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Resumo

As doencgas inflamatdrias intestinais sdo condigOes fisiopatolégicas que apresentam elevada
prevaléncia na sociedade, e afetam consideravelmente a qualidade de vida dos doentes . Perante
uma inflamagdo, ocorrem altera¢des na libertacdo das purinas juntamente com modificagdes
adaptativas dos recetores purinérgicos que sdo essenciais para a progressdo das reacgoes
inflamatérias.

A acetilcolina (ACh) é o neurotransmissor mais importante no controlo e regulacdo da motilidade
gastrointestinal 2. A sua libertac3o ocorre a partir de neurdnios entéricos e é regulada por recetores
neuronais especificos. Muitos estudos tém vindo a confirmar o potencial papel de neuroproteccdo
neuronal mediada pelos recetores nicotinicos da acetilcolina e, mais recentemente, os seus efeitos
anti-inflamatodrios. No entanto, de modo surpreendente, existem escassas informacgGes sobre o
papel e envolvimento dos recetores nicotinicos nas doencas inflamatdrias intestinais. Saber qual o
subtipo de recetor envolvido nestes mecanismos de doenca é considerado de extrema
importancia, tendo em consideracdo o seu potencial papel no tratamento das doencas
inflamatérias intestinais.

Neste trabalho propusemo-nos investigar o papel e envolvimento dos recetores nicotinicos, com
principal enfoque na subunidade o3, na modulagdo da libertagdo de acetilcolina na ileite pds-
inflamatéria. Para tal foram realizados estudos de imunolocalizagdo em animais saudaveis e em
animais com ileite pds-inflamatdria (7 dias apds a inducdo do modelo). Estes estudos demostraram
gue existe uma distribuicdo heterogénea dos recetores nicotinicos de acetilcolina com a
subunidade a3 (nAChR a.3) no plexo mioentérico do ileo de ratazana. Pelas imagens obtidas a partir
de microscopia confocal observou-se que a imunorreatividade para os recetores nicotinicos a3 esta
localizada essencialmente e de um modo geral nos corpos celulares dos neurdnios e nos terminais
nervosos colinérgicos (marcados com o VaChT e com o ChAT), peptidérgicos (marcados com a SP)
e nitrérgicos (marcados com a NOS). Para além disso, ainda foi observada uma diminuicdo
significativa da densidade de marcacdo destes recetores nas amostras provenientes de animais
com ileite pds-inflamatdria comparativamente aos animais saudaveis.

Os resultados apresentados, ainda que preliminares, alargam a compreensao atual da distribuicao
e funcdo dos recetores nicotinicos no plexo mioentérico do ileo de ratazana, e podem ter
implica¢Oes fisiopatoldgicas nas alteracbes da motilidade intestinal, consequéncia das doencas
inflamatérias intestinais.

Palavras-chave: Doencas inflamatérias intestinais, ileite pds-inflamatodria, plexo mioentérico,
sinalizacdo purinérgica, recetores nicotinicos, libertacdo de acetilcolina
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Abstract

Inflammatory bowel diseases are pathophysiological conditions that are highly prevalent in society
and considerably affect patients' quality of life 1. During inflammation, changes occur in the release
of purines along with adaptive modifications of purinergic receptors, which are essential for the
progression of inflammatory reactions.

Acetylcholine (ACh) is the most important neurotransmitter in the control and regulation of
gastrointestinal motility 2. Its release occurs from enteric neurons and is regulated by specific
neuronal receptors. Many studies have confirmed the potential role of neuronal neuroprotection
mediated by nicotinic acetylcholine receptors and, more recently, their anti-inflammatory effects.
However, surprisingly, there is little information about the role and involvement of nicotinic
receptors in inflammatory bowel diseases. Knowing the composition of the receptor subtype
involved in these disease mechanisms is considered extremely important, considering its potential
role in the treatment of inflammatory bowel diseases.

In this work, we set out to investigate the role and involvement of nicotinic receptors, with focus
on the a3 subunit, in modulating the release of acetylcholine in post-inflammatory ileitis. To this
end, immunolocalization studies were carried out in healthy animals and in animals with post-
inflammatory ileitis (7 days after model induction). These studies demonstrated that there is a
heterogeneous distribution of nicotinic 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 immunoreactivity for a3 nicotinic receptors is essentially located in the cholinergic
(labelled with VaChT and ChAT), peptidergic (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 postinflammatory
ileitis when compared to healthy animals.

The preliminary results presented here, broaden the current understanding about the distribution
and function of nicotinic receptors in the myenteric plexus of the rat ileum, and about the
pathophysiological implications for changes in intestinal motility, because of inflammatory bowel
diseases.

Keywords: Inflammatory bowel disease, post-inflammatory ileitis, myenteric plexus, purinergic
signalling, nicotinic receptors, acetylcholine release
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1. Introducgao
1.1. Sistema Nervoso Entérico (SNE)

O sistema gastrointestinal engloba o trato gastrointestinal (Gl) e seus 6rgdos adjacentes, e tem
como principais fungdes a ingestdo e digestao alimentar, a absorcdo de nutrientes, a secrecao
de dgua e de enzimas e a excrecdo 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 Gl, desde o esdfago até ao anus. Este é considerado a
terceira divisdo do sistema nervoso autonomo (SNA), para além do sistema nervoso simpatico
e parassimpatico *. 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 a
da medula espinhal, sendo por isso conhecido como “segundo cérebro” .

1.1.1 Organizagao do SNE

O SNE encontra-se organizado numa complexa rede nervosa, distribuida em dois plexos
nervosos principais: (1) um plexo externo, denominado de plexo mioentérico (ou de
Auerbach), que inerva predominantemente as camadas musculares que o comp&em,
designadamente a muscularis externa, o musculo circular interno e o musculo longitudinal
externo >, e (2) de um plexo interno, localizado na regido da submucosa, denominado de plexo
submucoso (ou de Meissner) (Figura 1). No ambito da realizacdo deste projeto, este estudo ira
incidir apenas sobre um destes plexos, o plexo mioentérico. O plexo mioentérico é responsavel
pelo peristaltismo do trato Gl, embora possa atuar independentemente do sistema nervoso
central (SNC), este recebe inervagdo do SNA, criando uma ligacdo entre o SNE e o SNC. A
inervacdo deste plexo é feita, essencialmente, pelas fibras eferentes do nervo vago com origem
no nucleo motor dorsal ©. Existe também uma ativac3o intrinseca colinérgica, que facilita o
peristaltismo. O controlo dos sinais nervosos é mediado por varios neurotransmissores, que
podem levar tanto ao relaxamento como a contragdo do musculo liso. Consequentemente, os
padrées de movimento especificos que sdo o resultado deste processo, ddo origem ao
peristaltismo capaz de promover a mistura e a progress3o do contelido da boca até ao anus >,

O plexo mioentérico é formado por uma extensa rede neuronal que se estende ao longo de
todo o trato Gl, que é suportada na sua fun¢do de controlar a atividade muscular, glandular e
vascular, pelas células entéricas gliais e pelas células intersticiais de Cajal (ICCs). Os neurdnios
gue compdem esta rede estdo distribuidos em ganglios, enquanto as células gliais entéricas e
as ICCs podem encontrar-se também fora destes, nomeadamente, na mucosa e junto aos
nervos na camada de musculo liso °.
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Figura 1: Representagdo esquematica do sistema nervoso entérico, com principal enfoque nas camadas
da parede do trato Gl e nos plexos entéricos - o plexo mioentérico e o submucoso. Ambos os plexos sdo
formados por uma rede complexa de neurdnios entéricos, células gliais, células intersticiais de Cajal e
células do tipo-fibroblasto. O plexo mioentérico encontra-se entre a camada muscular circular interna e
a longitudinal externa, compostas, essencialmente por células do musculo liso. Imagem criada a partir
do Biorender.com.

1.1.1.1 Neurdnios Entéricos

Os neurdnios entéricos regulam e controlam uma diversidade de func¢des do trato Gl. A maioria
dos neurdnios entéricos encontra-se nos ganglios mioentéricos, entre a camada muscular
circular e longitudinal. Existem diferentes subtipos de neurdnios entéricos baseados na sua
funcdo, morfologia, no seu cddigo neuroquimico e nas suas propriedades elétricas . Até a
data, foram identificados cerca de 20 tipos de neurdnios no SNE, sendo que destes apenas 14
foram considerados funcionalmente relevantes. De acordo com a sua morfologia, estes
neurdnios foram discriminados como neurdnios Dogiel tipo (I-VII). A maior parte dos
neurdnios entéricos incluem-se nas categorias Dogiel tipo |, Il ou lll. De acordo com a sua
funcdo, estes neurdnios podem ainda ser classificados como sensitivos, motores excitatérios
ou inibitdrios, interneurénios e secretomotores/vasodilatadores 8. Os neurdnios motores s3o
imunorreativos a colina acetiltransferase (ChAT), a enzima responsavel pela sintese de
acetilcolina, e a substancia P (SP) 8. Neste sentido, os neurdnios motores excitatérios s3o
responsaveis pela libertacdo de neurotransmissores como a acetilcolina (ACh) e pela libertacdo
de neuromoduladores como as taquicininas (SP e neuroquinina A). Por outro lado, os
neurdnios motores inibitdrios libertam substancias como o mondxido de azoto (NO), péptido
intestinal vasoativo (VIP), ATP, GABA, neuropéptido Y (NPY) e o mondxido de carbono

(co)°.



1.1.1.2 Células Gliais Entéricas

As células gliais entéricas sdo células ndo-neuronais presentes nos plexos mioentérico e
submucoso com origem na crista neural, e que apresentam um elevado nivel de plasticidade.
10 As células gliais entéricas encontram-se localizadas ao longo de todo o trato Gl e em todas
as camadas deste, e encontram-se em contacto muito préoximo com as células neuronais,
dentro dos ganglios, nos filamentos de fibras interganglionares e nas fibras nervosas
intramusculares. Estas células, por sua vez, podem ser subdivididas em 4 populagbes distintas:
(1) as protoplasmaticas, em forma de estrela, sendo designadas do tipo | e que estdo
associadas tanto ao plexo mioentérico como ao submucoso; (2) as alongadas, do tipo Il que
rodeiam as fibras nervosas; (3) as multipolares, do tipo Il associadas a mucosa e, por ultimo,
(4) as bipolares, do tipo IV, associadas as fibras nervosas nas camadas do musculo liso °. Estas
células possuem uma caracteristica Unica que é a abundancia de uma proteina glial fibrilar
acida (GFAP), presente no seu citoplasma, resultante do facto de possuirem filamentos
intermédios de 10 nm em quantidades abundantes *. Para além do GFAP, expressam outra
proteina, o S100 (uma proteina de ligacdo ao calcio) que pode funcionar igualmente como
um bom marcador deste tipo de células 2.

1.1.1.3 Células Intersticiais de Cajal (ICCs)

As ICCs sdo células de origem mesenquimal conhecidas como as células marca-passo

(pacemaker) do trato Gl 24,

Estas apresentam funcdes que diferem consoante o seu subtipo.
As ICCs que se encontram localizadas no plexo mioentérico atuam como uma espécie de
pacemaker da motilidade gastrointestinal. Estas células demonstram uma atividade elétrica
espontanea e ritmica, que se propaga ao musculo liso, promovendo contragdo ou relaxamento
das células da musculatura lisa. A descoberta mais importante neste campo foi a expressdo do
recetor tirosina quinase (c-Kit) na superficie destas células . Estas células podem ainda ser
distinguidas de outras células de origem mesenquimatosa, por expressarem grandes
quantidades de anoctamina 1 (Ano-1 ou Tmem16A) 2. Estas células t&m um corpo fusiforme
e alongado, e localizam-se nas jun¢des dos neurénios motores e nas células do musculo liso *.
O seu papel nas doencas inflamatdrias intestinais tem sido amplamente descrito, visto haver

uma diminuic3o significativa destas células nessas circunstancias 2.
1.1.1.4 Células do Tipo-Fibroblasto (FLCs)

As Células do tipo-Fibroblasto (FLCs) sdo células igualmente de origem mesenquimal, sendo
consideradas também um tipo de células intersticiais, que se encontram distribuidas ao longo
do mdusculo liso, entre as camadas musculares circulares e longitudinais. Estas células
encontram-se na proximidade dos terminais dos neurdnios motores, o que pode sugerir que
tenham algum papel no desencadear de respostas neurais que controlam os movimentos
gastrointestinais. Apesar da sua similaridade a nivel morfoldgico, estas células apresentam
caracteristicas distintas das ICCs. Sabe-se que ndo apresentam uma lamina basal, mas formam
jungBes comunicantes com as células do musculo liso circular e longitudinal. Por microscopia,
0 CD34 ou a proteina de adesdo celular sialomucina tem sido utilizada para distinguir estas



células das ICCs. As FLCs também podem ainda ser distinguidas, pela expressdo do canal de
potéssio, SK3, ou pela expressdo de PDGFR-a 3.

1.1.1.5 Células do Musculo Liso

O musculo liso na parede gastrointestinal produz contracGes tdnicas reguladas pelas
propriedades intrinsecas mecanicas e elétricas da sua musculatura. O musculo liso é
responsavel pela contratilidade de 6rgdos ocos como o trato Gl, mas também da vesicula biliar,
da bexiga e do Utero. As contragdes do musculo liso sdo mais lentas comparativamente as do
musculo esquelético, sendo, no entanto, mais sustentadas. A principal fungdo do musculo liso
no trato Gl é a mistura e a propulsdo dos contetdos intraluminais de forma a permitir uma
digestdo alimentar eficiente, seguida de uma absorc¢do de nutrientes e evacuacdo de residuos.
As células musculares sdo constituidas em cerca de 80% por corpos densos e filamentos
contrateis. Existem trés tipos de filamentos observados nas células musculares, os filamentos
finos de actina, os filamentos grossos de miosina e os filamentos intermédios. E a partir da
hidrélise do ATP que ocorre a contracdo do musculo liso, ao gerar forca e ao induzir um
encurtamento destes filamentos .

1.2 Doengas Inflamatorias Intestinais

As doencas inflamatdrias intestinais sdo condicGes fisiopatoldgicas inflamatdrias que afetam,
predominantemente, o intestino delgado e o célon. Os tipos mais comuns sao a Colite Ulcerosa
e a Doenca de Crohn. Por se tratarem de patologias que apresentam, atualmente, uma elevada
prevaléncia que afeta consideravelmente a qualidade de vida dos doentes !, é importante
descobrir potenciais alvos terapéuticos e, por consequéncia, métodos de tratamento eficazes.

A Colite Ulcerosa afeta apenas parte ou o célon inteiro, num padrdo continuo **, conduzindo a
inflamacdo e ao desenvolvimento de Ulceras na camada superior que reveste o célon. Os
achados endoscépicos da Colite Ulcerosa incluem uma inflamacdo crénica continua com
eritema, perda do padrao de vascularizacado, granularidade, erosdes, ulceracdes, friabilidade e
hemorragia. A extensdao da Colite ulcerosa varia e pode ser descrita de acordo com a
classificacdo de Montreal: E1 ou proctite — a extensdo é distal a jun¢do retossigmoideia, E2 ou
colite distal ou colite esquerda — estende-se desde o sigmadide até ao angulo esplénico, E3 ou
pancolite ou colite extensa — estende-se para além do angulo esplénico .

Em relagdo a Doenca de Crohn, contrariamente a Colite Ulcerosa, qualquer area do trato Gl
pode ser afetada, desde a boca até ao anus, exibindo um padrdo descontinuo e em “pedrade-
calcada” . Os achados endoscépicos da Doenca de Crohn incluem uma inflamacg3o transmural
granulomatosa, com um padrdo de distribuicdo descontinuo, fistulas, abcessos, ulceras,
fibrose (estenose), Ulceras aftdides ou agregados linféides . Na Doenca de Crohn todas as
camadas do trato Gl sdo afetadas, alternando com trato Gl saudavel entre sec¢bes do
segmento afetado **’. Quando h4 uma inflamac3o, hd uma quebra na barreira intestinal, uma
secrecao anormal, alteragdes no padrao de motilidade e sensacao visceral que contribui para
os sintomas. As alteracdes da funcdo que acompanham a inflamacao gastrointestinal dao
origem a sintomatologia como diarreia, cdibras e dor abdominal tipo célica 8.



O quadro clinico tipico de uma doenca inflamatdria intestinal é caracterizado por um doente
jovem que apresenta sintomas tais como dor abdominal persistente do tipo célica, perda de
peso, diarreia e até presenca de sangue e muco nas fezes. Para além desta sintomatologia, na
Doenca de Crohn também é frequente a manifestacdo inicial da doenga basear-se em
alteracdes perianais como as fistulas, por exemplo *’. Para além dos sintomas gastrointestinais,
cerca de 25-40% de doentes com doenga inflamatdria intestinal apresentam manifestagdes
extra-intestinais como artrite periférica, artropatia axial, espondilite anquilosante, eritema
nodosum, pioderma gangrenosum, Ulceras aftosas, colangite esclerosante primaria, entre
outras °.

A etiologia ainda é pouco clara, porém, pensa-se que ha uma interacdo entre fatores
ambientais e genéticos. O Unico fator ambiental identificavel é o tabaco, sendo este
considerado como um fator de risco para a Doenca de Crohn.

As Doencas Inflamatdrias Intestinais sdo caracterizadas pela ativagdo imune cronica e recidiva,
concomitantemente com a inflamac3o gastrointestinal . A fisiopatologia deste tipo de
doencas baseia-se, essencialmente, nas disfun¢des do sistema imune e adaptativo . A
Doenca de Crohn é gerada por uma resposta das células Thi, enquanto a Colite Ulcerosa esta
mais associada a uma resposta Th2. A resposta do sistema imune inato representa a primeira
linha de defesa e é inespecifica. Esta resposta é mediada por células epiteliais, neutrofilos,
células dendriticas, mondcitos, macréfagos e por células “natural killer”. A resposta inicia-se
apods o reconhecimento dos antigénios dos microorganismos através dos TLR (recetores do tipo
Toll) e dos recetores do tipo NOD. Um estudo evidenciou que a acumulacdo de neutrdfilos e a
producdo subjacente de IL-1 e IL-8 em resposta ao trauma esta reduzida na Doenca de Crohn,
mas n3o na Colite Ulcerosa ?°. Por outro lado, a imunidade adaptativa é muito especifica. As
células Th1l sdo induzidas pela IL-12, produzem IFN-y, 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
Doenca de Crohn, e ja se evidenciou que hd uma maior produgdo de IL-2 e IFN-y pelas células
T em doentes com doenca de Crohn do que em doentes com colite ulcerosa 2°. E interessante
notar que o nervo vago tem um papel na regulacdo da inflamacao intestinal. A libertacao de
ACh pelo nervo vago diminui a libertagdo de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 pelos macréfagos
submucosos que expressam a subunidade a7 dos recetores nicotinicos para a acetilcolina
(nAChRs) 2,

O tratamento das Doencas Inflamatdrias Intestinais varia consoante a severidade da doenca:
ligeira, moderada ou severa. Para além disso, é importante ter em considerag¢do quais as
alteracdes a fazer do estilo de vida, nomeadamente, a cessacdo tabagica.

Em relagdo ao tratamento da Doenca de Crohn, a escolha do farmaco inicial depende do
fendtipo, da atividade da doenca, das comorbilidades do doente, para além de outras
caracteristicas individuais do doente. O tratamento de primeira linha para inducdo da remissado
€ o uso de corticoesterdides. A budesonida estd normalmente recomendada na doenca
ileocecal ligeira a moderada, enquanto a prednisolona ou a metilprednisolona sao geralmente
utilizadas para uma doenca de Crohn mais severa ou mais extensa. A azatioprina e a
mercaptopurina sdo eficazes na inducdo da remissdo e no tratamento das fistulas. Enquanto
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os aminosalicilatos sdo muito eficazes na indugédo da remissdo da Colite Ulcerosa, ja na Doencga
de Crohn podem diminuir a atividade da doenca, mas ndo sdo tdo eficazes. O metotrexato
induz remissdo na doenca de Crohn e também pode ser utilizado no tratamento de

manutencdo. O infliximab pode ser tanto para a indugdao como para a manutenc¢ao da remissao
17

Relativamente ao tratamento da Colite Ulcerosa, este deve ser estipulado conforme a extensao
da inflamagdo a nivel endoscépico, severidade da doenca e fatores de mau prognéstico (< 40
anos ao diagnodstico, doenca extensa ou a presencga de manifestacGes extraintestinais). Numa
colite ulcerosa ligeira a moderada, o tratamento inicial baseia-se em aminosalicilatos (5-ASA)
como a mesalamina. Nos doentes com uma resposta inadequada a terapéutica otimizada com
5-ASA, escala-se o tratamento para budesonida-micofenolato de moxetil ou prednisona oral.
De forma a induzir remissdo numa colite ulcerosa mais severa, corticoesterdides endovenosos
(EV) sdo o tratamento de primeira linha, enquanto a ciclosporina e o infliximab sdo a
terapéutica de salvacdo numa colite ulcerosa severa aguda que ndo responde aos
corticoesterdides EV 6. Existe ainda outro farmaco que apenas é utilizado na colite ulcerosa,
o tofacitinib (anti-JAK1 e JAK3) que bloqueia a sinalizac3o e a ativacdo das citoquinas 2.

1.2.1 lleite Pds-inflamatoria

A ileite é uma inflamacdo do ileo que induz uma série de alteracGes funcionais, quimicas e
morfoldgicas nos componentes celulares responsaveis pela manutencdo do trato Gl. Esta
inflamacdo é muito frequentemente causada pela Doencga de Crohn. A ileite pode manifestarse
como uma inflamac&o aguda (dor no quadrante inferior direito e/ou diarreia) mas também de
forma crénica (apresentando sintomas mais complexos como obstrucdo, hemorragia e
manifestacdes extra-intestinais) 23.

1.2.2 Modelos animais de Inflamacao Intestinal

Os modelos animais tém sido amplamente utilizados de forma a reconhecer a etiologia e a
fisiopatologia subjacente a inflamacdo intestinal. Existem evidéncias de que os modelos
animais usados para estudar as Doencas Inflamatdrias Intestinais sdo mais agressivos para o
colon, visto que nesta localizacdo a fase cronica da doenga grave manifesta-se muito mais
rapidamente do que no ileo. Tal diferenca pode dever-se a alteragdes na colonizacdo
bacteriana do conteudo intestinal ao longo do tubo digestivo. Neste contexto, tem sido dada
menor atengdo a investigacdo de patologias inflamatdrias que ocorrem predominantemente
no ileo, e ainda menos, ao estudo das fases iniciais da doenca onde é possivel reverter as
lesdes encontradas apds a lesdo inflamatdria 2.

Considerando como hipdtese relevante na fisiopatologia da doenca a existéncia de uma
disfuncdo do SNE secundaria a lesdo inflamatdria, mas que precede a morte celular, a perda
de relacdo neuro-imune e a fibrose intestinal, optamos por utilizar um modelo de ileite
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posinflamatdria induzido por instilagdo de uma solucdo de acido 2,4,6-trinitrobenzeno-
sulfénico (TNBS) na ratazana. Trata-se de um modelo em que o ileo apresenta lesGes
transmurais caracteristicas e um aumento da producdo de mediadores inflamatérios em
apenas 7 dias apds o insulto inflamatdrio 2*. Neste modelo, tem se observado que o infiltrado
de células inflamatdrias n3o penetra nos ganglios nervosos mioentéricos %°, sendo por isso,
estas estruturas consideradas “imuno-privilegiadas” onde os imundcitos por uma razdo ainda
desconhecida s3o incapazes de penetrar 2. Assim, apesar do extenso infiltrado inflamatdrio e
dano tecidular envolvente, ndo se verificam alteracGes significativas no nimero de neurdnios

entéricos no ileo destes animais %%’

, contrariamente a perda neuronal inexoravel verificada
nos modelos mais graves de doencga no célon. A preservagdo neuronal no plexo mioentérico
do ileo destes animais é, no entanto, acompanhada por altera¢des no cédigo neuroquimico e
nas propriedades eletrofisiologicas dos varios subtipos de neurdnios mioentéricos, cujos

mecanismos fisiopatoldgicos (e possivel reversibilidade) importa conhecer %,
1.3 Transmissdo Colinérgica

A ACh é o principal neurotransmissor excitatdrio colinérgico do trato Gl. A enzima ChAT (colina
acetilltransferase) é responsavel pela sintese de ACh a partir do acetil-CoA e da colina no
citoplasma dos neurdnios colinérgicos, sendo o acetil-CoA fornecido pelas mitocondrias. Por
sua vez, o VAChT (transportador vesicular da acetilcolina) é responsavel pelo armazenamento
de ACh dentro das vesiculas sinapticas a partir do citosol. Apds a despolarizacdo nervosa, o
neurotransmissor € libertado por um fendmeno designado de exocitose diretamente para a
fenda sindptica, onde se pode ligar aos seus recetores: os recetores muscarinicos e os
recetores nicotinicos, desencadeando deste modo uma resposta celular %°. Dado que este
trabalho incide sobre a expressao e atividade dos recetores nicotinicos da ACh na ileite pods-
inflamatoria e a sua interagdo com a sinalizacdo purinérgica, estes serdo abordados em maior
detalhe seguidamente.
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Figura 2: Representacdo esquematica da sintese de acetilcolina (ACh) nos terminais nervosos
colinérgicos. A ACh é sintetizada a partir do acetil-CoA e da colina no citoplasma dos neurdnios
colinérgicos, pela enzima ChAT (colina acetiltransferase), sendo o acetil-CoA fornecido pelas
mitocondrias. Por sua vez, o VAChT (transportador vesicular da acetilcolina) é responsavel pelo
armazenamento de ACh dentro das vesiculas sinapticas a partir do citosol, e apds a despolarizagdo, o
neurotransmissor é libertado por um fenédmeno designado de exocitose diretamente para a fenda
sinaptica, onde se liga, posteriormente, aos seus recetores: os recetores muscarinicos e os nicotinicos.
Imagem criada a partir do Biorender.com.

1.3.1 Recetores Nicotinicos

Os recetores nicotinicos de ACh (nAChRs) sdo canais idnicos pentaméricos que convertem um
sinal quimico, a ligacdo da ACh, a uma corrente idnica na membrana pds-sindptica. Em
repouso, o canal idnico encontra-se fechado, no entanto, com a ligacdo ao neurotransmissor
(ACh), hda uma isomerizagdo para o estado ativo, denominado de gating, que permite abrir um
poro na membrana que é permedvel a ides, como, Na*, K*, Ca?* e permite a tal difusdo °.

Sabe-se da existéncia de 9 subunidades o (02-a.10) e de trés subunidades B (B2-p4) 3.
Recorrendo a técnicas de biologia molecular, demonstrou-se que no plexo mioentérico
existem varios subtipos de recetores nicotinicos contendo subunidades a3, a5, a7, B2 e B4 em
diferentes combinacdes 32. Foram demonstrados 2 subtipos major dos recetores nicotinicos
de acetilcolina expressos no SNC de ratazana, um é composto por subunidades a4f32, que se
carateriza por possuir elevada afinidade para a nicotina. O outro subtipo é de baixa afinidade
e é composto por subunidades a7 apenas; este recetor liga-se com grande afinidade a toxina,

2+ 31 Os recetores nicotinicos

a-bungarotoxina, e possui elevada permeabilidade ao Ca
colinérgicos expressos no musculo esquelético e nos ganglios do SNA sdo compostos por 2
subunidades a. (locais de ligagdo a ACh) associadas a mais 3 outras subunidades ?°. Porém,
existe muita pouca informacdo funcional relativamente aos subtipos expressos tanto nos

neurdnios do SNA como do SNE.



Para além dos recetores nicotinicos serem abundantes nas células nervosas, eles também se
encontram em células ndo-neuronais, como os macréfagos .

1.3.1.1 Recetores Nicotinicos a3

O alvo principal deste projeto sdo os recetores nicotinicos de ACh contendo subunidades a3.
Ha estudos que demonstraram o papel essencial dos recetores nicotinicos com subunidades
a3 na transmissdo sindptica 3!, mas o seu papel neuromodulador no controlo da libertagio de
neurotransmissores encontra-se por esclarecer.

O subtipo principal dos nAChRs expresso pelos neurdnios do SNA contém com grande
probabilidade a subunidade a3. Isto evidenciou-se através da delecdo do gene CHRNA3 em
ratinhos que causou mortalidade perinatal e disfuncao severa do SNA. Existem ensaios
funcionais de neurdnios dos plexos mioentéricos de ratazana que demonstraram a presenca
de recetores com as subunidades a3B2 e a3B4, mas também, a7 *. Existem, ainda, estudos
de imunohistoquimica no plexo mioentérico do célon de ratazanas que revelaram a presenca
das subunidades a3 nas células gliais que simultaneamente expressam a enzima NOS do tipo
Il. Nos ganglios do SNA e na medula suprarrenal, existe um terceiro subtipo dos recetores
nicotinicos contendo subunidades a3 em combinagdo com subunidades B2 e 4 3.

Alteragdes dos padrdes de expressdo dos recetores com subunidades a334 nos neurdnios do
SNA pode levar a uma desregulacdo do funcionamento do trato GI em humanos. Em
ganglionopatias autoimunes com elevados titulos de expressao de nAChRs com subunidades
a3, verifica-se uma disfuncdo severa do SNA. Assim, os estudos referidos neste artigo refletem
o papel crucial da subunidade a3 no controlo da atividade intestinal e, também, no eixo
cérebro-intestino 2.

1.4 Sinalizag¢do Purinérgica

O ATP ¢é libertado tanto por células neuronais como por células ndo-neuronais, sendo que é
um neurotransmissor essencial para a ativagdo neutrofilica e defesa imunitaria. Apds a sua
libertacdo, pode ativar recetores inotrépicos do subtipo P2X e metabotrépicos do subtipo P2Y.
Na sinapse neuromuscular mioentérica, o ATP facilita a libertacdo de acetilcolina pelos
terminais nervosos ndo estimulados através da ativacdo dos recetores P2X. O ATP é convertido
em AMP pelas NTPDases 2 e 3 e, consequentemente, em adenosina através da CD73 (Ecto-
5’nucleotidase). A adenosina, por sua vez, pode controlar a libertagdo de ACh através da
estimulacdo dos recetores excitatdrios do subtipo Axa localizados nos terminais nervosos e/ou
dos recetores inibitorios do subtipo A; localizados no corpo celular dos ganglios dos neurdnios
mioentéricos %.



Para além da ACh, também as purinas (e.g. ATP, adenosina) desempenham um papel relevante
na homeostasia intestinal. Estes neuromoduladores podem afectar a atividade dos nervos
entéricos, das fibras musculares, das células gliais entéricas e das ICCs. A sua implicagdo na
fisiopatologia de diversas doencas do trato Gl mostra que o “purinoma” constitui um potencial
alvo terapéutico, devido ao seu papel imunomodulador. O papel dos diversos intervenientes
na sinalizacdo purinérgica, tais como os transportadores, ectonucleotidases e recetores
purinérgicos, tem sido estudado pelo Laboratério de Farmacologia e Neurobiologia / MedInUP
do ICBAS (a instituicdo de acolhimento deste projeto) no modelo de ileite pés-inflamatéria 277.
Os resultados mais relevantes ja obtidos mostram que a inflamacdo intestinal gera um
desequilibrio entre a libertacdo de purinas, a sua metabolizacdo extracelular (catabolismo do
ATP e formacdo de adenosina) e a ativacdo de recetores especificos (P1 para a adenosina e P2
para os nucledtidos), que é capaz de alterar a libertacdo de acetilcolina pelos nervos
colinérgicos do plexo mioentérico. A titulo de exemplo, refira-se que na ileite pds-inflamatdria
o aumento da proliferacdo de células gliais entéricas favorece a libertacdo de ATP
(gliotransmissor) que pode ser, em parte, responsavel pela manutencdo da transmissdo
colinérgica apds o insulto inflamatdrio. O contrario verificase relativamente a libertacdo de
adenosina pelas ICCs, facto que ajuda a explicar o aumento da excitabilidade neuronal e a

perda de coordenacdo da atividade motora do intestino nas doencas inflamatérias intestinais
2

1.5 Objetivos Principais do Estudo

As Doencgas Inflamatérias Intestinais afetam significativamente a qualidade de vida dos
pacientes. Por esse motivo, é de extrema importancia compreender os mecanismos
moleculares e celulares subjacentes a progressdo da doenca para descobrir abordagens
terapéuticas eficazes e inovadoras. Perante uma inflamacdo existem alteracbes quimicas,
morfoldgicas e funcionais nos componentes celulares responsaveis pela manutencido da
homeostasia do trato Gl. Alteragdes na libertacdo das purinas juntamente com modifica¢des
adaptativas dos recetores purinérgicos sdo essenciais para a progressdo das reacgoes
inflamatorias. O ATP e a adenosina sdo libertados por células inflamatérias, mas também pelas
células entéricas ndo-neuronais e neuronais. A libertacdo do ATP em resposta a mediadores
inflamatdrios é essencial para a ativacdo neutrofilica e defesa imune ®#¥. O estado
pdsinflamatério é acompanhado por um aumento da motilidade entérica 2. A ileite
posinflamatodria estd também associada a uma intensa proliferacdo da glia entérica e a um
aumento do niumero de macrdfagos residentes e células T que podem interagir proximamente
com os terminais nervosos fora da regido ganglionar.

Sendo a ACh o principal neurotransmissor excitatorio do trato Gl libertada pelos terminais
nervosos vagais e neurdnios colinérgicos mioentéricos, exerce também um efeito
antiinflamatério diminuindo a libertagdo de citocinas pré-inflamatdrias através da ativacdo de

recetores nicotinicos nos macréfagos 343536,

Trabalhos recentes realizados pelo grupo
mostraram uma diminui¢do dos niveis de acetilcolina libertados em ambiente inflamatorio,
mas pouco se sabe sobre a expressao, fungdo e envolvimento dos recetores nicotinicos nestas

circunstancias. Desta feita, o objetivo principal deste projeto foi o de explorar a distribuicdo do
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recetor nicotinico contendo subunidades a3 no plexo mioentérico do ileo de ratazanas
submetidas ao protocolo de inducdo de ileite pds-inflamatéria.
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2. Métodos e Materiais
2.1 Animais
2.1.1 Declarag3o Etica para o Cuidado e Uso de Animais

Todas as metodologias que foram utilizadas neste projeto encontram-se atualmente
disponiveis no Laboratdrio de Farmacologia e Neurobiologia do ICBAS-UP. Os cuidados com os
animais e os procedimentos experimentais foram realizados em estrita conformidade com as
recomendacdes da Convencdo Europeia para a Protecao dos Animais Vertebrados Utilizados
para Fins Experimentais e Outros Fins Cientificos (ETS 123), da Diretiva 2010/63/UE e das
regras portuguesas (DL 113/ 2013). Todos os protocolos experimentais envolvendo animais
foram aprovados pela autoridade nacional competente Direcao Geral de Alimentacdo e
Veterinaria e pelo Comité de Etica Animal do ICBAS (no 224/2017).

Ratazanas da estirpe Wistar, de ambos os géneros, foram mantidas a uma temperatura
ambiente constante e a um ciclo de luz normal com acesso a 4gua e a comida.

2.1.2 Inflamagao Intestinal induzida por TNBS

Neste projeto foi utilizado um modelo de ileite pds-inflamatéria induzido pelo TNBS em
ratazanas. Este foi gerado através da instilacdo intraluminal (1 mL) de uma solucdo quimica
irritante, o acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS, 40 mM) diluido em etanol no ileo de
ratazanas anestesiadas com medetomidina (10 mg/Kg) e com cetamina (75 mg/Kg) por via

subcutanea, 7 dias antes dos procedimentos experimentais #%’ .

O procedimento cirurgico
realizado foi uma laparotomia mediana onde se exteriorizou a ansa do ileo terminal, tendo-se
injetado TNBS (40mM) através da parede entérica para dentro do limen do ileo, nos 10
centimetros proximais a juncdo ileocoldnica. Os controlos receberam 1mL de solugdo salina
(NaCl 0.9 %). Apds o procedimento, os animais foram recuperados através da administragdo
de atipamezol (10 mg/Kg). 1 hora apds a cirurgia, foi permitido as ratazanas ingerirem
alimentos e dgua. Apos a cirurgia, a dor foi controlada com cloridrato de tramadol (10 mg/Kg)
27 Trata-se de um modelo cldssico promotor de inflamac3o intestinal que pode causar
respostas imunoldgicas considerdveis. Nos protocolos experimentais foram usadas
preparagdes de plexo mioentérico-musculo longitudinal (PM-ML) do ileo provenientes de
ratazanas da estirpe Wistar (Charles River — CRIFFA, Barcelona, Espanha; Biotério do ICBAS,
Porto, Portugal) saudaveis (controlo) e com ileite pds-inflamatdria (TNBS). As ratazanas foram
colocadas, durante os 7 dias seguintes, sozinhas numa caixa, com acesso a d4gua e a nutrientes,
para permitir o estabelecimento de inflamacgdo intestinal e o desenvolvimento de ileite

posinflamatodria antes de serem utilizadas nos protocolos experimentais.
2.2 Isolamento do Plexo Mioentérico-Musculo Longitudinal (PM-ML) de ileo de Ratazana

Apds o sacrificio da ratazana, fez-se uma pequena incisdo na cavidade abdominal,
identificando-se o apéndice cecal, que permitiu localizar a por¢do distal do ileo. O intestino foi
cuidadosamente separado das suas aderéncias mesentéricas e foi retirado um fragmento com
cerca de 12 centimetros da porgdo distal do ileo, tendo sido excluidos sistematicamente os 2
centimetros proximais ao cego. O fragmento de ileo isolado foi colocado em solugédo de Tyrode
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(composicdo: NaCl 137 mM; CaCl, 1.8 mM; MgCl, 1 mM; NaH,PO4 0.4 mM; NaHCO; 11.9 mM;
Glicose 11.2 mM), a temperatura ambiente e devidamente oxigenado com uma mistura de O,
(95%) e CO, (5%). Nesse ambiente, procedeu-se ao esvaziamento do conteudo fecal por
instilacdo da solucdo de Tyrode através do lumen intestinal com o auxilio de uma seringa. Para
facilitar a disse¢do do plexo mioentérico e do musculo longitudinal aderente, foi introduzida
uma vareta de vidro no limen do fragmento do ileo isolado. As camadas superficiais do
intestino correspondentes a serosa, musculo longitudinal e plexo mioentérico foram
seccionadas longitudinalmente com o auxilio de um bisturi, tendo o cuidado de nao atingir a
camada muscular circular, de forma a ser possivel isola-las em toda a sua circunferéncia,
usando duas gazes embebidas na solugao de Tyrode.

2.3 Protocolo de Imunofluorescéncia por Microscopia Confocal

Foram realizados estudos de imunofluorescéncia por microscopia confocal para detetar
possiveis alteracdes no cddigo quimico dos neurdnios mioentéricos (marcados positivamente
para o VAChT, ChAT, NOS, SP) e na densidade de populag¢des de células especificas do subtipo
(neurdnios, células gliais). A distribuicdo tecidual e celular das proteinas de interesse, como
recetores nicotinicos a3 e marcadores celulares especificos (como por exemplo, o GFAP para
glia, CD206 e CD68 (ED1) para macréfagos infiltrantes e residentes) foram avaliados com
anticorpos especificos, conforme ja foi descrito pelo grupo em trabalhos anteriores %7, A
técnica de imunofluorescéncia aplicada envolveu uma marca¢do indirecta, isto é, dois
conjuntos de anticorpos: um anticorpo primario, aplicado contra o antigénio de interesse; e
um segundo anticorpo acoplado a um fluordforo, que reconhecerd o anticorpo primario.

O protocolo de imunofluorescéncia envolveu um conjunto de procedimentos cujo objetivo
principal foi o de preservar adequadamente os componentes celulares, nomeadamente
antigénios e enzimas e, ainda, o de facilitar as marcacdes convencionais e imunoldgicas ’.
Estes procedimentos incluiram o processamento dos tecidos que engloba a fixacdo, o bloqueio
e a permeabilizacdo aos anticorpos e a marcacdo dos tecidos com os anticorpos primarios e
secundarios.

2.3.1 Fixagao

As preparacées de PM-ML do ileo de ratazana obtidas, foram estiradas (com a ajuda de
alfinetes) em placas de Petri revestidas com Sylgard, e fixadas em solucdo de PLP
(paraformaldeido 2%, lisina 0.075 M, fosfato de sédio 0.037 M, periodato de sédio 0.01 M)
durante 16h, a 42C. Depois, foram lavadas com uma solucao de tampao fosfato 0.1 M em 3
ciclos de 10 minutos, e criopreservadas em solugdo crioprotectora (glicerol anidro 20%,
tampédo fosfato 0,1 M), durante 16 horas a 4°C, e armazenadas a -20°C para posterior
utilizacao.
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2.3.2 Bloqueio e Permeabilizagao

Neste passo do procedimento, as preparacdes foram descongeladas e lavadas com uma
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) e incubadas com uma solucdo tampdo de
blogueio (soro bovino fetal 10%, albumina bovina sérica 1%, Triton X-100 1% em PBS) durante
2 horas e com agitacdo constante.

2.3.3 Incubag¢do com os Anticorpos Primarios e Secunddarios

As amostras foram incubadas com os anticorpos primarios escolhidos (Tabela 1), diluidos em
tampdo de incubagdo (soro bovino fetal 5%, albumina sérica 1%, Triton X-100 1% em PBS), a
4°C e durante 48 horas, em agitacdo constante. Para protocolos de marcacdao dupla, os
anticorpos foram combinados antes de serem aplicados nas amostras, isto é, aquando da sua
diluicdo no tampdo de incubacdo. Apds o periodo de incubagdo, procedeu-se a lavagem dos
tecidos com uma solugdo de PBS/ Triton-X 0,1%, em 3 ciclos de 10 minutos, preparando as
amostras para a marca¢do com os anticorpos secundarios.

Os anticorpos secundarios escolhidos (Tabela 1) foram diluidos no tampdo de incubacdo
referido anteriormente e incubados nas amostras, no escuro (para evitar a excitacdo dos
fluorocromos), durante duas horas, a temperatura ambiente e sob agitacdo constante. Os
protocolos de marcacao dupla foram feitos do mesmo modo ao aplicado para os anticorpos
primarios. Apds a incubacdo com os anticorpos secundarios respetivos, as amostras passam
novamente por um periodo de lavagem, com solugdo de PBS/ Triton-X 0.1% em 3 ciclos de 10
minutos.

Por fim, as amostras foram montadas em laminas de vidro, com recurso ao meio de montagem
Fluoroshield com DAPI. Em paralelo com as marcagdes realizadas, foram feitos controlos de
especificidade, por omissdao dos anticorpos primarios da solucdo de reaccéo.

As laminas obtidas foram analisadas com recurso a um microscépio confocal de varrimento
por laser Olympus FluoView FV1000, usando os seguintes lasers: Ar-lon, que emite na gama
dos 488 nm e que, portanto, excita o fluoréforo Alexa Fluor 488; um laser de He-Ne, que emite
no comprimento de onda de 543 nm e que vai excitar o fluoréforo Alexa Fluor 568; e ainda um
laser de He-Ne, cujas emissGes sdo na gama do invisivel, a cerca de 633 nm, excitando o
fluoréforo Alexa Fluor 633.
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Tabela I: Anticorpos primarios e secundarios usados nos protocolos de imunohistoquimica realizados.

_ Anticorpo Cadigo Hospedeiro Fornecedor Diluicao
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
Alexa Fluor 488
. . A-21206 Donkey Molecular Probes 1:1000
(anti-rabbit)
Alex Fluor 633
. A21052 Goat Molecular Probes 1:1000
(anti-mouse)
TRITC 568 (anti- 706-025- Jackson
] . Donkey 1:150
guinea-pig) 148 ImmunoResearch
Alexa Fluor 568
. A11057 Donkey Molecular Probes 1:1000
(anti-goat)
Alexa Fluor
. 706-605- Jackson
AffiniPure 647 Donkey 1:100
L . 148 ImmunoResearch
(anti-guinea-pig)
Alexa Fluor 568
A-10037 Donkey Molecular Probes 1:1000

(anti-mouse)

2.4 Apresentag¢ao de Dados e Analise Estatistica

As imagens foram armazenadas em formato TIFF com a mesma resolucdo e, posteriormente,
analisadas com o software Imagel® versdo 1.46r (National Institutes of Health) para quantificar
a densidade de nAChR a3 nas preparagdes de PM-ML. Variaveis como a area, densidade
integrada e valor médio de cinza foram medidas em todas as imagens analisadas para esta
marcacado; os valores referentes ao fundo da imagem foram obtidos a partir de uma érea da
sec¢do ndo tratada com o anticorpo primario. Os valores obtidos foram utilizados para calcular
a fluorescéncia total corrigida da criosecg¢ao (CTCF) pela aplicacdo da férmula publicada no site:
http://sciencetechblog.com/2011/05/24/measuring-cell-fluorescence-usingimage;.

A analise estatistica e a criacdo de graficos foram conduzidas através do programa GraphPad
Prism® 8 (La Jolla, Califérnia, EUA). Os resultados foram apresentados como média + SEM (Erro
Padrdo da Média), salvo indicagdo em contrario, e foram baseados numa amostra de n
individuos. Para a comparacdo entre dois grupos experimentais, recorreu-se ao teste t- com
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correcdao de Welch. Valores de p<0,05 foram considerados como indicadores de diferencas
estatisticamente significativas.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Resultados

3.1.1 Os recetores nicotinicos da ACh com a subunidade a3 (nAChR a3) estao localizados
predominantemente em terminais nervosos e nos corpos celulares dos neurdnios
ganglionares mioentéricos.

Em 2004, Duarte-Araujo e colaboradores revelaram evidéncias funcionais sugerindo que os
terminais nervosos do plexo mioentérico do ileo de ratazanas possuem recetores nicotinicos
da ACh (nAChRs). A ativagdo dos nAChRs pré-sinapticos promoveu a libertacdo de ACh na
auséncia de despolarizacio da membrana neuronal, presumivelmente através da
despolarizac3o focal do terminal nervoso e entrada de Ca?* diretamente pelo canal nicotinico
junto aos locais de libertacdo *. A auséncia de uma caracteriza¢do farmacoldgica seletiva e de
métodos de imagem centrada nos recetores envolvidos limitou as conclusdes sobre o subtipo
de nAChR envolvido no processo. Na auséncia deste conhecimento e considerando que os
nAChRs contendo subunidades a3 desempenham um papel fundamental na regulacao de
respostas inflamatdrias em células endoteliais e em macréfagos 33, pareceu-nos pertinente
avaliar a presenca destes nAChRs em preparacGes de PM-ML de ileo de ratazanas saudaveis e
com ileite pds-inflamataria.

nAChR o - CTR
Plano Neuromuscular

—_
©
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=
©
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Figura 3: Marcagdo dos recetores nACh a3. Imagens de microscopia confocal obtidas a partir de
preparagdes de PM-ML do ileo de uma ratazana sauddvel (CTR). A imunorreactividade para os recetores
nACh a3 (verde) estd presente nos corpos celulares dos neurdnios ganglionares mioentéricos (Plano
Ganglionar) e nas varicosidades nervosas (Plano neuromuscular).

Neste trabalho, foram realizadas experiéncias de imunolocalizacdo usando anticorpos
primarios contra os nAChRs contendo subunidades a3 (Figura 3). A imunoreactividade para
estes recetores encontra-se localizada predominantemente nos corpos celulares dos
neurdnios mioentéricos do ileo de ratazana e, também, nos feixes nervosos e nos terminais
dos axdnios dos neurdnios mioentéricos, como mostra a figura 3.
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No entanto, ndo podemos eliminar a hipdtese destes recetores também se encontrarem
presentes noutras células localizadas na proximidade dos neurdnios e dos feixes nervosos
mioentéricos, como as células gliais entéricas ou a Células intersticiais de Cajal (ICCs).

Para responder a esta questao foi realizado um protocolo de marcacao dupla dos recetores os
nAChRs contendo subunidades a3 e das células entéricas gliais, com a proteina glial fibrilar
acida (GFAP), que se encontra abundantemente expressa neste tipo celular. Como mostrado
na figura 4, as células que exibem imunoreactividade contra os recetores nACh a3 (marcadas
a verde) sdo negativas para o anticorpo contra o GFAP (marcadas a vermelho). Este resultado
demonstra que os nAChRs contendo subunidades a3 ndo se encontram localizados nas células
gliais entéricas.

nAChR a3 GFAP o3 x GFAP

2
2
.
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Figura 4: Marcac¢do dupla dos recetores nACh a3 e do GFAP. Imagens de microscopia confocal obtidas a
partir de preparagdes de PM-ML do ileo de ratazana saudavel (CTR). A imagem corresponde a projec¢do
de imagens de marcagdo dupla para os receptores nACh a3 (verde) e para o GFAP (vermelho), captadas
a nivel ganglionar mioentérico; a existéncia de co-localiza¢do deveria aparecer a amarelo.

Devido a questbes metodoldgicas, encontra-se ainda em aberto a possibilidade destes
recetores se localizarem nas ICCs, ja que ndo foi possivel obter imagens com uma dupla
marcacdo dirigida para estas células. Proteinas como o c-Kit e o Ano-1 sdo marcadores
especificos de ICCs, porém esta marcagdo requer a fixacdo das preparagdes com acetona
(100%) que é incompativel com a marcagao para os nAChRs contendo subunidades a3. Estdo
projetadas experiéncias para averiguar essa hipdtese utilizando um marcador para células de
origem mesenquimatosa (i.e., miofibroblastos, células intersticiais de Cajal) como é a
vimentina.
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3.1.2 A densidade de marcacao dos recetores nicotinicos contendo subunidades a3 encontra-
se diminuida no plexo mioentérico das ratazanas com ileite pés-inflamatdria:
auséncia de colocalizagdo com marcadores macrofagicos.

Estudos anteriores do grupo de investiga¢cdo do Laboratério de Farmacologia e Neurobiologia
do ICBAS-UP mostraram que os neurénios colinérgicos do plexo mioentérico de ratazanas
tratadas com TNBS libertam uma menor quantidade de [*H] - ACh 2. Para além disso,
verificouse um aumento do nimero e ramificagdes das células gliais entéricas no plexo
mioentério em animais com ileite pds-inflamatdria. Também, o nimero de macréfagos
residentes e de células T capazes de interagir com os terminais nervosos fora da regido
ganglionar se encontra aumentado. Admitindo que a acetilcolina libertada maioritariamente
pelos terminais nervosos vagais e neurdnios colinérgicos mioentéricos é um potente mediador
antiinflamatério, reduzindo a libertacdo de citocinas pré-inflamatdrias através da ativacdo de

34,35,36

recetores nicotinicos dos macréfagos , pareceu-nos relevante avaliar a densidade de

marcacdo dos recetores nicotinicos contendo subunidades a3 em animais saudaveis (CTR) e
em ratazanas com ileite pds-inflamatadria induzida por TNBS (7 dias).
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Figura 5: (A) Marcagdo dos recetores nACh a3 em tecidos controlo e TNBS. Imagens de microscopia
confocal obtidas a partir de preparagées de PM-ML de ileo de ratazana, a imagem (I) corresponde ao
controlo e aimagem (1) ao tecido TNBS. (B) O grafico de barras representa a média + SD da fluorescéncia

total corrigida da criossec¢do (CTCF) da marcagdo com os recetores nACh a3 ao nivel do ganglio e da
regido neuromuscular.

Na figura 5A encontram-se apresentadas imagens obtidas por microscopia confocal dos
recetores nicotinicos contendo subunidades a3 em amostras de PM-ML do ileo de ratazana
controlo (Imagem ) e com ileite pds-inflamatdria (Imagem I1). O tratamento estatistico da
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fluorescéncia total (CTCF) das imagens obtidas nestas circunstancias permitiu detetar uma
diminuicdo global da imunomarcagdo dos recetores nicotinicos contendo subunidades a3 no
PM-ML do ileo das ratazanas tratadas com TNBS comparativamente com os animais CTR.

Seguidamente, avaliou-se a presenga de recetores nicotinicos contendo subunidades a3 nas
células inflamatdrias, designadamente nos macréfagos intestinais, utilizando uma marcagao
dupla destes recetores com dois marcadores especificos de macrdfagos do subtipo M1 e M2,
CD68 (ED1) e CD206, respetivamente.

A figura 6 mostra que os macréfagos do subtipo M1 (marcados positivamente com o anticorpo
contra CD68) encontram-se apenas presentes nas amostras provenientes de ratazanas com
ileite pods-inflamatdria. Esta imunomarcacdo ndo se encontra nas células em que foi
identificada a marcacdo pelo anticorpo contra os recetores nicotinicos contendo subunidades
a3.

De forma analoga, mostra-se na Figura 6 que o nimero de macrofagos do tipo 2 marcados
positivamente pelo anticorpo anti-CD206 aumentou substancialmente no PM-ML do ileo das
ratazanas tratadas com TNBS comparativamente com os animais CTR. Esse aumento é muito
mais evidente para as células CD206 positivas do que para as que marcam positivamente
contra CD68. Apesar de se observarem em menor nimero, foram encontradas células CD206
positivas (macréfagos residentes) no tecido nos animais CTR, localizadas essencialmente em
redor dos ganglios mioentéricos e na regido neuromuscular (marcacio a vermelho). A
semelhanca do que foi descrito por Kinoshita e colaboradores (2007), os macrofagos
residentes CD206-positivos observados nos animais CTR apresentam uma morfologia
dendritica (ramificada) e encontram-se dispostos de forma ordenada, enquanto estes
adquirem uma forma mais arredondada e uma disposi¢ao mais irregular ao longo do tecido
nos tecidos dos animais TNBS 3°. Na figura 6 também se mostra que n3o existe sobreposicdo
entre a marcagdo contra CD206 e contra os recetores nicotinicos contendo subunidades a3
(marcagdo a verde).
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Plano Ganglionar || Plano Neuromuscular
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Figura 6: Marcac¢do dupla dos recetores nACh a3 com os marcadores de células inflamatdrias, o CD68 e
o CD206. Imagens de microscopia confocal obtidas a partir de preparagdes de PM-ML do ileo de
ratazana. A imunorreactividade para os recetores nACh a3 (verde) ndo co-localiza com nenhum dos
marcadores macrofagicos, M1 e M2, individualmente (CD68 e CD206, vermelho). A existéncia de
colocalizagdo deveria aparecer a amarelo.
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3.1.3 Distribui¢do heterogénea dos recetores nicotinicos contendo subunidades a3 nos varios
grupos neuronais do plexo mioentérico do ileo de ratazana.

Considerando que os recetores nicotinicos contendo subunidades .3 se encontram localizados
predominantemente em terminais e nos corpos celulares dos neurdnios mioentéricos,
pareceu-nos relevante caracterizar o tipo de neurdnios em que essa expressdo & mais
abundante para, eventualmente, se conseguir explicar a perda de sinalizacdo colinérgica nos

tecidos inflamados.
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Figura 7: Marcagdo dupla dos recetores nACh a3 com o VAChT, com o ChAT e com a SP. Imagens de
microscopia confocal obtidas a partir de preparagdes de PM-ML do ileo de ratazana. A existéncia de
colocalizagdo deveria aparecer a amarelo.

A figura 7 mostra que a imunoreactividade contra os recetores nicotinicos contendo
subunidades a3 co-localiza em grande medida com o transportador vesicular da ACh (VAChT)
e com o ChAT, denotando a sua presenca em neurdnios colinérgicos, tanto a nivel ganglionar
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com a nivel neuromuscular. A sua presenca também foi referenciada em alguns neurdnios
peptidérgicos marcados positivamente com um anticorpo contra a Substancia P (SP). No
entanto, a taxa de sobreposicdo com o marcador peptidico foi inferior a verificada para os
neurdnios colinérgicos, embora estes resultados preliminares carecam de comprovacdo
estatistica através da realizacdo de mais experiéncias. Globalmente os resultados também
mostram que a colocalizagdo da marcagdo dos recetores nicotinicos contendo subunidades a3
nestes dois tipos neuronais excitatérios, colinérgicos e peptidérgicos, se mantém nos animais
TNBS, apesar da densidade de marcacdo do recetor nicotinico ser menor nos terminais
colinérgicos do que nos animais CTR (ver também, figura 5).

Relativamente a presenca de recetores nicotinicos contendo subunidades a3 em neurdnios
inibitdérios nitrérgicos positivos para a sintase do monoxido de azoto (NOS), os resultados da
figura 8 mostram aspetos distintos a nivel ganglionar e neuromuscular. No ganglio mioentérico,
existe um reduzido de nimero de células apresentando dupla marcagdo o3 e NOS. J4 a nivel
neuromuscular, grande parte dos terminais nervosos marcados positivamente contra a NOS
apresentam também imunorreatividade contra os recetores nicotinicos com subunidades a3
(Figura 8).

Plano Ganglionar ” Plano Neuromuscular

nAChR a3 nNOS o3 x nNOS nAChR a3 nNOS o3 x nNOS

-CTR-

-TNBS-

Figura 8: Marcagdo dupla dos recetores nACh a3 com o sintase do mondéxido de azoto (nNOS). Imagens
de microscopia confocal obtidas a partir de preparagées de PM-ML do ileo de ratazana. A existéncia de
colocalizagdo deveria aparecer a amarelo.
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3.2 Discussao

A ACh é o principal neurotransmissor excitatério no plexo mioentérico e o principal regulador
da motilidade intestinal. Tendo em consideracdo que 0s recetores nicotinicos para a
acetilcolina (nAChR) tém um papel essencial na neurotransmissdo no SNE bem como na

2, neste estudo fomos avaliar a distribuicdo / densidade dos recetores

imunomodulagao
nicotinicos contendo subunidades a3 na ileite pds-inflamatéria induzida pela injegdo

intraluminal de TNBS 7 dias antes da realizacdo das experiéncias.

A ileite pds-inflamatdria estd associada a uma intensa proliferacdo da glia entérica e a um
aumento do niumero de macrdfagos residentes e células T que podem interagir proximamente
com os terminais nervosos fora da regido ganglionar. Hoje sabe-se que a transmissao
colinérgica mediada por recetores nicotinicos constitui uma parte relevante da transmissdo
sinaptica no SNE 32,

Um artigo publicado anteriormente pelo Laboratério de Farmacologia e Neurobiologia do
ICBAS-UP no ambito da ileite pds-inflamatéria demonstrou que os neurdnios colinérgicos
inflamados libertam menores quantidades de [*H] - ACh, sem que a perda da neuromodula¢3o
colinérgica tenha sido acompanhada da reducdo evidente destas células neuronais 2. Neste
contexto, pode dizer-se que existe uma perda da atividade neuronal sem que se verifiquem
alteracbes anatomicas evidentes, certamente devidas a uma alteracdo do cddigo
neuroquimico e da plasticidade mioentérica que importa esclarecer %,

O nosso grupo foi pioneiro em descobrir que os recetores nicotinicos sdo também importantes
controladores da neuromodulagdo colinérgica no plexo mioentérico do ileo de ratazana 3.
Sabe-se que as subunidades a sdo essenciais para a ligacdo da ACh ao recetor nicotinico e que
(i) os neurdnios excitatérios marcam com o anticorpo Mab-35, que reconhece as subunidades
a3, a5 e B4 *°, além de que (ii) os recetores nACh com subunidades o34 ou a3B4a5 estdo
associados ao influxo de Ca?* promovido pela ACh38, justificando a sua relevancia no controlo
da libertacdo de neurotransmissores. Neste contexto, a acetilcolina libertada pelos neurdnios
mioentéricos desencadeia um mecanismo de retroalimentacdo positivo mediado por
autorrecetores nicotinicos, capazes de promover o influxo de Ca?* diretamente através do
canal nicotinico e, assim, desencadear a libertagdo do neurotransmissor de forma
independente da abertura dos canais de célcio sensiveis a voltagem.

Curiosamente, este mecanismo parece ser regulado pela ativacdo tdénica de recetores
excitatérios da adenosina do subtipo A;a acoplados ao sistema de transducdo adenilato
ciclase/ AMP ciclico 3, podendo por esta via desempenhar um papel importante na regulagio
da motilidade gastrointestinal. Na ileite pds-inflamatéria verificou-se uma reducdo significativa
dos niveis extracelulares de adenosina, assim como da neuromodulagdo colinérgica mediada
pela ativagdo preferencial de recetores facilitatorios do subtipo A,a localizados nos terminais
nervosos colinérgicos ?’. Tendo esta informac3o em consideracdo e sabendo que os recetores
Aza também estdo envolvidos no controlo da resposta inflamatoria, serd interessante avaliar a
interacdo entre os recetores A, € 0s recetores nicotinicos contendo subunidades a3 no
controlo da homeostasia do tecido em situag¢des de inflamacao intestinal.
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Neste trabalho realizaram-se estudos de imunofluorescéncia para perceber qual a localizagdo
e distribuicdo dos recetores nACh a3 em preparagées de PM-ML de ileo de ratazanas saudaveis
(controlo) e com ileite pds-inflamatéria (7 dias apds a indugdo do modelo TNBS), seguindo um
protocolo devidamente estabelecido que nos permitiu obter imagens para leitura em
microscopia confocal.

Em relacdo aos resultados obtidos ao longo deste projeto, mostrou-se a existéncia de uma
distribuicdo celular heterogénea dos recetores nicotinicos contendo a subunidade a3 (nAChR
a.3) no plexo mioentérico do ileo de ratazana. Os resultados mostraram que estes recetores
estdo maioritariamente localizados nos neurdnios excitatérios (colinérgicos e peptidérgicos),
bem como nos neurdnios inibitérios nitrérgicos, tanto a nivel ganglionar como da juncdo
neuromuscular. Chegou-se a esta conclusdo através do facto dos recetores nicotinicos a3
colocalizarem com o transportador vesicular de ACh (VaChT), com a enzima colina
acetiltransferase (ChAT), com a substancia P (SP) e com a sintase do mondxido de azoto (NOS).

Aparentemente, as células gliais entéricas e os macrofagos residentes do plexo mioentérico do
ileo de ratazana sdo desprovidos destes recetores. A existéncia de recetores nicotinicos em
células inflamatdrias % estard, porventura, relacionada com outros subtipos de recetores (e.g.
contendo subunidades a7), ja que neste trabalho ndo foi detetada a colocalizagdo entre o
recetor com subunidades .3 e os marcadores de células inflamatérias, CD68 (macréfagos M1)
e CD206 (macréfagos M2).

Nos animais com ileite pds-inflamatdria induzida por TNBS a densidade relativa dos recetores
nicotinicos contendo subunidades o3 encontra-se diminuida comparativamente com os
animais CTR. ImpG&e-se, por conseguinte, comparar estes resultados morfolégicos com a
atividade ténica funcional deste subtipo de recetores no contexto da inflamacdo intestinal,
para averiguar da sua relevancia fisiopatoldgica na alteracdo da atividade entérica mediada
pelos varios tipos de neurdnios que possuem estes recetores.

Tanto quanto se sabe pela literatura disponivel, em relagdo a localizacdo dos recetores nACh,
de um modo geral, sabe-se que estes, se encontram localizados nos corpos celular dos

neurdnios e nos terminais nervosos .

Analisando com maior especificidade para a
subunidade a3, é sabido que, no SNP, encontra-se preferencialmente no SNE, nas células
cromafins das glandulas suprarrenais e nos ganglios auténomos. Um artigo publicado em 2015
refere que os recetores nicotinicos de acetilcolina com as subunidades a3, a4, 2 e 4
encontravam-se expressos nos neurdnios mioentéricos %2, o que vai de encontro aos resultados
obtidos ao longo deste estudo, descritos anteriormente. Por sua vez, através de estudos
eletrofisioldgicos e farmacoldgicos observou-se que os neurdnios mioentéricos do ileo de
porquinhos-da-india expressam nAChRs compostos, essencialmente, pelas subunidades a3 e
o5 *2. A titulo de curiosidade, num artigo publicado anteriormente, em 2005, fala-se da
expressdao dos recetores nicotinicos com as subunidades a3 e a5 no intestino delgado de
porquinhos-da-india .
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Para além disso, em 1998, Vernino ja havia observado a presenca de auto-anticorpos contra os
nAChR com a subunidade a3 neuronais em neuropatias autonémicas que apresentam como
um dos sintomas a dismotilidade do trato Gl ****, Por conseguinte, infere-se que os recetores
nicotinicos de acetilcolina com a subunidade a3 estejam associados a multiplas patologias
severas, principalmente a nivel do trato Gl, e que de facto, sejam um alvo terapéutico
fundamental a ser explorado. Assim, dado o facto deste subtipo estar localizado nos neurdnios
daraiz ganglionar dorsal sugere que este esteja envolvido na sinalizacdo neuronal da nocicec¢édo
e da inflamacdo *, o que indica que possa ter um papel significativo em patologias de base
inflamatéria, como por exemplo, as doencgas inflamatdrias intestinais que sdo um dos
principais enfoques deste projeto de investigacao.

Em face dos resultados obtidos, ainda que estejamos perante resultados preliminares, pode-
se inferir de que estes vdo de acordo com a literatura ja disponivel. Este estudo permitiu uma
melhor compreensdo da distribuicdo dos recetores nicotinicos de acetilcolina com a
subunidade a3 no plexo mioentérico de ileo de ratazana. E relevante mencionar que a
fisiopatologia exata destes recetores com a subunidade a3 encontra-se pouco explorada
devido a escassez de antagonistas seletivos para este subtipo, e, consequentemente, existe
escassa literatura disponivel, o que evidencia que se trata, de facto, de uma subunidade ainda
pouco investigada.
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4. Conclusao

As doencgas inflamatérias intestinais sdo patologias que apresentam uma prevaléncia crescente

e com impacto significativo na qualidade de vida dos doentes, devido a sintomatologia
exuberante e a ineficacia da maior parte do tratamento farmacoldgico disponivel.

O envolvimento de recetores nicotinicos e a sua alteragdo em patologias entéricas associadas
a processos inflamatdrios como as doengas inflamatdrias intestinais, tornam estes recetores
potenciais alvos terapéuticos ainda ndo explorados.

Os resultados apresentados, ainda que preliminares, sugerem que na ileite pds-inflamatodria
ocorre uma diminuicdo da densidade dos recetores nicotinicos a3 tanto em neurdnios
excitatorios (colinérgicos e peptidérgicos) como inibitérios (nitrérgicos) no plexo mioentérico,
excluindo-se a sua presenca nas células gliais entéricas e nos macrdfagos residentes, mesmo
apos a instalagdo da inflamacdo intestinal.
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