impacto significa0vo na qualidade de vida dos doentes, devido à sintomatologia 
exuberante e à ineficácia da maior parte do tratamento farmacológico disponível.  
  
O envolvimento de recetores nicoInicos e a sua alteração em patologias entéricas associadas 
a processos inflamatórios como as doenças inflamatórias intes0nais, tornam estes recetores 
potenciais alvos terapêu0cos ainda não explorados.  
  
Os resultados apresentados, ainda que preliminares, sugerem que na ileíte pós-inflamatória 
ocorre uma diminuição da densidade dos recetores nicoInicos a3 tanto em neurónios 
excitatórios (colinérgicos e pep0dérgicos) como inibitórios (nitrérgicos) no plexo mioentérico, 
excluindo-se a sua presença nas células gliais entéricas e nos macrófagos residentes, mesmo 
após a instalação da inflamação intes0nal.   
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