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1. Introdução 

Os distúrbios da motilidade intestinal são responsáveis por 3 a 5% das consultas 

médicas em pediatria e impõem impacto significativo na qualidade de vida dos pacientes, 

podendo gerar implicações inclusive na vida adulta (Gfroerer & Rolle, 2015). A maioria 

dessas condições é de origem funcional, mas cerca de 5% dos casos estão relacionados a 

alguma causa orgânica potencialmente identificável. Dentre estas, merece destaque o grupo 

heterogêneo de malformações congênitas do sistema nervoso entérico, conhecido como 

disganglionoses intestinais, do qual fazem parte a Doença de Hirschsprung (DH) e a Displasia 

Neuronal Intestinal (DNI) (Kapur, 1999; Montedonico et al., 2011; Gfroerer & Rolle, 2015; 

Westfal & Goldstein, 2017). 

A Displasia Neuronal Intestinal do tipo B (DNI-B) é uma entidade controversa dentre 

as patologias neuromusculares gastrointestinais, pois alguns autores chegaram a considerar 

que ela não represente uma condição clínica, apesar de suas alterações histopatológicas 

específicas. Neste sentido, a DNI-B seria considerada como uma variante da normalidade ou 

um fenômeno secundário induzido por obstrução ou inflamação do trato gastrointestinal (Puri 

2012; Gfroerer & Rolle, 2015). Outros autores a consideram como uma variante da DH, pois 

possui sintomas clínicos semelhantes, apesar da presença abundante de células ganglionares 

nos plexos nervosos do sistema nervoso entérico (Friedmacher & Puri, 2013). 

Em meio a estas controversas, a DNI-B é definida atualmente como uma alteração 

patológica do plexo submucoso de intestino, com etiologia ainda não totalmente esclarecida e 

que se manifesta clinicamente por obstrução intestinal ou constipação intestinal crônica, 

comumente grave (Skába et al., 2006; Seo, 2007; Bruder & Meier-Ruge, 2007; Knowles et 

at., 2010; Friedmacher & Puri, 2013; Lourenção et al. 2016). Apesar da intensa investigação 

científica realizada desde sua primeira descrição, ainda existem inúmeras indefinicões no que 

diz respeito a sua etiopatogenia, critérios diagnósticos e condutas terapêuticas (Meier-Huge et 

al., 2006; Holschneider et al., 2008; Schäppi et al., 2013). 
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2. Aspectos Históricos 

O termo Displasia Neuronal Intestinal surgiu em 1970, quando Nezelof e 

colaboradores descreveram três casos de megacólon associado a hiperplasia dos plexos 

nervosos mioentéricos (Nezelof et al., 1970). Em 1971, William Meier-Ruge apresentou a 

primeira descrição formal da DNI, em pacientes que com os mesmos sintomas da DH, mas 

que apresentavam células ganglionares na submucosa intestinal (Meier-Ruge, 1971). Ao 

longo dos anos, outras alterações histopatológicas foram descritas, tais como a hiperplasia dos 

plexos submucosos e mioentéricos com formação de gânglios gigantes, hipoplasia ou aplasia 

da inervação simpática do plexo mioentérico, moderada elevação da atividade da 

acetilcolinesterase nas fibras dos nervos parassimpáticos da lâmina própria e muscular 

circular, e em alguns casos, a presença isolada de células ganglionares na lâmina própria e 

entre as fibras musculares da muscular da mucosa (Schofield & Yunis, 1991). 

Em 1991, a partir das discussões do Consensus of German Pathologists, Borchard e 

Meier- Ruge propuseram um guideline para o diagnóstico de DNI-B, com base na análise 

histopatológica de biópsias da parede retal, composto por dois critérios obrigatórios: 

hiperplasia do plexo submucoso e aumento na atividade de acetilcolinesterase (Ache) nas 

fibras nervosas em torno de vasos sanguíneos submucosos; e dois critérios complementares: 

heterotopia neuronal e aumento da atividade de Ache na lâmina própria (Borchard et al., 

1991; Puri, 1997; Cord-Udy et al, 1997; Puri, 2003). 

Ainda na década de 90, novos critérios diagnósticos foram propostos, dando maior 

importância a necessidade de identificação de gânglios gigantes na submucosa, definidos pela 

presença de um número mínimo de células ganglionares, que variam de 6 a mais de 10 por 

gânglio (Schofield & Yunis, 1991; Moore et al., 1994; Meier-Ruge, 1995; Kobayashi et al., 

1995; Holschneider et al., 2008; Mahesha et al., 2008). Em 2004, Meier-Ruge e colaboradores 

propuseram um critério quantitativo para o diagnóstico histopatológico da DNI-B, definido 

pela presença de ao menos 20% de gânglios nervosos gigantes na submucosa, com mais de 8 

células ganglionares em cada um, em um mínimo de 25 gânglios submucosos que devem ser 

analisados. Esses critérios exigem a realização de cortes de congelação que são submetidos a 

um painel histoquímico específico composto por lactato desidrogenase, succinil 

desidrogenase e óxido nítrico sintase (Meier-Ruge et al., 2004; Meier-Ruge et al., 2006). 
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Estas frequentes alterações nos critérios diagnósticos da DNI-B, durante as últimas 4 

décadas, causaram não apenas confusão, mas um certo ceticismo sobre a existência desta 

doença (Schäppi et al., 2013). Nas publicações mais recentes, o principal debate vem sendo 

representado pela indefinição quanto à relação causal entre achados histopatológicos e 

sintomas clínicos, essencial para que a DNI-B possa ser definida como uma doença específica 

(Mondragón & Reyes- Múgica, 2006; Lourenção et al., 2016;). Há, também, consenso sobre a 

necessidade de novas pesquisas que esclareçam as incertezas sobre o diagnóstico, a 

fisiopatologia e as características morfológicas e clínicas da DNI-B (Schäppi et al., 2013; 

Friedmacher & Puri, 2013; Martucciello et al., 2005). 
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3. Classificação 

Fadda et al. (1983) classificaram a DNI em dois subtipos distintos, de acordo com 

características clínicas e histológicas. A DNI do tipo A (DNI-A) é uma condição 

extremamente rara, responsável por menos de 5% dos casos, caracterizada por hipoplasia ou 

aplasia congênita da inervação simpática do intestino. Tipicamente se apresenta de forma 

aguda no período neonatal, com prognóstico ruim, e é caracterizada pela presença de 

distensão abdominal, vômitos, episódios de diarréia com aspecto hemorrágico, podendo 

apresentar tendência a espasticidade do cólon e obstrução intestinal (Csury & Peña, 1995; 

Kapur, 2003; Puri, 2012; Friedmacher & Puri, 2013). O aumento moderado da atividade da 

acetilcolinesterase (Ache) nos nervos parassimpáticos foi o motivo pelo qual a denominação 

DNI foi adotada para estes casos. A inervação simpática está diminuída em diferentes graus e, 

por isso, Meier-Ruge & Bruder (2005) a consideram como um tipo de enterocolite necrosante, 

causada pela imaturidade do sistema nervoso simpático do cólon distal. A ausência de 

sinapses simpáticas dentro dos gânglios dos plexos mioentéricos e o consequente aumento do 

tônus parassimpático são considerados os causadores dos espasmos focais do cólon. Produção 

diminuída de muco e diminuição do aporte de sangue parecem ser os principais fatores para 

aparecimento da enterocolite (Meier-Ruge & Bruder, 2005; Lourenção et al., 2016). 

A DNI-B é responsável por mais de 95% dos casos e, por isso, é considerada, por 

muitos autores, como sinônimo de DNI. É caracterizada por hiperplasia do plexo 

parassimpático submucoso. Achados histológicos típicos são a hiperganglionose, gânglios 

gigantes, células ganglionares ectópicas e aumento da atividade da Ache na lâmina própria e 

ao redor dos vasos sanguíneos da submucosa. Os sintomas são parecidos com os da DH, 

sendo a constipação intestinal, com diferentes graus de gravidade, a característica mais 

marcante, podendo inclusive desenvolver megacólon. Geralmente mais tardia que a DNI-A, a 

DNI-B apresenta-se clinicamente, na maioria das vezes, entre os 6 meses e os 6 anos de idade. 

DNI-B pode ocorrer de forma isolada ou em associação com a DH (Csury & Peña, 1995; 

(Kapur, 2003; Puri, 2012; Friedmacher & Puri, 2013). 
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4. Epidemiologia 

A DNI-B tem incidência estimada de 1 para cada 7500 nascimentos. No entanto, a 

taxa da doença isolada é extremamente variável nos diversos estudos publicados, de 0,3% a 

40% de todas as biópsias retais por sucção (Friedmacher & Puri, 2013). É considerada por 

alguns autores como a segunda anomalia de inervação intestinal mais comum, ficando atrás 

somente da DH (Gronero-Cendón et al., 2007). A casuística dos pacientes com DH que 

apresentam concomitantemente DNI-B também é variável, com taxas entre 6% a 44%, e está 

associada à manutenção de sintomas obstrutivos intestinais, mesmo após o tratamento 

cirúrgico da DH (Meier-Ruge et al., 2006; Matias, 2011; Montedonico et al., 2011). 

Esta grande variação na incidência demonstrada nos estudos pode ser justificada pela 

falta de consenso sobre os critérios diagnósticos da DNI-B (Holschneider et al., 2008; 

Friedmacher & Puri, 2013) e pelas diferenças consideráveis presentes nas metodologias 

utilizadas para análise laboratorial das biópsias de reto, para as técnicas de amostragem de 

células ganglionares e para a interpretação das características histológicas (Swaminathan et 

al., 2015). 

Taguchi et al. (2014) analisou dados de 161 instituições japonesas de gastroenterologia 

e de cirurgia pediátrica, no período de janeiro de 2000 a dezembro de 2009, e encontrou 355 

pacientes com “desordens relacionadas a DH”. Destes, 13 pacientes haviam recebido o 

diagnóstico de DNI-B com base nos critérios histopatológicos habitualmente utilizados, mas 

apenas 4 pacientes eram capazes de contemplar os critérios quantitativos mais recentemente 

proposto por Meier Ruge et al. (2004). 

Também podemos observar que a DNI-B tem distribuição geográfica irregular sendo 

mais comum o diagnóstico em países europeus. Isso pode ser explicado, de certa forma, pela 

maior parte dos artigos publicados serem provenientes desse continente (Schimpl et al., 2004). 
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5. Fisiopatologia 

A DNI-B é considerada uma malformação do sistema nervoso entérico, limitada ao 

plexo submucoso do cólon, cuja etiologia ainda é pouco conhecida (Meier-Ruge et al., 2006). 

Algumas hipóteses vêm sendo elaboradas para explicar sua fisiopatologia, mas nenhuma delas 

ainda é amplamente aceita (Martucciello et al., 2005; Holschneider et al., 2008). 

O sistema nervoso entérico tem seu desenvolvimento embriológico a partir dos tecidos 

derivados da crista neural. Alterações primárias, determinadas geneticamente podem exercer 

influência nesse desenvolvimento, levando às alterações que caracterizam a DNI-B 

(Holschneider et al., 2008). Essa hipótese encontra sustentação pela associação entre DNI-B e 

outras doenças genéticas intestinais e extra-intestinais (Berger et al.; 1998; Martucciello et al., 

2002; Corduk et al., 2007). No entanto, associações entre DNI-B e mutações em genes que 

afetam o desenvolvimento do sistema nervoso entérico, como por exemplo o RET, o GDNF, 

o EDNRB e o EDN3 permanecem confusas e foram demonstradas apenas em estudos 

experimentais com animais. Apenas algumas combinações de polimorfismos de nucleotídeos 

únicos no proto-oncogene RET foram identificadas em pacientes com IND-B (Moore, 2017).  

Alguns autores consideram a DNI-B como uma resposta adaptativa do sistema 

nervoso entérico a fenômenos obstrutivos ou inflamatórios intestinais, ocorridos no período 

fetal, perinatal ou pós-natal. Há relatos de achados morfológicos sugestivos de DNI-B em 

áreas de intestinos imediatamente acima de atresias intestinias, prolapsos de mucosa retal, 

ânus imperfurado, enterocolite necrosante (Schofield & Yumis, 1991; Lumb & Moore, 1998; 

Koletzko et al., 1993; Sacher et al., 1993; Holschneieder et al., 1994; Csury e Penã, 2005;  

Zorenkov et.al, 2011;). Estas respostas secundárias a obstrução ou inflamação foram estudas 

experimentalmente por diversos autores e seus resultados também são conflitantes (Pickard et 

al., 1981; Moore et al., 1993; Gálvez et al., 2004;). Moore et al. (1993), em um modelo de 

obstrução intestinal parcial de cólon em ratos, mostrou de maneira inesperada, uma 

diminuição do número de células ganglionares em comparação ao grupo controle, que acabou 

sendo justificada pelo aumento do diâmetro do cólon devido a distensão de sua parede. Já 

Gálvez et al. (2004) em modelo de obstrução intestinal crônica em ratos, demostrou alterações 

histopatológicas compatíveis com DNI-B. 

Como já visto, existe uma associação comum entre DH e DNI-B e, nesses casos, os 

segmentos proximais à obstrução do cólon agangliônico apresentam características 
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histopatológicas de DNI-B. Tais alterações poderiam, desta forma, serem justificadas tanto 

pelas alterações primárias de origem embriológica do sistema nervoso entérico, quanto pelas 

alterações secundárias em resposta a obstrução intestinal (Briner e al., 1986; Berry, 1993; 

Berger et al., 1998; Schmittenbecher et al., 1999; Kobayashi et al., 2004; Holschneider et al., 

2008). 

Alguns autores, por sua vez, sugeriram que as alterações observadas na DNI-B possam 

representar uma variante do desenvolvimento normal do intestino (Friedmacher & Puri, 

2013). Com o avançar da idade, são observados aumento do tamanho das células ganglionares 

e diminuição de seu número por plexo (Schofield & Yunis, 1991; Meier-Ruge et al., 1995; 

Cord-Udy et al., 1997; Koletzko et al., 1999; Coerdt et al., 2004). Estes achados podem estar 

relacionados a um processo fisiológico de maturação, que envolve apoptose de componentes 

do sistema nervoso entérico (Meier-Ruge et al., 2004, 2006). Schimpl et al. (2004) analisaram 

retrospectivamente 105 pacientes com DNI-B. Sessenta e dois porcento destes pacientes 

tinham menos de 6 meses de idade, 31% tinham entre 6 e 12 meses e apenas 8% dos pacientes 

se apresentavam mais de 1 ano de idade. Estes resultados poderiam indicar um processo de 

maturação do sistema nervoso entérico, que foi retardado patologicamente, ou a uma 

anormalidade do desenvolvimento do sistema nervoso intestinal com normalização 

espontânea com o decorrer da idade. 

Outro ponto de discussão em relação a DNI-B é a relação causa-efeito, não ficando 

claro se a sintomatologia observada nos pacientes tem relação direta com achados 

histopatológicos. Na maioria dos casos o diagnóstico é estabelecido em pacientes com quadro 

de constipação intestinal, submetidos à biópsia retal para afastar o diagnóstico de DH 

(Holschneider et al., 2008). Entretanto, em um estudo realizado por Coerdt et al. (2004), 36 

crianças assintomáticas, que tiveram seus cólons analisados por outros motivos, tiveram 

achados histopatológicos característicos de DNI-B. Outros estudos também não conseguiram 

demonstrar correlação entre achados histopatológicos, os sintomas clínicos e alterações 

radiológicas e manométricas (Schärli, 1992; Koletzko et al., 1993; Ure et al., 1994; Cord-Udy 

et al., 1997). 

Bosman et al. (2001) investigando 17 pacientes com diagnóstico de DNI-B e os 

comparando a pacientes normais, puderam observar, além das alterações habituais da DNI-B, 

um aumento significativo da NO sintase, enzima responsável pela síntese de óxido nítrico, 

que é um neurotransmissor capaz de induzir o relaxamento do músculo liso. Portanto, fizeram 
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a hipótese de que superprodução de óxido nítrico desempenha papel na patogênese da pseudo-

obstrução intestinal secundária à DNI-B. 

Por tudo isso, alguns autores ainda não consideram a DNI-B como uma entidade 

clínica verdadeira, mas uma alteração histopatológica do sistema nervoso entérico que pode 

apresentar ou não repercussões clínicas (Berry, 1993; Martucciello et al., 2005; Mondragón & 

Múgica, 2006). 
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6. Quadro Clínico 

A maioria dos pacientes com DNI-B apresenta-se com constipação intestinal crônica, 

associada ou não à distensão abdominal. A obstrução intestinal é o sintoma clínico mais 

característico em lactentes e crianças mais jovens (Friedmacher & Puri, 2013). Montedonico 

et al. (2002) buscaram identificar os sintomas clínicos específicos apresentados por pacientes 

com DNI-B e correlaciona-los à severidade dos achados histopatológicos. Um dos padrões 

clínicos identificados foram crianças, menores de 1 ano de idade, com história de constipação 

intestinal e distensão abdominal, mimetizando a DH. A obstrução intestinal foi o sintoma 

clínico mais presente, sem formação de fecaloma. 

Atraso na eliminação do mecônio, distensão abdominal, vômitos e dificuldade de 

alimentação podem aparecer nos primeiros dias de vida (Pini-Prato et al., 2007). Parte desses 

pacientes pode manter os sintomas ao longo da vida, evoluindo constipação intestinal grave, 

refratária aos diferentes tipos de tratamento clínico (Schmittenbecher et al., 2000; Gillick et 

al., 2001; Mattioli et al., 2004). Por outro lado, alguns pacientes com constipação intestinal 

podem apresentar melhora dos sintomas após os 4 anos de idade, o que favorece a hipótese de 

maturação do sistema nervoso entérico nos primeiros anos de vida. Além disso, os achados 

histopatológicos que caracterizam a DNI-B também podem desaparecer nos pacientes com 

este tipo de evolução clínica (Meier-Ruge et al.,2006). 

Embora raros, sintomas graves como episódios de enterocolite, obstrução intestinal, 

volvo intestinal e intussuscepção intestinal também são descritos como complicações da DNI-

B (Sacher et al., 1991; Montedonico et al., 2002; Peng et al., 2011; Jáquez-Quintana et al., 

2013). 

Publicações recentes vêm demonstrando um número crescente de casos de DNI-B em 

adultos, alguns apresentando sintomas de constipação desde a infância e outros com início 

tardio dos sintomas (Voderholzer et al.; 2000; Vijayaraghavan et al., 2006; Vougas et al., 

2014). Complicações graves relacionadas a DNI-B em adultos também já foram descritas, 

como pseudo-obstrução intestinal crônica e obstrução intestinal aguda. (Bañares et al., 2014; 

Sanclemente et al., 2014; Vougas et al., 2014). 
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7. Diagnóstico 

A suspeita clínica de disganglionose intestinal, incluindo a DNI-B, se faz na presença 

de sinais e sintomas como eliminação tardia do mecônio, distensão abdominal com sinais de 

obstrução ou suboclusão intestinal e constipação intestinal grave (Gil-Vernet et al., 2006). 

Estes pacientes devem ser investigados para possíveis causas orgânicas de constipação 

intestinal, particularmente a DH, que é a mais prevalente das disganglionoses intestinais 

(Tabbers et al., 2014). Sendo assim, os exames habitualmente utilizados na investigação da 

DH, tais como enema opaco, manometria anorretal e biópsia, também acabam sendo 

realizados nos pacientes com diagnóstico de DNI-B (Gil-Vernet et al., 2006; Wu et al., 2013). 

A maioria dos pacientes com DNI-B não exibe nenhuma característica radiológica 

específica nos exames de enema opaco, habitualmente apresentando apenas dilatação do reto 

e sigmóide, achado típico de pacientes com constipação intestinal. Podem apresentar, 

também, dilatação de segmentos proximais do cólon, de forma semelhante ao que acontece na 

DH (Gil-Vernet et al., 2006; Puri, 2012). Li et al. (2013), por sua vez, demonstraram que a 

ingestão de farinha de bário com avaliação radiológica sequencial teria a vantagem de testar 

as capacidades de transferência gastrointestinal e encontrar mudanças fisiológicas e 

patológicas simultaneamente, podendo contribuir para investigação diagnóstica de pacientes 

com DNI-B. 

Na manometria anorretal, o reflexo esfincteriano também é inespecífico, podendo estar 

presente, ausente ou com morfologia atípica (De Lorink et al., 2006; Gil-Vernet et al., 2006; 

Friedmacher & Puri 2013). No entanto, Guo et al. (2008), analisaram os reflexos 

esfincterianos de 17 pacientes com diagnóstico histopatológico de DNI-B, comparados a 

pacientes com constipação funcional, e observaram que 10 pacientes com DNI-B 

apresentaram 2 formas específicas de ondas de reflexo (em forma de “W” ou de “U”), que não 

foram observadas em nenhum dos pacientes com constipação funcional. Desta forma, estes 

autores sugerem que a manometria anorretal possa contribuir na triagem de pacientes com 

DNI-B. Meier-Ruge et al. (2006), por outro lado, consideram a ausência de reflexo inibitório 

retoanal como característica da DNI-B. Essa ausência de reflexo tende a desaparecer com o 

tempo e pode indicar atraso da maturação do sistema nervoso entérico (Meier-Ruge et al., 

2006). 
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O diagnóstico da DNI-B depende fundamentalmente da análise histopatológica de 

biópsias do reto (Friedmacher & Puri 2013; Schäppi et al., 2013). No entanto, os critérios para 

o diagnóstico histopatológico vêm mudando ao longo dos anos, o que dificulta a prática 

clínica e a comparação de estudos realizados (Meier-Ruge et al., 2006). Os critérios 

diagnósticos mais recentemente propostos são quantitativos e foram definidos por Meier-

Ruge et al. (2004). Dependem de um aumento relativo da densidade de gânglios submucosos 

gigantes. Um gânglio gigante é definido como aquele que contenha mais do que 8 células 

nervosas. Além disso, mais de 20% dos gânglios do plexo devem ser gigantes. Um número 

mínimo de 25 gânglios submucosos deve ser analisado, e esses critérios devem ser aplicados 

somente para crianças maiores de 1 ano de idade (Meier-Ruge et al., 2004, 2006). Como o 

diagnóstico depende de dados quantitativos, que são afetados por variáveis técnicas, 

recomenda-se que todo o processo laboratorial seja altamente padronizado. A biópsia deve ser 

adequada, a fim de se obter quantidade suficiente de tecido submucoso para análise, e os 

cortes de congelação devem ter 15µm de espessura, e serem submetidos a um painel 

histoquímico específico, composto por lactato desidrogenase, succinil desidrogenase e óxido 

nítrico sintase (Meier-Ruge et al., 2004, 2006). 

No entanto, apesar de estes critérios terem sido aceitos pela comunidade científica, 

pouco são os relatos de grandes séries que o utilizaram (Taguchi et al., 2014). A necessidade 

de material a fresco e de colorações histoquímicas específicas, com disponibilidade restrita a 

alguns centros, são limitações que dever ser consideradas (Lourenção, et al. 2016). Também é 

incerto se esses critérios podem ser aplicados nas seções histológicas de 5µm de espessura, 

em material incluído em parafina, utilizados na análise histológica padrão da hematoxilina e 

eosina (H&E) e para métodos imunohistoquímicos (Schäppi et al., 2013; Meier-Ruge et al., 

2006). Terra et al. (2016) testaram a aplicabilidade dos critérios estabelecidos por Meier-Ruge 

et al. (2004), analisando peças cirúrgicas de 29 pacientes com diagnóstico de DNI-B 

estabelecido previamente pelos critérios do Consenso de Frankfurt (1990), em cortes 

histológicos processados para histologia convencional pela H&E. Apenas 1 paciente 

completou os critérios diagnósticos numéricos, fazendo com que os autores chegassem a 

conclusão de que os critérios numéricos recomendados para cortes de 15µm, corados por 

painéis histoquímicos específicos, apresentam aplicabilidade limitada quando transposto a 

análise histológica convencional.  
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Muitas outras técnicas de coloração têm sido aplicadas na investigação das 

disganglionoses intestinais. A Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo Fosfato-diaforase 

(NADPH-d), a molécula de adesão celular neural (NCAM/CD56), o c-kit (tyrosine-protein 

kinase kit ou CD117), o produto do gene da proteína 9.5 (PGP9.5), a proteína S-100 e a 

sinaptofisina tiveram o perfil de expressão investigados em pacientes com DNI-B, mas os 

seus padrões de expressão ainda não foram determinados, dificultando a utilização destes 

métodos na prática clínica (Krammer et al., 1994; Kobayashi et al., 1997;Miyazaki et al., 

1998; Nogueira et al., 2001; Rolle et al., 2007; Geramizadeh et al., 2013). 
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8. Tratamento 

A tendência atual é a de que os pacientes com diagnóstico de DNI-B sejam 

inicialmente tratados conservadoramente, através do uso de enemas e medicações laxativas. 

Grande parte dos pacientes apresenta adequada resposta a este tipo de tratamento 

(Friedmacher & Puri 2013). Skába et al. (2006) referem sucesso em mais de 50% dos 

pacientes tratados clinicamente.  Em pacientes com quadros graves de constipação ou de 

obstrução intestinal, pode ser necessária a realização de uma colostomia temporária (Meier-

Ruge et al., 2006). 

Pacientes que mantém sintomas refratários após no mínimo 6 meses de tratamento 

clínico adequado, podem ser candidatos a terapêuticas mais invasivas. A miectomia do 

esfíncter anal interno e a aplicação de toxina botulínica no esfíncter anal interno são opções 

descritas na literatura e que podem apresentar resultados satisfatórios (Puri, 2003, 2012; Di 

Lorenzo & Youssef, 2010; Friedmacher & Puri, 2013). As ressecções segmentares do cólon 

são raramente necessárias em crianças, ficando restritas a casos específicos. Já no adulto com 

diagnóstico de DNI-B podem ser consideradas como opções de tratamento (Meier-Ruge et al., 

2006; Friedmacher & Puri, 2013).  

Existem muitos relatos de casos clínicos que descrevem pacientes submetidos à 

colectomias parciais para DNI-B isolada. Os resultados são variáveis, podendo ocorrer 

melhora dos sintomas obstrutivos após a cirurgia. Na maioria destes relatos, não é claro como 

o limite cranial para a ressecção cirúrgica foi escolhido, nem se a DNI-B foi restrita ao 

intestino ressecado.  Além disso, naõ há estudos bem controlados comparando cirurgia e 

tratamento conservador (Maier-Ruge et al., 2006). Friedmacher & Puri (2013) reforçam que a 

indicação para a cirurgia não deve ser determinada apenas pelos achados histopatológicos, 

mas deve considerar principalmente os sintomas e a evolução clínica apresentada pelo 

paciente.  

Na presença de associação entre DH e DNI-B, a regra básica é a ressecção do 

segmento agangliônico do cólon. A taxa de complicações pós-operatórias, comparando 

pacientes com DH isolada e com DH associada à DNI-B, são quase as mesmas, sendo a 

constipação intestinal a mais frequente. Alguns estudos demonstram que esta constipação 

intestinal pós-operatória pode ser autolimitada, mantendo-se por apenas alguns meses (Meier-

Ruge et al., 2006). 
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9. Aspectos Genéticos 

Os eventos moleculares e celulares que regulam a colonização do intestino pelas 

células da crista neural ainda estão sendo elucidados (Kapur, 1999; Friemacher & Puri, 2013). 

Em vista disso, a base genética da DNI-B também é pouco conhecida e, até o momento, não 

foram identificadas alterações genéticas específicas. Os relatos de ocorrência familiar de DNI-

B suportam a teoria de que deve haver um componente genético envolvido na sua 

etiopatogenia (Friedmacher &Puri, 2013). Foram descritos casos de gêmeos monozigóticos 

afetados pela doença e famílias cujos membros tiveram o diagnóstico histopatológico de DNI-

B, ao longo de algumas gerações (Kobayashi et al.1996; Costa et al., 2000; Fernández et al., 

2009). 

A comum associação entre DNI-B e a DH reforça a hipótese de que os genes e 

mecanismos moleculares responsáveis pela DH possam estar envolvidos na gênese da DNI-B 

(Gath et al., 2001; Tou et. al 2006). O mapeamento genético em famílias com DH e a análise 

mutacional de genes candidatos levaram a identificação de pelo menos 7 genes que 

contribuem para o risco de DH (Kapur, 1999; Gath et al., 2001). Esses genes têm sido 

investigados na busca por potenciais mutações que possam estar relacionadas também à DNI-

B. 

O proto-oncogene RET codifica um receptor de tirosina-cinase presente na superfície 

celular e que é expresso no estágio inicial da embriogênese e desempenha papel central na 

diferenciação do sistema nervoso periférico e do sistema excretor (Tou et al. 2006; Matias, 

2011). As mutações do RET constituem a alteração genética mais frequentemente observada 

em pacientes com DH, variando entre 0% a 50% em casos esporádicos (Gath et al., 2001). 

Gath et al. (2001) investigaram mutações nas regiões codificantes dos genes RET, 

GNDF, EDNRB e EDN3. Os pacientes foram divididos em 3 grupos: 29 pacientes com DH 

esporádica, 20 pacientes com DNI-B e 12 pacientes com DH associada à DNI-B. Somente 3 

mutações RET foram detectadas em pacientes com DH. Em pacientes com DNI-B ou com 

associação DH + DNI-B não foram encontradas mutações nesses genes, sugerindo que estas 

duas doenças possam ser geneticamente distintas. Tou et al. (2006) investigaram as mutações 

no RET em pacientes chineses com DH e DNI-B.  Foram avaliados 30 pacientes com DH, 20 

pacientes com DNI-B, 18 pacientes apresentavam a associação entre DH e DNI-B e 20 

pacientes sem as duas doenças (grupo controle). Através de amostras de sangue periférico, 



Capítulo I – Revisão da Literatura     28 

 

 
 

que tiveram seu DNA genômico extraído e que foram submetidas à análise de reação em 

cadeia da polimerase (PCR), os autores identificaram 8 mutações em pacientes com DH e 

com DH + DNI-B. Nenhuma mutação foi encontrada em pacientes com DNI-B e nos 

pacientes do grupo controle, o que sugere que a mutação do proto-oncogene RET está 

envolvida na etiopatogenia da DH e que a DNI-B deve realmente ser uma entidade clínica e 

genética distinta. Por outro lado, Fernández et al. (2009) investigaram a região de codificação 

do RET e 8 polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs) em 23 pacientes com DNI-B e em 

30 pacientes com DH associada à DNI-B. Foram identificadas várias mutações RET nos 

pacientes e algumas diferenças na distribuição dos SNPs entre os grupos de estudo, sugerindo 

um envolvimento do gene RET na patogênese da DNI-B, embora por mecanismos 

moleculares diferentes dos relacionados à DH.  

A PTEN (phosphatase and tensin homolog) é uma proteína crítica para o controle do 

crescimento celular, proliferação e morte de células do sistema nervoso entérico. Puig et al. 

(2009) demonstraram que a perda da PTEN (Phosphatase and tensin homolog), deletada no 

cromossomo 10, pode levar à interrupção do desenvolvimento do sistema nervoso entérico em 

ratos, causando hiperplasia e hipertrofia, com um fenótipo semelhante a ganglioneuromatose, 

resultante do aumento da atividade da via de sinalização PI3K/PTEN-AKN-S6K. Os autores 

evidenciaram, também, alguns casos de pessoas com ganglioneuromatose e pseudoobstrução 

intestinal crônica que apresentavam a expressão anormalmente baixa de PTEN, com 

fosforilação de S6 aumentada. O’Donnell & Puri (2011), por sua vez, demonstraram redução 

acentuada de PTEN nos plexos submucosos e mioentéricos de pacientes com DNI-B e 

propuseram que a deficiência de PTEN possa interromper a via química associada à 

proliferação e ao desenvolvimento de células que formam os gânglios nervosos maduros e, 

assim, causar disfunção da motilidade intestinal.  

A DNI-B vem sendo descrita, também, em associação com outras anomalias 

congênitas, como a má rotação intestinal e a neoplasia endócrina múltipla do tipo 2 (NEM 2) 

(Rintala et al., 1989; Martuciello et al. 1994, 2002; Ure et al., 1994). Van der Welf et al. 

(2012) relataram os casos de dois gemelares, de uma família turca, que apresentavam 

associação de DNI-B e síndrome do intestino curto congênito. Esses pacientes possuíam uma 

mutação do gene CLMP (coxsackie and adenovírus receptor-like membrane protein) que é 

essencial para o desenvolvimento intestinal e possui expressão relacionada à adesão juncional 

molecular.  
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Alguns modelos experimentais de DNI-B vêm sendo descritos, a partir de animais 

com determinadas alterações genéticas. O Hox11L1 é um gene envolvido na proliferação e 

diferenciação de células da crista neural periférica. Ratos com supressão de Hox11L1 

desenvolvem megacólon com idade entre 3 e 5 semanas, com fenótipo semelhante ao 

observado em humanos com DNI-B, nas avaliações histológica e imunohistoquímica 

(Fernández et al, 2009; Friemacher & Puri, 2013). Outro modelo experimental envolve o gene 

Ncx, necessário para a morte de células neuronais entéricas, sendo fundamental para o 

desenvolvimento adequado da motilidade gastrointestinal, uma vez que intestinos 

hiperganglionares estão relacionados à dismotilidade (Kato et al., 2009). Kato et al. (2009) 

examinaram a maturidade dos neurônios entéricos de ratos Ncx -/- através de PSA-SCAM 

(polysialylated neural cell adhesion molecule) e encontraram imaturidade destas células, 

sugerindo que o desenvolvimento de megacólon em camundongos Ncx -/- possa estar 

relacionado à persistência de neurônios imaturos no cólon proximal. Ratos Ncx -/- apresentam 

sinais típicos de DNI-B no íleo, ceco e cólon proximal, independente da associação de 

megacólon (Kobayashi, et al. 2007). No entanto, o rastreio mutacional destes dois genes em 

humanos não demonstrou mutações em pacientes com DNI-B (Fernández et al, 2009; 

Friemacher & Puri, 2013).  

Outra via genética potencialmente relacionada à DNI-B é a do receptor de endotelina 

B (Puri, 2003). Um destes receptores, o EDN-3, tem função no desenvolvimento do sistema 

nervoso entérico de camundongos. Holland-Cunz et al. (2003) demonstraram que 

camundongos com deficiência heterozigótica deste receptor apresentam alterações 

histopatológicas compatíveis com DNI-B, apesar de não apresentarem sinais clínicos de 

dismotilidade intestinal. Estes achados não foram reproduzidos em humanos. Sánches-Mejiás 

et al. (2010) investigaram a hipótese de que a via de sinalização EDNRB/EDN-3 pudesse 

desempenhar papel na patogênese da DNI-B em seres humanos. Nenhuma das variantes 

encontradas pareceu desempenhar papel funcional na gênese da patologia, sugerindo que a 

DNI-B possa ter origem a partir do ganho de mutações de função em genes relacionados ao 

desenvolvimento do sistema nervoso entérico. 
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10. MicroRNA 

Em 1993, o primeiro microRNA (miRNA) foi descrito em um estudo sobre as fases 

evolutivas do nematóide Caenorhabditis elegans. Chamado de lin-4, não codificava nenhuma 

proteína, mas, sim, um par de pequenos RNAs. Esses RNAs apresentavam 

complementaridade a diversos sítios da região 3’ UTR do RNA mensageiro lin-14, regulando 

sua tradução e influenciando na fase de desenvolvimento do nematóide (He &Hannon, 2004; 

Yabuta, 2012; Souza, 2016).  Sete anos após a primeira descoberta, identificou-se um segundo 

miRNA, chamado de let-7. Esse outro gene heterocrônico codificava um RNA com 21 

nucleotídeos, temporariamente regulado, que controlava a transcrição e o desenvolvimento do 

estado larval L4 para fase adulta do verme (He &Hannon, 2004; Yabuta, 2012). Um ano mais 

tarde, homólogos desses RNAs foram encontrados em moluscos, ouriços do mar, moscas, 

camundongos e humanos. No entanto, eles não eram expressos nos diferentes estágios de 

desenvolvimento, sendo encontrados em tipos celulares específicos (He & Hannon, 2004; 

Yabuta, 2012).  

Atualmente muitos miRNAs foram descritos, atuando em diversos processos 

biológicos, mas acredita-se que existam muitos outros que ainda não foram identificados 

(Sandoval, 2011). O genoma humano contém, aproximadamente, 2.588 miRNAs já 

identificados e caracterizados quanto à sua sequência e função (Manchester- University, 2013; 

Kozomara & Griffiths-Jones, 2013; Bertoni et al., 2016).  Os miRNAs  são definidos como 

uma pequena família de RNAs endógenos, de fita simples, não codificadoras de proteínas, de 

aproximadamente 19 a 25 nucleotídeos, que regulam a expressão gênica através de repressão 

da tradução ou da degradação dos seus RNAs mensageiros (mRNAs) complementares, 

atuando em diversos mecanismos biológicos como diferenciação, proliferação, migração e 

apoptose (Ricarte Filho & Kimura, 2006; Costa & Pacheco, 2012;  Pan et al. 2013; Sergi et 

al., 2017).  

A biogênese dos miRNAs é um processo complexo, tendo início com a formação do 

microRNA primários (pri-miRNA), que é um transcrito primário longo, em forma de grampo, 

geralmente transcritos pela RNA polimerase II, a partir do DNA genômico (Figura 1). Os pri-

miRNAs são inicialmente processados no núcleo celular, sendo clivados por uma enzima 

chamada Drocha (ribonuclease III) e seu co-fator DGCR8 (DiGeorge syndrome critical 

region gene 8), gerando uma molécula precursora do miRNA maduro, chamada de pré-

miRNA, com cerca de 70 a 100 nucleotídeos (Ricarte Filho & Kimura, 2006; Sandoval 2011; 



Capítulo I – Revisão da Literatura     31 

 

 
 

Síbia, 2017). O pré-miRNA é transportando ao citoplasma pela proteína exportina-5 (Exp 5), 

onde a enzima Dicer (RNAse III), junto com o complexo TRBP (transactivating response 

RNA-binding protein), cliva a região do loop, dando origem a um RNA de fita dupla 

(dsRNA), de aproximadamente 22 nucleotídeos, que é incorporado a um complexo 

multimérico chamado RISC (RNA-induced silence complex), que incluem as proteínas 

argonautas como principais componentes. Apenas uma das fitas do RNA maduro permanece 

no complexo RISC. Os complexos de miRNA-RISC se ligam ao mRNA, regulando assim sua 

expressão e controlando a expressão pós transcricional de genes-alvo. A cadeia complementar 

do RNA maduro normalmente é liberada e degradada (Ricarte Filho & Kimura, 2006; 

Sandoval 2011; Síbia, 2017).  

 

 

 

Figura 1 - Esquema demonstrativo da formação de miRNAs. 

 

A fita do miRNA possui um monofostato 5’, um grupo hidroxila 3’ e dois 

nucleotídeos salientes na extremidade 3’. A regulação pós transcricional na região 3’ não-

traduzida depende do grau de complementaridade com o mRNA-alvo, podendo acontecer de 2 

maneiras, sendo inibição traducional ou degradação do mRNA (Ricarte Filho & Kimura, 

2006; Sandoval 2011;). Nos mamíferos, o processo que ocorre é o pareamento imperfeito com 
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o mRNA, acarretando na inibição traducional do alvo. Já nas plantas, a regulação ocorre 

principalmente através de ligações perfeitas, levando-o a degradação (Ricarte Filho & 

Kimura, 2006). 

 Por possuírem sequências pequenas e pela falta de necessidade de pareamento 

completo, um único miRNA pode controlar até 200 RNAs, apresentando funções totalmente 

diversas. Desta forma, os miRNAs constituem uma enorme e complexa rede regulatória de 

sinalização celular (Ricarte Filho & Kimura, 2006). Por isso, a expressão reduzida ou a 

superexpressão de um miRNA pode culminar com grandes disfunções celulares, 

consequentemente teciduais e sistêmicas (Costa & Pacheco 2012; Vargas & Stolf-Moreira, 

2013).  

Uma característica específica que torna os miRNAs alvos atrativos para estudos é sua 

estabilidade, sendo mais estáveis que os mRNA. Devido a esta estabilidade, sua expressão 

pode ser mais facilmente quantificada em amostras clínicas relevantes tais como plasma, soro 

e tecidos obtidos em cirurgias ou biópsias. Estes fatores indicam que os miRNAs podem 

constituir ferramentas promissoras para o diagnóstico, bem como moléculas potenciais para 

utilização no tratamento direcionado de diversas doenças como câncer, doenças crônico-

degenerativas, doenças inflamatórias e malformações congênitas (Bitarte et al., 2011; Liu et 

al., 2015; Cheug Ng et al., 2015; Souza, 2016; Sun et al., 2016; Síbia, 2017). Não 

identificamos nenhum estudo publicado que tenha investigado o perfil de expressão de 

miRNAs em pacientes com DNI-B. 
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Abstract 

 

Introduction: Intestinal Neuronal Dysplasia type B (IND-B) is a pathological entity 

characterized by abnormalities in the submucous nerve plexuses of the enteric nervous 

system, commonly associated with intestinal constipation in childhood. microRNAs 

(miRNAs) are small non-coding RNAs with a potent role in gene expression regulation, and 

have been demonstrated as potential diagnostic biomarkers in several diseases. Objective: To 

determine the global expression profile of miRNAs in plasma and rectal biopsy tissue samples 

from patients with IND-B. Methods: Fifty patients, aged 0 to 15 years, who had been 

diagnosed with IND-B, from 1998 to 2010, were included in the study. Peripheral blood 

samples were collected from all 50 patients and an additional 10 healthy children, without 

intestinal symptoms (control group). Of the 50 patients from whom blood was collected, 29 

also had sufficient rectal tissue for RNA extraction. Rectal biopsies were processed by 

microdissection and pooled according the different layers of the intestinal wall. miRNA 

extraction was performed using the miRNeasy Serum/Plasma Kit and the Recover All Total 

Nucleic Acid Isolation kit for biopsy tissues. Global miRNA expression analysis was 

performed using the TaqMan Array Human MicroRNA Card A platform. Correlation analysis 

between miRNA expression in plasma and biopsy samples as well as among tissues derived 

from the distinct intestinal layers was performed. Results: miRNA let-7a was over-expressed 

(~7 fold higher) in plasma from patients with IND-B compared to controls. miRNA 

expression analysis in biopsy samples used the mucosal layer as reference control, since 

ganglion cells of the nerve plexus, which are mostly affected in IND-B patients, are not 

located in this layer. miRNAs that showed increased (miR-146a, miR-146b) or decreased 

(miR-451, miR-99a, miR-130a, miR-374-5p, miR-100, miR-365, miR-145, miR 133b) 

expression, simultaneously in the submucosa and in the association between the submucosal 

and muscular layers, may have activity related to the neurons of the enteric nervous system. 

miR-451 was the only miRNA significantly deregulated in patient plasma and biopsy 

tissues.miR-451 plays a regulatory role on cell proliferation and apoptosis pathways and may 

be linked to the regulation of GNA11 protein synthesis, which in turn acts on the modulation 

of transmembrane systems, including intestinal muscle contraction. Conclusion: Our results 

demonstrate the presence of miRNA alterations in the submucosa and muscular layers of the 

rectum, as well as in plasma from patients with IND-B. 
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Resumo 

 

Introdução: A Displasia Neuronal Intestinal tipo B (DNI-B) é uma entidade patológica 

caracterizada por anormalidades nos plexos nervosos submucosos do sistema nervoso 

entérico, comumente associada à constipação intestinal na infância. Os microRNAs 

(miRNAs) são pequenos RNAs não-codificantes com um papel importante na regulação da 

expressão gênica, e têm sido considerados potenciais biomarcadores diagnósticos em diversas 

doenças. Objetivo: Determinar o perfil de expressão global de miRNAs em amostras de 

plasma e tecido de biópsia retal de pacientes com DNI-B. Métodos: Cinqüenta pacientes, com 

idade entre 0 e 15 anos, diagnosticados com DNI-B entre 1998 a 2010, foram incluídos no 

estudo. Amostras de sangue periférico foram coletadas de todos os 50 pacientes e 10 crianças 

saudáveis, sem sintomas intestinais (grupo controle). Dos 50 pacientes dos quais o sangue foi 

coletado, 29 também apresentavam fragmentos embolcados de tecido retal suficiente para 

extração de RNA. Estes materiais foram processados por microdissecção e agrupados de 

acordo com as diferentes camadas da parede intestinal. A extração de miRNA foi realizada 

utilizando o kit miRNeasy Serum / Plasma e o kit de recuperação de todos os Nucleic Acid 

Isolation para tecidos de biópsia. A análise global da expressão de miRNA foi realizada 

utilizando a plataforma TaqMan Array Human MicroRNA Card A. Análise de correlação 

entre a expressão de miRNA em amostras de plasma e biópsia, bem como entre os tecidos 

derivados das camadas intestinais distintas foi realizada. Resultados: o miRNA let-7a foi 

superexpresso (~ 7 vezes mais) no plasma de pacientes com DNI-B em comparação com os 

controles. A análise da expressão do miRNA em amostras de biópsia utilizou a camada 

mucosa como controle, uma vez que as células ganglionares do plexo nervoso, que estão 

alteradas em pacientes com DNI-B, não estão localizadas nessa camada. Os miRNAs que 

apresentaram expressão aumentada (miR-146a, miR-146b) ou diminuída (miR-451, miR-99a, 

miR-130a, miR-374-5p, miR-100, miR-365, miR-145, miR133b), simultaneamente na 

submucosa e na associação entre as camadas submucosa e muscular, pode ter atividade 

relacionada aos neurônios do sistema nervoso entérico. O miR-451 foi o único miRNA 

significativamente desregulado em tecidos de plasma e nos fragmentos de reto dos pacientes. 

O miR-451 desempenha um papel regulador nas vias de proliferação celular e apoptose e 

pode estar ligado à regulação da síntese proteica de GNA11, que por sua vez atua na 

modulação do sistema transmembrana, incluindo contração muscular intestinal. Conclusão: 

Nossos resultados demonstram a presença de alterações de miRNA na submucosa e na 

camada muscular do reto, bem como no plasma de pacientes com DNI-B. 
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1. Introduction 

  

Intestinal neuronal dysplasia type B (IND-B) is a pathological entity of the group of 

gastrointestinal neuromuscular diseases characterized by complex alterations in the intestinal 

submucosal nerve plexuses [1]. Patients typically present with severe intestinal constipation, 

sometimes complicated by episodes of intestinal obstruction [2,3].  The diagnosis of IND-B 

fundamentally depends on the histopathological analysis of rectal biopsies [4, 5]. Hyperplasia 

of the submucosal nerve plexuses is the main morphological finding and can be characterized 

in different manners according to the adopted criterion [6-10]. More than 40 years after its 

original description [11], despite intensive scientific investigation, the pathology of IND-B 

remains incompletely elucidated with respect to the definition, etiopathogenesis, diagnostic 

criteria and therapeutic possibilities [2,12,13]. 

 Disease pathogenesis is an important aspect within the array of uncertainties regarding 

IND-B. Several hypotheses have been discussed, although none are widely accepted [2,14]. 

Histopathological changes that characterize IND-B may come from a genetically primary 

change that directly influences the embryological development of tissues derived from the 

neural crest [2]. Recent studies have addressed the role of genetic and molecular commands in 

the migration and development of the neuroenteric cells [14,15]. Different experimental 

studies in rats and mice have demonstrated that certain mutations may determine megacolon 

and hyperplasia of the intestinal myenteric nerve plexus [16-19]. However, these findings 

were not reproducible in human research [20,21]. Another research line conceives IND-B as 

an adaptive response of the enteric nervous system, secondary to acquired phenomena caused 

by congenital obstructions or inflammation [3,22,23]. There is also some evidence that the 

histopathological changes observed in IND-B can be part of the normal development of the 

enteric nervous system [6,9,24-26]. 
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 The discovery of regulatory small non-coding RNAs, in 1993 [27], has opened 

extensive avenues of research in many disease conditions. microRNAs (miRNAs) are small, 

noncoding RNA molecules of approximately 19-25 nucleotides length that regulate cell 

differentiation, proliferation, migration, apoptosis, among other important cellular 

mechanisms. The growing knowledge about the role of miRNAs as gene expression 

regulators and their influence in disease have led to the establishment of miRNAs as potential 

biomarkers, clinically applicable for diagnosis, prognosis and potential therapeutic targets 

[27-31]. Therefore, we aimed to determine global miRNA expression profile in plasma and 

biopsy tissues from patients diagnosed with IND-B. Our results are novel since we show 

deregulated expression of a subset of miRNAs that are potential regulators of genes with roles 

in disease-associated pathways. 
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2. Methods 

 

Patients, control volunteers and study design 

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Botucatu Medical 

School, UNESP, São Paulo, Brazil (protocol number 11520712.6.0000.541- Attachment). 

Patients and/or their guardians were previously informed of the purpose of the research, and 

signed their respective informed consent. 

This is a single-center, translational, case-control study, that enrolled 63 patients (<15 

years) diagnosed with IND-B at the University Hospital of Botucatu Medical School, UNESP, 

between 1998 and 2012. The diagnosis of IND-B has been previously established based on 

histopathological analysis of rectal biopsies or surgical specimens according to the 

morphological criteria proposed by the Frankfurt Consensus, 1990, with no additional 

associated intestinal dysganglionosis [32]. Thirteen patients declined to participate and were 

therefore excluded from the study. Ten volunteers (<15 years) considered healthy and without 

gastrointestinal symptoms were invited to participate (as the reference control group) and 

provided a peripheral blood sample.  

Global microRNA expression profiles were determined in plasma and rectal biopsy 

tissues. Analysis of plasma samples miRNA profiles were determined in 50 IND-B patients 

compared to 10 healthy controls. Of these 50 patients, 29 had archived formalin-fixed, 

paraffin-embedded (FFPE) rectal tissue samples of adequate quantity and quality for 

microdissection and RNA extraction. Rectal tissue samples were pooled according to their 

location in the distinct layers of the intestinal wall, and miRNA expression was determined as 

compared to the mucosal layer as the reference control. The mucosal layer was determined as 

the most appropriate reference control, since ganglion cells of the nerve plexus, which are 

mostly affected in IND-B patients, are not located in this layer. 
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Plasma samples 

 Peripheral blood samples (4 mL) were collected in Vacutainer® BD tube (Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) with EDTA and immediately processed to obtain cell-

free plasma, by a two-step centrifugation at 1,200 rpm for 15 minutes at 4°C. The plasma 

fraction (upper phase) was then transferred to a sterile, RNAse-free 1.5 mL eppendorf tube 

and stored at -80 ° C until use. 

 

FFPE rectal biopsy samples 

 We used 5 sections of 10μm each for microdissection and RNA extraction, as follows:  

for tissue microdissection, slides were incubated in 100% Xylol (Merk KGaA, Darmstadt, 

Germany) for 10 minutes and then dehydrated and rehydrated in a series of ethanol: 100% for 

5 minutes, 95% for 5 minutes, 80% for 5 minutes, 70% for 5 minutes. Tissues were 

subsequently stained in a solution of hematoxylin (5:1 dilution) for 15 s. For identification of 

microdissection areas, slides were stored in MilliQ ddH2O until the time of scraping 

(maximum 5 min.) with sterile hypodermic needle1.60x40mm (Becton Dickinson, Curitiba, 

PR, Brazil). The areas corresponding to each of the layers of the intestinal wall were dissected 

using the Leica EZ4 stereomicroscope (Leica Microsystems, China) for visualization and 

scraping of the tissues. Microdissected samples were pooled according to the intestinal wall 

layers: mucosa, submucosa and muscular layer.  Each of the pooled samples was placed in a 

sterile, RNAse-free 1.5 mL eppendorf tube containing digestion buffer solution from the 

Recover Total Nucleic Acid Isolation kit (Ambion by Life Technologies, Austin, TX, USA), 

for the beginning of total RNA extraction.  
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RNA Extraction from plasma samples 

 Total RNA was isolated from plasma using miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen, 

Hilden, Germany) according to the manufacturer’s protocol. RNA samples were quantified 

using NanoDrop 8000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 

 

RNA Extraction from FFPE samples 

 RNA from FFPE samples was isolated using the RecoverAll Total Nucleic Acid 

Isolation (Ambion/Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), following a previously reported 

protocol with modifications to improve RNA yield [33]. RNA samples were quantified using 

NanoDrop 8000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 

 

Quantification of miRNA expression 

 MicroRNA expression was quantified using the TaqMan® Human MicroRNA Array 

Card (TLDA) assay (card A v3.0) (Life Technologies, Foster City, CA, USA), as previously 

described [34]. We used the QuantStudio 12K system (Life Technologies, Foster City, CA, 

USA). Global data normalization was performed in Expression Suite software (Life 

Technologies, Foster City, CA, USA) and miRNA expression profiles were determined using 

RQ Manager v.1.2 software (Life Technologies, Foster City, CA, USA). 

 

Data Analysis 

Expression data were extracted from the QuantStudio ™ 12K Flex equipment using 

ExpressionSuite Software v1.0.3 for Microsoft® Windows®, a data analysis tool that uses the 

comparative CT (ΔΔCT) method [35,36]. This platform allows relative gene expression 

quantification through a large number of genes as well as Fold Change (FC) calculation. 

Correlation analysis between miRNA expression in plasma and rectal tissue samples as well 
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as among tissues derived from the distinct intestinal layers was performed and visualized 

using InterractiveVenn [37] and evaluated by Spearman’s test. Categorical variables were 

expressed by the frequency and respective percentages. Continuous numerical variables were 

expressed as mean ± standard deviation for parametric data and as median 

(minimum/maximum) for nonparametric data. The significance level was 5%. Analyses were 

performed using SPSS software (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0. NY, USA).  
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3. Results  

 

Fifty IND-B patients participated in the study (Figure 1). Thirty-five patients (70%) 

were male. Median age of patients at the time of diagnosis of IND-B was 3 years (0-15 years). 

The average time between diagnosis and blood samples collection was 9.34 ± 3.34 years. 

Mean age of IND-B patients at the time of blood sample collection was 12.32 ± 5.07 years. 

Median age of vollunters at time of blood sample collection was 2.5 years (0-14 years). Seven 

volunteers were female and 3 were male. 

 

Identification of plasma microRNA expression profile 

 We identified 32 miRNAs statistically significantly deregulated (fold change - FC ≥ 2 

and p < 0.05) in patients with IND-B compared to control group, with 14 miRNAs having 

increased expression and 18 miRNAs having decreased expression (Figure 2, Table 1).  

 

Identification of microRNA expression profile in FFPE rectal tissue samples  

 We aimed to identify miRNA expression in the different layers of the intestinal wall 

(mucosa, submucosa and muscular layer). The mucosal layer was set as the reference control, 

since the ganglion cells of the enteric nervous system are not located in this layer, but in the 

submucosa (Meissner Plexus) and in the muscular layer (Auerbach's Plexus). 

 

 miRNAs deregulated in the submucosa layer 

 Eleven miRNAs were statistically significantly deregulated (3 over-expressed and 8 

under-expressed) in submucosa compared to the mucosal layer (FC ≥ 2 and p <0.05) (Figure 

3, Table 2). 
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 MicroRNAs deregulated in submucosa + muscular layer 

Twenty-nine miRNAs were statistically significantly deregulated (3 over-expressed 

and 26 under-expressed) (FC ≥ 2 and p <0.05) in the submucosa + muscular layer compared 

to the mucosal layer reference control (Figure 4, Table 3). 

 

Correlation analysis  

The miR-451 was the only miRNA commonly deregulated (under-expressed) in 

plasma and biopsy samples (Figure 5). There was a statistically significant correlation 

between the expression quantification of the 10 miRNAs that were simultaneously 

deregulated in submucosa layer and in submucosa + muscular layer (rs = 0.9394; p <0.001). 

There was no statistically significant correlation between the expression quantification of the 

3 miRNAs that were simultaneously deregulated in submucosa layer and in plasma (rs = 0.50; 

p = 0.667). 
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4. Discussion 

  

 IND-B is a rare disease that remains surrounded by several controversies ranging from 

its definition as a real disease to the different criteria for its diagnosis and treatment options 

[2,38,39]. However, in medical practice, we continue to encounter children with severe 

constipation or intestinal obstruction who undergo to rectal biopsies that show hyperplastic 

submucosal ganglia consistent with the diagnosis of IND-B [12]. Thus, it is necessary to 

conduct studies focused on the investigation of the origin and pathophysiology of this disease.  

 MicroRNAs are small, stable, tissue-expressing and circulating molecules that can be 

detected by using small amounts of RNA, such as those obtained from biopsy specimens and 

body fluids, such as plasma or serum. These characteristics make the miRNAs attractive for 

the molecular characterization of human pathologies, such as IND-B [27-31, 34]. 

 In our study, the analysis of FFPE rectal tissue samples was performed by 

stratification by groups, according to the layers of the intestinal wall. The mucosal layer was 

considered as the reference standard (control group), since the ganglion cells of the enteric 

nervous system, central figure in the pathophysiology of IND-B, are not located in this layer, 

but in the submucosa (Meissner’s Plexus) and in the muscular layer (Auerbach's Plexus). 

Thus, microRNAs which exhibited increased expression (miR-146a, miR-146b) or decreased 

expression (miR-451, miR-99a, miR-130a, miR-374-5p, miR-100, miR-365, miR-145, miR-

133b) simultaneously in the submucosa and in the association between the submucosa and 

muscular layer, may have activity related to neurons of the enteric nervous system and be 

potentially involved in the pathophysiology of IND-B.  

 Plasma samples from IND-B patients were compared to a group of healthy children 

(control group) without gastrointestinal symptoms. In this analysis, several miRNAs showed 

increased or decreased expression in IND-B patients. miRNA let-7a showed approximately 7-
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fold higher expression in patients with IND-B. MicroRNA let-7 belongs to a family of 

miRNAs present in multiple genomic locations, and consists of 9 members [40,41]. Genes 

such as cyclin A2, CDC34, Aurora A and B kinases (STK6 and STK12), E2F5, and CDK8 

were characterized as responsive to changes in miRNA let-7a levels. These genes are related 

to the regulation of the cell cycle, involving mechanisms of apoptosis and cellular 

proliferation [36], which are biological processes that could explain the hyperplasia of nerve 

plexuses of the enteric nervous system that occurs in IND-B. Furthermore, miR let-7 

suppresses the differentiation of human embryonic stem cell derived neural progenitor cells 

and influences self-renewal of neural stem cells [41,42]. Over-expression of let-7a influences 

neural stem cells proliferation and differentiation [41-43]. However, the mechanisms of this 

interaction have not been elucidated as yet [41]. 

 MicroRNA expression profile analysis in plasma and biopsies showed that miR-451 

was consistently under-expressed in all layers of the intestinal wall as well as in patient 

plasma compared to the respective controls, suggesting a possible role for this miRNA in the 

pathophysiology of IND-B. The miR-451 has been extensively studied in recent years and is 

related to cell proliferation and apoptosis, in inflammatory processes such as rheumatoid 

arthritis and in colorectal cancer [44-47]. Cheug Ng et al (2015) observed increased 

expression of miR-451 in small bowel samples from patients with necrotizing enterocolitis 

(22-fold) and spontaneous intestinal perforation (8-fold) compared to small bowel samples of 

children without acute inflammatory processes, but who had been subjected to surgical 

treatment due to congenital malformations, such as intestinal atresia and meconium ileus [48]. 

One must observe that increased miR-451 expression was detected as compared to patients 

with congenital intestinal malformations, such as IND-B. Therefore, its expression may be 

actually reduced in IND-B patients, in agreement with our findings. There is also evidence 

that miR-451 may regulate GNA11 protein synthesis, which plays an important role in the 
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modulation of transmembrane systems, including intestinal muscle contraction [48]. In 

addition, Alural et al (2014) observed that downregulation of miR-451 can lead to a 

neuroprotective and an anti-apoptotic effect in an in vitro model of SH-SY5Y neuron-like 

cells [49].  

 The definition of IND-B as a primary disease, genetically determined, has been 

investigated since the original description of monozygotic twins affected by the disease and 

reports of families in which several members had the histopathological diagnoses of IND-B 

over multiple generations [20, 50]. Because IND-B and Hirschsprung’s disease (HD) are 

derived from the enteric nervous system, common molecular pathways are likely to be 

involved in the geneses of the two pathological conditions [51]. However, mutations in genes 

considered to be most relevant to HD, such as RET, glial cell line-derived neurotrophic factor 

(GDNF) and other selected genes have not yet been identified in patients with IND-B [21,52-

55]. Until now, only some combinations of single nucleotide polymorphisms in the RET 

proto-oncogene have been identified in patients with IND-B [56]. 

 Experimental studies using rodents have demonstrated that homozygous animals 

deficient in the NCX/Hox11L.1 gene present with megacolon and hyperplasia of the 

myenteric nerve plexus, similar to those described in IND-B [16-19]. However, no mutations 

or molecular defects were evidenced in the Hox11L.1 coding region in humans with IND-B 

[20,21]. Holland-Cunz et al (2003) reported that mice presenting with a heterozygous 

deficiency in endothelin B receptor (EDNRB) exhibit histopathological changes similar to 

IND-B, although they do not exhibit clinical signs of bowel dysmotility [57]. These findings 

were also not reproducible in human research [53].  

 One strength of this study is the microdissection performed in archived FFPE rectal 

tissues, exploring the different layers of the intestinal wall. Thus, it was possible to analyze 

the expression of miRNAs at the site where the histopathological changes of the IND-B are 
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found. In addition, miRNA expression analysis was performed using a platform with high 

sensitivity and specificity to detect changes [34]. These combined strategies led to mapping 

miRNAs that regulate genes that plays important functions, potentially related to the 

development of the disease. A limitation of the study that can be pointed out is that it was 

conducted in a single center, including 50 patients, of which 29 had archived FFPE rectal 

tissue samples of adequate quantity and quality for microdissection and RNA extraction. This 

limited sample may be justified based on the rarity of IND-B. 

 To the best of our knowledge, ours is the first study to determine global miRNA 

expression profiles in plasma and biopsy tissues from patients diagnosed with IND-B. We 

provided evidence that there are alterations in the expression of certain miRNAs in the rectal 

submucosa and muscular layer, which are the layers where normally the ganglion cells are 

located. Additionally, we showed miRNA expression changes in plasma of patients with IND-

B, compared with healthy individuals. These findings reinforce the theory that molecular 

determinants may be drivers of IND-B pathogenesis, which may pave the way for future 

scientific investigations. 
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7. Figures and Tables  

 

 

 

Figure 1: Flowchart of patients in the study. 
 

 

 

 

Figure 2: Volcano plot: microRNAs with significantly deregulated expression (FC ≥ 2 e p < 0.05) in plasma of 

IND-B patients compared to control group. 
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Figure 3: Volcano plot: microRNAs with significantly deregulated expression (FC ≥ 2 e p < 0.05) in submucosa 

versus mucosa (control) layers.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 4: Volcano plot: microRNAs with significantly deregulated expression (FC ≥ 2 e p < 0.05) in                        

submucosa + muscular layer versus mucosa (control). 

 

 

 

 

 



Capítulo II – Figures and Tables    67 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

Figure 5: Venn diagram illustrating altered miRNAs in plasma and in FFPE rectal biopsy samples (A), miRNAs 

with increased expression in plasma and in FFPE rectal samples (B) e miRNAs with decreased expression in 

plasma and in FFPE rectal samples (C). 
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Table 1: microRNAs with altered expression in the plasma of IND-B patients compared to control group. 

 

 

 

Increased expression 

 

Decreased expression 

 

    miRNA        FC    p    miRNA FC p 

let-7a-5p 17.409 0.015 miR-195-5p 0.410 0.044 
miR-342-5p 6.572 0.034 miR-106b-5p 0.371 0.028 
miR-98-5p 6.672 0.000 miR-337-5p 0.367 0.029 
miR-196b-5p 5.159 0.031 miR-429 0.266 0.047 
let-7e-5p 5.177 0.021 miR-101-3p 0.254 0.047 
miR-758-3p 4.827 0.017 miR-590-5p 0.302 0.025 
miR-361-5p 4.769 0.005 miR-362-3p 0.311 0.013 
miR-125a-5p 4.009 0.037 miR-19a-3p 0.281 0.011 
miR-155-5p 3.831 0.034 miR-19b-3p 0.252 0.009 
let-7d-5p 4.113 0.014 miR-636 0.361 0.005 
miR-539-5p 3.885 0.005 miR-889-3p 0.325 0.004 
miR-423-5p 2.672 0.021 miR-210-3p 0.332 0.003 
miR-99b-5p 2.210 0.036 miR-193b-3p 0.252 0.005 
miR-491-5p 2.195 0.023 miR-214-3p 0.193 0.046 

   miR-500a-5p 0.207 0.016 

   miR-885-5p 0.221 0.007 

   miR-483-5p 0.218 0.004 

   miR-451a 0.186 0.004 

   miR-660-5p 0.154 0.032 
     FC:  fold change 

 

Table 2: microRNAs with altered expression in the submucosa vs. mucosa (control) layers. 

 
Increased expression Decreased expression 

    miRNA   FC    p    miRNA   FC p 

miR-146b-5p 4.683 0.039 miR-451a 0.401 0.016 

miR-146a-5p 4.184 0.040 miR-99a-5p 0.380 0.023 

miR-127-3p 2.278 0.009 miR-130a-3p 0.291 0.046 

   miR-374b-5p 0.272 0.041 

   miR-100-5p 0.197 0.038 

   miR-365a-3p 0.095 0.027 

   miR-145-5p 0.136 0.010 

   miR-133b 0.159 0.001 

FC:  fold change 
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Table 3: microRNAs with altered expression in the submucosa + muscular layer vs. mucosa (control). 

 

Increased expression Decreased expression 
    miRNA FC p     miRNA FC p 
miR-134-5p 3.953 0.040 miR-20b-5p 0.470 0.018 
miR-146a-5p 4.577 0.026 miR-10a-5p 0.399 0.022 
miR-146b-5p 4.547 0.003 miR-744-5p 0.349 0.022 

   miR-24-3p 0.347 0.029 
   miR-99b-5p 0.247 0.030 
   miR-139-5p 0.229 0.044 
   miR-628-5p 0.256 0.027 
   miR-100-5p 0.262 0.021 
   miR-15b-5p 0.299 0.019 
   miR-487b-3p 0.354 0.016 
   miR-28-3p 0.333 0.011 
   miR-27b-3p 0.411 0.009 
   miR-132-3p 0.293 0.008 
   miR-374b-5p 0.309 0.007 
   miR-125a-5p 0.277 0.004 
   miR-451a 0.361 0.002 
   miR-99a-5p 0.346 0.002 

   miR-130a-3p 0.224 0.006 
   miR-133b 0.175 0.017 
   miR-23b-3p 0.136 0.016 
   miR-28-5p 0.147 0.006 
   miR-125b-5p 0.175 0.003 
   miR-143-3p 0.159 0.003 
   miR-1-3p 0.072 0.009 
   miR-145-5p 0.095 0.001 
   miR-365a-3p 0.111 0.001 

      FC:  fold change 
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