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SUMMARY

ACTUALITIES IN THE EVALUATION OF STRUCTURAL-FUNCTIONAL PARTICULARITIES
OF THE ENTERAL NERVOUS SYSTEM OF THE CHILDREN
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Background. The need to thoroughly assess the structural-functional particularities of the enteral nervous system
in children with intestinal transit problems requires rapid and informative diagnostic methods in the preoperative or
intraoperative biopsy material, subsequently with reflection in the medical-surgical conduct.

Material and methods. The study material consisted of intestinal tissue samples taken by primary and intraopera-
tively biopsy from 33 patients operated for congenital intestinal malformations with chronic colostation. The coloring
methods used were the following: hematoxylin-eosin (HE), van Gieson (VG) with picrofiscine, IHCh using primary
Neuron Specific monoclonal antibodies enolase (NSE), Neurofilament Protein (NFP), Synaptophysyn (SYP), Bax and
BCL?2 and polyclonal Chromogranin A (CGA), ready to use (Dako) and histo-enzymological method for the identifica-
tion of NADH- diaphorase.

Results. The implemented histo-enzymological method for identification NADH-diaphorase maded possible to
detect the neurocelulare elements Dogel I located in the nerve plexus of the intestinal wall. In 33.3% of the cases
agangliosis has been detected. At the same time, there were revealed various deviations of the number, location, and
ganglio-neuronal dysplasia changes.

Conclusions. /. Evaluation of structural-functional particularities of the ganglion-neuronal nervous system in co-
lon pathologies in children leaded to their differentiation into primary and secondary. At the same time, it was estab-
lished remote persistence of the dismay issues, which have a congenital, but clinically delayed genesis. 2. Significance
of exposed methodology using pre- and intraoperative biopsy consists in perfecting the morphopathological diagnosis
through morphopathological methods with involvement in clinical morphopathology, as well as optimization of medi-
cal-surgical management.

PE3IOME

COBPEMEHHBIN AHAJIN3 CTPYKTYPHO-®YHKIIMOHAJIBHBIX OCOBEHHOCTEM
HEPBHOM CUCTEMBI KHINEYHUKA Y JETEA

KuiroueBblie cioBa: bosne3ns I'mpminpyHra, HepBHble ciieTeHusi, He3peaoctb, NADPH-auagopasa, mono-
KJOHAJTbHbIE AHTUTEJA, HMMYHOTHCTOXMMHS

Beenenue. Heooxooumocms 6 muamenbHOM anaiuze CmpykmypHo-@yHKYUOHANbHBIX 0COOEeHHOCTEU UHHEPBayUU
Kuweunuka y 0emel ¢ HapyuweHusMY KUUWe4H020 MPaH3uma npuseio K NOUCKY, HapAady ¢ UCNONb308AHHBIMU KOMIIEKC-
HbLMU MEMOoO0amMu, HOBbIX UHPOPMAMUBHBIX, DLICINPLIX U KAYECMEEHHBIX OUACHOCMUYECKUX MEmO008 UCCIe008aAHUS
npeonepayuonHo20 U UHMPAONEPayuoHHo20 DUONCUTIHO20 Mamepuala, ¢ NOC1eOVIOWUM NPUMEHEHUEeM pPe3Vibma-
Mo 8 MeOUKO-XUpypeuieckom aedeHuu O0ibHO20.

Matepuaiabl U MeToAbl. Mamepuan 0s UCCIe008AHUSA COCHOAL UX MKAHEBLIX NPOO CMEHKU KUUEYHUKA
npu nepeudHoOU npe- U UHMPAOnepayuoHHou buoncuu 63amou y 33 nayueHmos onepuposanubix Ho-nogoody Ku-
uileuHblX NopoKos pazeumus. beinu ucnonvszosanst ciedyioujue mMemoosbl OKPACKU: eMAMOKCUNUN-203UH, 6aH I u-
30H € NUKPODYKCUHOM, UMMYHOSUCTHOXUMUA C UCHONb308AHUEM MOHOKIOHANbHBIX NePEUUHbIX anmumen Neuron
Specific Enolase, Neurofilament Protein, Synaptophisyn, Bax si BCL2 u noauknounanvuwviii Chromogranin A
(CGA), comossbie k ucnonvzoganuro (Dako) u eucmosnsumonozuueckuit memoo oaa udenmugpuxayuu NADH-
ouagopasuvl.

Pe3yabrarbl. Bredpen eucmosnzumonocuveckutl memoo 01s udenmuguxayuu NADH-ouagopasel, umo dano 8os-
MOJICHOCMb 8bICOKOU Udenmupurayuu netipornos Dogel I nepenvix cniemenuii kuuwieunuxa. B 33,3% cnyuaes ycmanos-
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JleH OUACHO3 A2aHaIuoHo3. Takoce Obiiu Gbls61eHbL pa3H006pa3Hbze Hapyutenust YucieHnocmu u joxkaiusayuu HEIZPO-

HO6, a makKoaice ZaHZﬂHO—HEL?pOHCUZbele OUChnIa3UUL.

BuiBonbl. /. Ananuz cmpykmypHo-@yHKYUOHAIbHBIX 0COOEHHOCMEU HEePEHOU 2AH2IUO-HEUPOHAILHOU CUCTEeMbL 8
namonozuy MoiCmo2o KUeuHuKa y oemeti npuseno K ux ouggepenyuayuu Ha nepsudnvle u smopudnble. Taxoice, bi-
SBNIEHO HAUYUE ACTIEKMO8 HE3PELOCU HEPEHBIX 2AH2NUEE, BPONCOCHHO20 2EHE3d, C 3A0EPHCAHNBIM KIUHULECKUM I¢h-
Gexmom. 2. 3nauumocms UCHONb306AHHOU MEMOOONIO2UL C UCNONb308AHUEM NPe- U UHMPAONEPAYUOHHOU OUONCUU, CO-
cmoum 8 YIyyenuy Mopponamonocuieckol OUdeHOCMUKY U 6HeOPEHUeM 8 KIUHUYECKYI0 MOphonamonozuio, a max-

Hce K onmumuzayuu Meduko-xupypzuttecmeo MeHeddHCMeHma.

Introducere. Necesitatea evaluarii minutioase a
particularitatilor structural-functionale ale inervatiei
enterale la copii cu probleme de tranzit intestinal im-
pune cautarea, in cadul metodelor complexe de inves-
tigatie morfopatologica, a unor metode informative,
rapide si calitative de diagnostic in materialul biopsic
preoperator sau intraoperator, ulterior cu reflectiune in
conduita medico-chirurgicala.

in norma plexurile nervoase sunt localizate la ni-
velul submucoasei si tunicii musculare. In submu-
coasd sunt prezente doud plexuri nervoase: primul
situat in imediata vecindtate a muscularei mucoasei
(plexul submucos superficial), format din neuroni si
celule satelite dispuse printre elementele conjunctive
(plexul Meissner), iar cel de-al doilea plex este situat
in vecinatatea muscularei propria (tunica musculara)
— plexul Henle sau plexul submucos profund. Se de-
osebesc neuroni de tipul Doghel I, Doghel II (in nu-
mar mult mai mic), mini-neuroni, neurocite filiforme
(satelite) si glia In tunica musculara, plexul neural e
localizat intre straturile musculare — plexul mienteric
Auerbach [4].

Neuroni de tipul Dogel I contin dendrite scurte si
axon lung (in plexul Auerbach) ascenda pana la nive-
lul lamei proprii a tunicii mucoase atingdnd membra-
na bazala si inconjurand zona bazali a epiteliocitelor
participand la reglarea functionald a celulelor calici-
forme, apical-granulare Panet si bazal-granulare Kul-
citki, dar si participa la reglarea functiei musculaturii
netede, in special mediaza relaxarea miocitelor netede
in sfincterul anal intern [4]. Pe langa aceasta acesti
neuroni sunt colinergici si produc oxid nitric (NO)
constitutiv cu participarea nemijlocitd a acetilcolinei
— considerata cel mai important trigger al sistemului
nitroxidergic [5]. Cercetarile aparatului nervos intesti-
nal la nivel molecular prin metoda imunohistochimica
(IHCh), a stabilit la pacientii cu maladia Hirschsprung
anomalii ale expresiei anticorpului monoclonal Anti-
Synaptophisyn, care este o proteind a veziculelor si-
naptice prezenta in toti neuronii si organitele neuron-
specifice [1].

E stabilit, ca in rect, unde se detecta cele mai frec-
vente tulburari ale inervatiei, aproximativ 74% din
neuroni sunt nitroxidergici. Oxidul nitric se produ-
ce 1n neuroni cu participarea enzimei NO - sintaza,
care poseda activitate NADPH-diaforazica (nicotin-
amid-dinucleotid-fosfataza) si, din aceste conside-
rente, activitatea NADPH-diaforazica este conside-
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ratd drept marker topochimic al neuronilor ce produc
NO [2, 3].

In acest context, in ansamblul de metode mor-
fologice utilizate pentru stabilirea modificarilor
structural-functionale ale inervatiei enterale, iden-
tificarea NADPH-diaforazei furnizeaza date supli-
mentare despre componenta neurocelulard ganglio-
neuronala.

Scopul studiului a servit stabilirea particularitati-
lor morfopatologice ale inervatiei enterale la copii cu
diverse patologii insotite de tulburari ale tranzitului
intestinal.

Material si metode. Materialul de studiu con-
stitiut din probe tisulare intestinale s-a prelevat prin
biopsie de diagnostic primar gi biopsie intraoperato-
rie de la 33 pacienti operati pentru vicii congenitale
intestinale cu colostaza cronica si megacolon. Pentru
diagnosticul preoperator bioptatul se preleva cranial
de linia dentatd cu cel putin 1,0 cm. Biopsia intrao-
peratorie se efectua la nivelul intestinului stasmat si,
suplimentar, la nivelul vizual sanatos. Probele tisula-
re preconizate pentru cercetari histoenzimologice se
congelau in azot indatd dupa prelevare, dupa care se
fixau pe masuta de congelare a criotomului, se con-
gelau la t»C -30-C si se confectionau sectiuni crioto-
mice cu grosimea de 8u. Probele tisulare prelevate
pentru metodele clasice si IHCh erau fixate in sol.
Formol tamponat (pH 7,2-7,4) timp de 12-24 ore, se
efectua procesarea chimica prin metoda clasica si se
includeau in parafina. Metodele de colorare utiliza-
te au fost urmatoarele: hematoxilina-eozina (HE),
van Gieson (VG) cu picrofiscind, IHCh cu utiliza-
rea anticorpilor primari monoclonali Neuron Spe-
cific Enolase (NSE), Neurofilament Protein (NFP),
Synaptophisyn (SYP), Bax si BCL2 si policlonal
Chromogranin A (CGA), gata de utilizare (Dako) si
metoda histoenzimologicd pentru identificarea NA-
DH-diaforazei.

Rezultate. intru imbunititirea diagnosticului
pre- si intraoperator al modificarilor inervatiei en-
terale in Laboratorul stiintific de morfopatologie al
IMSP IMsiC s-a implementat metoda histoenzimo-
logicd pentru identificarea NADH-diaforazei (fig.
1, 2), ce a facut posibild vizualizarea rapida, cali-
tativa si informativa a tuturor elementelor neuroce-
lulare ganglionare localizate in plexurile nervoase
submucose si intermusculare ale peretelui intestinal
(fig. 3, 4).



Fig. 1. Decuparea sectiunilor criotomice. Laborant
histolog Grechin Maia.

Fig. 2. Procesarea histoenzimologica a sectiunilor
criotomice. Laborant superior Cecoltan Svetlana

Fig. 3. « Plexul neural submucos Meissner in normd.
Reacie histoenzimologica pentru identificarea
NADH-diaforazei. x100

Investigatia morfologica complexa in 33,3% din
cazuri a stabilit lipsa totald a structurilor ganglio-
neuronale in submucoasad si tunica musculard, cu
accentuarea fibrelor conjunctive, in special in sub-
mucoasi in segmentul intestinal spasmat (fig. 5, 6),
fiind stabilit diagnosticul de aganglionoza (Boala
Hirschsprung).

O alta particularitate detectata in cadrul cer-
cetarilor este devierea numericd a structurilor
ganglio-neuronare (in norma 7-8 neuroni), ce s-a
manifestat in cercetarile noastre prin hipogangli-
onoza, manifestandu-se prin atestarea, in limita
bioptatului, a unor plexuri ganglio-neuronale so-
litare, rudimentare (fig. 7). De reguld hipoganglio-
noza era insotitd de reducerea numarului de celule
neurale sau puteau fi intalnite plexuri nervoase de
dimensiuni normale cu o reducere considerabi-
l1a a numarului de neuroni, acestea fiind detectati
solitar sau in grupuri (9,1%) (fig. 8, 9). in 6,1%
din cazuri s-a detectat un numar sporit de celule
neurale (hiperneierie), atestandu-se uneori in nu-
mar de 17-19. De regula, hiponeieria era atestatd
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Fig. 4. « Plexul neural mienteric Auerbach in norma.
Reacie histoenzimologica pentru identificarea
NADH-diaforazei. x200

in structurile ganlio-neuronale gigante, care fiind
atestate in submucoasd se interpretau ca si DNI
(fig. 10). De rand cu aceste modificari s-au detectat
particularitati histopatologice caracteristice pentru
displazii tisulare ganglio-neuronale care, insa, nu
se includea in clasificatia unitatilor nosologice de-
finite (fig. 11). Nu in ultimul rdnd, erau prezente
particularitati ale dismaturitiei tisulare (30,3%), ce
s-au relevat prin prezenta elementelor neurale ima-
ture, retardate, care la aplicarea anticorpului mo-
noclonal neurotrop NSE a stabilit expresie redusa
a acestuia (fig. 12). Aplicarea anticorpului Bcl-2
responsabil pentru detectarea celulelor imature cu
control al anticorpului Bax, a relevat expresie pozi-
tiva, ceea ce pledeaza pentru prezenta elementelor
neurocelulere imature (fig. 13-14). Printre modifi-
carile morfopatologice aditionale, care se atestau
in bioptate se Inscriu modificarile distrofice de di-
versa intensitate, adesea extrem de pronuntata, ne-
oformarea testului fibroziv, procesul inflamatoriu,
depletia limfocitara foliculara, adesea cu reducerea
foliculilor limfatici i tulburdri circulatorii acute.



Fig. 5. Aganglionoza submucoasei §i
a tunicii musculare. Biopsie intraoperatorie.
Coloratie van Gieson cu picrofuxind. x50

Fig. 7. Tulburari ale inervatiei colonice-hipoganglionoza.
«—Ganglion nervos submucos superficial Meissner
solitar la nivelul segmentului distal rectocolonic.
Biopsie preoperatorie. Reactie histoenzimatica pentru
identificarea NADH diaforazei. x50

Fig. 9. Ganglion nervos mienteric Auerbach cu
hiponeierie (3 neuroni). Biopsie intraoperatorie.
Reactie histoenzimatica pentru identificarea NADH
diaforazei. x50
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Fig. 6. Aganglionoza submucoasei.
Biopsie preoperatorie. Reacie histoenzimologica
pentru identificarea NADH-diaforazei. x50
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Fig. 8. «—Ganglion nervos mienteric Auerbach
cu hiponeierie. Biopsie intraoperatorie. Reactie
histoenzimatica pentru identificarea NADH diaforazei. x50
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Fig. 10. Ganglion gigant cu hiperneierie (aproximativ
17). Biopsie preoperatorie. Reactie histoenzimologica
pentru identificarea NADH diaforazei. x50



Fig. 13. Pacientul C. Ganglion neural mienteric colonic.

Imunomarcaj 2+ pentru Bax. Reactie imunohistochimica.

Tehnica LSAB2, x400.

Discutii. Asadar, In baza modificarilor histopato-
logice atestate in bioptatele pre- si intraoperatorii, s-a
stabilit cd originea disfunctiilor de tranzit intestinat
este determinatd de modificdrile sistemului nervos
ganglio-neuronal in forma de patologii primare sau
secundare, ultimele desi sunt declansate intrauterin
produc manifestari clinice tardive. Utilizarea evaluarii
complexe a materialului prelevat prin biopsie pre- si
intraoperatorie cu implementarea metodei histoen-
zimologice pentru identificarea NADH-diaforazei a
perfectat diagnosticul morfopatologic in detectarea
dereglarilor inervatiei enterale, avand contributie in
conduita intaoperatorie.

Concluzii.

1. Evaluarea particularitatilor structural-functiona-
le ale sistemului nervos ganglio-neuronal in patologi-
ile de colon la copii a condus la diferentierea acestora
in primare si secundare. Totodatd, s-a stabilit persis-
tenta la distantd a aspectelor de dismaturitie, care au o
geneza congenitald, dar cu efect clinic intarziat.

2. Semnificatia metodologiei expuse, prin utilizarea
biopsiei pre- si intraoperatorii, constd in perfectarea
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Fig. 12.

Dismaturitie mienterica. HE. <200
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Fig. 14. Ganglion neural mienteric colonic.
Imunomarcaj 2+ pentru Bcl 2. Reactie
imunohistochimica. Tehnica LSAB2, x200.

diagnosticul morfopatologic prin metode morfopatolo-
gice cu implicare In morfopatologia clinicd, precum si
optimizarea managementului medico-chirurgical.
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