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MOTIVAZIONI DELLO STUDIO ED OBBIETTIVI

Il sistema nervoso entericoHnhteric Nervous SystémENS) € un insieme di neuroni e fibre
intramurali frammiste a fibre nervose provenierdi sistema nervoso simpatico e parasimpatico. |
neuroni enterici, organizzati nei gangli dei plassbenterico e sottomucoso, regolano le principali
funzioni enteriche, come [lattivita muscolare, Saghimento, la secrezione, il flusso ematico e
linfatico. Tra i neuroni del’ENS troviamo motoneumi eccitatori ed inibitori, interneuroni, neuroni
vasomotori e secretomotori, e anche neuroni sengtimari, che rendono lintestino quasi
totalmente indipendente dal controllo nervoso @airL’intestino percio possiede un “secondo
cervello” definito anchethe little brairf o piu propriamente the brain in the gut Sebbene la
maggior parte degli studi sullENS sia stata svatamodelli murini, esistono ricerche relative
all’organizzazione, morfologia e neurochimica deturoni enterici del cavallo. Tuttavia la
letteratura non riporta studi morfo-funzionali reggdanti il controllo intramurale della giunzione
ileo-ciecale (fleocaecal junctioh 1CJ), sede di frequenti complicazioni gastroeiotee. E’ quindi
oggigiorno indispensabile, per il chirurgo, appradoe le conoscenze sull’intimo controllo della
ICJ. In questa tesi si presenta uno studio spetatenondotto in collaborazione tra il Prof.Roberto
Chiocchetti (DIMORFIPA) e la Sezione di Chirurgial dDipartimento Clinico della Facolta di
Medicina Veterinaria dell’Ateneo di Bologna. | rigati di questa ricerca sono stati pubblicati
(febbraio 2009) dalla rivist&quine Veterinary Journaf“Intrinsic innervation of the ileocaecal
junction in the horse: Preliminary studgoi: 10.2746/042516409X407594) e accettati (marzo

2009) dalla rivista scientificResearch in Veterinary Scien¢#ntrinsic innervation of the horse

ileunm”). Altri risultati, in corso di scrittura, saranmesentati quanto prima_(*Anatomical evidence

of sympathetic control of the distal ileum and daecal junction in the hor§e

Questo studio e stato condotto grazie ai fondRIgD 2007, Universita di Bologna.



AUTORIZZAZIONE ALLA SPERIMENTAZIONE

Tutte le procedure descritte a seguito sono statkesseguendo la legislazione italiana che rigaard
i protocolli di sperimentazione animale, dopo appmone del Comitato Etico-Scientifico per
Sperimentazioni su Animali della Universita di Bgta (Rif. BQ/gf PROT.: 13825-X/10 All. 17
del 19/03/2007).

Sono stati compiuti tutti gli sforzi possibili alkzopo di minimizzare il numero di animali impieigat
e la loro sensibilita al dolore.



LISTA DELLE ABBREVIAZIONI

CaudMG - caudal mesenteric ganglion
CG - coeliac ganglion

CGRP - calcitonin gene-related peptide
ChAT - choline acetyl transferase
CMG - cranial mesenteric ganglion
CML - circular muscle layer

CNS - central nervous system

DBH - dopamine-beta hydroxylase
DRG - dorsal root ganglion

EGS - equine grass sickness

ENS - enteric nervous systems

GIT - gastrointestinal tract

ICJ - ileocaecal junction

IML - intermedio-lateral cell colum
IPANS - intrinsic primary sensory neurons
IR - immunoreactive

ISMP - inner submucosal plexus

LML - longitudinal muscle layer

mm - muscularis mucosae

MMC - myoelectric migrating complex
MP - myenteric plexus

NF200 - neurofilament 200kDa

NNOS - neuronal nitric oxide synthase
NPY - neuropeptide Y

NSE - neuron specific enolase

OSMP - outer submucosal plexus
PBS - phosphate buffer saline

PGP 9.5- protein gene product

S100- calcium binding protein

SC- sympathetic chain

SG - splanchnic ganglia

SMP - submucosal plexus

SNA - autonomic nervous system
SNS- sympathetic nervous system
SP- substance P

TH-IR -tyrosine hydroxylase

TSC - toracic sympathetic chain
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1. ANATOMIA

1.11LEO

1.1.1. STRUTTURA DELLA PARETE ILEALE

La parete dell'ileo e formata da quattro diversatstconcentrici: il peritoneo (sierosa), la tonaca
muscolare (formata da uno strato longitudinale ed circolare), la sottomucosa e la mucosa. La
sottomucosa, ricca di collagene, fornisce una r@bimpalcatura su cui € costruita la struttura
dell'intestino. Una modificazione strutturale delfarma tubulare di base e data da pieghe
sottomucose permanenplicae circulare3 che si estendono da 1/2 ai 2/3 della circonfexehe
tubo intestinale (Basmajian, 1975; Lenz, 1971)uthe intestinale é rivestito dalla mucosa, che
rappresenta la componente metabolicamente pitaattiquesto organo. Anche la mucosa presenta
particolarita strutturali che permettono di aumemgala superficie e conseguentemente favorire |l
contatto con il contenuto del lume intestinaleilli,Me ghiandole intestinali, una trama di tessut
connettivale definita lamina propria e mauscolaris mucosaéGray, 1966; Lenz, 1971). | villi
intestinali sono proiezioni digitiformi che si esttono nel lume aumentando la superficie della
mucosa fino 600 volte (Wilson, 1962). Queste stretsono particolarmente numerose nel duodeno
€ sono progressivamente meno numerose e piu beeso Vileo (Basmajian, 1975; Rhodin, 1974).
L’epitelio della mucosa in tutto I'intestino tenaesostenuto dalla lamina propria, che € uno sthato
tessuto connettivo lasso con numerose cellule coante un‘ampia rete microvascolare con un vaso
chilifero centrale (Rhodin, 1974). Il vaso chiliéecentrale inizia all’estremita del villo con un
fondo cieco, si estende per tutta la sua lunghezgaunisce ad altri vasi chiliferi formando dei
canali linfatici nella sottomucosa. | capillari délo sono organizzati in una struttura a retdstd
membrana basale dell'epitelio della mucosa peridiste uniformemente ossigeno e sostanze
nutritive alle cellule epiteliali metabolicamentiivee (Granger et al, 1980; Lundgren, 1967; Shikata
et al, 1973).

La muscolaris mucosaein sottile strato di muscolatura liscia (spesg@oizzato in duplice strato),
segna il limite fra la lamina propria e la sottoms& (Rhodin, 1974). Cellule muscolari lisce si
spingono da questo strato all’interno del villooas localizzate a fianco del vaso chilifero cemtral
Quando queste fibre muscolari si contraggono, lib\8i accorcia ed il chilo all'interno del vaso

chilifero viene riversato nel sistema linfatico @&imn, 1974).
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Il lume dell'intestinale € rivestito principalmentda due tipi di cellule: le cellule assorbenti
colonnari semplici e le cellule globose che producomuco (Gray, 1966). La superficie luminale
delle cellule assorbenti presenta dei microvilleaie aumentano notevolmente la superficie. Vi
sono circa 2000 microvilli in ogni cellula epitdgai microvilli hanno un'altezza media di 0,1 um.
Le cellule epiteliali del lume originano da cellutelifferenziate nelle ghiandole intestinali allasle

del villo (cripte) e successivamente migrano vdisstremita di quest'ultimo sotto la spinta di
cellule neoformate. Le cellule piu mature si esfoli dalle estremita e vengono quindi
continuamente rimpiazzate (Rhodin, 1974). Il terdpturnover per le cellule epiteliali intestinali
varia da due a otto giorni (Wilson, 1962).

Le ghiandole intestinali, in corrispondenza ed iabatto della base del villo, sono rivestite da
cellule epiteliali indifferenziate, da cellule dafeth, da cellule epiteliali assorbenti, da cellule
mucose e da cellule endocrine. Le cellule di Pampetducono enzimi che sono coinvolti nei
processi digestivi, specificamente nella demolieigoroteica. Le cellule enterocromaffini e le
cellule argirofile sono cellule endocrine che svaano nella zona ghiandolare e nel villo. Esistono
almeno tre differenti popolazioni di cellule enten@maffini che producono serotonina, sostanza P e
motilina (Rhodin, 1974; Polak et al, 1976).

La sottomucosa ileale € composta da tessuto cormeiisso che, a sua volta, forma la
sovrastruttura per I'aggregazione di nervi e dspienervosi, di vasi sanguigni e linfatici. Queste
strutture risultano intimamente correlate nei psscéunzionali dell’'intestino tenue.

La tonaca muscolare risulta costituita da due istiiacellule muscolari lisce orientati fra loro
perpendicolarmente: uno strato longitudinale estdftongitudinal muscle layér LML) ed uno
strato circolare interno €frcular muscle layer CML) (Basmajian, 1975; Ghoshal, 1975). Fra lo
strato longitudinale e quello circolare sono ingecellule nervose gangliari. Il rivestimento ester
della tonaca muscolare é costituito da uno stratessuto connettivo submesoteliale, contenente
una scarsa quantita di strutture neuromuscolaryredingolo strato esterno di mesotelio (Rhodin,
1974).
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C-SOTTOMUCOSA(ABBONDANTE)

B-MUSCOLATURA LISCIA (DUE STRATI):

LONGITUDINALE ESTERNAMENTE, CIRCOLARE INTERNAMENTE

A-PERITONEO

FiG. 1.1.1.A SEZIONE TRASVERSALE DELLA PARETE ILEALE

MUSCOLATURA LONGITUDINALE - ILEO DI CAVALLO
|

FIG. 1.1.1.B PARETE ILEALE
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1.1.2. ANATOMIA TOPOGRAFICA ILEALE

L’ileo € la porzione terminale, relativamente brdda 70 a 80 cm), del piccolo intestino. Inizia
dalla parte aborale del digiuno e si porta alldgédestra delladdome a livello della terza o cuart
vertebra lombare. L’ileo termina nella valvola Helecale nella curvatura minore della base del
cieco. L’ileo ha una caratteristica tenia anti-nmésgca che e collegata alla tenia dorsale delociec
dalla plica ileo-ciecale. La porzione terminalel’deb si porta all'interno del cieco e la valvola
ileo-ciecale risulta sita al centro di una leggspargenza, lapapilla ilealis’, formata da pliche
circolari della mucosa, che contengono un plessos@ (Schummer et al, 1979a; Kotzé, 1990). Il

plesso venoso e le pliche circolari agiscono in oncaimbinato formando uno sfintere funzionale.

1.1.3. ANATOMIA VASCOLARE ILEALE

La maggior parte dell'intestino tenue € irroratovda rami dell’arteria mesenterica craniale che,
correndo all'interno della radice del mesentereggponsabile dell’irrorazione dell'intero digiuno,
dell'ileo, di parte del duodeno ed anche del grasdon.

La vascolarizzazione dell'ileo avviene attraveraotéria ileale, un ramo dell’arteria ileo-colichec
proviene dall’arteria mesenterica craniale. L’addleale corre in direzione orale lungo la parte
terminale dell’ileo e si unisce con l'ultima arcakal digiuno (Sisson e Grossman, 1953a). Non vi &
alcuna vascolarizzazione collaterale (Edwards, 1981

Le arterie digiunali e ileali formano un fascio ttasto da 17 a 21 vasi le cui origini risiedondlae
radice del mesentere sono giustapposte in un @paeio e spesso raggruppate in corti tronchi
comuni. Sono lunghe, quasi rettilinee e formandedalcate generalmente semplici a qualche
centimetro dall'intestino tenue. L’arteria ileo-wa, molto breve e robusta, sembra prolungare la
mesenterica craniale. Si divide generalmente imafhdhe: ramo ileo mesenteriale, arterie ciecali
mediale e laterale e ramo colico. Il ramo ileo-nméseale e il piu esile e spesso deriva dall’agteri

ciecale mediale (Barone, 1993).
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colon ventrale sinistro colon dorsale sinistro

ramo colico

% lica destr
dell‘a. ileo-colica a. colica destra

colon dorsale destro

colon ventrale destro

a. colica media

a. colica destra

a. ileo-colica:

a. ciecale laterale
a. dell'arco ciecale
a. ciecale mediale
r. ileale mesenteriale
ramo colico

a. mesenterica craniale

aa. digiunali

F1G. 1.1.3.A Rappresentazione delle principali diramazioni dell’a.mesenterica craniale nel cavallo

(Modificato da Barone).

Nervo estrinseco

MESENTERE DI CAVALLO i

Arteria digiunale

FIG. 1.1.3.8 MESENTERE DI CAVALLO con vasi sanguigni, linfatici e nervi
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1.1.3.1.FLUSSO SANGUIGNO ILEALE

L’ileo e vascolarizzato da un unico ramo dell’'adédteo-colica, questo fornisce le arterie rette ch
rappresentano la fonte principale dell’irroraziofesle (Basmajian, 1975; Ghoshal, 1975). Le
arterie rette entrano attraverso la sierosa im&igtie si arborizzano in numerosi rami. Alcuni rami
ritornano verso il mesentere dove formano numeansstomosi con analoghi vasi che formano un
arco dalla direzione opposta (Baez,1959; Weidem®63). Lungo questi vasi, verso la parte
antimesenterica dell'intestino, vengono emesse nesegamificazioni che formano i rami parietali

sottosierosi (Granger et al, 1980).

Fig.1.1.3.1 ARTERIE RETTE ILEALI
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Il resto degli rami sierosi attraversa la tonacasoolare e prosegue formando un esteso plesso
vascolare sottomucoso. Rami del plesso sottomusiossomificano riportandosi verso la sierosa e,
con i rami delle arterie sottosierose, irrorantul@ica muscolare esterna. Prendono, inoltre, agigin
da questo plesso sottomucoso due gruppi di artbeesi dirigono verso la mucosa. Un gruppo si
ramifica sul lato della mucosa rivolto versonmscolaris mucosarnendo una rete di capillari
che circonda le ghiandole all'interno delle cripteltro gruppo di arterie continua all’interno dei
villi, dove origina l'arteriola centrale che si arizza in una fitta rete di capillari e circonda un
canestro pericellulare (Granger et al, 1980; Luadgrl967; Shikata et al, 1973). All'interno di
ciascun villo si formano una o due venule che, prin penetrare la sottomucosa, si uniscono ad
altre venule che provengono dalla regione ghiaméplgqui si fondono con vene che drenano Il
plesso sottomucoso e proseguono attraverso laganascolare esterna e la sierosa. Dopo essersi
ulteriormente unite ad altri vasi, le vene conftoiso, infine, nella vena porta (Granger et al, 3980
Alcuni Autori descrivono un particolare meccanisgioscambio “contro corrente” associato alla
vascolarizzazione nei villi intestinali. Anatomicante, nel cane, nel gatto, nelluomo (Lundgren,
1967) e nel cavallo (Spanner, 1932) all'interno d#i intestinali avviene l'intima fusione fra la
vascolarizzazione arteriosa e quella venosa edusisé venoso € in contro corrente a quello
arterioso. Questa disposizione consente la diffigsibbera dei gas e degli elettroliti disciolti
attraverso la struttura vascolare. In presenzandiusso sanguigno lento, I'ossigeno si concentra
alla base del villo, lasciando I'estremita iposdicandgren, 1967). Lo spazio fra i vasi del villo &
circa 15-20 pum.

In passato e stato osservato che il controllo Welsdé sanguigno intestinale pud essere in parte
influenzato da fattori metabolici e miogeni (GrangeShepard, 1979; Granger e Kvietys, 1981). La
teoria metabolica del controllo del flusso sangai@sseriva che il metabolismo tissutale e la
muscolatura arteriolare comprendono il sistema dafitrollo locale che accoppia i fabbisogni
nutritivi al flusso sanguigno (Granger et al, 1980ha riduzione dell’apporto di ossigeno ai tessulti
da parte del sangue determina il rilascio di mdiabw! fluido interstiziale che diffonde fino all
arteriole. Questo determina un rilassamento ddifdese precapillare e di conseguenza la teoria
miogenica si basa sull'assunto che la resistenzzolare sia direttamente proporzionale alla
pressione transmurale a livello dell’arteriola diavall’effetto di stiramento della muscolatura iigsc
basale (effetto di Bayliss). In altri termini, sedressione arteriosa diminuisce, si riduce lasmwes
interna che viene esercitata sulla parete artemosallo sfintere precapillare, determinando un
rilassamento della muscolatura liscia arteriolareleo sfintere precapillare. Questo provoca
vasodilatazione ed aumento del flusso sanguignpackea volta, aumenta la pressione transmurale.

Viceversa un aumento della pressione venosa sictipte attraverso il letto capillare nel tratto
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arterioso, causando un aumento della tensione patkete vascolare che porta ad incremento del

tono arteriolare e a vasocostrizione (Bayliss, 190&nson, 1959).
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1.2. CIECO

1.2.1. STRUTTURA DELLA PARETE CECALE

La parete del cieco si compone, come quella dati;ibi quattro tonache disposte concentricamente
che, procedendo dal lume verso I'esterno, sonaukeoss, la sottomucosa, la muscolare e la sierosa.
Non esistono sostanziali differenze strutturalii lae tratti intestinali.

Nella mucosa del cieco mancano i villi e I'epitgti;esenta numerose cellule caliciformi, mentre le
cellule prismatiche sono notevolmente diminuiteeeghiandole intestinali hanno una lunghezza
maggiore rispetto a quelle dell’ileo.

Il cieco e lungo circa 1 m, ha una capacita da 68 &ed occupa il quadrante addominale caudale
destro (Schummer et al, 1979b). Ha la forma divirgola e si divide in base e corpo. La base del
cieco é unita saldamente tramite il mesentere plHeete addominale dorsale e si estende
cranialmente fino alla quattordicesima o quindicesicosta (Sisson e Grossman, 1953b). La base
del cieco si continua incurvandosi ventralmentecoepo che termina in un fondo cieco, I'apice. Il
corpo del cieco ha quattro bande longitudinalii@grdorsale, laterale, ventrale e mediale.

La tenia ventrale si unisce alla mediale vicindagite. La plica ileo-ciecale si porta dal margine
anti-mesenterico dell’ileo alla tenia ciecale dégsd’ileo penetra nella faccia medio ventrale dell
base del cieco e termina nello orifizio ileo-ciecala base del cieco € divisa in una porzione
craniale ed in una caudale da una piega trasvéesarmgina dal pavimento della base del cieco,
appena cranialmente alla valvola ileo-ciecale. baegcraniale della base del cieco, o cupola, é
voluminosa, e forma una struttura sigmoide che itexmella valvola cecocolica (anche detto ostio
cecocolico), localizzata caudalmente nella cudataralmente ed appena al di sopra dell'ostio ileo-
ciecale rispetto al quale risulta piu ampio (citc@é cm). L'ostio cecocolico si presenta nettamente
delimitato da un restringimento anulare muscoldre lo rinforza, € lo sfintere cieco-colico. Un
legamento cieco-colico (plica cieco-colica) berligypato si porta dalla tenia laterale del cieca all
tenia laterale del colon ventrale destro. A causbadsua forte zona di adesione mesenterica
dorsale, del legamento cieco-colico e della pliem-ciecale, il cieco pud essere spostato solo
insieme agli organi adiacenti (Sisson e Grossmabi3ld).

Fra le tenie il cieco é tipicamente sacculato, foomazione delle cosiddettaustra Il nome latino

di “haustrum” (secchio per attingere acqua) descrive abbastamasamente la forma di queste
concavita, separate I'una dall'altra dalle plichenitunari che sporgono nel lume a tutto spessore e
che ricalcano, in negativo, la tipica conformaziamecale esterna a “bozzellature”. Nell'apice del

cieco lehaustrae le bozzellature sono quasi assenti e le tengerap accennate. Lieaustra
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potrebbero essere determinate da tre particolawdizmni: da fibre muscolari che, partendo dalle
tenie, si ramificano nella muscolatura circolare; sbttili strati muscolari separati fra loro e
contenenti fasci di collagene; da una raccoltaosaitosa di fibre elastiche. Studi radiologici,
esequiti per la valutazione delle contrazioni segarge del colon, hanno mostrato che non tutte le
sacculazioni hanno una sede fissa. Questa ossemeazionsente di prendere nuovamente in
considerazione la vecchia teoria di Broman, secondole pliche semilunari derivano da una
contrazione transitoria di fibrocellule muscolaid potrebbe spiegare la presenza solo momentanea

e, comunque, irregolare, delle sacculazioni st€sisson e Grossman, 1953b).

1.2.2. ANATOMIA TOPOGRAFICA CECALE

Il cieco si presenta come un sacco allungato a dodnvirgola, con I'asse maggiore obliquo
dorsoventralmente e cranialmente ed e allocatoodigtocondrio destro. La base e in contatto con
il rene destro e con il duodeno e si presenta watarverso I'avanti, con una convessita dorsale in
rapporto con la regione sottolombare ed una cotecaentrale nella quale avviene la terminazione
dell'ileo mediante la valvola ileo-ciecale. Il carge cilindroide ed occupa l'ipocondrio destro.
L’apice e completamente libero, si dirige versadgione xifoidea dove si colloca, generalmente,

nella curvatura sternale del colon ripiegato.

1.2.3. VASCOLARIZZAZIONE CECALE

La vascolarizzazione del cieco deriva dall’arteciacale, un ramo dell'arteria ileo colica, e
dall'arteria colica media, rami dell’arteria mesanita craniale. Le arterie centrali mediali e laker

(e le vene) corrono in un meso lasso rispettivamémbgo la tenia mediale e laterale. Poiche
entrambe le arterie del cieco derivano da un uwmaso senza apporti collaterali, il cieco é
particolarmente predisposto alle patologie tromboaiohe (Schummer et al, 1979b; Sisson e

Grossman, 1953b). Le vene sono satelliti delleriarez affluiscono alla vena porta.
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1.3.VALVOLA ILEO-CIECALE ( lleo-Caecal Junction ICJ)

1.3.1. STRUTTURA DELLA ICJ

Nel corso dello sviluppo, il cieco si annette glite iniziale del colon, che si dilata e perdeiogn
demarcazione con esso, isolandosi dal colon pnoridée detto mediante un netto restringimento
provvisto di uno sfintere.

Questa parte incurvata e dilatata forma la baseideb (un tempo denominata “arco” o “testa”),
nella cui concavita si inserisce la terminazionid® e I'inizio del grosso colon.

L’ileo termina nel cieco mediante I'ostio ilealeu€kto si trova sulla sommita di un rilievo anulare,
del diametro di circa 2 cm, che sembra risultar@mainvaginazione dell’ileo nel cieco: papilla
ilealis, anche denominata giunzione ileo-ciecalde@taecal junctioty ICJ) o "valvola ileo-
ciecale" o "valvola di Bauhin". Laapilla ilealis € costituita dal’addossamento della tonaca
muscolare dell'ileo a quella del cieco, che in ghal modo rincalza, rinforzandosi piut 0 meno a
seconda della specie per formare una sorta diegfinteale. La sierosa non partecipa a questa
invaginazione. La mucosa, riflettendosi dall'ileal ieco a livello dell'ostio, forma intorno a
guesto un bordo quasi circolare.

Kotzé (1988b) ha sottolineato come la ICJ nel davan mostri le caratteristiche strutturali tipéch
di uno sfintere, ad esempio un ispessimento faratiz della muscolatura liscia come lo sfintere
pilorico (Kotzé, 1988a), ma appaia piuttosto comesistema angio-muscolare, nel quale un denso
plesso venoso sub-mucosale a livello dplilla ilealis completa, dopo I'insorgenza, la funzione
del "muscolo dello sfintere" in quest’area, contghdo alla chiusura dell'apertura ileo-ciecale
(Kotzé, 1988b).

Nel cavallo la ICJ e costituita solamente dalla Cklida due componenti semicircolari del CML
ciecale disposti lateralmente. Anche la LML semhbr@re effetti sui movimenti dellpapilla
ilealis, dal momento che la tenia dorsale del cieco sitoesce anche di fibre della LML ileale
(Kotzé, 1988a).
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FIG.1.3.1.A TRATTODISTALEDI ILEOE PAPILLA ILEALIS.

La parete ciecale e stata tagliata e ribaltata attorno alla papilla ilealis.

1.3.2. VASCOLARIZZAZIONE DELLA ICJ

La papilla ilealis, nel cavallo, riceve la sua irrorazione da un@dm arteria papillare, una branca
del ramo ileo-mesenteriale. Nonostante quest’ultioneni delle connessioni ad arco con le arterie
ileali, branche dirette della arteria mesentericaniale, non esiste alcuna vascolarizzazione
collaterale nel tratto distale dell'ileo. Ne consegdunque, che sia il tratto distale dell’ileo ¢he
papilla ilealis possono essere considerati potenziali candidagschio di patologie perfusionali,
qualora si verifichino disturbi di circolo come adempio trombosi ed arteriti verminose associate
ad infestazioni d&trongylus vulgariscomunemente riportate nella arteria ileo-coliea chvallo.
Anche se queste patologie non necessariamente dooduil lume vasale, in ogni caso
compromettono il flusso sanguigno del GIT rendémdoregolare e, in assenza di una
vascolarizzazione collaterale alla ICJ e consigdeitahodesto diametro dell’arteria papillare, anche
una lieve parziale occlusione del plesso venosensutnsale puo risultare in un difetto funzionale
come I'impedimento del meccanismo di apertura qelailla ilealis (Edwards, 1981; Kotzé, 1990).
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F1G.1.3.1.B GIUNZIONE ILEO-CIECALE DI CAVALLO

(per gentile concessione del Museo di Anatomia degli Animali Domestici, Sstema Museale di

Ateneo, Universita di Bologna)
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1.3.3. INNERVAZIONE ESTRINSECA DELLA ICJ

L’innervazione estrinseca della giunzione ileo-alec proviene dal sistema nervoso

autonomo,simpatico e parasimpatico.

1.3.3.1. SISTEMA NERVOSO SIMPATICO

Il nostro studio si & concentrato sull'influenza dentrollo nervoso simpatico nella regolazione
funzionale della ICJ.

Il sistema nervoso simpatico € costituito, macrpgm@mente, da gangli vertebrali o paravertebrali,
definiti dalla nomina anatomica veterinaria (N.A.¢atena dei gangli simpatigympathetic chain
ganglia), in numero variabile a seconda delle specie, i posntro-lateralmente alla colonna
vertebrale e tra loro uniti da un cordone biandgigstro detto ramo intergangliare; si formano cosi
due lunghe catene di gangli, destra e sinistrascpertano fino alle prime vertebre coccigee,led i
cui primo ganglio si situa ventralmente alla basaica (ganglio cervicale craniale).

| gangli simpatici che si trovano in cavita addoalnpossono essere definiti gangli prevertebrali e
sono in stretto rapporto con la faccia ventraléatédria aorta.

Tutti i neuroni pregangliari rilasciano acetilcdia livello delle sinapsi con i neuroni ganglidua
maggior parte delle fibre postgangliari rilasciaveéne noradrenalina, sebbene alcune possano

rilasciare acetilcolina (Bortolami e Callegari, 299

1.3.3.1.1. Simpatico addominale

Il simpatico addominale inizia subito dopo il deaftma; corrisponde a tutte le vertebre lombari ed
e posto medialmente al muscolo piccolo psoas.

| gangli vertebrali lombari sono piccoli, poco disit e il loro numero é variabile essendo presenti
con una certa frequenza, gangli intermedi situatigb il ramo intergangliare, che talvolta si
presenta sdoppiato; ad esempio nel cavallo sessopo da 5 a 9. A livello dei primi quattro gangli
si formano i nervi splancnici lombari che si podaal plesso celiaco ed al plesso mesenterico
caudale.

| plessi e i gangli prevertebrali della cavita achilvale sono in stretto rapporto con la parete
ventrale dell'arteria aorta, in vicinanza dell’omigy dei suoi rami viscerali. | principali sono lepso

e il ganglio celiaco, il plesso ed il ganglio metegito craniale, il plesso aortico addominale ed |l
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plesso e il ganglio mesenterico caudale, dai guahdono origine rami che, seguendo i vasi,

formano altri plessi destinati alla visceri (Bodwili e Callegari, 1999).

Sympathetic system

Spinal cord
o

[l.

Legend:

1 Spinal ganglion
2 Ganglion of sympathetic
3 Prevertebral ggl.

(e. g. mesenteric)

' — Afferent neurofiber

Gut e Motor neuron
(Efferent neurofiber)

.‘/ - Preganglionic neurofibe
e ===+ Postganglionic neurofibs
== |ntramural nerve plexus

FiG. 1.3.3.1.1. Modificato da Bovine Anatomy. An illustrated text. 1° ed. Schlutersche 2003

1.3.3.1.1.1. Plesso e ganglio celiacidl plesso celiaco appare come una fitta rete dctoemda la

emergenza dell'arteria omonima; & formata dai ngpléncnici, da nervi vagali, soprattutto del
tronco vagale dorsale, e da ammassi gangliari postti dell’origine dell'arteria celiaca. | gangl
dei due lati sono tra loro uniti da grossi ramengiangliari; nel cavallo &€ presente un grosso gang|
celiaco lungo circa 5 cm e largo 3 cm, che puogmessi anche fuso con il ganglio mesenterico

craniale (Bortolami e Callegari, 1999).
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1.3.3.1.1.2. Plesso e ganglio mesenterico_cranialeganglio mesenterico craniale &€ impari ed €

posto attorno allemergenza dell'arteria meserdedcaniale, unito a quello celiaco da grossi

cordoni nervosi (Bortolami e Callegari, 1999).

F1G.1.3.3.1.1.2. GANGLIO CELIACO E GANGLIO MESENTERICO CRANIALE

1.3.3.1.1.3. Plesso_e ganglio_mesenterico _caudal& posto attorno alla radice dell'arteria

mesenterica caudale; il suo ganglio puo risultdeefasione di due piccoli gangli, sinistro e destr

e si trova, indifferentemente, in posizione cramial caudale rispetto all’arteria. Dalla estremita
caudale del plesso mesenterico caudale si staaeemoche costituiscono il nervo ipogastrico,
destro e sinistro, che segue l'arteria iliaca magper portarsi in cavita pelvica, lateralmenteetb,
dove si ramifica e si anastomizza con i nervi mel¥ormando il plesso pelvico (Bortolami e
Callegari, 1999).

1.3.3.2. SISTEMA NERVOSO PARASIMPATICO
Il sistema nervoso parasimpatico esplica la suanaziramite fibre vagali pregangliari che non

raggiungono un ganglio extramurale, ma si portangaagli intramurali nella parete viscerale
(Bortolami e Callegari, 1999).
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1.3.3.3. INNERVAZIONE SENSITIVA

1.3.3.3.1. Gangli delle radici dorsali del midollspinale

Il midollo spinale nelladulto € una struttura ndirica, piu corta del canale vertebrale in cui e
contenuto, che puo essere suddiviso in segmenispondenti ai corpi vertebrali. Ai lati di ciascun
segmento si trovano due gangli spinali (rispettigata destro e sinistro) che contengono il corpo
cellulare dei neuroni sensitivi.

| neuroni sensitivi sono neuroni pseudounipolara @, cosi denominati poiche dal loro corpo
cellulare, posto nel ganglio spinale, emerge unéessone che si divide quasi subito in due rami.
Il ramo periferico raggiunge la periferia dove ngisee stimoli sensoriali di varia natura, mentre il
ramo centrale si porta verso il midollo spinale cahtrae sinapsi con interneuroni posti nella
sostanza grigia.

Quando i neuroni sensitivi percepiscono stimolmveraenti dall’esterno del corpo si dicono neuroni
sensitivi somatici; quando percepiscono stimoliveroenti dall'interno dell'organismo si dicono
neuroni sensitivi viscerali.

Gli assoni dei neuroni sensitivi formano le cositieleadici dorsali dei nervi spinali.

All'interno della sostanza grigia del midollo spimagli interneuroni, che ricevono I'impulso dai
neuroni sensitivi, contraggono sinapsi con neuposii nella parte ventrale della sostanza grigia de
midollo spinale. Da questi neuroni si dipartonoocasshe uscendo dal midollo spinale per portarsi
ad organi bersaglio, costituiscono le radici venttai nervi spinali.

Le radici ventrali e dorsali dei nervi spinali em@no dai fori intervertebrali. Subito dopo la loro
emergenza dal midollo spinale, le radici si uniscpar formare il nervo spinale.

Tutti i nervi spinali si dicono, proprio a causd tito di essere composti dall’'unione di due radic
con diverso significato, nervi misti.

La radice dorsale é detta sensitiva perche é gitatdagli assoni dei neuroni sensitivi il cui com
posto nei gangli spinali; la radice ventrale invécdetta effettrice, essendo formata dagli assioni d
motoneuroni efferenti viscerali, il cui corpo cédlte € posto nella sostanza grigia del midollo
spinale, che possono raggiungere muscolatura,listtiata e ghiandole.

Le radici ventrali e dorsali sono molto corte e gaa® attraverso il foro intervertebrale

immediatamente adiacente (Beghelli, 1992; Bortolar@iallegari, 1999)
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1.3.3.3.2. Organizzazione della sostanza grigia deidollo spinale

La sostanza grigia é organizzata in due corna arftorte e tozze e in cui si riconoscono unaatest
e una base) e due corna dorsali (piu sottili elyighe e in cui si riconoscono una testa, un oello
una base). Tra il corno dorsale e quello ventralgerposta la sostanza grigia intermedia laterale,
che medialmente si estende nella sostanza gritgamedia centrale (formata dalla commessura
grigia ventrale e dalla commessura grigia dorsalggrcorsa dal canale midollare o canale centrale.
Nel tratto toracico e nei primi segmenti lombarl dedollo spinale si osserva un rilievo laterale
nella sostanza grigia intermedia laterale, denotoicarno laterale o colonna intermedio-laterale
(“intermedio-lateral cell colum”IML).

Le corna dorsali, composte da interneuroni, ricevieninformazioni di senso raccolte dai neuroni
sensitivi (pseudounipolari o a T) il cui corpo addre si trova nei gangli spinali; le corna veniral
composte dai corpi e dai dendriti dei motoneuramvjano comandi di moto in periferia. Gli
interneuroni, oltre a comporre le corna dorsalird&lollo spinale, si trovano anche, inframezzati ai
neuroni di moto, nelle corna ventrali.

| motoneuroni delle corna ventrali del midollo sgd (dette anche cellule radicolari in quanto olor
assoni formano le radici dei nervi spinali) si migtiono in somatici e viscerali; i motoneuroni
somatici (piu comunemente detti motoneuroni) a hmtia comprendono i motoneuroni alfa, che
innervano le fibre muscolari striate, e i motoneu@amma, che si portano ai fusi neuromuscolari
(strutture localizzate nella compagine dei musswlati). Gli assoni dei motoneuroni somaticie dei
motoneuroni viscerali (piu comunemente detti vieeffettori) fuoriescono insieme dal corno
ventrale del midollo spinale e formano la radicentiede del nervo spinale. Dai neuroni
visceroeffettori posti nelle corna ventrali del wild spinale hanno origine assoni che si portano
con un decorso complesso verso i visceri; l'insieimguesti neuroni, dei loro assoni e dei neuroni
sui quali essi fanno sinapsi prima di raggiungésegdno bersaglio, formano il sistema nervoso
autonomo (SNA) (Beghelli, 1992; Bortolami e Callega999).

1.3.3.3.3. Organizzazione della sostanza bianca aeldollo spinale

La sostanza bianca del midollo spinale € suddidasentrambi i lati del midollo, in 3 regioni dette
colonne: dorsale, ventrale e laterale. Ogni colonoatiene fasci di assoni; i fasci piu brevi
trasportano informazioni sensitive 0 motorie trgrsenti del midollo spinale, mentre i fasci piu

lunghi collegano il midollo spinale all’encefalofdsci ascendenti portano informazioni sensitive
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verso I'encefalo mentre i fasci discendenti portaoonandi di moto verso il midollo spinale
(Beghelli, 1992; Bortolami e Callegari, 1999).

1.3.3.3.4. Vie sensitive

Un neurone sensitivo che veicoli informazioni al Gigresenta il corpo cellulare nel ganglio
annesso alle radici dorsali del nervo spinale a aervo cranico. L’informazione giunge quindi nel
SNC e qui contrae sinapsi con un interneurone puatanidollo spinale o nel tronco encefalico. Se
la sensazione € destinata a diventare cosciengstajuneurone effettuera sinapsi con un altro
neurone posto nel talamo. Nel raggiungere il talahagsone del secondo neurone che entra in
gioco, si sposta dalla parte opposta rispetto dlagque cui si trovava; il talamo destro riceve
pertanto informazioni di senso provenienti dallaargnistra del corpo e viceversa. Gli assoni dei
neuroni talamici raggiungono infine le aree sewsitprimarie della corteccia telencefalica ove

fanno sinapsi con l'ultimo neurone (Beghelli, 198®rtolami e Callegari, 1999).

1.3.3.3.4.1. Sensibilitd visceraleLe informazioni viscerosensitive sono raccolte ehterocettori

quali nocicettori, termocettori e barocettori chentrtollano gli organi della cavita toracica,
addominale e pelvica.

Le radici dorsali dei nervi spinali trasportancsknsibilita viscerale proveniente dai recettoritpos
negli organi addominali e pelvici. | neuroni sensitontraggono sinapsi con interneuroni posti
nelle corna dorsali del midollo spinale i cui agssalgono, decorrendo nei cordoni ventro-laterali;
la maggior parte delle informazioni raggiunge ilclao solitario ma non la corteccia sensitiva

primaria, per cui tali sensazioni rimangono incen@@eghelli, 1992; Bortolami e Callegari, 1999).

1.3.4. INNERVAZIONE INTRINSECA (Enteric Nervous System, ENS)

1.3.4.1. FISIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA DELL'INNERVAZDNE INTRINSECA

Il tratto gastrointestinale dei mammiferi possiddepeculiare proprieta di essere dotato di un
sistema nervoso intrinseco (o Sistema Nervoso EEnteENS) in grado di regolare in maniera

autonoma tutte le funzioni digestive.

L’esistenza di un sistema nervoso intestinale aapih@gire in maniera indipendente era derivata
dagli studi pionieristici dei due grandi fisiolognglesi Bayliss e Starling che gia alla fine

dell’800/inizi del secolo scorso postularono laiddstta “legge dell'intestino” (Bayliss e Starling,
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1900). Tale legge si basava sulla dimostrazione ap@ distensione radiale endoluminale di
un’ansa di intestino tenue isolata evocava unssfhestereotipo propulsivo caratterizzato da due
eventi coordinati: una contrazione a monte, uniteed un rilasciamento a valle, della sede di
stimolazione. | due ricercatori inglesi chiamarciate attivita coordinata riflesso peristaltico o
peristalsi e attribuirono correttamente la genekiilecontrollo di tale evento riflesso alla rete
nervosa enterica. Dalle brillanti osservazioni diylss e Starling, negli anni successivi si ebbe un
progressivo declino delle ricerche sull'innervazoanterica tanto che negli anni successivi si
consolido 'erronea convinzione che le due divisidel sistema autonomico, il parasimpatico ed |l
simpatico, svolgessero un ruolo preponderante neflalazione delle attivita digestive. Tuttavia, il
rifiorire della ricerca in questo affascinante gedtdella neurologia negli ultimi trenta anni ha
consentito di stabilire inequivocabilmente che N¥Enon solo ha una dignita propria, ma € l'unica
divisione del SNP paragonabile ad un vero e propcervello” (o little brain degli Autori
Anglosassoni), per certi versi simile all’encefdto big brain), presente nella parete del canale
alimentare, nel tratto biliare e nel parenchimacpaatico. Pertanto, I'erronea interpretazione
secondo la quale i neuroni enterici funzionano corakis” parasimpatici per segnali provenienti
dal SNC e stata definitivamente abbandonata.

Un’immensa mole di dati ha chiaramente dimostréi® iEENS é costituito, proprio come il SNC,
da un rete neuronale che comprende classi di eaileivose altamente specializzate, ossia neuroni
effettori (eccitatori e inibitori), sensori intriesi ed interneuroni che, sebbene connessi ed aitegr
al sistema nervoso centrale (SNC) e al sistemaoserperiferico (SNP), sono in grado di governare
autonomamente, attraverso circuiti nervosi integmatessoché tutte le funzioni digestive, quali
lattivita motoria del canale alimentare, le se@akz gastro-entero-bilio-pancreatiche,
I'assorbimento intestinale di nutrienti ed il cite@plancnico.

Il tutto € governato da un numero di cellule neafbmtrinseche paragonabili per numero a quelle
del midollo spinale (da cui I'assunto digle brain).

Inoltre, recenti evidenze dimostrano che il ENS1agiado di modulare ed a sua volta di essere
modulato dal ricco sistema immunitario dispersogturnutto il tratto digestivo (Furness e Costa,
1987; Goyal Ray e Hirano, 1996).

1.3.4.2. ORGANIZZAZIONE MORFO-FUNZIONALE DEL ENS

| neuroni enterici sono organizzati in plessi garglil mienterico di Auerbach e il sottomucoso di
Meissner) ed in plessi agangliari (Furness e Cd€&7; Goyal Ray e Hirano, 1996). | gangli sono
avvolti da cellule gliali simili agli astrociti deBNC che, rivestendo con le loro estensioni la
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maggior parte del soma dei neuroni, li separandesdsiuti adiacenti costituendo una vera e propria
barriera emato-enterica. La glia enterica svolgeuato importante anche in complessi meccanismi
di modulazione della risposta inflammatoria intesle, attraverso la produzione di interleuchine e
I'espressione de novo di antigeni di istocompattbitli classe Il. Il plesso mienterico, localizzato
tra gli strati muscolari longitudinale e circolaprpvvede allinnervazione motoria della muscolare
liscia e secretomotoria della mucosa, presentandoerose proiezioni verso i gangli sottomucosi e
verso i plessi gangliari localizzati al di fuori ldeanale alimentare (gangli della parete della
colecisti, del parenchima pancreatico e gangli aiiop prevertebrali). 1l plesso sottomucoso,
localizzato tra lo strato muscolare circolare mlsscularis mucosae, si sviluppa particolarmente nel
piccolo intestino, dove ne controlla la funzionecrséoria tramite I'innervazione dell’epitelio

ghiandolare, della muscularis mucosae, delle @etuadocrine e dei vasi sanguigni sottomucosi.

Deep Muscular
Plexus

Mucosal Plexus

FIG 1.3.4.2.A Organizzazione del MP e del SMP nella parete intestinale (Mod. da Furness 2006).

Altri plessi gangliari sono stati trovati nella eoisti, nei dotti cistico e biliare comune, nello
sfintere di Oddi e nel pancreas. | plessi agangliamati solo da fasci di fibre, sono localizzati
livello sottosieroso (fibre di connessione tra meegtrinseci e plessi intramurali), muscolare
profondo (piccoli fasci nervosi connessi precipuataeal plesso mienterico) e mucoso (fine rete di
fibre nervose che innervano le cellule epiteliali endocrine dello strato mucos®@condo la
classificazione proposta dal morfologo Dogiel ged H899 (Dogiel, 1899), e tutt’'ora ampiamente
utilizzata, si distinguono tre tipi principali delkule nervose enteriche (tipo |, tipo Il e tipd) lin

base alle caratteristiche morfologiche del corglulege, dell’assone e dei dendriti.
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Successivamente, tramite lo studio dell'attivat@elgttrica intracellulare, l'uso di sostanze
traccianti e tecniche immunoistochimiche, si & fmtcorrelare ad ogni fenotipo neuronale una
caratteristica elettrofisiologica e/o funzionale,mnodo tale da difinire I'esistenza di sottogrudpi
cellule nervose (Furness e Costa, 1987; Goyal Rayirano, 1996). Ad esempio, i neuroni
appartenenti al tipo | di Dogiel che innervano laiscolatura liscia, sono dotati di elevata
eccitabilita in risposta a diversi stimoli e vengatefiniti tipo S (dall’Anglosassorgynapticpoiché
essi sono maggiormente responsabili della trasamsssinaptica nicotinica gangliare). Essi hanno
funzione di motoneuroni, cioe stimolano o inibisasda muscolatura gastrointestinale evocandone
la contrazione o il rilasciamento, rispettivameriteeuroni tipo Il possiedono funzioni simili in
guanto sono provvisti di input eccitatori che dammigine a potenziali post-sinaptici eccitatori. |
neuroni tipo Il hanno una lunga fase di inecciitiin risposta ad un singolo stimolo e vengono
definiti tipo AH (dall’Anglosassoneafter hyperpolarization,ossia un’iperpolarizzazione della
membrana neuronale che segue il singolo potenzibdzione e che rende il neurone
temporaneamente ineccitabile) ed hanno la funzaineeuroni sensoriali, ossia quella peculiare
proprieta di percepire stimoli meccanici, chimicitermici (sono cioe meccano-, chemo- e

termocettori).
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F1G 1.3.4.2.8 Organizzazione del ENS nella parete intestinale (Mod. da Furness 2006).
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1.3.4.3. CODICE CHIMICO E MECCANISMI DI TRASMISSIORINEURONALE

Come tutti i neuroni anche quelli del ENS possiediancapacita di sintetizzare, immagazzinare e
rilasciare, in risposta a stimoli adeguati, un’amgamma di messaggeri chimici. Tuttavia, il
numero di sostanze biologicamente attive (oltreauta) a tutt’oggi identificate fa si che il EN& si
'unica divisione del SNP ad avere un cosi vasttiippanio neurochimico comparabile solo a
guello reperibile negli elementi neuronali del SKKlirness e Costa, 1987; Goyal Ray e Hirano,
1996; Gershon, 1990; Tonini et al, 2002). Dal putiteista biochimico, le sostanze biologicamente
attive identificate in neuroni enterici sono digibili in non peptidici (amine, aminoacidi, purine
etc) e peptidici che possono agire come neurotrdgoneo come neuro modulatori. Nel primo caso
la sostanza biologicamente attiva € in grado duémzare direttamente I'attivita della cellula
bersaglio (un altro neurone o una cellula epiteliesocrina e/o endocrina); nel secondo caso, il
messaggero chimico “modula”, mediante potenziamentduzione, I'effetto dei trasmettitori.
L'impiego di tecniche quali libridizzazionen situ e l'immunoistochimica unitamente ad
esperimenti di “rilascio dei messaggeri chimicignmo dimostrato che ciascun neurone enterico é
caratterizzato da un codice chimico, ossia dallpac#a di sintetizzare e contenere piu di un
neuromodulatore e/o neurotrasmettitore).

Tale codice chimico, unitamente al fenotipo celeladi Dogiel, alle caratteristiche
elettrofisiologiche ed alla polarita assonale, pten l'identificazione di sottopopolazioni
funzionalmente distinte di neuroni enterici (Fushes Costa, 1987; Goyal Ray e Hirano, 1996;
Gershon, 1990; Tonini et al, 2002). Ad esempio, ataneuroni eccitatori contengono, fra le
numerose sostanze biologicamente attive, acetigo(jiAch) e tachichinine (sostanza P, SP;
neurochinina A, NKA); i motoneuroni inibitori prasno un profilo neurochimico piu eterogeneo,
rappresentato da una serie di neurotrasmettiteriretludono monossido d’azoto (NO), polipeptide
intestinale vasoattivo (VIP)pituitary-adenilate cyclase activating polypepti(fRACAP, peptide
strutturalmente simile al VIP) e adenosintrifosf@d P). Esempi simili possono essere applicabili
ad altre classi di neuroni funzionalmente spedalie.

Un classico esempio di come tutta questa moltieidin neuroni e relativi neuromodulatori e/o
neurotrasmettitori vengano coinvolti nel controtlelle funzioni gastrointestinali &€ rappresentato
dall'analisi morfo-funzionale dei circuiti neuronadhe controllano il riflesso della peristalsi. In
sintesi, la distensione meccanica del lume intelginndotta dal bolo stimola direttamente (o
indirettamente attraverso il rilascio di serotondwparte delle cellule endocrine enterocromaffini

distribuite lungo la mucosa intestinale) i neur@ensoriali intrinseci i quali sono in contatto
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sinaptico, attraverso interneuroni, sia con motom@ueccitatori (a polarita ascendente) che con
quelli inibitori (a polarita discendente).

| primi, rilasciando ACh e peptidi come la SP eNHA, determinano la contrazione dello strato
muscolare circolare a monte dello stimolo; i se¢oattraverso una trasmissione plurichimica di
trasmettitori come NO, VIP, ATP e verosimilmentelaa il PACAP, causano il rilasciamento della
muscolatura a valle dello stimolo. L'integrazioneoordinazione di questi fenomeni eccitatori e
inibitori lungo il canale alimentare favorisce leogressione dei contenuti luminali in direzione-oro
aborale (Tonini et al, 2002). A distanza di piu adinto anni dalla sua comparsa, la “legge
dell'intestino” trova piena conferma dagli studiechanno consentito, almeno in parte, di definire i
meccanismi riflessi coinvolti nell'innesco e nglieopagazione della peristalsi.

Eistono poi altri circuiti neuronali responsabikldcontrollo di altre funzioni digestive, quali ad
esempio le secrezioni e I'assorbimento, la cutaradne esula dagli scopi della presente rassegna.
Da quanto brevemente esposto si evince quindi ghksigsi noxa o anomalia congenita 0 acquisita,
in grado di danneggiare l'integrita morfologica @&iozionale dei neuroni enterici, si traduce in un
alterato controllo delle funzioni digestive respainige, a sua volta, di disturbi gastrointestinBli.
seguito, verranno presi in considerazione alcusbrdiini della motilita del canale alimentare
associati ad alterazioni del ENS. Da un punto ditavifisiopatologico, tali patologie sono
caratterizzate da una compromissione, parziale taleto della propulsione intestinale con
conseguente ostruzione funzionale del tubo digereim¢, a seconda del segmento interessato, viene
inquadrata in una precisa condizione morbosa (&&lhg et al, 1966; Krishnamurthy e Schuffer,
1987; De Giorgio et al, 2000).
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2. FISIOLOGIA DELLA MOTILITA ILEO-CIECALE

2.1. MOTILITA DELL'INTESTINO TENUE

L’attivita motoria dell'intestino tenue controlld miscelamento e I'avanzamento del contenuto
intestinale all'interno del lume (Condon e Sanrasifly 1975). Inoltre, durante il periodo
interdigestivo, [lattivita motoria mantiene il lumeellintestino tenue relativamente libero
dall'accumulo delle normali secrezioni intestinali. controllo di questi movimenti € molto
complesso ed implica il coordinamento di risposteganiche, nervose e ormonali (Wienbreck e
Ereckenbrecht, 1982). L’attivazione della muscakatuntestinale e la conseguente attivita motoria
si accompagnano ad un aumento dell’attivita etgttcolinergica. Questa attivita e sotto il controll
dei rapporti ormonali e dei potenziali depolarizzamtrinseci degli strati muscolari longitudinade
circolare. La depolarizzazione della muscolatusaidi dell'intestino tenue e controllata da una
attivita elettrica ritmica onnipresente nota consade lente”, “ritmo elettrico di base” o “attivita
elettrica di controllo” (Condon e Sanra Sushil, 39Posser e Bartoff, 1968; Guyton, 1981; Bass,
1968). Queste onde lente sonopiicemakerdella motilita intestinale, originano dallo strato
muscolare longitudinale e si ritiene siano miogamente mediate in quanto sono risultate
mantenute nell’'intestino tenue denervato (Bass8)l96& onde lente possono essere rilevate senza
segni evidenti di attivita motoria e rappresentana regolare depolarizzazione e ripolarizzazione
della muscolatura liscia intestinale longitudindlemeccanismo responsabile di questo processo
non & completamente chiaro, ma si presume che pelaté&zzazione regolari abbiano origine
all'interno della tonaca muscolare della parteatiéstiello stomaco e/o del duodeno prossimale. La
frequenza delle onde lente & maggiore nel duodenadiduce progressivamente verso lileo. E stato
ipotizzato che questa entita di variazione di feExa sia essenziale per la regolare progressione
aborale delle onde peristaltiche (Guyton, 1981imgortante sottolineare che, qualora le onde lente
non si possano propagare per lintera lunghezzatrd¢io intestinale, come ad esempio puo
accadere in seguito a resezioni chirurgiche edtamasi dell'intestino tenue, pacemakemelle
regioni aborali possono originare gli impulsi neszes al perpetuarsi del ritmo delle onde lente.
Quando la progressione aborale delle onde lentsteirompe a livello della anastomosi, i
anastomosi. La depolarizzazione e l'attivita deft@ascolatura circolare iniziano solo dopo la
massima depolarizzazione della muscolatura lonigiddel e sono quindi sovrapposte alla attivita
delle onde lente (Bass e Wiley, 1965; Summers ediker, N.S. 1981). Questo determina un
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movimento aborale progressivo di contrazioni essdmenti regolari (peristalsi) della parete
intestinale.

Oltre alle contrazioni peristaltiche progressive ch verificano nell'intestino tenue, esiste, come
accennato in precedenza, un movimento di prognessiborale dell’attivita elettrica muscolare che
viene detto complesso mioelettrico migrantemybelectric migrating compléx MMC)
(Szurszewski, 1969). I MMC, che viene da alcunfid® il guardiano intestinale, serve ad
evacuare le secrezioni gastriche ed intestinaé eellule epiteliali desquamate durante i periodi
interdigestivi. Il MMC inizia nel duodeno prossirea prosegue aboralmente, sovrapposto al ritmo
di onda lenta. Quando un MMC raggiunge l'ileo terate, un nuovo MMC ha origine nel duodeno
(Szurszewski, 1969).

I MMC é diviso in tre fasi ben riconoscibili. Laripa fase é il periodo di pausa nel quale non si
osserva alcuna attivita elettromotoria. Durantedaonda fase si nota un’attivita elettrica a picchi
irregolare e sporadica. La terza fase e il periddonde elettromotrici regolari e progressivamente
aborali e, pertanto, caratterizza il momento dedi®iazione del lume intestinale (Grivel e
Ruckebusch, 1972; Code e Marlette, 1975). Se sficaro condizioni che compromettono o
annullano il MMC, i fluidi e leingestainiziano ad accumularsi all’interno del lume, coateade in
corso di ileo paralitico.

E interessante notare che lintestino tenue pudzifurare anche qualora venga isolato
dall'innervazione estrinseca (Bueno et al, 1979ysGen e Gide, 1980). E presente, infatti,
un’organizzazione intrinseca alla parete inteséirampleta di nervi sensitivi e motori in grado di
regolare I'attivita meccanica e funzionale deltoajastrointestinale ¢astrointestinal tractGIT).

Si tratta del sistema nervoso entericenferic nervous systénENS) che perpetua la sua attivita in
intima correlazione anatomo-funzionale al contradistrinseco presieduto dal sistema nervoso
autonomo (autonomic nervous systenmSNA) e contestualmente in risposta alla stimioae
locale. | meccanismi di controllo della motilitatéstinale da parte del ENS e del SNA e la loro
interconnessione funzionale sono oggetto dellaudsone della parte sperimentale di questa
trattazione.

La motilita dell'intestino tenue dipende, inoltagll'integrita dei plessi di Meissner e di Auerbach
(Bueno et al, 1979; Gershon e Gide, 1980). Mancalelle giunzioni neuro muscolari specifiche,
la liberazione locale di neurotrasmettitori stimt#afibore muscolari lisce elettricamente collegate
(Gershon e Gide, 1980). Concettualmente, l'innaoraz estrinseca dell'intestino controlla un
organo con un’eccitazione elettrica autonoma eesammoderare centralmente le risposte dell’'intero

organo agli stimoli locali. Per sostenere questarmiazione, e stato dimostrato che l'intestino



38

denervato risulta maggiormente eccitabile rispettquello innervato, come dimostra I'aumento
della frequenza dei MMC (Bueno et al, 1979).

Il controllo ormonale della motilita dell'intestintenue e dovuto principalmente alle interazioni
neuro-ormonali con il sistema nervoso enterico fWieck e Ereckenbrecht, 1982). Alcuni Autori
hanno sottolineato I'importanza che riveste la fimatj un polipeptide a 22 aminoacidi, per la sua
potenzialita di propagazione ormonale e propagazidei MMC (Wienbreck e Ereckenbrecht,
1982). La motilina e prodotta da speciali celluiteeocromaffini che sono concentrate nel duodeno
e nel digiuno prossimale (Bloom et al, 1976). Etcstasservato, inoltre, un aumento della
concentrazione plasmatica di motilina dopo l'ingest di alimenti ricchi di carboidrati, ma non
dopo l'ingestione di alimenti altamente proteiciitivhegg et al, 1976). L'infusione di motilina
causa l'aumento della frequenza e della velocitaiC nell’'uomo, nei cani e nei suini ed e stato
ipotizzato possa essere un ormone regolatore ftiieifa mioelettrica dell'intestino tenue
(Vantrappen et al, 1979). E stato suggerito chendsilina ecciti preferenzialmente i recettori
duodenali e che questo stimolo venga portato teafitite nervose afferenti ai centri e controllano i
MMC. Questo stimolo afferente regola la sequenzagdo tale che, attraverso vie efferenti, si
instauri un fronte di attivita nel duodeno prosdemanentre contemporaneamente venga inibita la
risposta diretta alla motilina delle zone abordliffgate et al, 1976).

E stato condotto degli studio per valutare gli @iffdi diverse modificazioni dell'attivita elettdc
intestinale nei cani (lwamatsu, 1964). Gli Autoainmo osservato che I'occlusione dell’ileo (tramite
legatura) per 7 ore causava un aumento dell'@teliettrica per 12 ore, seguito da una riduzione
dell'attivita ed eventualmente dalla paralisi miae per 48 ore, in seguito alle quali I'attivita
elettrica gradualmente ritornava normale. Non segficato alcun ripristino dell'attivita elettrica
quando l'occlusione veniva mantenuta per 24 orgjuiesti casi il soggetto moriva entro 72 ore. E
stato osservato , inoltre, che [l'occlusione dellasoolarizzazione mesenterica comportava
'aumentato della frequenza e della durata deltee s picchi rilevati per la durata di un'ora. Se
I'occlusione vascolare veniva rimossa entro 3 sr@veva guarigione. Gli Autori hanno osservato
che l'occlusione perpetuata per 3 ore portava aideeversibili del tratto intestinale interessalto
peritoniti acute indotte sperimentalmente, & gpatalotta una forte scarica di potenziali a picco pe
5 ore, a cui seguiva la paralisi intestinale eclangparsa dei potenziali a picco (lwamatsu, 1964).
Con la paralisi o l'ostruzione meccanica, si insdala dilatazione dell’intestino tenue, che puo
stimolare un fenomeno ciclico che determina un aumdella secrezione di acqua ed elettroliti nel
lume del tratto disteso (Wright, 1971). Nelle ostomi acute con strozzamento dell'ansa intestinale,
l'iniziale iperattivita intestinale, con il progred della distensione, viene sostituita da ileo raied

da scariche simpatico-adrenergiche e dall’annulidmela parte del parasimpatico dei MMC
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dovuto all'attivazione di recettori- e B-adrenergici nella tonaca muscolare (Watson e Sadem
1974).
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2.2. MOTILITA CECALE

| movimenti del grosso intestino sono complessoe completamente noti. Nel cieco esistono sia
peristalsi (il movimento aborale del contenuto stiteale) che anti-peristalsi (movimento orale del
contenuto intestinale).

Il contenuto intestinale entra nel cieco dalla widvileo-ciecale, spinto dal potenziale d’azione
migrante, un evento elettrico rilevante e rapidamerogressivo dell'ileo (Ross et al, 1990). |
ricercatori hanno identificato numerosi tipi di ntitd del cieco normale mediante endoscopia o
fistole (Sellers et al, 1982; Dyce e Hartman, 19¢Bj)efluoroscopia (Ross et al, 1986) e manometri
permanenti intraluminali che rilevavano I'attivitdioelettrica (Ross et al, 1986; Ross et al, 1989).
Nella base del cieco si verificano serie di scaich potenziali coordinate, che spingono il
contenuto intestinale nell'apice del cieco. Numerssrie di scariche di potenziali all’interno del
corpo del cieco sembrano contribuire a movimenti ppulsivi, miscelanti daaustraad haustra

E stato identificato un movimento di progressiodee inizia nell'apice del cieco, si propaga al
corpo attraverso le porzioni caudale e cranialéadehse del cieco e nel colon ventrale destro.
Questo movimento si verifica una volta ogni tre mtimel pony alimentato, € associato con un
caratteristico forte rumore causato dalla ondaodtenuto intestinale udibile all'auscultazione ed é
probabilmente responsabile del transito del mdéedal cieco al colon ventrale destro. Sembra che
una zona con funzione di pacemaker elettrico, ipzala nei 10-15 cm ventrali dell’apice del cieco,
inizi questo tipo di movimento progressivo (Rossaét 1990; Ross et al, 1989). Numerosi
movimenti retrogradi, generati dalla base del cie@mniale o caudale, sembrano essere abbinati a
guesto movimento peristalticho. L’elettromiografilavivo del cieco a dimostrato la esistenza di
lunghe scariche di potenziali che possono risultaaggiori di cinque secondi e di brevi scariche di
potenziali in grado di durare meno di cinque secoNel cieco le brevi scariche di potenziali
comunemente si verificano durante i movimenti paltichi (Ross et al, 1989; Ruckebusch e
Fioramonti, 1980; Adams, 1984).
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2.3. CONTROLLO NEUROMUSCOLARE ILEO-CIECALE

La ritmicita dell'attivita elettrica & controllataell’intestino dalle cellule interstiziali di Cajal
cellule altamente specializzate che sono connesgeudto di vista elettrico ai miociti tramite dell
“gap-junction” (Horowitz, 1999).

Queste cellule generano e propagano impulsi a biasgaenze e possono essere coinvolte in
diverse patologie portando ad alterazione della ilitdotintestinale. La contrazione della
muscolatura intestinale € controllata e coordimagaximis dal sistema nervoso enterico (ENS). Una
complessa interazione tra il sistema nervoso dengd il sistema nervoso autonomo e alla base
della regolazione di diverse funzioni, ma la cozriteae della muscolatura intestinale non richiede
necessariamente un input neuronale esterno. tbtgestro intestinale @¢astro intestinal tract
GIT) riceve il controllo parasimpatico tramite ienvo vago ed i nervi pelvici e quello simpatico
tramite fibre post-ganglioniche dei plessi meseataraniale e caudale. Una complessa rete di
interneuroni integra ed amplifica I'input nervoso dgni plesso; lintensita e la frequenza delle
contrazioni del muscolo liscio sono quindi proporali all'input simpatico e parasimpatico.
L'attivita del sistema nervoso enterico e della eolegura liscia intestinale si avvale anche di
numerose altre sostanze chimiche endogene, quadindioa, motilina e sierotonina (Bertaccini e
Coruzzi, 1987).

L’acetilcolina e il principale neurotrasmettitor@gjrointestinale ed esercita la sua azione sulle
cellule della muscolatura liscia tramite il legaeen recettori muscarinici di tipo 2. Il controllo
simpatico del GIT e affidato a fibre adrenergichestpganglioniche i cui corpi cellulari sono
localizzati nei gangli prevertebrali. L’attivaziort® un recettoren-2-adrenergico su un neurone
colinergico in un ganglio enterico, inibisce ilagkcio di acetilcolina e riduce quindi la contragon
della muscolatura intestinale.

| recettorip-1-, B-2- e B-atipico esercitano direttamente una funzione ior@a sulla muscolatura
liscia intestinale (Re et al, 1997).

| neurotrasmettitori inibitori non-adrenergici noahnergici includono l'adesnosina trifosfato
(ATP), il peptide intestinale vaso attivo e l'ossidtrico (NO) (Malone et al, 1999; Rakestraw et al
1996).

La funzione di questi neurotrasmettitori si esphedla mediazione dell'inibizione discendente nella
peristalsi ed il conseguente rilassamento dellacolatira. La sostanza P € un neurotrasmettitore
non-adrenergico non-colinergico che si pensa cdiovoella contrazione muscolare del grosso
colon (Sellers et al, 1985; Sonea et al, 1997).
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La frequenza e l'intensita delle contrazioni muagdhtestinali nel piccolo intestino e nel grosso
colon del cavallo sono fondamentali nel determidarenctilita intestinale; un’importanza ancora
maggiore nel determinare la progressione del na¢eniel lume intestinale e rivestita dagli schemi
di ciclicita degli eventi contrattili. Questi schesono anche conosciuti come complessi migranti di
motilita (0 mioelettrici) (‘fnyoelectric migrating complexMMC) del piccolo intestino e del colon
(Lester et al, 1992; Merritt et al, 1995).

I MMC del colon origina in genere dal colon vemgraestro e si sposta con uno schema variabile
tra il colon ascendente e discendente. Molti distjugIMCs sono temporalmente legati ad uno

specifico evento di motilita dell'ileo, il complesmiigrante del potenziale d'azione.
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3. FISIO-PATOLOGIA DELLA MOTILITA ILEO-CIECALE

3.1. INFIAMMAZIONE

L'infammazione locale della muscolatura intesenadd il controllo inibitorio nervoso sono
fondamentali nella patogenesi di ileo intestin#alff et al, 1999; Turler et al, 2002).
L'inflammazione intestinale pud essere presentansiisordini primari come duodenite o colite
oppure anche indotta dalla manipolazione delle amsstinali in corso di laparotomia. Da studi
sperimentali su altre specie sappiamo che la mkaajpme del piccolo o del grosso intestino
durante un intervento chirurgico puo facilmentévate il rilascio da parte di macrofagi di sostanze
in grado di interagire con i leucociti ed attivgreocessi a cascata seguiti dalla migrazione di
neutrofili nel interstizio. Le sostanze rilasciatai neutrofili conducono ad una riduzione
dell'intensita della contrazione della muscolatlisaia. Conseguentemente, in risposta a presunti
agenti procinetici, la parete intestinale inflamanaton riesce ad ottenere una contrazione
fisiologica.

Bisogna inoltre sottolineare I'iperproduzione di Nfdotta da un aumento dell'ossido nitrico
sintetasi (INOS) scatenato localmente dagli magiofa'ossido nitrico € un neurotrasmettitore
inibitorio chiave nel sistema non-adrenergico, wohnergico (Rakestraw et al, 1996).

L’inibizione dell’ossido nitrico rappresenta unogtiescopi della ricerca farmacologica sperimentale

per il trattamento dell'ileo.
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3.2. RIFLESSI NEURONALI

| riflessi neuronali possono contribuire a medidli@ibizione della motilita intestinale in
concomitanza ad inflammazione peritoneale (Sjolisi985; Pairet e Ruckebuschl, 1989).

Il segmento afferente si compone parzialmentebdefC afferenti viscerali capsaicina-sensibili che
terminano nel corno dorsale del midollo spinaleapossono attivare fibre o sinapsi simpatiche
inibitorie direttamente sui gangli simpatici. Coggentemente il ramo afferente del riflesso stimola
un aumento del controllo simpatico, principalmetmgnite la stimolazione di-2-adrenocettori e
I'inibizione del rilascio di acetilcolina, fornendmsi la base per un blocae2- in risposta ad ileo.
L'infusione intraluminale di capsaicina precederde chirurgia addominale ha dimostrato
I'attenuazione della gravita di POI in studi spezittali sulla cavia. Questi risultati sottolineano
l'importanza delle fibre afferenti viscerali neflatogenesi di POI (Zittel, 2001).
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3.3. DISTENSIONE

Una distensione della parete del lume intestinalkeve a moderata, come accade nei primi stadi di
un’ostruzione intraluminale, evoca un aumento a#lita contrattile locale (Lowe et al, 1980;
MacHarg et al, 1986). Un’eccessiva distensiondtesn un’inibizione della motilita circoscritta al

segmento di ansa intestinale disteso.
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3.4. DIFETTI DI SVUOTAMENTO CECALE

Nel cavallo il cieco risulta sporadicamente colmltospecifici problemi di motilita. Questi possono,
in genere, verificarsi in seguito ad anestesia igdae/o a chirurgia extra addominale, in particola
chirurgia ortopedica e delle vie respiratorie sigrered e quindi spesso considerata una forma di
ileo post operatorio. Si possono considerare arattie cause ad insorgenza spontanea, come
accade in soggetti affetti da disordini primari lqu&eite o tenosinovite settica. La sintomatologia
clinica non mostra segni particolari, a meno chquiddro clinico non venga complicato da una
perforazione del cieco. Nei soggetti con problenswiliotamento ciecale post anestesia, dei sintomi
palesi appaiono in genere dopo 3 o 5 giorni ddliaucgia. | primi sintomi che possono essere in
genere riscontrati sono depressione, scarso ise@scibo e defecazione diminuita o assente. |l
mancato svuotamento del cieco provoca un accumiutbateriale che puo portare I'animale a
mostrare una lieve o moderata sintomatologia colitaritardo nella diagnosi o nella terapia puo
portare a lacerazione del cieco e conseguenteopietfatale (Campbell et al,1984; Ross, 1985;
Hilbert, 1987).
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4. STUDIO SPERIMENTALE

4.1. SINTESI

Questo studio descrive come la motilita intestinaleparticolare del tratto piu distale dell’ileo e
della giunzione ileo-ciecale, sia regolata da meistai di controllo intrinseci (sistema nervoso
enterico) ed in che modo questi siano in intimarelarione funzionale alla parte simpatica del
controllo estrinseco.

Il sistema nervoso entericogfiteric nervous systénENS) e costituito da un imponente numero di
neuroni localizzati al di fuori del sistema nervasentrale (tentral nervous systémCNS) che
forma circuiti capaci di attivita riflessa autonanier quanto riguarda la specie equina non solo i
dati relativi all’architettura del’lENS sono modesha non esistono studi anatomo-funzionali
relativi al controllo degli sfinteri.

Per valutare la morfologia, la distribuzione, lansiéa, il fenotipo e le proiezioni dei neuroni che
controllano la giunzione ileo-ciecaleil€ocaecal junctioty ICJ), abbiamo abbinato la tecnica che
prevede il trasporto retrogrado del tracciante meale fluorescente Fast Blue (Bd indagini
immunoistochimiche. A tal fine, in due cavalli, atetizzati e sottoposti a laparotomia, & stato
iniettato il FB nello spessore della parete delld.IDopo 30 giorni dall'intervento € stata effetiua
'eutanasia, a seguito della quale tutto l'ileona piccola porzione della base del cieco sono stati
asportati.

Le reazioni di immunoistochimica, effettuate suieeizottenute al criostato e preparati wholemount
sono state eseguite al fine di valutare 'immunttihégta (IR) dei neuroni del ENS per la choline
acetyltransferase (ChAT), neuronal nitric oxide tegse (nNNOS), substance P (SP), calcitonin
gene-related peptide (CGRREurofilament NF200kD&NF200) ed S100 protein. Per quantificare
le sottopopolazioni neuronali intramurali sono istdtlizzati dei “pan-neuronal markefs cioe
anticorpi antiprotein gene produdiPGP 9.5) e/o antieuron specific enolag®lSE).

| neuroni del plesso mio-entericonfyenteric plexds MP) e del plesso submucoso (“submucosal
plexus”, SMP) dell'ileo che esprimevano ChAT-IR eomisultati essere 66x7% e 74+15%
rispettivamente, mentre le cellule nNOS-IR sonaltéde essere 38+7% e 5+1% rispettivamente.
Sono inoltre stati osservati neuroni che esprimevaa ChAT- che nNOS-IR. E stata osservata SP-
IR dal 14+13% dei neuroni del MP e dal 66+8% dairnai del SMP, mentre CGRP-IR & stata
riscontrata solamemte nel 43t6% dei neuroni del &MIAnaggioranza dei neuroni del SMP

CGRP-IR hanno espresso anche SP-IR. Quasi tugtiromi SP-IR in entrambi i plessi sono risultati
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essere colinergici.Abbiamo riscontrato NF200-IR é&k15% dei neuroni del MP e nel 91+10%
delle cellule del SMP. La maggior parte dei neurdsli CGRP-IR ha espresso anche SP-IR. Quasi
tutti i neuroni SP-IR in entrambi i plessi sonaitati colinergici.

Nella seconda fase della ricerca abbiamo identditadistribuzione e la neurochimica dei neuroni
del ENS che controllano la ICJ.

Abbiamo riscontrato che i neuroni discendenti dé&t B del SMP nitrergici erano il 54+11% ed |l
68+4% rispettivamente, quelli colinergici il 60+1986 82+11%rispettivamente, quelli NF-IR il
54+9% e 78+21% rispettivamente e quelli SP-IR citca0% in entrambi i plessi. Solamente i
neuroni discendenti del SMP hanno mostrato CGRP4B+21%). In entrambi i plessi i neuroni
discendenti co-esprimenti NNOS- e ChAT-IR sono etaervati essere il 25£11% ed il 61+27%
rispettivamente.

Nella terza e ultima fase del nostro studio soati &glentificati e caratterizzati i neuroni e |brie
del sistema nervoso simpaticesympathetic nervous systen$SNS) in connessione con la ICJ,
grazie alla loro immunoreattivita per Il&rosine hydroxylase(TH-IR) ed dopamine-beta
hydroxylase(DBH)-IR. Inoltre sono stati studiati i rapportiatle fibre simpatiche e i neuroni
enterici a loro volta deputati al controllo del2]l, cioé FB-positivi. A completamento della ricerca
sono stati identificati anche i neuroni dei ganiglile radici dorsali del midollo spinaled@rsal root
ganglid, DRG) che veicolano la sensibilita della ICJ. 8atati osservati numerosi neuroni FB-
positivi a livello degli ultimi gangli della catersampatica toracica e dei gangli prevertebraliazsi
(“coeliac gangliofy CG), mesenterico craniale ofanial mesenteric ganglion CMG) e
mesenterico caudaleddudal mesenteric gangliognCaudMG) mentre erano poco rappresentati i
neuroni dei DRG. | neuroni dei DRG destinati allal Isono risultati immunoreattivi per il CGRP,
NF200, nNOS, SP.

4.1.1. CONCLUSIONI

Questo lavoro evidenzia che:

a) esistono sottopopolazioni di neuroni enteriasslficabili in base al loro corredo neurochimico;
b) la ICJ di cavallo € ampiamente regolata da meutel ENS, distribuiti nei due plessi, capaci di
proiezioni molto lunghe (sino a 48 cm per i neurdeli MP);

c) i maggiori gangli simpatici partecipano all'inmazione della ICJ.

d) i neuroni dei DRG innervano, seppure modestaméatiCJ e instaurano rapporti con i neuroni

postgangliari simpatici.
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In generale si evince, quindi, in che misura qué&sioortante tratto intestinale risulti ampiamente
influenzato dal sistema nervoso enterico e simpatic

Dal punto di vista chirurgico si deve rimarcare ¢hgresenza di neuroni intramurali deputati al
controllo della ICJ localizzati a lunga distanzdlal#CJ indica che, in corso di resezione chiruagic

del piccolo intestino, e preferibile, quando possjbconservare quanto meno l'ultima porzione di
ileo, cosi da evitare problemi al transito di miatlerdall'ileo al cieco e prevenire reflusso gassos
dal cieco all'lleo.

4.1.2. POTENZIALE RILEVANZA

L’identificazione della complessa struttura mortmfionale del ENS risulta fondamentale per
chiarire diversi meccanismi patogenetici coinvaigl determinismo di numerose patologie del
tratto gastrointestinale, in particolare quelleati@rizzate da turbe della motilitd. Nonostante i
notevoli progressi fino ad ora effettuati, moltipati restano ancora da definire circa le fini
connessioni esistenti tra i molteplici circuiti menmali e le funzioni gastroenteriche. Tali
acquisizioni saranno necessarie non solo per appiok le attuali conoscenze relative
all’eziopatogenesi di molte patologie digestive, axahe per favorire lo sviluppo di possibili
strategie terapeutiche sempre piu mirate ed effiedo sviluppo di trattamenti farmaceutici per

problemi alla motilita della ICJ.
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4.2. INTRODUZIONE

La regolazione della motilita del tratto gastrogtieale (GIT) € basata su complesse interazioni tra
il sistema nervoso parasimpatico, il simpaticolesisterma nervoso enterico (ENS). Tuttavia € noto
che la motilita intestinale e controllata primaremte dall ENS, il sistema intrinseco, e
secondariamente dal sistema nervoso estrinsecck@fistein et al., 1982; Yamamoto et al., 1999),
di cui in questo studio e stata analizzata la camepte simpatica.

I ENS & un complesso di neuroni e fibre intrinsgta parete del GIT; consiste di neuroni che sono
organizzati in due principali plessi gangliariplesso mio-enterico (MP), la cui funzione princeoal

e la regolazione dellattivitd muscolare, ed ilgde sub mucoso (SMP), che regola principalmente
le funzioni della mucosa. In questi gangli i neursensitivi, i motoneuroni, gli interneuroni ed i
neuronisecreto-motori sono organizzati in circuiti riflefsnzionali che rendono il ENS capace di
riflessi integrati senza il coinvolgimento del sisia nervoso centrale (CNS).

La maggior parte delle testimonianze riportateeittekratura riguardano I'architettura ed il fenotipo
del digiuno (Burns e Cummings, 1993; Pearson, 18@&%key et al., 1995; Rakestraw et al., 1996;
Malone et al., 1996, 1999, 2000) ed il grosso tmes(Murray et al., 1988; Burns et al., 1990;
Burns e Cummings, 1991,1993; Schusser e White,)1884sso in correlazione all'’ Equine Grass
Sickness (EGS) (Pogson et al., 1992; Murray etl@B;7; Cottrell et al., 1999; Milne et al., 2005),
all’'aganglionosi ileo-colica (lethal white foal symome; Vonderfecht et al.,, 1983) ed alla
gangllionite mioenterica (Burns et al. 1990). Maitzerca e stata anche rivolta all'll@¢otze e van
Aswegen, 1990; Doxey et al., 1995; Hudson et &002 Domeneghini et al., 2004; Milne et al.,
2005). La parte distale dell'lleo rappresenta uegiane intestinale altamente specializzata
all'interno della quale il transito del materialen@lto rallentato.

L'organizzazione, la morfologia, la neurochimich NS ileale sono gia state descritte nel cavallo
(Kotze e van Aswegen, 1990; Doxeyal, 1995; Hudsoret al, 2000; Domeneghiret al, 2004;
Milne et al, 2005). A tutt'oggi non esiste tuttavia testinamza in letteratura di studi che riguardino
la proiezione dei neuroni enterici. Ladpilla ilealis’, una tumefatta prominenza rivolta verso la
giunzione tra il cieco e il colon ascendente (1i§), rappresenta una porzione intestinale altamente
specializzata nella quale il transito di material@rasticamente rallentato. lpapilla ilealis nei
cavalli sottoposti ad anestesia generale perdeoilaspetto ed appare come un orifizio appiattito
(fig. 1B). Come si puo osservare in corso di lapeopia, il transito di materiale dall'ileo al ciego
un processo intermittente; durante l'attivita quesge dello “sfintere” ileale, lpapilla ilealisnon é
facilmente distinguibile, mentre, durante il traasili materiale, protrude nel grosso intestino per

alcuni centimetri (fig. 1C).
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La giunzione ileo-ciecale (ICJ) e spesso chiantratzausa nella sindrome colica in associazione ad
ostruzione e/o strangolamento del piccolo intestieaterite e/o colite di varia natura e
inflammazioni o ostruzioni del grosso intestino \{aads, 1981; Pearson et al., 1975; Erkert et al.,
2003; Freeman, 2006). Si ritiene, inoltre, chedfipofia muscolare dell’lleo equino possa essere
secondaria a stenosi causata da disturbi neuragistia ICJ (Rooney e Jeffcott, 1968).

In questo studio abbiamo, in una prima fase, inga&i il ENS nell'lleo distale e nella ICJ del
cavallo analizzando, in sezioni effettuate al ¢datsed in preparazioni wholemount, la morfologia,
il fenotipo, la distribuzione e la densita dellenpipali sottoclassi di neuroni nel MP e nel SMP.

In una seconda fase abbiamo effettuato inieziortraticiante neuronale retrogrado fluorescente
Fast Blu (FB) al livello della ICJ ed osservatoingii, il ENS dell'ileo di cavallo in sezioni ottetau

al criostato.

La terza fase della nostra ricerca € stata corecqpt studiare i diversi aspetti del controllo
simpatico (estrinseco) nella porzione terminaldit ed in particolare nella ICJ.

Il primo scopo e stato studiare, tramite tecnichmarcatura con tracciante fluorescente a trasporto
retrogrado associata a tecniche di immunoistocl@médistribuzione, la densita, la morfologia e la
neurochimica dei neuroni simpatici e dei ganli @efidice dorsale (DRG) che innervano la ICJ. Il
secondo scopo e stato dimostrare che, nel cavaleyroni dei DRG sensitivi viscerali prendono
contatto con i motoneuroni simpatici. Il terzo dbi® e stato studiare l'organizzazione e la
distribuzione delle fibre adrenergiche nella paneialistale di ileo e nella ICJ. L'ultima finalita e
stata determinare 'esistenza di relazioni trabdeefdel sistema nervoso simpatico ed i neuroni del
ENS che controllano la ICJ. Questi ultimi sono, wagp, stati identificati tramite il tracciante
retrogrado fluorescente Fast Blue (FB) iniettatlivaello della ICJ nella seconda fase del nostro
studio.

L’innervazione simpatica del GIT e costituita datareeuroni prevalentemente allocati nella catena
dei gangli simpatici toracici e nei gangli piu gidaprevertebrali, celiaco (CG), mesenterico cranial
(CMG) e mesenterico caudale (CaudMG); i ganglietaili sembrano originarie neuroni implicati
nel controllo del flusso sanguigno vascolare, neemtneuroni allocati nei gangli prevertebrali
controllano, oltre al flusso sanguigno, la motititée secrezioni (Furness, 2006).

| neuroni dopaminergici del ENS, inoltre, sono istatidiati tramite studi di immunoistochimica
nella cavia (Li et al., 2004; Mongardi Fantaguzrziak, 2009), nella pecora (Chiocchetti et al.,
2006), e nell'uomo (Singaram et al., 1995; Anldudlg 2003).

E ormai noto da molto tempo (Langley e Andersor®5)&he il controllo simpatico inibisce la
muscolatura del GIT. Si sa, inoltre, che questdtie anche inibita da un controllo intrinseco,

tramite fibre non-adrenergiche che (Burnstock etl@b3, 1964). Il controllo simpatico potrebbe
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essere mediato da adrenocetteaccitatori op-inibitori (ARs) con effetti diretti (sugli sfintee/o
sulla muscolatura del GIT) o indiretti (neuroni &NS) (Furness, 2006).

E noto che il primario meccanismo di azione singuaidi inibizione della funzione digestiva &
guello indiretto (Wood 2000).

L’innervazione simpatica estrinseca ed il ENS hanna notevole interazione ed una maggior
comprensione dell'innervazione simpatica risultandufondamentale per capire i meccanismi di
controllo enterici. L'organizzazione della rete patica ed i modi in cui le terminazioni dei
motoneuroni post-ganglionici simpatici sono cortieta neuroni del ENS e ad altre strutture (ad
esempio cellule della muscolatura liscia deglitstrauscolari e dei vasi ed altre cellule del GIT),
sono state studiate soprattutto nelle specie drédbrio (Furness, 2006). Gli Autori sono d'accordo
nell’affermare che in molti mammiferi la stimolan® simpatica induca una contrazione dello
sfintere ileo-ciecale (Malbert parla di sfinterealcolico). Ci sono, tuttavia, variazioni di specie
nella risposta di questa regione e, senza dubbbialtrd tratti dell’ansa intestinale ai trasmettito
catecolaminergici. Nel cane e nella cavia ad esenipistimolazione simpatica causa contrazione
non solo dello sfintere ileo-ciecale, ma ancheadedirzione distale dell'ileo (Munro 1951), cosi che
guest’ultima parte del piccolo intestino possaieme allo sfintere ileo-ciecale, inibire il trasfmor
tra l'ileo ed il grosso intestino.

Munro (Munro 1951) suggerisce che questa contrazipnssa in qualche modo dipendere
dall'azione di elementi ganglionici colinergici feeparete muscolare. Nell'uomo é stato osservato,
inoltre, che gli ultimi centimetri dell'ileo sembra avere una funzione differente dal tratto
antecedente ed un tono persistente, contrarianadlateaestante porzione di ileo ed al duodeno
(Barclay 1936).

Nel gatto, al contrario, e stata indicata nellotsfie ileo-ciecale e nella parete intestinale amtite
una risposta opposta e molto specifica all’adreaalElliott 1904), fatta eccezione che per undratt
di circa 1 cm ad entrambi i lati dello sfintere.

Sembra quindi molto difficile identificare una "geica" risposta ileale all'innervazione simpatica,
in quanto si rende palese come svariati fattorisgos influire sulla risposta contrattile
dell'intestino: la differente distribuzione dei ARs cui numerosi bersagli (ad esempio muscolatura,
neuroni del plesso mio-enterico (MP) e del plessBraucosale (SMP), cellule interstiziali di Cajal
(ICC), mastociti ed altri tipi cellulari localizaatel ileo, I'organizzazione intrinseca del ENS, la
guantita di neurotrasmettitori rilasciati e di @atkamine in circolo e I'autonomia del GIT.

Nel cavallo, inoltre, la risposta contrattile detgmlo intestino alla stimolazione simpatica sembra
variare a seconda del tratto preso in considerazialtuni Autori (Brunaud e Labouche, 1947) , ad

esempio, hanno osservato che la contrazione dniag@gmenti duodenali isolati era stimolata da
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adrenalina. 1l ruolo della noradrenalina nella tagmne della motilita della muscolatura liscia
intestinale e stato anche dimostrato nel digiunal@e et al., 1999). Nella muscolatura liscia di
ileo equino sono stati distinti differenti sottotg o- e B-ARs (Belloli et al., 1997; Re et al., 2001).
L’illeo equino sembra mostrare, diversamente daliudig diversi schemi di motilita e di
contrattilitd spasmodica. La peculiarita della i@dltre, € data anche dai diversi schemi contrattil
rispetto ad altre specie, come ad esempio can@md;unentre in quest’'ultimo, infatti, la maggior
parte delle contrazioni registrate allo sfinteeniciecale originano dal ileo, nel cavallo ciraiue
terzi delle contrazioni dello sfintere ileo-ciecalgginano dal cieco (Roger et al., 1990).

Questi risultati macroscopici ci portano a creddre, come ipotizzato per I'intestino di cavia, cane
e uomo, anche nel cavallo il tratto terminale deld possa pienamente agire da sfintere. In cavalli
soppressi al macello statale il tratto di ileo @stappare come un tubo abbastanza rigido. La ICJ
nel cavallo non mostra le caratteristiche struttutipiche di uno sfintere, ad esempio un
ispessimento focalizzato della muscolatura liscime lo sfintere pilorico (Kotzé 1988a), ma pare
piuttosto come un sistema angio-muscolare, nelequal denso plesso venoso sub-mucosale a
livello dellapapilla ilealis completa, dopo I'insorgenza, la funzione del "nolsaello sfintere” in
guest’area, contribuendo alla chiusura dell’apertl@o-ciecale (Kotzé 1988b). Nel cavallo la ICJ &
costituita solamente dalla CML e da due componeathicircolari del CML ciecale disposti
lateralmente, non essendo quest’ultimo costruitit@nicamente come un vero sfintere. Anche la
LML sembra avere effetti sui movimenti depapilla ilealis, dal momento che la tenia dorsale del
cieco si costituisce anche di fibre della LML ilegKotzé 1988a).

Nella medicina equina e noto che la stimolazionerifeca inibisce la motilita intestinale; in caso
di manipolazioni linibizione della motilita potrele durare a lungo (ileo post operatorio o
adinamico). Questo effetto sembra essere evocatdlelssi simpatici, anche se altri componenti
potrebbero contribuire altre componenti (ad eserfipilammazione).

Le fibre sensitive dei neuroni del ganglio delldica dorsale (DRG) rappresentano le afferenze dei
riflessi simpatici aventi effetto sulla motilitaldeIT. Queste fibre afferenti chiudono I'arco rigko
simpatico attivando i neuroni simpatici pregangiomnlella colonna intermedio-laterale. Le stesse
fibre sensitive potrebbero proiettare rami collaliesii motoneuroni allocati nei gangli prevertebral

E stato, infatti, dimostrato che le fibre affererdricose dei DRG prendono contatto sinaptico con i
neuroni simpatici del ganglio celiaco nel ratto €Let al., 1987); questa interazione tra i neuroni
afferenti ed efferenti potrebbe integrare o bypassa risposte o i riflessi del sistema nervoso
centrale. Un altro tipo di inflammazione erroreoimhazione sensitiva (e di generazione di riflessi
simpatici) & rappresentata neuroni intestinofugaie inviano dei rami collaterali dal ENS al di

fuori del GIT ha i gangli del prevertebrali (Fursez003).
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E evidente che nei piccoli animali molti aspetti’deganizzazione e della struttura simpatica sono
gia stati studiati, ma che ancora poco si sa deléeie equine.

| risultati di questo studio contribuiscono ad appndire le conoscenze sulla neuroanatomia del
GIT nei grossi mammiferi domestici ed in particelaiornendo nozioni funzionali neuroanatomiche
basilari sulla terminazione del piccolo intestipossono aiutare a capire le vie motorie definitive
dell'attivita motoria riflessa polarizzata dellileequino, anche in correlazione alla maggior parte
dei problemi di motilita di questa giunzione, coaeeade ad esempio nella Equine Grass Sickness
(EGS).
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4.3. MATERIALI E METODI

Tutte le procedure descritte a seguito sono statiéesseguendo la legislazione italiana che rigaard
i protocolli di sperimentazione animale, dopo appmione del Comitato Etico-Scientifico per
Sperimentazioni su Animali della Universita di Boih@. Sono stati compiuti tutti gli sforzi possibili
allo scopo di minimizzare il numero di animali iregati e la loro sensibilita al dolore.

Per la prima fase dell’ indagine é stato utilizzéiteo di due giovani femmine trotter (7 mesi &2,
anni di etd) che erano precedentemente state atestal macello statale per seri problemi
ortopedici. | cavalli sono stati sedati profondateecon somministrazione di Acepromazina (0.04
mg/kg IV) e Xylazina (1.1 mg/kg V), indotti e sogssi tramite somministrazione di Thiopentale
sodico (10 mg/kg IV) e TanaXx®Intervet, Italia, 5 mg/kg, 1V).

Ulteriori campioni di ileo sono stati prelevatipiu in fretta possibile dal GIT di altre due femmin
di 3 e 4 anni di origine e razza differenti, sacatfi al macello statale e che non presentavanmalc
tipo di problemi gastro-intestinali.

Per la seconda fase dell'indagine, l'iniezionetdelciante a livello del ICJ, sono state utilizzdte
giovani femmine trotter di razza Standardbred mat&lia; entrambe, la prima (2,5 anni di etag gi
impiegata nella prima fase della ricerca, e la sdao (3,5 anni di eta), erano state gia
precedentemente destinate alla soppressione darigtani dei rispettivi allevamenti, a causa di

gravi problemi ortopedici.

4.3.1. PRIMA FASE DELLO STUDIO: INNERVAZIONE INTRINSECA DELL’'ILEO

4.3.1.1. PREPARAZIONE DEI TESSUTI: WHOLE-MOUNT

Solamente tessuti prelevati da soggetti sottopadtieutanasia si sono dimostrati adatti alla
preparazione wholemount, in quanto le procedurstatiehe a cui vengono sottoposti gli animali
predispongono il rilasciamento della spessa musgaalaleale. Il tratto distale dell'lleo (20 cm di
lunghezza) e la ICJ sono state prelevate, vigoreasgrisciacquate ed immerse in tampone fosfato
salino (‘phosphate buffer saling’PBS) contenente L-Nicardipina, un calcio antagi@nche agisce
per blocco dei canali del calcio nelle cellule &aii, per 30 minuti. | tessuti sono stati in sggu
tagliati lungo il tratto mesenterico risciacquatncsoluzione tampone salina (PBS: 0,15 M NaCl in
0,01 M di tampone Sodio-Fosfato, pH 7,2) e inchiosia legno leggero di spessore di 3 mm con la
superficie mucosale rivolta verso il basso. | canpsono stati in seguito fissati in paraformaleeid
contenente 0,2% di Acido Picrico in 0,1M di tamp@&udio-Fosfato (pH 7,0) a 4°C per una notte
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intera; i campioni sono stati in seguito rimosdildgno e risciacquati in Dimetilsulfossido DMSO
3 volte per 30 minuti ciascuna. Tutti i tessuti e@tati stoccati a 4°C in Sodio-Azide contenente
PBS 0,1% fino a quando sono stati sottoposti agregggone wholemount di MP e SMP.

| campioni di lleo sono stati inchiodati in modo diatendere quanto piu il tessuto, con la mucosa
rivolta verso l'alto, in capsul&ylgard-covered Petrtontenenti PBS. La mucosa € stata staccata
con cautela usando uno scalpello. Per otteneréi godparazioni wholemount di SMP, abbiamo
rimosso trestrati di tessuto: la sottomucosa aléoeaolto vicina al doppio strato dnuscularis
mucosagmmn) ed ai due distinti strati di SMP, I'interno (ISMPE 'esterno (OSMP), come descritto
in letteratura (Pearson 1994; Domeneghini 2004}). ®®&enere le preparazioni di MP abbiamo
rimosso non solo gli strati di SMP, ma anche ilitpeeo, costituito da mesotelio, da uno strato
spesso di connettivo attaccato fermamente ademdl@emuscolatura longitudinale e da alcune
strisce del piano di muscolatura longitudinale (ML

4.3.1.2. PREPARAZIONE DEI TESSUTI: CRIOSEZIONI

Al criostato abbiamo ottenuto sezioni trasversdbrggitudinali (spessore 12-16n) della ICJ da
ciascun soggetto. Pezzi (2 x 0,5cm) di lleo fisgat@J sono stati immersi in PBS contenente Sodio
Azide (0,1%) esaccarosio (30%) e stoccati a 4°C per una notigiotho seguente i tessuti sono
stati trasferiti in una soluzione contenente unscela di PBS-saccarosio-azide e compQgiomal
Cutting TemperaturdOCT") in un rapporto di 1:1 per altre 24 ore prima sserecongelati in
100% OCT in Cryomold® Per preparare le sezioni refrigerate i tessuti sstati congelati in
isopentano e liquido nitrogeno; in seguito dellei@@ di 12-16um di spessore sono state tagliate e

preparate su vetrini ricoperti di gelatina e lascesciugare per 1 ora a temperatura ambiente (RT).

4.3.1.3. IMMUNOISTOCHIMICA

Si é deciso di avvalersi di metodi di doppia marcattramite immunofluorescenza indiretta. |
tessuti sono stati incubati in una soluzione diost capra contenente PBS al 10% e TritonX 100
all’ 1% per 30 minuti a temperatura ambiente paunre la possibilita di legame non-specifico degli
anticorpi secondari e rendere permeabile il tesalliantisiero.l tessuti sono stati successivamente
incubati a 4°C in una cella umida per 2-3 giormef@razioni wholemount) o per tutta una notte
(criosezioni) in una miscela di due antisieri primdiluiti in un idoneo solvente (1.8% NaCl in
0.01M tampone fosfato contenente 0.1% Na-azide)poDaver effettuato lavaggi in PBS

(3x10minuti) i tessuti sono stati incubati per 3@ @oreparazioni wholemount) o 1 ora (criosezioni)
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a temperatura ambiente in una cella umida in ureceta di due anticorpi secondari (Tavola 2)
diluiti in PBS. | tessuti (preparazioni wholemouwntriosezioni) sono stati in seguito lavati in PBS
(3x10 minuti) e fissati in una soluzione tampongjlaerolo (pH 8,6). | preparati di MP ed SMP
prelevati da siti differenti in ciascun animale,acheno 2 cm dall’iniezione di FB, sono stati quind

analizzati.

4.3.1.4. SPECIFICITA ANTICORPALE

La specificita degli anticorpi anti-CGRP e stata giovata (Domeneghini et al., 2004). L’'anticorpo
anti-S100 riconosce I'enteroglia dell’ileo equirtdu@dson et al., 2000). Gli anticorpi NF200, ChAT,
SP ed nNOS sono stati ben contraddistinti in afrecie e sono richiamati da proteine altamente
conservate; molto probabilmente riconoscono gligani appropriati nel cavallo, ma questo non e
stato ancora direttamente dimostrato. Le spedfidégli anticorpi secondari e stata testata tramite
I'utilizzo di questi antisieri senza I'utilizzo de@nticorpi primari. Nessun neurone o fibra maacat

sono stati ritrovati dopo aver escluso I'antisigrionario.

4.3.1.5. MICROSCOPIA A FLUORESCENZA

| preparati sono stati esaminati al microscbgiguipaggiato con dei filtri cubici per distinguera
istiocianato fluorescente (FIT&"). Le immagini sono state registrate da una fotocamigisale e
tramite un programma softwarePer le modifiche di contrasto e sensibilitd scstati usati

programmi software.

4.3.2. SECONDA FASE DELLO STUDIO: INNERVAZIONE INTRINSECA DELLA ICJ

4.3.2.1. INIEZIONE DI FAST BLUE (FB)

| cavalli sono stati sottoposti ad una proceduriauclica mirata all'iniezione intramurale nella ICJ
di un tracciante neuronale fluorescente retrogrB®5 (2% in soluzione NaCl 0,9%). Dopo
premedicazione con acepromazina (0.04 mg/kg, ewdmifidina (0.8 mg/Kg, i.v.), 'anestesia e
stata indotta tramite la somministrazione IV dizeépam (0.05 mg/kg) e ketamina (2.2 mg/kg) e
mantenuta con gas isofluorano al 2% veicolato dageso al 100% in un circuito aperto, tramite un
catetere oro tracheale cuffiato . Per assicurasehwona analgesia ci siamo serviti di un’infusione

continua di ketamina (0.8 mg/kg/ora 1V) per tut durata dell'intervento chirurgico e di
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fenilbutazone (2.2 mg/kg, i.v.) al giorno per 5 rgionel periodo post operatorio. Una terapia
antibiotica é stata effettuata per 3 giorni daténvento tramite amoxicillina (20 mg/kg, i.v. TI®)
gentamicina (6.6 mg/kg, i.v.). | cavalli sono stasizionati in decubito dorsale, il campo
operatorio & stato preparato steriimente con Be¢fliscrub ed alcohol isopropilico. Un’incisione
preombelicale di 40 cm é stata eseguita sulla lalba. Dopo aver esteriorizzato il digiuno ed il
colon ascendente la ICJ é stata visualizzata salacollocazione profonda sotto lombare e la sua
parete & stata sottoposta a delicate iniezionanmirali con il tracciante neuronale retrogrado
fluorescente FB. 150 ul di FB® sono stati iniettatdiversi punti per un totale di 15 iniezioni per
mezzo di una micro siringa in vetro Hamilton da [1l0 Ogni singola iniezione € stata eseguita
scrupolosamente per evitare ogni perdita di trateidal sito di iniezione. Il digiuno e il colonreo
stati, in seguito, correttamente riposti nell'addognquest'ultimo chiuso con tre piani di struttdira
routine. Il risveglio ed il periodo post operatonanno avuto un decorso normale.

A distanza di un mese dall'iniezione del tracciafB i cavalli sono stati profondamente
premedicati tramite somministrazione di acepromatih04 mg/kg 1V) e xylazina (1.1 mg/kg V),
'anestesia € stata indotta tramite la somminigtrez di tiopentale sodico (10 mg/kg IV) e la
soppressione effettuata tramite somministraziorieadax® (5mg/kg 1V).

4.3.2.2. PREPARAZIONE DEI TESSUTI

L'ileo (circa 60 cm in lunghezza), la ICJ e ciréacin di cieco vicino ai siti di iniezione sono stat
prontamente prelevati, vigorosamente lavati ed isme PBS contenente L-Nicardipina, un calcio
antagonista che agisce per blocco dei canali delocaelle cellule eccitabili, per 30 minuti. Le

procedure utilizzate in questo studio per otterereriosezioni e le preparazioni wholemount

dell'ileo sono gia state descritte in altra sedad€chettiet al, 2006).

4.3.2.3. IMMUNOISTOCHIMICA

Le criosezioni, nelle quali le cellule marcate F&no state osservate tramite l'utilizzo di un
microscopio ad epifluorescenza, sono state in gegacubate con antisieri primari e secondari
descritti nelle tavole 1 e 2 rispettivamente. Setadi quindi effettuati studi di doppia marcatura
tramite tecnica di immunofluorescenza indiretta eagia descritto in altra sede (Chiocchetti et al.,
2006). La morfologia dei neuroni marcati FB € ststiadiata avvalendosi dell'uso di un antisiero
primario anti-neurofilamento NF200kDa, mentre linst della loro percentuale sulla popolazione

neuronale totale € stata studiata tramite l'usmticorpi anti-PGP 9.5 o anti-NSE.



59

4.3.2.4. SPECIFICITA ANTICORPALE

La specificita della anti-CGRP é gia stata test@tameneghini et al. 2004). Per quanto riguarda gli
anticorpi NF200, ChAT, SP ed nNOS si veda sottdofpi4.3.1.4. SPECIFICITA ANTICORPALE.

4.3.2.5. MICROSCOPIA A FLUORESCENZA

| preparati sono stati esaminati al microscdgiguipaggiato con sistemd iy grado di emettere un
fascio di luce avente una lunghezza d’onda di 360renessaria per esaltare la fluorescenza blu del
colorante FB che marca il citoplasma neuronalegedpaggiato come descritto precedentemente
(sottocapitolo4.3.1.5. MICROSCOPIA A FLUORESCENZA).

4.3.3. TERZA FASE DELLO STUDIO: CONTROLLO NERVOSO ESTRINSECO (COMPONENTE SIMPATICA) NEL

TRATTO DISTALE DI ILEO ENELLA ICJ

Tutte le procedure descritte a seguito sono statiéeesseguendo la legislazione italiana che rigaard
i protocolli di sperimentazione animale, dopo appmone del Comitato Etico-Scientifico per
Sperimentazioni su Animali della Universita di Bgia (Prot Rif. BQ/gf PROT 13825-X/10 - All.
67). Sono stati compiuti tutti gli sforzi possibdllo scopo di minimizzare il numero di animali
impiegati e la loro sensibilita al dolore. Periéione del tracciante a livello del ICJ, sono estat
utilizzate due giovani femmine trotter di razzar@@dbred nate in Italia; entrambe, la prima (2,5
anni di eta), gia impiegata nella prima fase detlarca, e la seconda (3,5 anni di etd), erane stat
gia precedentemente destinate alla soppressiorEaaietari dei rispettivi allevamenti, a causa di
gravi problemi ortopedici.

| dettagli del protocollo anestesiologico, dellagedura chirurgica e del protocollo di soppressione
sono stai gia esposti nella trattazione della seadase dello studio.

4.3.3.1. PREPARAZIONE DEI TESSUTI
4.3.3.1.1. lleo

L'ileo (circa 60 cm in lunghezza), la ICJ e ciréacin di cieco vicino ai siti di iniezione sono stat

prontamente prelevati, vigorosamente lavati ed insime PBS contenente L-Nicardipina, un calcio
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antagonista che agisce per blocco dei canali delocaelle cellule eccitabili, per 30 minuti. Le
procedure utilizzate in questo studio per otterlereriosezioni e le preparazioni wholemount

dell'ileo sono gia state descritte in altra sedad€chettiet al, 2006).

4.3.3.1.2. Gangli simpatici, midollo spinale e gatiglella radice dorsale

Sono state rimosse le catene toraciche bilateehlsichpatico (toracic sympathetic chainTSC),
(iniziando dal ganglio cervicotoracico), i grandirmi splancnici, i gangli splancnici gplanchnic
ganglid, SG), il ganglio celiaco €oeliac ganglid, CG) ed i gangli mesenterico craniale (CMG) e
caudale (CaudM@G).

Il midollo spinale trar'5-L4, avvolto dal rivestimento della dura madre é st@gaalizzato nella sua
intera lunghezza in seguito ad una laminectomissaler Durante questa procedura ci siamo
cautelati di non tagliare le radici spinali periassare, in seguito, la precisa identificazione dei
diversi segmenti di midollo e I'ottenimento d2RG.

Dopo aver isolato il midollo spinale dalla dura megdl midollo é stato diviso in due segmenti. |
limiti di questi segmenti sono stati identificabrtando le radici spinali dalla radice dell'ultimo
nervo spinale toracico subito dietro la diciottesigostola. Tutti i tessuti sono stati prontamente
asportati, fissati per 36-48 ore in una soluziommpone ak% di paraformaldeide in tampone
fosfato (0.1 M, pH 7.2) a 4°Gciacquati per tutta la durata di un notte iuzine tampone fosfato
(PBS: 0.15 M NaCl in 0.01 M tampone sodio fosfgaH, 7.2) e messi in stoccaggio a 4itCuna
soluzione di PBS contenente saccarosio (30%) e smide (0,1%). | tessuti sono stati congelati in
isopentano raffreddato in azoto liquido ed in skgfissati su supporti di legnbissue Tek (Sakura
Finetek Europe)Sono state quindi tagliate delle sezioni selaadgitudinali (spessorg4-16um) al
criostato in seguito a poste su vetrini ricopedn @elatina. Le sezioni sono state ricoperte con
vetrino copri-oggetti e sono state esaminate metY@elle due ore successive al taglio.

| campioni selezionati per 'immunoistochimica sastati sottoposti ad immunomarcatura oppure
conservati a20°C Sono stati eseguiti studi di immunoistochimicampioni congelati (gangli
simpatici, DRG ed ileo) né i quali erano stati pa@entemente osservati neuroni marcati FB.

4.3.3.2. IMMUNOISTOCHIMICA

Le criosezioni sono state incubate con antisiemar e secondari elencati nelle tavole 1 e 2,
rispettivamente. Sono stati effettuati studi di jpiap marcatura avvalendosi del metodo di

immunofluorescenza indiretta, gia descritto ineattede (Chiocchetit al. 2006).
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La percentuale di neuroni marcati FB e stata stadi@mite |'utilizzo di Neurotrace (Molecular
Probes, N21480) o antisieri primari anti-PGP 9&nt-NSE.

4.3.3.3. SPECIFICITA ANTICORPALE

Tramite l'utilizzo di Western Blot analisi € stataidiata la specificita degli anticorpi per TH, DBH
La specificita dell'anticorpo anti-CGRP e stata tgatate tramite test di assorbimento (Gibson et
al., 1984; Domeneghini et al., 2004).

4.3.3.4. WESTERN BLOTTING

| campioni dei tessuti (midollo spinale e ileo) s@tati prelevati, congelati in azoto liquido e Bies
in stoccaggio a —-80°C. In seguito, per l'analisotprca, i tessuti sono stati congelati ed
omogeneizzati direttamente in una soluzione tamgsWeSDS, 150mM NaCl, 2mM EDTA, pH 8,
20mM Tris-HCI) con fenilmetilsolfonilfluoruro 0.1 mM (PMSF Complete mini Il tessuto
omogeneizzato (10 %) ottenuto per l'analisi € stateparato tramite I'utilizzo di un sistema
automatizzatdper essere mescolato con soluzione tampone irtiguenppia rispetto al campione
e denaturato tramite ebollizione a 96°C per 10 tinu

Le proteine nella soluzione ottenuta sono statentifiate tramite iIBCA Protein assay Kit
Un’aliquota di 25ug & stata caricata su pozzetfi% NuPAGE Novex Bis-Tris Gtled il peso
molecolare misurato utilizzangwecision plus protein standards marker

Le proteine sono state quindi separate per mezetetlroforesi di massa con applicazione costante
di 120V per 45 minuti con tampone MES (50mM MESMBO Trisma baselmM EDTA, 0,1%
SDS) e trasferite tramitelectroblottingsu membrane PVDF, a 150V per tempi differenti istpb

in base al peso moleculare per CGRP, TH, DBH, nN&FSe NPY.

Le membrane PVDF sono state quindi incubate per notee a quattro 4°C con i rispettivi
antibiotici: anticorpi policlonali di coniglio anrttCGRP (1:3000); anticorpi monoclonali di topo
anti-TH (1:1000); anticorpi monoclonali di topo aBBH (1:2000); anticorpi policlonali di
coniglio anti-NPY; anticorpi monoclonali di rattata SP. Dopo lavaggio con una soluzione 10 mM
Tris-HCI, 133 mM NaCl, e 0.2%'ween 20(TBST), le membrane PVDF sono state incubate
rispettivamente, con anticorpi di capra secondati-@oniglio® (1:20000), in anticorpi di capra
secondari anti-topeed in anticorpi secondari anti-ratto a temperatambiente per un’ora. Dopo
lavaggio con TBST, le membrane PVDF sono statetidde in un tampone luminescente, montate

su un substrato chemioluminescéred in fine esposte a raggi X.
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Sono state descritte diverse forme molecolari dHDRtramerica DBH-A (294,000 D), dimerica
DBH-B (147,000 D), una forma molecolare di DBH déh DBH-C di 125,000 D (Fraeyman et al.,
1988) ed una forma DBH monomerica. Nelle nostreligin®/B abbiamo ottenuto prova di
entrambe le forme monomeriche e dimeriche di DBH.WWB analisi ha confermato, quindi, la

specificita degli anticorpi primari utilizzati irugsto studio.
4.3.3.5. SPECIFICITA DEGLI ANTICORPI SECONDARI

La specificita degli anticorpi secondari e statstata impiegandoli in seguito ad omissione degli
anticorpi primari. Né i neuroni né le fibre colaabanno potuto essere identificate dopo aver
omesso gli anticorpi primatri.

Ne i protocolli di doppia immunomarcatura, sondistaeguiti esperimenti di controllo per studiare
la marcatura non-specifica di anticorpi secondglii anticorpi primari non appropriati, omettendo
uno o I'altro dei reagenti della prima parte.

E stata inoltre eseguita I'incubazione con duecanpi primari seguita solamente da uno anticorpo
secondario, per valutare I'eventuale presenza asereattivita reattivita tra anticorpi primari e
secondari. Infine é stata eseguita I'incubazione ogni singolo anticorpo primario seguita
dall'anticorpo secondario appropriato, per assi®idie lo schema di marcatura per ogni marker
nelle metodiche di doppia marcatura concordassequailo osservato nelle sezioni di singola

marcatura. Non € stato rinvenuto alcun risultat® pbtesse dimostrare legame non specifico.
4.3.3.6. MICROSCOPIA A FLUORESCENZA

Come descritto precedentemente, i preparati s@ibestaminati al microscogi@quipaggiato con
dei filtri cubici per distinguere tra istiocianadlaorescente (FIT@E“). Le proporzioni di neuroni nei
quali 'immunoreattivita e risultata co-localizzegano state determinate esaminando le preparazioni
marcate con fluorescenza, a doppia marcatura.

Nelle preparazioni nelle quali erano stati precéslmente osservati neuroni marcati FB, in un
primo momento i neuroni sono stati localizzati titema presenza di un fluoroforo in grado di
marcare un antigene, in seconda battuta e statbia@filluminazione per valutare se il neurone
risultasse marcato o meno da un secondo antigecedizZizato tramite I'impiego di un fluoroforo di
colore differente. Sono state in questo modo detert® le proporzioni dei neuroni marcati tramite
appaia mento di antigeni. Le percentuali delle ogtdissi dei neuroni osservati in entrambe le
preparazioni sono espresse come media * dellazlen&astandard.
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Le immagini sono state registrate da una fotocamigiitalé e tramite un programma softwareer

le modifiche di contrasto e sensibilita sono siatiti programmi softwafé

4.3.3.7. ANALISI QUANTITATIVE: SEZIONI AL CRIOSTATODI SISTEMA NERVOSO SIMPATICO,
DRG E ILEO

Le proporzioni dei neuroni positivi alla marcatuetrograda FB ed immunoreattivi per molti
markers sono state determinate esaminando le p@par con marcatura fluorescente, singola e
doppia immunomarcatura. | neuroni sono stati prifoealizzati tramite I'osservazione di
colorazione FB ed in seguito il filtro & stato caatb per determinare se il neurone fosse stato
marcato da uno, nessuno o entrambi i markers izadlicon due fluorofori di differenti colori. Le
percentuali di sottoclassi dei neuroni sono espresme media + della deviazione standard.

Sono stati quindi contati i neuroni con marcaturR@ ed €& stata determinata la loro
immunoreattivita. Sono stati contati tutti i neuramarcati FB per ciascun ganglio DRG (non tutti i
gangli DRG sono stati tagliati). Per quanto rig@aradyangli simpatici (CG, CMG, e CaudMG) e
stata contata la densita di neuroni marcati FBOirs&zioni seriali (area 1 x 1 cm; spessore 16 um).

Il valore risultato € puramente indicativo del numotale di neuroni marcati.
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4.4. RISULTATI

4.4.1. PRIMA FASE DELLO STUDIO: INNERVAZIONE INTRINSECA DELL'ILEO

4.4.1.1. IMMUNOISTOCHIMICA

4.1.1.1. lleo

Non tutti i marcatori sono stati espressi nellepprazioni o wholemount probabilmente a causa
dello spessore delle preparazioni. La percentuaettbclassi dei neuroni ottenuti da entrambpii ti

di preparazioni rappresentano la media della dexnazstandard. Il numero di cavalh)(utilizzati

e stato indicato.

Nelle criosezioni, le cellule e le fibore PGP 9.54Bno state osservate distribuite in due livelli de
MP, uno classicamente locato tra lo strato di mkasara circolare e quello longitudinale, l'altro
accolto all'interno del LML. Poche cellule e filamunomarcate sono state osservate anche sotto
la sierosa. Nel SMP sono stati osservati singoliroi® immunomarcati vicino allaam anche
organizzati come piccoli gangli nel ISMP. | ganglaggiori nel OSMP sono risultati allocati vicino
allo strato di muscolatura circolare CML. Le fibP&P 9.5-IR sono risultate essere densamente
distribuite in tutta la mucosa incluso lo stratavdn All'interno dei villi & stata osservata una densa
arborizzazione delle fibore PGP 9.5-IR fino alla nbeama basale dell'enterocitta (fig. 1A). Piccoli
follicoli linfatici nella mucosa hanno mostrato anello di fibre neurali (fig. 1B) osservate anche a
centro dei follicoli stessi. Nella sottomucosa ciballo piu giovane (eta 7 mesi) sono stati osserva
anche grandi follicoli linfatici ampiamente distili. Nelle preparazioni wholemount del SMP non
e stata rinvenuta alcuna immunoreattivita PGP 9.5.

L'anticorpo anti-NSE non ha marcato nessuna ceflalee preparazioni wholemount o mentre si &
rivelato molto utile nelle criosezioni.

Nelle criosezioni I'anticorpo anti-NF200 ha marcatm un differente grado di intensita cellule e
fibre in entrambi i plessi; alcuni neuroni hannostnato solo marcatura peri-nucleare. Poche fibre
NF200-IR sono state osservate nel LML mentre s@udtate numerose nel CML SP.

Solo molte poche fibre NF200-IR sono state trovaé#la lamina propria, vicino allo strato
muscolare, mentre nessuna di queste e stata osseeiavilli. L'immunoreattivita NF200 é stata
espressa dal 61+15% dei neuroni del MP e dal 91+dé&P&euroni del SMP. L'immunoreattivita
NNOS e stata espressa dal 74+13% dei neuroni NFR@@ MP (fig. 1C-C). Quasi tutti i neuroni
SP-IR del SMP (98+2%) hanno espresso anche immaittiorea NF200 mentre I'86£12% de |
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neuroni NF200-IR hanno espresso anche I'immunavé@atiSP. L'immunoreattivita nNOS é stata
espressa dal re 38+7% dei neuroni del MP (risutiahsitribuita in entrambi i livelli del MP), questi
hanno sempre mostrato una morfologia Dogiel del Liffig. 1C; fig. 2C-D) variando da piccole a
molto grandi. Nel SMP l'immunoreattivita nNOS é tataespressa solo dal 5t1% dei neuroni
generalmente localizzati nei gangli piu grandi merg risultata in generale assente nel ISMP.
Neuroni e fibre marcati con anticorpi anti-nNOS @astati osservati anche nelle preparazioni
wholemount; delle proiezioni neurali primarie motftandi sono state osservate longitudinalmente.
Diversi neuroni (fino a 48 cellule) nNOS-IR sonatsiosservati nei gangli del MP, La maggior
parte di questi era allineata circonferenzialmebieamunoreattivita ChAT é risultata espressa dal
42+14% e dal 69+11% dei neuroni del MP e del SMPaitivamente. | neuroni del MP nNOS-IR
hanno espresso anche 'immunoreattivita NF200 (3%l Anche neuroni nNOS-IR della SMP
hanno espresso 'immunoreattivita NF200 (51+8%).

Nelle criosezioni le fibore ChAT-IR sono state ossée in entrambi i plessi mentre non sono state
osservate nellmame nella mucosa. | neuroni ChAT-IR sono stati ossenel MP (66+7%) e nel
SMP (74£15%). | neuroni ChAT-IR nella MP e nel SM&no espresso anche I'immunoreattivita
NNOS (30+£11%) e (4+1%), rispettivamente. Nel MReuroni ChAT-IR che hanno espresso anche
limmunoreattivita SP sono risultati essere il 26d6mentre nel SMP i neuroni ChAT-IR che
hanno espresso anche 'immunoreattivita SP sontdtais essere il 68+10%. Nelle preparazioni
wholemount del MP é stato difficile osservare de#ule ChAT-IR.

Abbiamo osservato un densa distribuzione dellimoraattivita S100 in tutti gli strati delle
criosezioni del ileo.

Processi delle cellule entero-gliali S100-IR sotaiesosservate essere densamente distribuite lungo
i villi (fig. 1D). Le cellule neuronali e le fibreono risultate essere ampiamente avvolte dai psoces
entero-gliali S100-IR.

Nelle criosezioni numerose fibre intensamente SRdRob state osservate nel CML, mentre molte
meno sono state trovate nel LML. Le fibre SP-IRsetate osservate innervare densamente la
mucosa, in particolare i villi (fig. 1E), e i linhodi sono stati osservati essere ampiamente avvolti
da marcature SP-IR e CGRP-IR. Poche fibre SP-IR state osservate attorno agli vasi piu grandi
del SMP. | neuroni SP-IR sono stati osservati nBl (#4+13%) e nel SMP (661£8%); queste cellule
del SMP hanno sempre mostrato una morfologia Dalgiktipo Il quando localizzate negli piccoli
gangli del ISMP, mentre hanno mostrato una differenorfologia nei gangli del OSMP; i neuroni
SP-IR che mostravano una morfologia Dogiel di tijhpohanno ampiamente espresso anche
un'immunoreattivita CGRP (95+10%) e un’immunoreatii ChAT (98+£2%). Nelle preparazioni

wholemount del MP le fibre SP-IR sono state osgervafascicoli primari secondari e terziari.
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Nelle criosezioni le fibore CGRP-IR non sono stateesvate né nel CML ne nel LML; al contrario
varicosita pericellulari CGRP-IR sono state ossenatorno al MP, al SMP ed anche ai neuroni
nella sottosierosa. Lam la mucosa e i linfonodi hanno mostrato una rioc@rvazione CGRP-IR,
ampiamente co-localizzate a SP-IR. | neuroni CGRRHe mostravano una morfologia Dogiel di
tipo Il sono stati osservati solo nel SMP; questhhute sono risultate il 43£6% e hanno anche
ampiamente espresso l'immunoreattivita SP (9317%@ntne non hanno mai espresso
limmunoreattivita nNOS. Nelle preparazioni wholemmd I'immunoreattivita CGRP non & mai
stata evidenziata.

| risultati di questa indagine immunoistochimicasaiassunti nella Tavola 3.

44.1.1.2.1CJ

Alcune caratteristiche dell'innervazione neurondédla ICJ sonno gia state ampiamente descritte
da altri autori (Kotzé e Van Aswegen 1990; Domeiggst al., 2004). Abbiamo osservato che,
come accade nel ENS ileale, i neuroni nNOS-IR tasu maggiormente espressi nel MP e le fibre
NNOS-IR nel CML. Diversi neuroni ChAT-IR sono stasiservati nel SMP mentre pochi sono stati
guelli osservati nel MP; ampi fasci di fiore ChAR-kono state osservate negli strati muscolari,
soprattutto nel CML. Sottili fibre colinergiche smstate ritrovate anche nella mucosa del porzione
ciecale della ICJ sia vicino allam che nelle cripte. Neuroni e fibre SP-IR sono staBervati in
entrambi i plessi della ICJ, mentre fibre SP-IR sosultate solo nel CML. Poche o addirittura
nessuna fibra SP-IR e stata osservata attornoge lumasi del SMP. Sono stati osservati neuroni
CGRP-IR solo nel SMP, mentre fiore CGRP-IR sondestsservate in entrambi i plessi e

soprattutto nella mucosa.

4.4.2. SECONDA FASE DELLO STUDIO: INNERVAZIONE INTRINSECA DELLA ICJ

4.4.2.1. IMMUNOISTOCHIMICA

4.42.1.1. lleo

La percentuale delle sottoclassi dei neuroni maFkdate espressa come media + della deviazione

standard.
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4.4.2.1.2.1. Marcatura FB- | dati sono stati ottenuti da criosezioni longinali, trasversali e

tangenziali e da preparazioni wholemount a divelistanze fino a 52 cm oralmente ai siti di
iniezione FB. Non abbiamo considerato i campionirarali a meno di 2 cm dai siti di iniezione
FB allo scopo di evitare, cosi, di contare cellmarcate FB per diffusione della soluzione del
tracciante.

| neuroni marcati FB sono risultati essere varia@ehstribuiti nei tessuti, ma localizzati nei due
strati del MP e solamente nel ganglio maggioreSidP, mentre nessun neurone marcati FB & stato
osservato vicino alleamo in posizione sottosierosale. La percentualeedroni del MP e del SMP
marcati FB é risultata 5% e 7+% rispettivamehtefigura 2 mostra il numero di neuroni del MP
e del SMP marcati FB a diverse distanze (fino ac&) dal punto in cui il tracciante e stato
applicato; questi dati sono riferiti al cavallog&,5 anni) nel quale abbiamo osservato le praigzio
del MP e del SMP piu lunghe. Ci siamo serviti dpgia marcatura con markers chimici differenti
per rivelare la morfologia neuronale (NF200-, PGB-,9NSE-, o nNOS-IR). | neuroni del MP
marcati FB hanno mostrato prevalentemente una thogio Dogiel di tipo I, sebbene siano stati
osservati anche diversi neuroni con morfologia Bbgii tipo Il. Anche la maggior parte dei
neuroni del SMP marcati FB hanno mostrato una ntayfa Dogiel di tipo I.

Sono stati osservati neuroni marcati FB nelle magpani wholemount del cieco solamente in un

soggetto (cavallo di eta 3,5 anni), sino a 6 cm)kPa 4 cm (SMP) dalla ICJ.

4.4.2.1.2.2. Neuroni discendenti e correlata immustochimica- La distanza maggiore alla quale

abbiamo osservato neuroni del MP e del SMP maF&e risultata 48 cm e 28 cm rispettivamente
(cavallo di 2,5 anni di eta), anche se la maggastgodei neuroni del MP e del SMP marcati sono
stati trovati nei 20 cm piu vicini ai siti di inieme del tracciante FB (fig. 2).

Le proporzioni delle cellule nervose marcate n@npd2 cm oralmente al sito di iniezione sono
state determinate contando il numero di cellulenéBpreparati marcati per PGP 9.5-IR o NSE-IR.
Inoltre i campioni presi tra 2 e 12 cm dal sitoimiezione sono stati marcati per determinare le
proporzioni di neuroni marcati in modo retrograde @sprimevano antigeni differenti (tavola 3).
Tra i neuroni discendenti del MP marcati FB 65t%aadsultati ChAT-IR, 41+% nNOS-IR, 60+%
NF-IR, e 37+% SP-IR. | neuroni discendenti del MP-I® e ChAT-IR (19%) hanno mostrato
prevalentemente una morfologia Dogiel di tipo ligiF4 A-B”). | neuroni del MP marcati FB
hanno espresso sia ChAT- che nNOS-IR (31%) (F©-:&’). Tra i neuroni del SMP marcati FB il
74+% é risultato ChAT-IR, il 65+% nNOS-IR. Nel SMeuroni discendenti ChAT- e nNOS-IR

sono risultati il 42%. In entrambi i plessi i nenranarcati FB nNOS-IR hanno mostrato una
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morfologia Dogiel di tipo I, mentre gli anticorpnt:NF200 hanno evidenziato dei neuroni marcati
FB con una morfologia Dogiel di tipo I, neuronirctunghi assoni discendenti non nNOS-IR.
Anche i neuroni del SMP marcati FB hanno mostra®If$ (32+%) (Fig. 4 E-F”), CGRP-IR
(30+%), e NF-IR (92+%). Abbiamo anche studiatceihdtipo di alcuni neuroni localizzati a 36-44
cm dai siti di iniezione; questi neuroni del MP aaorfologia Dogiel di tipo | sono risultati NNOS-
IR (2/3 delle cellule contate) e ChAT-IR (3/5 dedlellule contate) (Fig. 4 C-D”); é stata anche
osservata una cellula sia ChAT- che nNOS-IR edcetiala negativa ad entrambi i markers.

| risultati del codice chimicdei neuroni marcati FB sono riassunti nella ta®la

4.4.3. TERZA FASE DELLO STUDIO: CONTROLLO NERVOSO ESTRINSECO (COMPONENTE SIMPATICA) NEL

TRATTO DISTALE DI ILEO ENELLA ICJ

4.4.3.1. MARCATURA FB

4.4.3.1.1. Gangli simpatici

Un gran numero di cellule multipolari marcate FBgnado di diramare fino a sei lunghi processi, €
stato rinvenuto nelle criosezioni di CG e CaudMGnire nel CMG i neuroni con marcatura
retrograda sono risultati inferiori in numero oltdee marcati in modo molto piu debole. Il numero
di neuroni marcati FB osservati in 80 sezioni diesaelte casualmente da campioni di gangli
prevertebrali € risultato essere: 225 cellule (tavB) e 175 cellule (cavallo 2) nel CG, 25 cellule
(cavallo 2) nel CMG e 60 cellule (cavallo 2) nelu@MG. Questi numeri sono solo indicativi, dal
momento che non tutti i campioni di gangli sondigtliati ed e probabile che anche nel cavallo,
come osservato nei gangli prevertebrali del raQairison et al., 2001), esista un organizzazione
viscerotopica/organotopica tale che i neuroni cireiivano la ICJ possano risultare concentrati in
gualche area gangli ionica che non é stata osservat

| neuroni marcati FB sono risultati scarsamentesqumé negli ultimi gangli TSC (T15-T18)
(solamente tre cellule marcate FB in T15), al cmr queste cellule sono state riscontrate in
numero maggiore nel SG. | neuroni marcati FB deC ESSG hanno mostrato avere un numero di
diramazioni dendritiche minore o addirittura aseeit paragone della maggior parte dei neuroni

marcati FB prevertebrali simpatici.
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4.4.3.1.2. Gangli della radice dorsale

E stata osservata una quantita esigua di celluteateaFB.

4.4.3.1.3. lleo

In entrambi i plessi dell'ileo & stata osservata grande quantita di cellule marcate FB distribuite
fino a 48 cm (MP) e 28 cm (SMP) dai siti di iniezégp ma molto concentrata nei 20 cm a di accenti
alla ICJ. | dettagli sulla morfologia, distribuzere fenotipo sono gia stati trattati nei paragrafi

precedentementi.

4.4.3.1.4. Midollo spinale

Dal momento che il FB non e un tracciante trangtiamico, 'osservazione di cellule marcate FB

nella IML é risultata negativa, non essendo, peo atonsiderata come scopo del presente studio.

4.4.3.2. IMMUNOISTOCHIMICA

Le sezioni sono state esaminate istologicamentem@roscopio con obiettivo x40 e la
localizzazione e la distribuzione dei corpi e ddilbee cellulari immunoreattivi € stata classifi@at
sulla base della densita della colorazione stabititamite valutazione soggettiva, e giudicata in
modo semiquantitativo come: — (non rinvenuto); toljm scarso); + (scarso); ++ (un numero
moderato); +++ (un gran numero di corpi e/o fibegimali.

E stata osservata qualche differenza nel codiamicbidei tre differenti gangli prevertebrali, che
sono stati quindi descritti separatamente:

4.4.3.2.1. Ganglio Celiaco

Non tutti i neuroni marcati FB hanno espresso T4#/%8 cellule, 76%) o DBH-IR (28/31 cellule,
90%). Non sono state osservate cellule marcatehERsprimessero NPY-IR.

| neuroni del CG non hanno mostrato CGRP-, SP-, CE@KiNOS-IR. Al contrario diverse fibre
varicose CGRP- e TH-IR sono state osservate att@roorpo ed ai processi di neuroni marcati FB
(Fig. 1 A-A”-A’"). Larghi fasci di fibre non-varcose CGRP- e NOS-IR, non co-esperimenti TH-

IR, sono stati osservati scorrere a fianco di grappmeuroni. Fibre SP-IR sono risultate raramente
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osservabili attorno e tra i neuroni. Poche sdiblie varicose CCK-IR sono state osservate cingere
solamente uno scarso numero di neuroni FB-negativi.

In generale abbiamo osservato che in tutti i gakglidistribuzione di varicosita pericellulari
immunoreattive spesso appare irregolare, con alamee contenenti un gran numero di bottoni

terminali ed altre che sembrano esserne prive.

4.4.3.2.2. Ganglio Mesenterico Craniale

Non tutti i neuroni del CG hanno mostrato TH- (2tkllule, 86%) o DBH-IR (2/3 cellule, x%). |
neuroni marcati FB non hanno mostrato NPY-, SPKCEnNOS-IR. | neuroni FB-negativi hanno
mostrato una moderata o intensa immunoreattivitdaQ8eRP; in studi di co-localizzazione é stato
osservato che il 20% (13/66 cellule) di questi naurCGRP-IR, non aggregati in gruppi, ha
espresso anche TH-IR ed, al contrario, solamen®84il(2/89 cellule) delle cellule TH-IR sono
risultate anche CGRP-IR.

Tra le cellule FB negative una grande percentualeedroni TH-IR ha espresso debole NPY-IR;
l'intensita della marcatura per NPY-IR e risultatssi debole da dare I'impressione che la curva di
NPY-IR si estendesse al di sotto della soglia BtabSono state identificate, ad ogni modo, tpe ti

di sottopopolazioni: la maggioranza dei neuroni [RHRa mostrato una scarsa o assente NPY-IR;
tra i neuroni NPY-IR marcati intensamente, una deapercentuale di cellule (86%, 117/136
cellule) non ha mostrato TH-IR; mentre un piccodacentuale di cellule (19/117 cellule, 14%) ha
co-espresso una debole TH-IR.

Le fiore CGRP- e NOS-IR (CGRP>NOS) varicose sosaltate humerose attorno al corpo ed ai
processi di neuroni marcati FB; come osservatoQ@) i CGRP-IR varicosita pericellulari sono
risultate distribuite in modo irregolare. Le fib&P- e CCK-IR (SP>CCK), al contrario, sono

raramente state osservate attorno e tra i neuroni.

4.4.3.2.3. Ganglio Mesenterico Caudale

Non tutti i neuroni marcati FB hanno espresso TH8/19 cellule, 95%) o DBH-IR (7/7 cellule).
Contrariamente ai risultati ottenuti nel CG e CM{&uni neuroni marcati FB hanno mostrato NPY-
IR (6/11 cellule, 55%). L’intensita della NPY-IRideeuroni ganglionici, inoltre, & stata in generale
piu forte. Nessuna cellula ganglionica ha espr€SRP-, SP-, CCK- e nNOS-IR.
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In studi di co-localizzazione sono state ossenaatgpie percentuali di neuroni TH-IR che
esprimevano NPY-IR (60/89 cellule, 67%), mentresguatti i corpi NPY-IR erano anche TH-IR
(105/106 cellule).

E stata osservata una grossa concentrazione di @@RP-IR perineurali, anche attorno ai corpi
marcati FB (Fig. 1 E), mentre una concentrazioneona di fibre varicose SP-IR & stata tuttavia
osservata accanto a neuroni marcati FB. Sono statrvate fibre debolmente CCK-IR molto esili,
soprattutto attorno ai neuroni marcati FB. Sondestasservate anche fibre NPY-IR attorno ai
neuroni. Solamente poche fibre sono risultate NRYwi larghi fasci di fibre TH-IR e attraversano

i gangli.

4.4.3.2.4. Catena Toracica Simpatica

Nessuna cellula ha mostrato CGRP- o SP-IR, menisdchie neurone FB negativo € risultato
NNOS-IR; queste cellule hanno mostrato un profdtile e sono sembrate apparentemente avere
una morfologia unipolare; in queste cellule eraibiis un lungo e largo assone nNOS-IR.
Solamente in piccole aree abbiamo potuto ossedalte sottili fibore CGRP-IR co-esperimenti SP-
IR, attorno a pochi neuroni FB-negativi. Le fibor&6RP-IR non varicose sono risultate numerose

attorno ai gangli, mentre le cellule e fibre NPYd&no risultate quasi del tutto assenti.

4.4.3.2.5. Gangli della radice dorsale

| neuroni DRG mostranti una intensa marcatura FBosasultati immunoreattivi per CGRP (2/2
cellule), SP (1/2 cellule), nNOS (1/3 cellule), E {1/1 cellule) (Fig. 1 C-D’). I neuroni DRG hanno
co-espresso CGRP- e SP-IR (Fig. 1 C-C’), e NF- ©8NR (Fig. 1 D-D"). | neuroni DRG con
marcatura retrograda non hanno mai espresso NPEEK-IR. | gangli CGRP-positivi hanno
rappresentato circa la meta del numero totale dellale gangli ioniche (come descritto da Gibson
et al.,, (1984)). Circa la meta della popolazioneiraeale CGRP-IR dei DRG (49%), che ha
mostrato un'immunoreattivita da debole a moltodptta co-espresso anche SP-IR, mentre il 94%

dei corpi SP-IR sono risultati anche CGRP.
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4.4.3.2.6. Midollo spinale

4.4.3.2.6.1. Corno dorsalelLe fibore CGRP-, SP-, e CCK-IR sono state preval®ente osservate

nelle lamine | e Il del corno dorsale (CGRP->SP-K&@INOS-IR); non sono state osservate fibre
TH-IR né neuroni SP- o CGRP-IR.

4.4.3.2.6.2. Colonna cellulare intermedio lateraleSono state osservate fibore CGRP-, nNOS-, e

SP-IR (SP>nNOS>CGRP) formare prominenti canestiileg attorno ai presunti neuroni del IML
preganglionici del sistema nervoso autonomo demnsed del midollo spinale toracico e lombare
(L3-L4) (Fig. 1 D-E). Nella IML sono stati osservatimerosi neuroni nNOS-IR.

4.4.3.2.6.3. Corno ventrale Non sono stati osservati neuroni SP- e CGRPdRatamina IX. E

stato notato con interesse che le fibre TH-IR erasibili nel margine ventro-laterale della sostanz
bianca. Bisogna inoltre sottolineare che non eastaservata alcuna struttura del midollo spinale
NF-IR.

4.4.3.2.6.4. lleo e ICJ In entrambi i plessi non sono stati osservatiraei TH- o DBH-IR; al
contrario sono state osservate fibre adrenergi¢he-DBH) attorno e lungo i vasi sanguigni ed
attorno ai neuroni marcati FB (ed FB-negativi) W e del SMP (1 F MP, G SMP) che hanno
mostrato anche un fenotipo colinergico. Molte fibtg-IR sono state osservate nella mucosa, tra le
cripte e lungo l'errore l'asse maggiore dei vilinentre fiore DBH-IR sono raramente state
osservate a questo livello. Poche fibre adreneegidH>DBH) sono state osservate negli strati
muscolari (CML>LML). Nella ICJ sono stati visti @ali fasci di fibore TH-IR mischiate a grandi
fasci di fibre colinergiche.

E noto che, nel cavallo i neuroni e le fibre ilaificendenti del MP esprimono ChAT-, nNOS-, NF-

, € SP-IR; i neuroni del SMP, inoltre, mostranolen€GRP-IR, come € stato precedentemente
spiegato. | neuroni NPY-IR che mostravano diverselli di intensita, sono stati osservati
solamente nel SMP; le fibre NPY-IR sono risultaén llistribuite nella mucosa e maggiormente
concentrate attorno alle cripte indicando il looinwolgimento putativo nei processi di secrezione.

| neuroni e le fibre NPY-IR non hanno mai co-espoeSP-IR.

Sono state osservate attorno e lungo i vasi sanigdéile fibre intensamente marcate NPY-IR che
co-esprimevano TH- e DBH-IR. Sono state osservatthe fibre NPY/TH™ attorno ai neuroni,
mentre fibre TH- e DBH-IR formavano densi canegsiicellulari attorno ai neuroni (TH>DBH),

del MP e SMP. Al contrario, nella mucosa, sonoestasservate fibore NPY-IR in grado di



73

raggiungere I'apice dei villi, con una presenzatmahaggiore rispetto a quelle TH-IR. E probabile
che le fibre NPY/TH™ della mucosa possano originarsi da neuroni del 8MRB neuroni simpatici
prevertebrali con lo stesso fenotipo (vedi sopra).

Sono state osservate fibore CGRP-IR attorno e lungasi sanguigni, questo dimostra il
coinvolgimento di questo peptide nel controllo dalircolazione sanguigna intestinale; né a questo
livello né ha livello dei corpi cellulari nel MP el SMP né nella mucosa € stata riscontrata co-
localizzazione di TH- e CGRP-IR.
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4.5. DISCUSSIONE

4.5.1. CONTROLLO NERVOSO INTRINSECO (ENS) NEL TRATTO DISTALE DI ILEO E NELLA ICJ

Le prime due fasi di questo studio sono state qute@er studiare i fenotipi, la distribuzione e le
proiezioni dei neuroni discendenti del ENS che mlano la ICJ, nella porzione distale dell’ileo
equino.

Questa € la prima descrizione di una sperimentazibiguesto tipo condotta sul cavallo e, sebbene
siano stati impiegati pochi soggetti, i risultatiggiesta ricerca possono contribuire ad espandere |
conoscenza della neuroanatomia e fisiologia del @B grandi mammiferi domestici ed
eventualmente a fungere da stimolo per future gleerfarmacologiche. Bisogna sottolineare,
d’altronde, che i cavalli non sono da considerégsandi cavie" ed impiegare piu cavalli per lo
stesso esperimento potrebbe, quindi, far sorgebbidili carattere etico ed anche, non possiamo

trascurarlo, avere costi proibitivi.

4.5.1.1. NEURONI NITRERGICI

Tutti i neuroni NOS-IR osservati in questo studioia risultati avere una morfologia Dogiel di tipo
1. Sappiamo da altri studi che in questa categmussiamo includere interneuroni discendenti e
motoneuroni inibitori discendenti. Questa ossemagie supportata anche dalla presenza di un
ricca innervazione NNOS-IR del CML a livello delaJ. Sappiamo da altri studi effettuati su altre
specie che i motoneuroni inibitori dovrebbero asprie immunoreattivita NNOS (ma non ChAT)
(Furness, 2006a). Rakestraw et al. (1996) hanncostiato che il NO prodotto nel ENS é
probabilmente il principale inibitore dell'attivitdhuscolare gastrointestinale nel cavallo. Ancora,
esistono prove che un eccesso di NO pu0 causargeleeralizzato gastrointestinale nella EGS (De
Winter et al. 1997). Cottrell et al. (1999) ipotro il coinvolgimento di neuroni nitrergici nella
EGS che potrebbero causare un rilassamento passaseguente ostruzione gastrointestinale.

4.5.1.2. NEURONI COLINERGICI

L’innervazione intrinseca colinergica a gia stataaktrata nel piccolo intestino i cavall®alone
et al.,, 1996, 1999). | neuroni ChAT-IR potrebbessexe motoneuroni eccitatori, interneuroni ed
anche neuroni sensitivi intrinseci primari (IPANJya i neuroni del MP e del SMP abbiamo

osservato dei neuroni ChAT-IR e SP-IR, mostranta unorfologia Dogiel di tipo II, che
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confermerebbero quest'ultima ipotesi; nella cawitti, i IPANs dei plessi utilizzano tachichinina
come principale neurotrasmettitore (Furness, 2Q06lg presenza di neuroni ChAT- e nNOS-IR
suggerisce che questi possano essere internewome € gia stato ipotizzato nella cavia
(Chiocchetti et al., 2003) e nella pecora (Mazzabhl., 2007).

4.5.1.3. NEURONI PEPTIDERGICI

| neuroni colinergici normalmente includono ancleeinoni peptidergici CGRP- e SP-IR. Nel SMP

i neuroni CGRP-IR sono risultati essere numerasne e stato gia dimostrato da altri autori (Kotzé
e Van Aswegen, 1990; Domeneghini et al., 2004 }abslimostrato su basi neuroanatomiche che e
farmacologiche che il CGRP gioca un ruolo crucialenolte funzioni fisiologiche del ENS, inclusa
la regolazione della muscolatura liscia e dellailiteotgastrointestinale (Palmer et al., 1986), di
funzioni sensitivie (Sternini, 1991) e della midroolazione intestinale (Vanner, 1994). La
distribuzione dell'immunoreattivita CGRP e statadsata nel maiale (Scheuermann et al., 1987),
nell'uomo (Timmermans et al., 1992),, nella ped@hiocchetti et al. 2006) ed anche nel cavallo
(Burns e Cummings, 1993; Domeneghini et al., 200Questi studi hanno indicato che
limmunoreattivita CGRP si riscontra principalmemtei neuroni con morfologia Dogiel di tipo II,
considerati in queste specie i IPANs; questo tipoedirone fornisce una buona innervazione della
mucosa e dei gangli enterici e poca innervaziomsuacolatura circolare (Bornstein et al. 1991). |
cavallo differisce da altre specie poiché I'immuaatitivita CGRP stata riscontrata solo nei neuroni
dei gangli sub-mucosali. Tuttavia la morfologia deuroni ISMP CGRP-IR e la distribuzione delle
fibore CGRP-IR nell'ileo di cavallo suggeriscono ¢tmeuroni IPANs nella sottomucosa del piccolo
intestino di cavallo possano contenere CGRP coma HBANS in piccoli roditori.

| neuroni scarsamente SP-IR nel MP sono stati wagenon solo in questo studio ma anche da
Burns e Cummingq1993). Al contrario altri autori (Bishop et al.,994; Pearson, 1994,
Domeneghini et al., 2004) hanno riportato la preaamicamente di fibre SP-IR. Poiché nessuno
dei sopra menzionati autori ha utilizzato la calaa per evidenziare I'espressione di neuropeptidi
somatici, pensiamo che questa discrepanza poss@ eks/uta all'utilizzo di diversi antisieri SP o a
differenti metodiche utilizzate.

La presenza di varicosita pericellulari CGRP- elBRattorno ai neuroni del MP e nel CML ci
spinge a credere che il controllo del ileo equinega originarsi da riflessi assonici, ad esempio da
rami collaterali intramurali di fibre sensitivie fiferiche DRG che ricevono riflessi nell'ileo. Bsis

in effetti prova che le fibre afferenti DRG parf@oio attivamente nella regolazione locale della
circolazione, secrezione, motilithd, emostasi erdp@ne della mucosa nel GIT (Holzer, 2007).
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Esiste prova sperimentale che nel cavallo il SPulida contrattilita del muscolo liscio nel digiuno
(Malone et al., 2000).

4.5.1.4. INNERVAZIONE DELLA MUCOSA

Abbiamo osservato un una densa rete di fiore PGR @GRP- ed SP-IR penetranti i villi e che
arrivano fino alla membrana basale dell’ enterodit cellule CGRP- ed SP-IR sembrano essere
coinvolte nel controllo della vasodilatazione deisvintestinali (Gulbenkian et al., 1986) o nel
genesi del dolore (Lim e Seet, 2007). Esiste pha le tossine di Clostridium Botulinum siano
implicate nell’'eziologia della EGS (Nunn et al.020. Le tossine causano chemio denervazione dei
nervi colinergici e inibiscono il rilascio di divaraltri neurotrasmettitori come noradrenalina,eSP
CGRP. Le tossine sembrano essere in grado di ettane |'epitelio monostratificato del lume
ileale tramite transcitosi o tramite un'attivitaldgame selettivo ai microvilli degli enterocitilde
piccolo intestino (Fujinaga, 2006). Dopo aver peatetla barriera epiteliale le tossine potrebbero
raggiungere il circolo sanguigno e linfatico o, @noi ipotizziamo, potrebbero direttamente legarsi
direttamente alle terminazioni nervose della mucosginando un’ alterazione e disfunzione del
ENS. Infatti nella EGS il ENS sembra essere danaéggn primis e il danno gastrointestinale e
sempre maggiore a livello del ileo (Bishop et 4B84). Dal ENS il danno neuronale potrebbe
raggiungere tramite meccanismo retrogrado il réstamstema nervoso autonomo (e centrale);
Howell et al. (1974) hanno dimostrato che le lesim#l ganglio celiaco-mesenterico non possono
essere osservate nei primi giorni dei casi acustp supporta l'ipotesi che possa essere implicata
una lesione primaria dell'ansa intestinale con wasgorto retrogrado di neutrotossina o
degenerazione secondaria.

Nel nostro studio e stata anche riscontrata urarinoervazione (PGP 9.5-, CGRP- ed SP-IR)
attorno e dentro ai follicoli linfatici della mucasin diversi mammiferi e nelluomo le placche del
Peyer (PP) mostrano una ricca innervazione (Vuokared al., 2007; Defaweux et al., 2007;
Chiocchetti et al., 2008); le particelle estratre@sitano dal lume intestinale ai follicoli atteago

le cellule microfold (M) che si trovano sopra i follicoli linfatici. Bplausibile che i follicoli
densamente innervati osservati nel cavallo possgmaresentare una porta di entrata selettiva per
patogeni neurotrofici che possano utilizzare i pesicenterici neuronali per raggiungere i gangli de

sistema nervoso autonomo e il sistema nervosoatentr
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4.5.1.5. GLIA ENTERICA

Abbiamo osservato una marcata S-100-IR a tuttrdllii della parete ileale. Nel GIT la proteina
calcio legante S-100 e ipotizzata essere esclugntriocalizzata nelle cellule gliali (Ferri et,al.
1982). C'e motivo di pensare che le cellule entgiad ricoprano un ruolo molto importante nella
omeostasi del GIT, mantenendo lintegrita neurortedenite il supporto strutturale, rilasciando
fattori neurotrofici o assicurando un micro ambéedi protezione (Ruhl, 2005). La glia enterica
pud essere coinvolta nella trasmissione nitrergitteaverso la produzione di L-arginina, un
precursore essenziale dell’ossido nitrico. E stigiotizzato che la glia enterica possa anche
interagire con i capillari intestinali per moduldagpermeabilita endoteliale. Esiste prova chdila g
enterica giochi anche un ruolo cruciale nella ragimne della permeabilita dell’epitelio intestinale
e possa essere una fonte di fattori protettivilpenucosa. Questo suggerirebbe che le cellula glial
potrebbero ricoprire un ruolo essenziale nel siatéimdifesa della mucosa intestinale (Rahl, 2005;
Savidge et al., 2007).

4.5.1.6. INNERVAZIONE DELLA ICJ

Questo € il primo studio che riporta la descrizipn@ezioni di neuroni enterici estese per una tale
lunghezza in direzione anale (48 cm). La presenpaaiezioni neuronali in grado di controllare la
ICJ rinvenute a tale distanza dallo sfintere indiba, in corso di resezione chirurgica del piccolo
intestino nel cavallo, & preferibile, quando possjlconservare almeno 'ultimo tratto di ileo cosi
da mantenere quanto piu possibile la normalitaceniaa e fisiologica dell’ansa intestinale; questo
potrebbe, quindi, contribuire ad evitare alterazaei transito del materiale tra I'ileo ed il cieed a
prevenire riflusso gassoso dal cieco nell'ileocostn risultati forniscono un supporto dal punto di
vista anatomico alle importanti recenti osservaizahrioeschet al (2002) e Rendlet al (2005),
che hanno suggerito che, in caso di resezionergitay e preferibile conservare l'ultimo tratto di
ileo allo scopo di conservare la la funzionalitdad&CJ.

| neuroni marcati del SMP possono anche contribuine solo a determinare il tono muscolare del
ICJ, ma anche a regolare la sua vascolarizzazidmweysi autori, infatti, hanno interpretato le
funzioni della ICJ come un sistema angio-muscolarettosto che considerarlo solamente uno
sfintere muscolare (Kotzé 1988b). L'importanzamidenso plesso venoso sub-mucosale della ICJ,
inoltre, & evidenziata dall'assenza di uno sfintengscolare a questo livello (Schummer 1953;
Kotzé 1988b).



78

Abbiamo osservato neuroni colinergici del SMP mardeB, che potrebbero controllare la
vasodilatazione tramite proiezioni alla ICJ. Questiggerisce che, come € gia stato osservato in
altre specie (Vanner e Surprenant 1996et al 1998; Lomaxet al. 2007), il tono vascolare del
GIT equino potrebbe essere regolato da un'innesaazsimpatica estrinseca e da una innervazione
colinergica intrinseca.

Neuroni marcati FB sono stati osservati nel cieglarmente in un soggetto; & possibile che la
coordinazione tra il tratto distale dell'ileo ed dieco possa essere mediata da corti riflessi
intramurali ed anche da lunghi riflessi extramyraéi quali i recettori intestinali mandino, traeit
afferenze splancniche (o vagali), un segnale aglgaimpatici ed ai nuclei centrali che originano
una risposta motoria nell'ileo. Abbiamo potuto ogaee in alcuni video di laparoscopia
(gentilmente offerti dal Chiar.mo Prof. S.Cinotfiniversita di Bologna) che lo svuotamento ileale e
preceduto dal passaggio di materiale liquido data@ial colon. E possibile che I'attivazione di uno
schema di maotilitd progressiva, che inizia da @alapacemaker prossima all’apice del cieco e
spinge il materiale dal cieco al colon ventraletaegRoss 1989), possa anche innescare il riflesso
di svuotamento dell'ileo attraverso I'eccitazionendccano- o chemio-recettori localizzati nel cieco

attorno allgpapilla ilealis.

4.5.1.6.1. Neuroni nitrergici

Da studi condotti su altre specie sappiamo chetguediule probabilmente includono interneuroni
discendenti e motoneuroni inibitori discendentik&arawet al (1996) hanno dimostrato che il NO
prodotto nel ENS é probabilmente il principale itobe dell'attivita muscolare del GIT nel cavallo.
Non esistono, inoltre, testimonianze di un ileotgastestinale generalizzato nella EGS causato da
eccessivo NO (De Wintest al. 1997). Cottrellet al (1999) hanno suggerito il coinvolgimento di
neuroni nitrergici nella EGS che potrebbero causdessamento passivo del GIT e persino

ostruzione gastrointestinale.

4.5.1.6.2. Neuroni colinergici

L'innervazione colinergica intrinseca e gia stataastrata nel piccolo intestino equino (Malone et
al.,, 1996, 1999). | neuroni discendenti ChAT-IRtrpbbero essere motoneuroni eccitatori,
interneuroni ed anche neuroni sensitivi primariA(N®). La capacita dei neuroni discendenti di
esprimere ChAT- ed nNOS-IR ci spinge a supporreqthesti possano essere interneuroni, come e

gia stato ipotizzato in altre specie (Chiocchettal 2003; Mazzuolet al 2007). Abbiamo inoltre
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osservato, in entrambi i plessi, numerosi neuraescehdenti non immunoreattivi per ChAT- ed
NNOS-. Riteniamo, tuttavia, che altre sottopopaaizineuronali discendenti con specifiche
caratteristiche neurochimiche debbano ancora esderdificate nel MP e nel SMP dell'ileo
equino.

| neuroni colinergici di solito comprendono ancleironi peptidergici CGRP- ed SP-IR. Come gia
descritto da altri autori (Kotzé 1990; Hudseh al. 2000; Domeneghini eal. 2004), abbiamo
trovato numerosi neuroni CGRP-IR nel SMP.

Indagini neuroanatomiche e farmacologiche hannoosimto che il CGRP gioca un ruolo
fondamentale in molte funzioni fisiologiche del ENfSalmeret al. 1986; Sternini 1991; Vanner
1994). La distribuzione della CGRP-IR € gia statalista nel cavallo (Kotzé and Van Aswegen
1990; Burns and Cummings 1991; Domeneglinial 2004). Ricerche condotte su altre specie
hanno evidenziato che la ci CGRP-IR riguarda ppalcnente neuroni con morfologia Dogiel di
tipo 1l considerati IPANs; questo tipo di neurowmenisce una buona innervazione alla mucosa ed ai
gangli enterici ed una scarsa innervazione dellacolatura circolare (Bornstein 1991). Il cavallo
differisce da altre specie poiché i neuroni CGRPstho stati rinvenuti solamente nei gangli
submucosali. Tuttavia la morfologia dei neuroni 881IP CGRP-IR e la distribuzione errore

La morfologia dei neuroni CGRP-IR del SMP e lantsizione delle fiore CGRP-IR nellileo di
cavallo suggeriscono, tuttavia, che i IPANs delSktuino possano contenere CGRP al pari dei
IPANs nella cavia. Abbiamo anche osservato dei or@umarcati FB del SMP che esprimevano
CGRP-IR.

4.5.2. CONTROLLO NERVOSO ESTRINSECO (COMPONENTE SIMPATICA) NEL TRATTO DISTALE DI ILEO E

NELLA ICJ

4.5.2.1. MARCATURA FB

4.5.2.1.1. Gangli simpatici

| neuroni prevertebrali marcati FB hanno mostratera fino a sei lunghi processi dendritici.
Diversi studi hanno riportato che la grandezza eolaplessita dell’albero dendritico dei neuroni
simpatici nei mammiferi & correlata alle dimensidei loro bersagli periferici (Purves 1988). E
probabile che i neuroni marcati FB piu grandi eblodazzati possano originare assoni in grado di
raggiungere i grandi gangli del ENS o i grandi \s&8iguigni, prerogativa della 1CJ.
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Abbiamo osservato che alcuni gangli del tronco siticp e del CG, CMG, e CaudMG innervano |l
tratto distale dell'ileo e la ICJ. | nostri risditeoncordano con le osservazioni di Quinson (Qains
et al. 2001), ma contrasta hanno con quelli di enskneyer e Keast (Luckensmeyer e Keast 1994),
che avevano escluso il CaudMG dal innervazioneildelldi ratto.

Sembra chiaro che, anche per i piccoli animali alaotatorio, questo tipo di indagine possa
presentare qualche difficolta. E possibile, infatfhe possano essere omessi piccoli gruppi di
neuroni simpatici dispersi lungo i principali nesimpatici.

Contrariamente al gruppo di studio di Quinson, cha riportato dati numerici anche
nell'innervazione del GIT, noi non abbiamo ripootat numero totale di neuroni marcati FB
presenti lungo i gangli simpatici e sensitivi; ilrnzipale obiettivo del nostro studio é stato foera
prova anatomica del controllo simpatico dell'ilestdle e equino e dimostrare 'esistenza di una
possibile relazione tra neuroni simpatici e sewisitContare il numero totale di cellule con

marcatura retrograda non € stato considerato weitnioi della nostra indagine.

4.5.2.1.2. Gangli splancnici

Come osservato nel cane e nel ratto (Quinson @08l), il cavallo presenta dei prominenti gangli

splancnici appaiati sui maggiori nervi splancnstibito cranialmente al CG.

4.5.2.1.3. Catena toracica simpatica

Sono gia state descritte le arborizzazioni dernthétiapparentemente ridotte dei neuroni marcati FB
osservati in questi gangli (Baluk e Gabella 19%a)ye che questo aspetto morfologico sia dovuto al
ridotto numero di input convergenti preganglionitie queste cellule ricevono (Forehand 1987,
Jobling et al. 2003, 2004).

Nei gangli TSC della cavia, ad esempio, i neuroitonpotori presentano delle arborizzazioni
dendritiche piu grandi rispetto a quelle dei neux@socostrittori (Gibbins e Matthew 1996).
Potremmo ipotizzare che i neuroni TSC marcati immeetrogrado, osservati nel cavallo in questo

studio, siano neuroni vasocostrittori che innerviankcJ.

4.5.2.1.4. Gangli delle radici dorsali

Siamo stati sorpresi di osservare solamente urolpiciumero di neuroni marcati FB innervare la

ICJ; recentemente abbiamo osservato un gran nudigreuroni dei DRG innervare l'ileo distale
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nella pecora (Chiocchetti et al., 2006). Questardganza potrebbe essere spiegata dalle minori
aree intestinali infiltrate dal tracciante retradpaquesta ipotesi, tuttavia, lascia dei dubbi péian
gran numero di neuroni simpatici € risultato invetarcato dopo infiltrazione della ICJ. Un altro
motivo potrebbe essere rappresentato dalla distemta ICJ ed i DRG; questo pare improbabile, in
guanto i pochi neuroni marcati FB osservati presenrio un’intensa marcatura. Abbiamo anche
ipotizzato che la ICJ possa ricevere una importamtervazione sensitiva dai gangli vagali. Anche
se e noto che le fibre vagali siano in natura gestamente sensitive, abbiamo trascurato questa
ipotesi in quanto e stato dimostrato che nei gramaimmiferi il nervo vago non si estende cosi a
lungo in direzione anale (Chiocchetti et al., 2003 nostra opinione e che due fattori principali
potrebbero giustificare la scarsa innervazione iseasdei DRG sulla ICJ: la presenza di una
grande quantita di neuroni intestinofugali e langl& importanza dei neuroni intrinseci afferenti
primari IPANs (Furness 2006) che permette al GlTesere quasi completamente autonomo e
indipendente dal CNS. Qualunque sia il motivo, d&wazione di un piccolo numero di neuroni
marcati FB dei DRG, automaticamente riduce, ma mestingue, l'importanza dei processi

collaterali neuronali dei DRG a livello dei gangjimpatici.

4.5.2.2. IMMUNOISTOCHIMICA

4.5.2.2.1. Gangli simpatici prevertebrali

| neuroni del sistema nervoso autonomo, che satrownei singoli gangli, Spesso mostrano percorsi
e profili neurochimici specifici, si dicondchemically coded” (Furness et al. 1989).Una
conseguenza di questa caratteristica € che i dimeosoneuroni terminali nello stesso ganglio
possono utilizzare caratteristiche combinazionnéurotrasmettitori per regolare le funzioni dei
loro tessuti bersaglio (Morris e Gibbins 1992). imeplicazioni funzionali di questa diversita
neurochimica non sono ancora note nel cavallo e pogisiamo solamente esprimere ipotesi
confrontando i nostri risultati con quelli ottenirtialtre specie. Non tutti i neuroni del CG, CM&5,
CaudMG hanno espresso TH-IR (or DBH-IR), in accaxdpuanto gia osservato nei gangli TSC del
cavallo (John et al., 2001). E noto che i gangtisitici non contengono solamente catecolamine
guali neurotrasmettitori; recentemente abbiamo tpotussservare che nei gangli cervicali della
pecora i neuroni hanno espresso NnNOS-IR ma nonoTBIBH-IR. Anche altri neurotrasmettitori
potrebbero giocare un ruolo nei percorsi simpa#idi,esempio ATP (Lacroix et al., 1988), NPY
(Lundberg et al., 1982), VIP (Furness 2006), CGRadérson et al., 1995), ChAT, NOS
(Anderson et al., 1995), somatostatina (SOM; Liethl., 1986),ed altri co-trasmettitori CGRP-IR.
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Nel cavallo le cellule CGRP-IR erano gia state nsge in particolare nei gangli stellati (Nasu et
al. 2003). Bisogna sottolineare che queste ceflate state osservate solamente nel CMG, mentre
nessuna marcatura CGRP e stata osservata nel @GddMG. Non possiamo tuttavia escludere che
altri gangli possano presentare cellule CGRP-IR,ntanento che non sono stati sezionati tutti i
tessuti dei gangli. Alcuni Autori (Anderson et 4895) hanno attribuito una funzione sudomotoria
ai neuroni CGRP-IR appartenenti alla catena siropdiv ed ai gangli stellati nel gatto.

Una piccola percentuale di CMG hanno co-espressoelE8IGRP-IR; queste cellule sono indicate
come neuroni vasocostrittori nei gangli della catesimpatica della cavia (Gibbins e Matthew,
1996). Gli Autori hanno dimostrato che in questimoai TH-positivi, potrebbero essere co-espressi
il neuropeptide Y (NPY)-, e CGRP-IR. Non siamo madp di verificare la co-espressione tra NPY-
e CGRP-IR in quanto i due anticorpi sono entraniiginuti dalla stessa specie, il coniglio.

Il NPY, un peptide con 36 aminoresidui, co-esidta aoradrenalina nei nervi postganglionici
simpatici in diversi organi periferici (Lundberg &t, 1982); agisce sui recettori Y1 per potenziare
gli effetti di vasocostrizione della noradrenaliftdan et al., 1998). Nel CG abbiamo osservato
neuroni TH-IR co-esperimenti NPY-IR ed una piccotercentuale di neuroni NPY-IR
completamente TH-negativi; possiamo ipotizzare dwmne osservato in altre specie, le cellule
TH'/NPY" possano essere neuroni vasocostrittori, mentrdli gqN®Y*/TH  possano essere
vasodilatatori, come suggerito in altri studi (G e Matthew, 1990). In un esperimento di
marcatura retrograda nella cavia, sono state csseproiezioni di neuroni CG+CMG TH- e NPY-
IR fino al piloro (Lindh et al., 1986); si & ipatiato quindi che i neuroni TENPY (and SOM),
potessero innervare i gangli del MP e che quelli/NRY (e SOM) potessero innervare i gangli
del SMP. I neuroni THNPY" sono stati considerati neuroni vasomotori, mealiie cellule TH
INPY" sono state considerate neuroni noncatecolamingRgcentemente, in altri studi (Browing
et al., 1999), non e stato possibile discriminagltancavia le cellule che innervano arterie e vene,
tra i pochi neuroni simpatici NPY-IR del CaudMG dhaervano le arterie o le vene mesenteriche.
Questo indica che anche studi intraspecifici nosspoo spesso dare risultati costanti e ripetibili.
Neuroni nNOS-IR (non marcati FB) sono stati ossenval TSC. E stato dimostrato (Anderson et
al.,, 1995) che le cellule postganglioniche nNOSHKibari e stellate nel gatto sono neuroni

colinergici sudomotori o vasodilatatori muscolari.

4.5.2.2.2. Terminazioni peri-cellulari

Studi ultrastrutturali sull’'organizzazione sinagticlei gangli simpatici hanno concluso che le

sinapsi asso-dendritiche sono piu comuni di quelkso-somatiche (Matthews 19831983).
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Quest'osservazione porta a concludere che le sSis@y® preferenzialmente distribuite sui dendriti
piuttosto che sul corpo cellulare (Forehand 1988piamo notato una distribuzione disordinata di
varicosita pericellulari attorno a gruppi di neurobe aree che contengono un gran numero di
bottoni terminali sono probabilmente quelle chetengono un molti dendriti (Gibbins et al. 1998,
2003a). Il numero di bottoni terminali in un arésulta, inoltre, altamente correlata con la rekativ
guantita di dendriti nella stessa area (Gibbire.2003a; Anderson et al. 2001, 2002).

Esistono molte sorgenti potenziali di input sinaipper i neuroni prevertebrali, inclusi i neuroni
preganglionici sinaptici, i neuroni sensitivi, iureni enterici. Il modo in cui questi input sinagpti
governano il controllo nervoso della ICJ (muscaiatwasi, ENS) dipende dall’origine e dalle
caratteristiche neurochimiche dell'input. Nei gangimpatici queste relazioni non sono ancora
completamente chiare. Due tipi di neuroni sensitiviervano i gangli simpatici prevertebrali: i
nervi sensitivi primari, con i loro corpi cellulasiti nei DRG ed i neuroni sensitivi enterici (near
intestinofugali, IFANS), con i loro corpi cellulazonfinati al MP nei piccoli mammiferi, quali ratto
topo e cavia (Lindh et al., 1988; Zheng et al.,Z9urness 2006), ed al MP e SMP nei grandi
mammiferi, ad esempio il maiale (Barbiers et 893, Timmermans et al., 1993). | neuroni IFANS,
che controllano ampiamente i riflessi simpaticiesdero-enterici, dimostrando cosi 'esistenza di
proiezioni sui o attraverso i gangli prevertebraltrebbero presentare una morfologia Dogiel di
tipo | o II; queste cellule sono colinergiche (Saawski e Miller, 1994; Mann et al., 1995) ed e
stato dimostrato che potrebbe co-esprimere NO&@nbesin vasoactive intestinal peptideCCK-
edenkephalirlR nella cavia (Furness e Anderson, 1993) e NO&dRratto (Domoto et al., 1995).

| IFANs non sono mai stati oggetto di studio neValkp; tuttavia non possiamo escludere (per
analogia con altre specie) che una piccola quaméhgran numero di neuroni colinergici del MP
nell'ileo di cavallo in grado di co-esprimere andi®S-IR (Chiocchetti et al. 2008 Eq Vet J) o
VIP-IR, possa essere neuroni intestinofugali.

Entrambe queste categorie di neuroni sensitivi,ndoaattivati dalla distensione intestinale,
producono potenziali sinaptici in sottopopolazidei neuroni dei gangli sinaptici (Kreulen et al.,
1986) e partecipano attraverso i gangli nei "rdieperiferici" (Keef e Kreulen, 1988; 1990;
Szurszewski, 1981). | neuroni nei gangli prevedélmhe ricevono connessioni dai neuroni enterici
hanno funzione di inibizione della secrezione dadetotilita (Costa e Furness, 1984). | corpi
cellulari dei neuroni deputati alla vasocostriziar@ ricevono input dall’intestino (Furness 2006).
Solamente i neuroni che proiettano ai gangli eaiterialla muscolatura liscia dovrebbero, infatti,
ricevere input sinaptici dai neuroni intestinofug@luesta rappresenta un altra spiegazione in grado
di giustificare la distribuzione disordinata derigasita pericellulari nei gangli. E probabile che

grandi e multidendritici neuroni marcati FB riceeamput intestinofugali; nel ganglio simpatico
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prevertebrale della cavia € stato dimostrato clueame con input intestinofugali possiedono aree di
proiezione dendritica tre volte superiori rispesioneuroni che ricevono solamente input spinali
preganglionici (Boyd et al. 1996; Anderson et &0P2). Sembra che gli input intestinofugali sui
neuroni prevertebrali formino sinapsi asso-deratréi prossime alle quelle formate dagli input
preganglionici (Gibbins et al. 2003).

In aggiunta agli input preganglionici ed intestingdli, i gangli prevertebrali ricevono proiezioni
collaterali da neuroni sensitivi senza guaina mie#i contenenti SP (Kondo e Yui 1981; Matthews
e Cuello 1984; Masuko e Chiba 1988) e CGRP (le#.e1987; Lindh et al., 1988). Questi neuroni
sono attivati da stimolazioni dolorifiche e da afimazione del GIT e generano lenti potenziali di
attivazione in neuroni prevertebrali soprattutniite I'azione della sostanza P sui recettori NK1.
L'immunoistochimica al microscopio ottico ha, twi® recentemente rivelato che la maggior parte
delle terminazioni dei neuroni sensitivi contenefdi sostanza P non contiene le proteine
normalmente reputate necessarie al rilascio diategmettitori (Morris et al. 2005). Questo puo
significare che la maggioranza dei neuroni sensdollaterali non forma sinapsi con neuroni
simpatici prevertebrali. Senza dubbio la maggiortgpadi queste fibre non sembra essere
strettamente associata alla superficie dei newsonpatici (Messenger et al.1999; Jobling et al.
2001). Considerando che i neuroni preganglioniaipsitici non esprimono CGRP-IR, che il grande
splancnico contiene fibore CGRP-IR e che i neur@ii@RG innervano la ICJ, possiamo supporre
che, sebbene i nostri risultati non si basino sdemza ultrastrutturale, anche nel cavallo i neuron
gangliari sensitivi CGRP-IR, potrebbero regolametiamente I'attivita nel tratto terminale delldle
ed in particolare nella ICJ. Non possiamo, tuttagscludere che i neuroni CGRP-IR nel CMG di
cavallo possano inviare processi al CG e/o CaudNM. possiamo, inoltre, escludere che i neuroni
intestinofugali di cavallo siano in grado di preeee fiore CGRP-IR (0 nNOS-IR) ai gangli
simpatici prevertebrali, dal momento che la CGRPdRstata gia riscontrata negli neuroni
intestinofugali del MP nel grosso intestino di cgdbhee Masuko, 1997). Le cellule intestinofugali
che proiettano terminazioni nervose nei gangli er@brali (Furness 2003), potrebbero anche
giocare, nel cavallo, un ruolo fondamentale nedfiesni dei riflessi e entero-enterici. Le fibre SP-
IR sono state anche osservate nei gangli simpaticini studi (Matthew e Cuello, 1982) hanno
descritto le fibre SP-IR varicose e le sinapsi amtatto con i neuroni dei gangli simpatici nella
cavia e suggerito che queste fibre possano prempaetre al meccanismo di controllo dei riflessi nei
visceri, indipendentemente dal sistema nervosoraentNel nostro studio e stata confermata
un’intensa rete di fibre SP-IR varicose anche ati@i neuroni IML preganglionici simpatici. Sono
stati tuttavia osservati pochi bottoni terminali-EBPattorno ai neuroni marcati FB. Ad ogni modo,

sebbene in piccole proporzioni rispetto alle vasitzo pericellulari CGRP-IR, quest'ultima
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osservazione, assieme al rinvenimento di neuroncatiaFB dei DRG e fibre SP-IR nei gangli
simpatici, sembra sostenere anche quanto ripata{&othstein et al. 1990) nel gatto; questi Autori
hanno dimostrato che fibre SP-IR sensitive ed efffiersimpatiche prendono parte al meccanismo
riflesso di controllo della chiusura dello sfintéleo-ciecale nel gatto a seguito della distensidele
colon e che questi riflessi sono coordinati a livelel midollo spinale. | nostri risultati ci porta a
credere che i riflessi viscerali, innescando uivatione simpatica possano svilupparsi almeno su
due livelli, come ad esempio sui gangli simpaticis@é midollo spinale. Dovremmo anche
considerare che il controllo della motilita del@Jl del cavallo possa originare da riflessi asspnici
ad esempio da rami intra murali collaterali di &élsensitive periferiche dei DRG che originino
riflessi nell’ansa intestinale. Esiste, infattiopa che le fibre afferenti dei DRG partecipino aell
regolazione locale della circolazione, secrezionetilita, emostasi e riparazione della mucosa del
GIT (Holzer 2007). Sono state osservate anche lgicoatasse di fibore CCK-IR nel grande nervo
splancnico (ed anche nel corno dorsale del midgdlnale). L’assenza di fibre CCK-IR nella parete
ileale ed attorno alle cellule simpatiche marcde ¢ rende dubbiosi che 'informazione sensitiva
del GIT possa viaggiare attraverso fibre CCK-IR.

Le fibore nNOS-IR a livello del CG, CMG, e CaudMGndwano avere una doppia origine: la
NNOS-IR di neuroni simpatici preganglionici spidganatura preganglionica dei contatti NNOS-IR
sui neuroni marcati FB del CG; la presenza di nNRS3ei neuroni marcati FB dei DRG
suggerisce che anche l'informazione sensitiva pb&eessere implicata nei contatti e nella
modulazione dei riflessi autonomi. Non sappiamoal 9P dell'ileo di cavallo possa originare

neuroni intestinofugali NNOS-IR come osservato@@ldi ratto da Quinson (Quinson et al. 2001).

4.5.2.2.3. Midollo spinale

| motoneuroni simpatici finali ricevono solamentaput sinaptici eccitatori dai neuroni
preganglionici localizzati nel midollo spinale.rleurotrasmettitore sinaptico utilizzato da tutii gl
input preganglionici e che agisce sui recettoriotiigci € I'acetilcolina. Un’ampia gamma di
potenziali co-trasmettitori, tuttavia, tra cui nepeptidi ed ossido nitrico, sembrano poter essere
rilasciati da diverse popolazioni di neuroni preglamici. Nel nostro studio abbiamo osservato
diversi neuroni IML NOS-IR, come gia osservato ltteaspecie (Okamura et al. 1995). | neuroni
IML sono circondati da varicosita pericellulari diversa origine. Alcuni Autori (Gibson et al.
1984) hanno osservato nel midollo spinale delleefiEGRP-IR, in stretta correlazione con le
cellule IML, come da noi riscontrato nel midolloirsgle a livello toracico e lombare. Anche

canestri pericellulari SP-IR, osservati in gran ewmn attorno alle cellule simpatiche
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preganglioniche, sono stati osservati in altre e esempio la cavia (Davidoff et al., 1986). Si
pensa che alcune fibre dei DRG possano rappreseaifarenze primarie sensitive o viscerali.
Neuroni e fibore CGRP-IR sono gia state osservaltenianllo spinale del cavallo, soprattutto nelle
lamina |l e Il (Gibson et al., 1984), che contengono méeroni che rispondono sia a stimoli di
dolore (meccanici e termici) che a stimoli inno§Willis e Coggeshall, 1978). Non abbiamo
osservato motoneuroni CGRP-IR neléamina IX, al contrario di quanto riportato in altri siud
(Gibson et al. 1984; Merighi et al. 1990).

4.5.2.2.4. Gangli delle radici dorsali

Sappiamo che nel cavallo sottopopolazioni di neudm DRG co-esprimono CGRP- e SP-IR
(Gibson et al., 1984; Merighi et al. 1990). CGRpr@sente in un gran numero di piccole cellule nei
DRG dai quali originano fibore C e dAe che sono responsabili della trasmissione déighios
dolorifici (Cervero e Iggo, 1980). CGRP rilascialai neuroni primari afferenti puo aumentare
I'eccitabilita in alcuni neuroni del corno dorsalginale, probabilmente potenziando il rilascio Bi S

o gli effetti del SP rilasciato (Oku et al. 198¢pntribuendo quindi alla sensibilizzazione dei
percorsi nocicettivi centrali. Poiché abbiamo ogstr 'ampia co-espressione di CGRP e SP nei
neuroni dei DRG che innervano la ICJ nel cavallosgiamo ipotizzare che questi due peptidi
neuroattivi possano essere coinvolti in modo putatiella nocicezione. CGRP-IR & gia stata
osservata nei neuroni dei DRG che innervano l'ietha pecora (Chiocchetti et al. 2006).

E stato dimostrato che il CGRP rilasciato dallenieazioni periferiche dei neuroni dei DRG
contribuisce alla risposta inflammatoria locale sando vasodilatazione locale ed aumentando la
filtrazione plasmatica indotta dalla SP (Gamselel1@85). Alcuni Autori hanno osservato che le
fibre afferenti dei DRG partecipano nella regolaeidocale della circolazione del GIT (Holzer
2007). Poiché la ICJ del cavallo appare come uerss angio-muscolare, la presenza di neuroni
marcati FB SHCGRP dei DRG puo suggerire un ruolo per il peptide TKchichinina) nella
regolazione della microcircolazione della ICJ. limeaspecie e stato osservato che il tono vascolare
del GIT puo essere bilanciato tra I'innervazionagstica estrinseca e quella intrinseca colinergica
(Vanner e Surprenant 1996; éfi al. 1998; Lomaset al. 2007).

| risultati di questo studio possono suggerire wola nel controllo del tono vascolare del GIT del
cavallo anche per i processi periferici dei neu®it e CGRP-IR dei DRG.

La NOS-IR nei neuroni dei DRG che innervano lie@ia stata osservata nella pecora (Lalatta et
al. 2007). E stato dimostrato che la CCK induce ematrazione nella muscolatura liscia dell'ileo

nel maiale tramite un effetto miogenico diretto cliygende dall’interazione del peptide con diversi
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recettori (Botella et al. 1992). Tra i pochi neuraei DRG marcati in modo retrogrado non
abbiamo riscontrato CCK-IR; l'assenza, inoltre,fidre CCK-IR nel ileo ed attorno ai neuroni
prevertebrali simpatici marcati FB ci porta ad edefe che I'informazione sensitiva originata dalla

ICJ non possa propagarsi attraverso percorsi CCK-IR

45.2.2.5. lleo

L’osservazione nelle criosezioni della presenzardh ricca rete di fibore TH-IR in tutti gli strati
della parete ileale, suggerisce che il sistema &ty influenzi intensamente le funzioni del GIT.
Questa ipotesi e rinforzata anche dall'osservazidneeti di fiore TH-IR nelle preparazioni
wholemount del MP del cavallo o anche di altre spgaali il ratto (Phillips et al. 2006) o la peaor
(Chiocchetti et al., 2006). La scarsita di fibonmpatiche a livello degli strati muscolari e la pnesa

di canestri pericellulari attorno ai neuroni mardaB del MP e del SMP (1 F MP, G SMP),
suggerisce che, anche nel intestino di cavallajbizione adrenergica della motilita del piccolo
intestino possa essere dovuta all'inibizione deldlule ganglioniche attraverso il rilascio di
noradrenalina da parte delle terminazioni nervosepatiche circostanti. Le fibre TH-IR
dovrebbero inibire la stimolazione simpatica delsoalo, come suggerito da esperimenti eseguiti
sul GIT di gatto (Kewenter 1965; Jansson e Martins866) e di cavia (Beani et al. 1969; Paton e
Vizi 1969); questi risultati potrebbero, tuttaviessere confermati solamente dalla presenza di
specifici adrenocettori su neuroni marcati FB (el Regativi). Questa ipotesi € rafforzata
dall'osservazione di fibore TH-IR attorno ad alcumeuroni colinergici marcati FB. Varicosita
pericellulari TH-IR, inoltre, sono state osservatehe attorno a neuroni nitrergici marcati FB che
nascondono adrenocettori nel MP del cavallo ed exdeth ratto (Nishizaki et al 2003). Dai risultati
del nostro studio sembra chiaro che le fibre ild&i-IR possano avere una origine solamente
estrinseca, dalla catena di gangli simpatici euttaitgangli prevertebrali.

Per quanto concerne i fenotipi delle fibre osservabn possiamo distinguere tra le fibre sensitive
dei DRG e le fibre intrinseche, dal momento cheuroni del MP e del SMP che includono anche i
IPANSs, esprimono CGRP- (solamente SMP), SP-, NRO&-IR.

L’osservazione di fibre TH-IR attorno ad una grapeecentuale di neuroni del SMP indica anche
che il sistema simpatico agisce anche su neur@néteevaso-motori. | riflessi secretomotori sono
regolati in accordo con I'omeostasi di tutto il tamuto di acqua ed elettroliti, tramite il contoodi
neuroni simpatici che abbassano I'eccitabilitard®ironi secretomotori (Bornstein e Furness, 1988;
Furness et al., 1989). Sono state osservate filt®¥-Ne TH-IR perivascolari ed anche fibre

perineuronali TH-IR e NPY-negative. | nostri rigiit potrebbero essere confrontati con quelli
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condotti da Furness (Furness 1983) e Costa e Ru(@esta e Furness 1984), che hanno dimostrato
che differenti sottogruppi di neuroni non adrengrglel CG e CMG della cavia interessano
separatamente i componenti dei tessuti della pdecie.

Gli Autori hanno osservato che i principali bersatgi neuroni TH/NPY" sono i vasi sanguigni,
mentre quelli TA/NPY/SOM" proiettano sulla mucosa e sui neuroni del SMP rdithé che i
neuroni TH/NPY/SOM proiettano sul MP. Sembra cosi che questo gruppeedroni abbia
proprieta funzionali differenti. Piu recentementsi dutori (De Fontgalland et al. 2008) hanno
osservato fibre THNPY" lungo vasi del SMP nell'uomo, pur riscontrandoaraente SOM-IR
nelle fibore TH-IR del SMP. Appare chiaro che la garazione dei risultati ottenuti da specie

differenti € spesso difficile.
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5. IMPLICAZIONI CHIRURGICHE

Per quanto esposto precedentemente nella trateazieinnostro studio sperimentale, dal punto di
vista chirurgico la maggior comprensione della oésiologia della motilita ileo-ciecale ed in
particolare I'osservazione di neuroni intramuradpdtati al controllo della ICJ, localizzati anche a
lunga distanza da quest’'ultima (sino a 48 cm paeuroni del MP), implica che, in corso di
resezione chirurgica del piccolo intestino, & pibfe, quando possibile, conservare quanto meno
l'ultima porzione di ileo, cosi da evitare probleali transito di materiale dall'ileo al cieco e
prevenire reflusso gassoso dal cieco all'ileo.

La nostra affermazione €, inoltre, in accordo albasiderazioni di Roger e Malbert (1989) in
merito alle caratteristiche anatomo funzionali @ajiunzione ileo-ciecale ed alle conclusioni di
Ross et al (1990) a seguito di uno studio delagtimioelettrica dell’ileo, cieco e colon ventrale
destro, e trova solide conferme statistiche negilisdi Freeman et al (2000), Bladon e Hillyer
(2000) e Pankowski (1987).

In questo capitolo verranno riassunte le principaliologie chirurgiche in grado di originare una
compromissione vascolare della parete ileale talerethdere necessaria la resezione del tratto

intestinale coinvolto e la conseguente anastomosi.
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5.1. OSTRUZIONI SEMPLICI ILEALI

Le ostruzioni semplici coinvolgono il lume intesila senza un coinvolgimento vascolage
l'ostruzione e completa, i liquidi e i solidi ingéerle secrezioni intestinali e i gas si accumalan
guantita eccessive. La parte di intestino prossmalilostruzione si distende mentre la parte distal
collassaClarke et al, 1990a; Clarke et al, 1990b3 normali funzioni secretiva e di assorbimento
della mucosa sono ridotte e la parete intestinalenta edematosa e congesta. La distensione
intestinale grave si autoperpetua e progredisceeatando la peristalsi e lo sconvolgimento
secretorio o il rischio di disidratazione, ischemigecrosi, perforazione, peritonite e morte
(Dabareiner et al, 1993; Allen et al, 1988)

White e Lessard (1986) hanno osservato che sd&oildei cavalli oggetto di studio presentati al
loro ospedale presentava ostruzione semplice i@slgte e Lessard, 1986). Si ritiene che questa
patologia dell'ileo possa originare da poche causie e che in alcune aeree geografiche la sua

prevalenza possa aumentare (Hanson et al, 1996pHazt al, 1998).

5.1.1. OSTRUZIONI DA ASCARIDI

Tra le cause piu frequenti le costipazioni causkteascaridi colpiscono in genere puledri di eta
inferiore ai sei mesi che non siano stati sottapadtun attento programma di sverminazione. La
costipazione puo essere causata dall'accumulordsgii morti in seguito ad utilizzo di prodotti

quali piperazina, organo fosfati e parante pamoktoparticolare gli ascaridi possono causare

costipazioni di grossa entita a causa delle grdimaensioni del parassita adulto (Clayton, 1986).

5.1.2. COSTIPAZIONI ILEALI

Massive infestazioni parassitarie o bruschi camlbnemtari possono rappresentare causa di
costipazioni ileali anche nel cavallo adulto, d&'88% dei casi di ostruzione é stato associato ad
infestazioni da parte di cestodi (Proudman et @98). La diagnosi in genere ¢é effettuata in sede
chirurgica, anche se occasionalmente I'ileo coslipaio essere palpato per via rettale in corso di
esplorazione rettale. Le costipazioni ileali poss@ssere trattate con terapia medica tramite la
somministrazione di grosse quantita di fluidi (Hamet al, 1996), ma nella maggior parte dei casi &
necessaria la correzione chirurgica per ripriséndrtransito intestinale. E noto che, a causa
dell'imponente distensione della parete del picdntestino e delle manipolazioni intra operatorie

dell'ileo, la terapia chirurgica puo portare adoilpost operatorioRost Operative lleysPOI)
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(Blikslager et al, 1995), anche se recenti studicano che questa complicazione risulta meno
frequente quanto piu repentine sono la diagnosnteivento (Hanson et al, 1998). La prognosi in
guesti casi € generalmente favorevole (Hanson &088B; Hanson et al, 1996).

5.1.3. IPERTROFIA DELL’ILEO

L'ipertrofia dell'ileo & una patologia nella quadgi strati muscolari (circolare e longitudinale)
diventano ipertrofici per ragioni sconosciute (juitico) o a seguito di ostruzioni incomplete o
funzionali (secondario).

Tra le cause idiopatiche si ipotizza una disfuneioervosa parasimpatica che risulti in un aumento
cronico del tono muscolare ed una conseguentedfiartiegli strati muscolari della parete ileale. E
possibile che una disfunzione neuronale possa afterida migrazioni parassitarie. Altre ipotesi
includono aumenti cronici del tono muscolare dehévola ileo-ciecale, che possa condurre l'ileo
ad una ipertrofia muscolare come conseguenza dparmale occlusione della valvola ileo-ciecale.
Anche il digiuno puo essere affetto da ipertradiache in concomitanza di ipertrofia ileale.

| sintomi clinici includono sindrome colica cronigatermittente conseguente all'ipertrofia della
parete ileale ed alla diminuzione graduale del éiaondel lume intestinale. In uno studio sono state
osservate anoressia e perdita cronica di pesdaoelldi 6 mesi) nel 45% dei soggetti, per lo piu a
causa degli episodi di colica intermittente e deituzione dell’appetito. Poiché lipertrofia non
colpisce anche la mucosa dell’ileo, non sussistagmni per credere che i soggetti affetti da cuest
patologia manifestino in concomitanza patologie ndalassorbimento. La diagnosi € di norma
effettuata in sede chirurgica, anche se in alcasi € possibile avvertire la parete ipertrofica
dell'ileo durante I'esplorazione rettale. La risolone implica un’anastomosi ileo-ciecale o digiuno-
ciecale finalizzata al bypass dell’ileo ipertrofic@ualora il bypass chirurgico non venga effettuato
la sintomatologia colica intermittente persisteagorete ispessita dell'ileo puo infine giungere a
rottura. In questi casi la prognosi & favorevole ipérattamento chirurgico (Chaffin et al, 1992;
Edwards, 1981).

L'ipertrofia ileale secondaria si puo frequentengeriscontrare in cavalli sottoposti a chirurgia
addominale che possano presentare una parzialgziosie meccanica o funzionale sul sito di
anastomosi. E stato riportato un caso di ipertroéiiileo a seguito di correzione chirurgica diaun
intussuscezione ileo-ciecale (Mair e Lucke, 200®3rtrofia del ileo e stata riscontrata anche in un
cavallo nel quale una costipazione ciecale era giablta con una anastomosi ileo-colica non

orientata correttamente (Gerard et al, 1996). Lapia chirurgica € in genere rivolta alla
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identificazione della causa di ostruzione del piocdotestino e alla conseguente resezione della

porzione di intestino ipertrofica.

5.1.4. ADERENZE

Le aderenze tra le pareti di diversi segmenti deantestinali si manifestano, in genere, a segliito
interventi chirurgici e possono risultare clinicartee silenti, causare parziali ostruzioni e
conseguenti coliche croniche ricorrenti o risultareforme di ostruzione completa con evidente
sindrome colica acuta.

Diversi tipi di aderenze possono causare differsmtomatologia clinica. Un’aderenza fibrosa, ad
esempio, che non causa un’ostruzione del lumetings, pud rappresentare un perno per un
volvolo, mentre un’aderenza fra segmenti adiaceldila parete intestinale pud creare un
inginocchiamento in grado di originare una parzadeuzione cronica (Baxter et al, 1989).

La quantita di aderenze che si puo sviluppare pariare molto da soggetto a soggetto. Alcuni
cavalli possono sviluppare una singola aderenzacadte al sito di anastomosi 0 al segmento di
parete intestinale patologico, altri soggetti, eéo@, possono sviluppare aderenze multiple
coinvolgendo diversi tratti di intestino, come akmpio puo accadere in pazienti che presentino
inflammazione del peritoneo al momento della prohaurgia.

Alcuni Autori riportano che i cavalli maggiormengerischio di sviluppare aderenze in seguito a
chirurgia sembrano essere quelli che presentarmbogét del piccolo intestino (Baxter et al, 1989;
Phillips e Walmsley, 1993). Uno studio riporta ah€2% dei soggetti sottoposti a correzione
chirurgica di ostruzione del piccolo intestino Enemva lesioni associate ad aderenze. A
prescindere dalla tipo di chirurgia addominaleyliegri sembrano avere una incidenza maggiore di
aderenze rispetto agli soggetti adulti. (Baxteale1989)

Esistono pareri contrastanti su quanto I'entitaladelorrezione chirurgica possa influenzare la
formazione di aderenze (Baxter et al, 1989), in gshalio € stato riportato che i soggetti che
richiedono enterotomia o resezione ed anastomdspgano piu frequentemente aderenze (Phillips
e Walmsley, 1993). Le aderenze sono consideratativinpiu frequenti per ripetere la laparotomia
in pazienti operati per colica (Phillips e Walmsl&993; Parker et al, 1989).

La sintomatologia clinica riferita a soggetti cotheeenze si esplica in genere in sindromi coliche
intermittenti. Uno studio riporta che le sindronaliche dovute ad aderenze che richiedono una
correzione chirurgica a seguito di un primo intetee generalmente si manifestano nei primi due
mesi a seguito del primo intervento. Gli Autoriarano che, in questi casi, la percentuale di

sopravvivenza e del 16% (Baxter et al, 1989).
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5.2. INFARTO DELLA PARETE INTESTINALE SENZA STRANGO LAMENTO

L'infarto senza strangolamento si verifica piu comamente in seguito ad arteriti mesenteriche
causate dalla migrazione @&trongylus vulgaris Si pensa che il vasospasmo giochi un ruolo
importante in questa patologia. Ogni segmento timie irrorato dalla arteria mesenterica craniale
o da una delle sue branche e primarie puo ris@tawipita, ma piu comunemente risultano
coinvolti l'lleo ed il grosso colon. In queste lesi non si riscontrano delle palesi cause di
ostruzione, tuttavia esse presentano delle areelélenitate e marcate di degenerazione o necrosi,

a seconda dell’'estensione dell’occlusione vascqMoEraw e Slocombe, 1985).
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5.3. OSTRUZIONI DA STRANGOLAMENTO

Le ostruzioni da strangolamento risultano da ungesaporanea occlusione del lume intestinale e
del suo flusso sanguigno. Esempi di questo tipasttuzioni possono essere lo strangolamento del
piccolo intestino inun volvolo o un'invaginazione, iana ernia interna o attraverso una banda di
tessuto anomalo come ad esempio nel linfoma pedthatocdl danno attribuibile all’occlusione della
vascolarizzazione dipende dalla natura dell’ocolosivascolare. Nella maggior parte dei casi nella
genesi dello strangolamento le vene si occludoimogpdelle arterie a causa della loro piu sottile ed
esile parete. Questo fenomeno causa una dispaeikaflusso sanguigno nelle prime fasi
dell'ostruzione da strangolamento, in cui si vedafun pompaggio di sangue arterioso nella parete
intestinale che, in assenza di deflusso, causa lesiane emorragica chiamata “ostruzione
emorragica da strangolamento”. Da questo risultaswo un fenomeno ischemico ma anche una
imponente congestione dei tessuti. In alternatleastrangolamento puo esercitare sufficiente
pressione sui vasi venosi ed arteriosi tale daudeck entrambi i flussi simultaneamente, risultando
nella cosi detta ostruzione da strangolamento isite Questa risulta in una rapida degenerazione
della mucosa. Clinicamente, questo tipo di ostmeida strangolamento emorragico o ischemico e

piu frequente nei cavalli che presentano volvoliogdesso colon (Huskamp, 1982; Tennant, 1975).

5.3.1.VoLvoLo

Si definisce volvolo una rotazione di piu di 180°ud tratto intestinale su sé stesso ed attorno al
mesentere. Nellileo un volvolo puo svilupparsi wi@ectopia primaria o secondariamente ad una
lesione preesistente, come ad esempio il divedidoIMeckel, un'anomalia congenita dovuta alla
presenza di un residuo del dotto onfalomesentehecsi organizza come un diverticolo, un sacco a
fondo cieco a livello ileale, o anche ad una disiene della parete o ad aderenze. La presenza di
un volvolo comporta una occlusione intestinale ea umecrosi ischemica dell'organo per
strozzamento dei vasi sanguigni contenuti nel sesemtere (Stephen et al, 2004). Un volvolo
primario puo colpire cavalli di ogni eta, ma rapmmeta la causa piu comune di chirurgia
addominale nel puledro (Vatistas et al, 1996; Cnawhet al, 1975). Nella forma piu comune di
volvolo, il mesentere ruota l'intestino in spirdlen distinte. Meno frequentemente € possibile
osservare anche forme di volvolo nodoso, formatadetae digiuno sottoposti ad una torsione di
360° che forma una tasca nel mesentere nella cgialetrappola il digiuno prestenotico. La
distensione dell’ansa di intestino intrappolatasdiaa l'ileo nella tasca del mesentere che si

attorciglia formando un nodo che intrappola le angestinali. Il volvolo nodoso colpisce in genere
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i puledri da due a sette mesi di eta (Huskamp &,T198). La terapia chirurgica € mirata a alla
riduzione manuale del volvolo seguita da resezemhanastomosi delle anse intestinali (Stephen et
al, 2004).

5.3.2. INTRAPPOLAMENTO NEL FORAME EPIPLOICO

Il forame epiploico, o forame di Winslow, e un'dpea di 4-10 cm della cavita peritoneale che la
mette in comunicazione con la borsa omentale.

Il forame e circondato dorsalmente dal processaataudel fegato e dalla vena cava caudale e
ventralmente dal lobo destro del pancreas e dalta yporta. Il forame € limitato cranialmente dal
legamento epato-duodenale e causalmente dallaignenfra il pancreas ed il meso-duodeno.
Qualsiasi porzione del digiuno o dell'ileo puo essicarcerata nel forame, ma sembra che siano
coinvolti con maggior frequenza l'ultimo tratto difjiuno e 'ileo (Vachon e Fisher, 1995; Vasey,
1988). La lunghezza del tratto intestinale incaterpud variare da 8 cm a 18 metri(Vachon e
Fisher, 1995; Scheidemann, 1989; Vasey, 1988; Begeét al, 1993). Generalmente si riesce a
ridurre I'ernia con una delicata trazione, ma qualsia presente edema intestinale eccessivo puo
essere necessario resecare il tratto colpito pdeia riduzione. Spesso si rende necessaria la
resezione del tratto intestinale con successivairgbgdigiunostomia o digiuno-ciecostomia(Archer
et al, 2004). La prognosi € riservata, ma varieeeosda della lunghezza del tratto di intestino
coinvolto e della precocita dell'intervento chiriog. E stata riportata una mortalita del 85% per

I'ernia nel forame epiploico nel cavallo (Proudneral, 2002).

5.3.3. LIPOMA PEDUNCOLATO

Il lipoma peduncolato € un tumore benigno delléuteladipose che presenta una superficie liscia
ed e sospeso da un sottile peduncolo mesenteriadgidbile lunghezza.

Puo presentarsi come tumore solitario, ma € anassilile osservarne diversi nello stesso
soggetto, con una prevalenza del 90% nel piccolesimo. In genere i lipomi si osservano
localizzati vicino alla radice del mesentere e songrado di causare ostruzioni da strangolamento
guando il peduncolo si attorciglia attorno ad usaimtestinale ed al relativo mesentere (Edwards e
Proudman, 1994). La correzione chirurgica impones$ezione del peduncolo del lipoma e qualora
'ansa intestinale presenti evidente stato di cetigee o infarto, anche la resezione del tratto

intestinale con conseguente anastomosi (Edwardsoedi®an, 1994; Jansson, 2000). E stata
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riscontrata una significativa associazione trattargolamento provocato da lipoma ed ileo post

operatorio. In questi casi la prognosi varia d&l4d 78,6% (Edwards e Proudman, 1994).

5.3.4. INTUSSUSCEZIONI

Un'intussuscezione & un processo patologico delamtestinale in cui un tratto di ansa intestinale
prossimale si invagina dentro l'ansa intestinalstaté adiacente in senso aborale. La causa
scatenante per questi processi patologici non @eeahiara, ma si pensa possano essere coinvolte
lesioni della parete intestinale dalle quali oragimoi I'intussuscezione, ad esempio piccole masse,
corpi estranei o parassiti (soprattuttiooplocephala Perfoliaja(Edwards, 1986).

Nel cavallo l'intussuscezione piu frequente & @qué#o-ciecale, che colpisce generalmente gli
animali piu giovani. In uno studio che ha presa@amsiderazione 26 casi di intussuscezione ileo-
ciecale, I'eta media degli soggetti che hanno ptas® questa complicazione é risultata 1 anno di
vita. Nei casi acuti di intussuscezione ileo-ciecaél cavallo, la sindrome colica ha una durata
inferiore alle 24 ore e riguarda segmenti intestida lunghezza variabile tra 6 e 457 cm di
lunghezza. Nei casi acuti il tratto di ileo colppeesenta una vascolarizzazione compromessa. Le
forme di intussuscezione ileo-ciecale croniche waligono generalmente tratti di ileo piu corti (Sino

a 10 cm di lunghezza) e la vascolarizzazione ileategenere conservata (Ford et al, 1990).
L’analisi del liquido ottenuto da una centesi addwte puo portare dei risultati variabili e non del
tutto attendibili, in quanto, essendo il trattoiestino strangolato contenuto nel tratto di itites
adiacente, I'eventuale filtrazione di cellule, gioke e lattati utili ad effettuare una diagnosi puo
rimanere del tutto o in parte confinata nella tagadaetale neo formata. Le ostruzioni del piccolo
intestino sono spesso diagnosticate grazie alliotiento di riflusso naso gastrico e la palpazione d
diverse anse di piccolo intestino distese duraesplorazione rettale. | cavalli colpiti da forme
croniche di intussuscezione ileo-ciecale presentatiche intermittenti e moderate, spesso senza
mostrare segni di ostruzione del piccolo intestilouni autori riportano il rinvenimento, in corso

di esplorazione rettale, di una massa palpata regi@ne della base del cieco nel 50% dei soggetti
esaminati (Edwards, 1986).

Sebbene nei casi di intussuscezione duodeno-digiulao-ileale, cieco-ciecale e cieco-colica,
'ecografia possa rappresentare un buon ausiligndistico capace di mostrare, nelle sezioni
trasversali, il tipico aspetto “a ciambella” deliesione, dove la parte centrale corrisponde alla
porzione di intestino intussuscesso che risultakwwda un ansa ispessita ed edematosa (Bernard et
al, 1989), nei casi di intussuscezione ileo-ciedalevisualizzazione dellimmagine ecografica

dell'ansa coinvolta puo risultare difficile o adttinra impedita dal gas prodotto dalle fermentazion
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presente alla base del cieco, cosi che risultiipitssosservare solamente l'ansa prestenotica del
piccolo intestino (McGladdery, 1992; Klohnen et96; Reef, 1998; Lester et al, 1998; Edwards,
1986; Mason et al, 1970; Greet et al, 1992; Scotigdhunter, 1985).

FIG.5.3.4.A Papillailealis con ANOPLOCEPHALA PERFOLIATA.
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FiG.5.3.4.8 Papillailealis con ANOPLOCEPHALA PERFOLIATA.
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5.4. IMPLICAZIONI CHIRURGICHE IN CASO DI COINVOLGIM  ENTO DI ILEO ED ICJ
IN RESEZIONE E CONSEGUENTE ANASTOMOSI.

In base a quanto precedentemente esposto, appara kimportanza di una diagnosi precoce e di
un tempestivo intervento nei casi di congestiongaao infarto della parete del piccolo intestino.

In questi casi la tecnica chirurgica prevede laezege del tratto intestinale coinvolto e la
successiva anastomosi.

Lesioni da strangolamento del piccolo intestinospo® essere osservate anche legate ad eventi di
varia natura, ad esempio lo strangolamento in wraione uterina, l'incarcerazione ed |l
conseguente strozzamento attraverso laceraziomhegbmetrio, del legamento gastrosplenico, del
mesentere del piccolo colon, del legamento latetela vescica urinaria, della piega cieco colica e
del mesentere del grosso colon, dal cordone speonat da aderenze omentali. E possibile
osservare ostruzioni da strangolamento anche atsegjucastrazioni o ischemia e necrosi della
parete in concomitanza ad ematomi mesenterialiatlira sconosciuta (Gift et al, 1993; Collier e
Trent, 1983; Boulton e Williamson, 1984).

Nella casistica di lesioni da strangolamento chewadgono il tratto ileale, pare che la maggiore
prevalenza sia da attribuirsi alle lesioni da gjokamento successive ad intussuscezione (Lowe,
1968; Edwards, 1986; Barclay et al, 1982).

Le alterazione della motilita segmentaria causatemnterite, la massiccia infestazione da ascaridi,
I'infestazione causata da vermi piatlinoplocephala Perfoliaja I'arterite mesenterica, i bruschi
cambiamenti della dieta e le aderenze tra ansetimddi rappresentano i piu frequenti fattori
predisponenti all'intussuscezione ileo-ileale emitiecale (Edwards, 1986; Barclay et al, 1982).

Il coinvolgimento dell'ileo in un’intussuscezionai trarre la sua origine anche da lesioni quali
enterotomie trasversali (Lowe, 1968), anastomdsrdalaterali (Frankeny, 1995; Semevolos et al,
2002), termino-terminali e masse mucosali peduneatame papillomi, leiomiomi e granulomi,
carcinoidi delle cellule neeuroendocrine (Gift &t #93; Edwards, 1986; Collier e Trent, 1983;
Boulton e Williamson, 1984).

L'intussuscezione ileo-ciecale rappresenta il 74¥%edntussuscezioni del piccolo intestino, di itui
27% si manifesta in forma cronica intermittenter(Fet al, 1990).

Queste forme croniche coinvolgono generalmenté &abastanza brevi del piccolo intestino e non
risultano complicate da strangolamento, ma da nisinuincomplete (Edwards, 1986; Mason et al,
1970; Greet, 1992; Scott e Todhunter, 1985).

Anche le intussuscezioni ileo-ileali causano inegenforme croniche coinvolgendo brevi tratti di

intestino, mentre quelle duodeno-digiuneali coigeolo in genere tratti piu lunghi delle anse
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intestinali (fino a 9,1 m) e comportano completoasgolamento (Gift et al, 1993; Scott e
Todhunter, 1985).

Alcuni autori descrivono il trattamento con suceceds intussuscezioni ileo-ileale ed ileo-ciecale
tramite semplice riduzione (Mason et al, 1970; Grd®92) o tramite riduzione associata a
miotomia (Greet, 1992; Scott e Todhunter, 1985;ndgre Funk, 1971).

Le anastomosi digiuno-ciecale ed ileo-ciecale smlicate quando una porzione di ileo risulta
coinvolta in una lesione da strangolamento. In ge@este tecniche vengono impiegate con una
frequenza che oscilla tra il 36% ed il 68% nellgistica delle anastomosi intestinali nel cavallo
(Morton e Blikslager, 2002; MacDonald et al, 1989).

| tentativi di ridurre manualmente un’intussusceg@urante l'intervento chirurgico sono in genere
futili a causa della tumefazione intramurale datttr di intestino colpito, si rende quindi necessar
la resezione del tratto di digiuno coinvolto e émseguente anastomosi (Ford et al, 1990).

Alcuni Autori riportano che nei casi di intussusoe® ileo-ciecale acuta il chirurgo dovrebbe
tagliare il piccolo intestino il piu distalmentegsibile ed effettuare un’anastomosi digiuno-cieeale
che in cavalli con intussuscezioni particolarmdatghe (fino a 10 m) il chirurgo potrebbe tentare
una resezione intra-ciecale (Beard et al, 1992).

In cavalli con intussuscezione ileo-ciecale cronlichirurgo dovrebbe praticare un bypass digiuno-
ciecale “incompleto” evitando di recidere il picodhtestino. La prognosi € favorevole per cavalli
con intussuscezione ileo-ciecale cronica e davasarad infausta per soggetti con intussuscezione
ileo-ciecale acuta, a seconda della lunghezzadsd'intestinale coinvolta (Ford et al, 1990).
Anche I'anastomosi ileo-ciecale pud comportare ymals “incompleto”, nei casi in cui rimangano
dubbi sull'alterazione meccanica o funzionale dgjrsento interessato o sul rischio di ricorrenza
(Ford et al, 1990; Mason, 1970; Greet, 1992; Szdtbdhunter, 1985).

Si pensa che l'anastomosi digiuno-ciecale latererdde crei uno sbocco piu agevole per il
materiale rispetto all’anastomosi termino-terminage conseguentemente comporti minori
complicazioni post operatorie.

Uno studio ha riportato la comparazione delle dromithe, evidenziando il successo del 83% dei
casi di anastomosi digiuno-ciecale latero-late@atro il 37% dei casi di anastomosi digiuno-
ciecale termino-laterale.

Alcuni autori riportano, a riguardo di questa ulirtecnica, un’ampia casistica di complicazioni
post operatorie, quali linginocchiamento dell'ansatestinale sull'anastomosi, aderenze,

costipazioni, intussuscezioni dell’anastomosi, vble torsioni.
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L’anastomosi dovrebbe in ogni caso essere creatia vicino possibile alla base del cieco, tra la
tenia dorsale e quella mediale, per ridurre laidrez esercitata dal peso del contenuto ciecale
(Blackwell, 1982).

Le complicazioni piu comuni nella chirurgia del @ito intestino del cavallo sono le ostruzioni
anastomotiche, le adesioni e lileo post operat@®I). Le ostruzioni anastomotiche possono
essere causate da costipazione, ematoma, stroZzaneenessivo accorciamento e trazione del
mesentere ed eventuali errori nella tecnica chicargLa prolungata persistenza di ostruzioni
anastomotiche puo condurre ad edema post-anastameti alla formazione di adesioni con
probabile rischio di volvolo (Freeman et al, 2000).

Statisticamente le anastomosi digiuno-ciecale egb-diecale sono associate a maggiori
complicazioni post-operatorie rispetto all’anastesmduodenodigiunale (Freeman et al, 2000;
Bladon e Hillyer, 2000; Pankowski, 1987).

Si crede che questo sia dovuto al bypass dellaokalieo-ciecale e ad una neoformata netta
transizione tra due segmenti intestinali con funzimolto diverse. Il digiuno si trova, in questo
nuovo quadro, a dover vincere le pressioni intralcger far progredire il materiale, non potendo
piu usufruire del meccanismo di controllo e cooadione dell’ileo e della valvola ileo-ciecale
(Roger e Malbert, 1989; Ross et al, 1990).

Un altro fattore che contribuisce a complicare tueguadro post operatorio € la presenza di
adesioni al moncone ileale devitalizzato ed al miese. Bisogna aggiungere, inoltre, che la
distensione a cui & sottoposta I'ansa prestendicausa della tumefazione della parete, potrebbe
contribuire a ritardarene la completa ripresa delteionalita (Dabareiner et al, 1993; Dabareirter e
al, 2001).
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INDIRIZZI DELLE AZIENDE DI PRODUZIONE DEI MATERIALI IMPIEGATI

@Sigma-Aldrich ChemijeSteinheim, Germany

PBetadine® A.I.C. Meda-pharma SPMilano, Italy

‘Tanax® Intervetltalia.

dCryomold, Sakura® Finetek Europe BFhe Netherlands.

© Axioplan epifluorescence microscope, Carl Ze®serkochen, Germany.

"Filter system A, Carl Zeis©berkochen, Germany.

9 Filter set 10 for FITC (450-490 nm excitation filtend 515-565 nm emission filter), Carl Zgiss
Oberkochen, Germany.

" Filter set 00 for Alexa 594 (530-585 nm excitatfdter and 615 nm emission filter), Carl Zeiss
Oberkochen, Germany.

'DMC, Polaroid Corp Cambridge, Mass.

IDMC2, Polaroid Corp Cambridge, Mass.

kCorel photo paintOttawa, ON, Canada.

' Corel draw Ottawa, ON, Canada.

™ Sakura FinetekEurope, NL.

" Roche Switzerland.

°Fasth PCPM Italy.

P Pierce.
9Invitrogen USA.
" Bio-Rad Italy.

' Dako, Denmark.

®Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc
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PRIMA FASE DELLO STUDIO: INNERVAZIONE INTRINSECA DELL'|ILEO

PGP 9.5-IR PGP 9.5-IR

PGP 9.5-IR

S100-IR

Fig 1 — Innervazione dei Vvilli4) e di un nodulo linfaticoR) in criosezioni longitudinali della mucosa.

A - Fibre PGP-9.5-IR che si estendono lungo I'asse magglei villi dalla base dell’apice.

B - Fibre PGP-9.5-IR concentrate attorno al nodulatinb (LN)

C-C’ - Neuroni del SMP marcati simultaneamente per NSE(PGP9.5Q").

D-F - S100-IR nel plesso sub-mucosale SNIP, (mio-enterico (MP)E) e mucosaR).

Le stelle D-E) mostrano alcuni neuroni S100-negativi avvolti adlule enterogliali S100-IR e dai loro
processi; la freccia) un processo S100-IR a livello dello strato muamokircolare (CML).

F —Tre villi in cui la glia enteric € risultata S10B=I La glia enterica forma un’estesa rete di celhdda
mucosa intestinale, in stretta vicinanza alle ¢elkpiteliali intestinali. Da notare le celluleajli(frecce) alla
base dei villi ed i loro processi lungo l'interaesssione dei villi.

Scala (A, B, F) =200 pm; Scala (C-E) = 50 pum



Fig 2

A-A’ — Neuroni del plesso mioenterico (MP) contempoaamente marcati peneurofilament 200kDa
(NF200) @) e nitric oxide synthasénNOS) @’). Le stelle indicano 3 neuroni NF200-IR non nNGS-8i
noti che | neuroni hanno mostrato una morfologigiBldi tipo |, caratterizzata da un profilo irrdgce.

B-B’ — Criosezione tangenziale in cui un grande neuroh®éeco-esprimente NF200BJ e nNOS-IRB’).
C-C’ - Criosezione tangenziale in cui un grande neuroh&&eChAT-IR (C) co-esprime nNOS-IRQ’).

D-E’ - Criosezione longitudinale in cui le stele indicayliostessi neuroni del MP fortemente ChAT-IR, E)
lievissimamente SP-IRD(, E’); la freccia indica un neurone colinergico intansate marcato) SP-
negativo D’).

F-F’ — Lo stesso ganglio del SMP ChAT-IR (F) e SP-IR (K)freccia indica neuroni ChAT-IR (F), ma non
SP-IR (F)

104

NF200-IR | A nNOS-IR

5
542>

8

NF200-IR | B’

ChAT-IR

ChAT-IR

Scala (A-A’) = 100 pm; Scala (B-F’) = 50 um
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Fig. 3

A — Sezione trasversale di due villi con numerose fiiPelR.

B-B’ — Ganglio del SMP; NSE-IRB) e SP-IR B’). Le frecce mostrano due neuroni NSE-B fion SP-IR
(B’).

Scala (A) = 100 um; Scala (B-B’) =50 um.
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Tavola 1

Dettagli degli anticorpi primari utilizzati (azieadproduttrici:Biogenex San Ramon, CA, U.S.A,;
Chemicon InternationalTemecula, CA, U.S.A.; BD Transduction Lab., Leyon, KY 40511;
Sigma Saint Louis, Missouri, U.S.A.)

Tissue antigen|| Host species Serum code Dilution References or source
T-4032 (IHC Peninsula (Chiocchetti et al.,
CGRP Rabbit 1:1000
6006) 2006)
ChAT Rabbit P3YEB 1:250 Schemann et a., 1983

Sigma (Domeneghini et al.,

NF 200kDa Rabbit 4142 1:500
2004)
BD Transduction Laboratories
nNOS Mouse N31020 1:40
(Pfannkuche et al., 2002)
NSE Mouse AM-055-5M 1.6 Biogenex (Milne et al., 2005)
PGP 9.5 Rabbit AB5925 1:1000 Chemicon
Fitzerald (Pfannkuche et al.,
SP Rat 10-S15 1:500
2002)

S100 rabbit PC157 1:50 Oncogene
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Tavola 2

Dettagli degli antisieri secondary utilizzati (azéle produttrici: Calbiochem-Novabiochem
Corporation San Diego, CA, U.S.AMolecular Probes Eugene, Ore., USAEITC fluorescein
isothiocyanatg

Antibody Dilution Source
Goat anti-mouse IgG Alexa 594 1:200 Molecular Psqbe
Goat anti-rabbit IgG FITC 1:40 Calbiochem

Donkey anti-rat IgG 594 1:50 Molecular Prolyes
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Tavola 3.

Analisi del codice chimico dei neuroni entericildielo equino. Le percentuali delle sottoclassi dei
neuroni osservati in entrambe le preparazioni sespresse come media * della deviazione

standard.rf = numero dei soggetti considerate)

A. Le percentuali delle sottoclassi dei neuroni eaterella popolazione neuronale totale é stata

ricercata tramite I'utilizzo di anticorpi anti-P@FP5 o anti-NSE.

1 Immunoreattivita MP SMP
NSE/ChAT 66+7% (437/665)=3 74+15% (520/649 celluley=3
PGP 9.5/nNOS 38+7% (161/438 celluley3 5+1% (15/307 cellulen=3
NSE/SP 14+13% (21/137 cellula):2 66+8% (563/824 celluleji=3
NSE/CGRP 0% (0/200 cellulen=3 43+6% (124/277 cellulef=3
NSE/NF200 61+15 (151/243 cellule}3 91+10 (330/382 cellulg)=3




B. Sono esposte le percentuali di neuroni maraatiicprimo anticorpo ed il second anticorpo
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indicati
2 Immunoreattivita MP SMP
CGRP/SP 0% (0/22 cellule)n=3 93+7% (176/190 cellulen=3
SP/CGRP 0% (0/0 cellule)n=3 95+10% (147/158 cellule))=3
CGRP/nNOS 0% (0/100 cellule)n=3 0% (0/16 cellule)n=3
NNOS/CGRP 0% (0/0 cellule)n=3 0% (0/120 cellule)n=3
ChAT/SP 26+6% (39/149 cellulepnp=3 68+10% (335/494 cellulep=3
SP/ChAT 100% (43/43 cellule)=3 98+2% (197/199 celluley=3
ChAT/nNOS 30+11% (104/426 cellulep=3 4+1% (13/327 celluley=3
NNOS/ChAT 42+14% (99/322 cellulen=3 69+11% (21/35 cellule)y=3
NNOS/NF200 74+13% (113/155 cellulej=4 51+8% (10/20 cellule); n=2
NF200/nNOS 39+15% (91/255 cellulenh=4 0-12% (5/224) ; n=3
SP/NF200 - 98+2% (214/219 cellule))=2
NF200/SP - 86+12% (226/270 cellulej=2
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Tavola 4.

Valutazione semiquantitativa dell'immunoreattivitéi differentimarkersneuronali.

© = corpi cellulari| = fibre.

FB TH DBH || NNOS || NF200 || CGRP SP NPY CCK
DRG + ++CF ++4CF || +4+4CF || +4CF +CF
ILC - - - +++F - ++° +++" - +°
TSC + +++CF [[+4+4CF]|  +©F ++° +°
SG + +4+4+CF [ +++CF] | +CF ++F +F
CG +++ || O [+ ++OF| | +4F ++°F ++F +F +CF
++
CMG + ++4+CF [ +++CF] | ++F +F +CF +F
(&
+
CAUDMG ++ ++4+CF [ +++CF] | ++F +++F +F ++CF +F
+C
MP +++ +++F ++5 || +++CF || ++4CF ++F + -
+++F
SMP + ++F ++F +&F ++4+9F || ST || 4O || +CF -
CML - ++F ++F ++F ++F - +++F +F -
LML - +° +F +F +F - +° +F -
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SECONDA FASE DELLO STUDIO: INNERVAZIONE INTRINSECA DELLA ICJ

Fig. 1

A — La papilla ilealis di un cavallo proveniente dal
macello statale, senza l'effetto miorilassante atuslal
protocollo anestesiologico; I'apertura ileale masina
prominenza edematosa dovuta alla contrazione della
muscolatura ed alla componente vascolare della ICJ.

B — La papilla ilealis del soggetto sottoposto ad
ineizione del tracciante FB a livello della ICJ, in
un’immagine post-mortem (PM); l'apertura ileale
mostra una prominenza appiattita per [effetto
miorilassante della xilazina (protocollo anestesjido)

e della nicardipina (protocollo PM).

ap C - Immagine tratta da una visione endoscopica-intra
ciecale che mostra l'apertura detlapilla ilealis durante

il passaggio di materiale liquido dall'ileo alladsadel
cieco.

papilla flealis
caecum

“»

D — Iniezione di tracciante retrograde neuronalenEia
parete della ICJ tramite microsiringa Hamilton.

. "MP
I SMP

250

20 |

150 1

100
| I
gl I l B l SV
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Fig 2 - Il grafico mostra il numero di neuroni marcati RBI plesso mio enterico (MP) e sub-mucosale (SMRjati
in aree di preparativholemountdi 2 cnf contati a diverse distanze dal sito di iniezioBg Sono stati contati 438
neuroni nel MP e 635 neuroni nel SMP. Questi dafferiscono al soggetto di 2,5 anni nel qualesstate osservate
le proiezioni maggiori.
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ChAT-IR] A”

Fig 3 - Immunoreattivitd (IR) pecholine acetyltransferaséChAT)-, nitric oxide synthasénNOS)-, neurofilament
(NF)- nei neuroni del plesso mio-enterico (MP) nagéirdB in modo retrogrado dopo [liniezione del timte
fluorescente a livello della IGJ

A-A" — Criosezioni in cui la stella indica i neuronil d¢P (A) marcati FB, a 4-6 cm dal sito di inieziodel FB,
fortemente ChAT- (A’) e nNOS-IR (A”).

B-B” — Criosezioni in cui la stella indica 2 neuroni 8P (B) marcati FB coesprimenti NF- (B’) e nNOS-(R").
Scala A-B"= 50pum.

C-C” — Preparazioneholemountn cui la stella indica neuroni (C) marcati FB @sgenti NF-IR (C’), ma non nNOS-
IR (C"), con fibre Dogiel di tipo Il ed allocati -8 cm dal sito di iniezione del FB. Le stelleicaho 2 neuroni FB- e
NF-negativi con morfologia Dogiel di tipo I. La 8gepiu piccola indica un neurone FB-negativo,nfa- ¢ nNOS-IR
con morfologia Dogiel di tipo I. Scala C-C’ = 1(fn.
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TERZA FASE DELLO STUDIO: CONTROLLO NERVOSO ESTRINSECO (COMPONENTE SIMPATICA) NEL
TRATTODISTALE DI ILEO ENELLA ICJ

FB+CGRP-IR

FB+nNOS-IR | D FB+nNOS-IR | E FB+CGRP-IR

FB+TH-IR ' FB+TH-IR
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Fig. 1

A-A’-A” — Neuroni del ganglio celiaco (CG) FB-positii)( che esprimono TH-IRA') ed FB-positivi CGRP-IR
(A”). ScalaA-A’-A” =50 um

B-B’ —Neuroni del ganglio mesenterico craniale (CMG) iesenti TH-IR B) e NPY-IR 8”). ScalaB-B’ = 100 um
C-D - Neuroni del ganglio mesenterico craniale (CMG) isenti FB-positivita e nNOS-IR. ScaaxD = 50 um

E - Neuroni del ganglio mesenterico caudale (CaudM@jieenti FB-positivita e CGRP-IR. Scata= 50 um

F-F' — Espressione di FB-positivita e TH-IR da parteelironi del plesso mio enterico (M) € neuroni del plesso
sottomucoso (SMPX(). ScalaF-F' = 50 pm

G-G’ — Neuroni del plesso sottomucoso (SMP) esprimftiR (G) e NPY-IR G’). ScalaG-G’ = 100 pm

H-H-H” — Neuroni dei gangli delle radici dorsali mardal (H), esprimenti CGRP-IRH’) e SP-IR " ). ScalaH-
H-H” =50 um

I-I'-1" - Neuroni dei gangli delle radici dorsali marcati AR, esprimenti NNOS-IRI'() e NF200-IR [’ ). Scalal-I'-
" =50 um

Scala (A-A’) = 100 pm; Scala (B-F’) = 50 pm
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