UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR E ESTRUTURAL APLICADAS

FERNANDA CHAVES DE OLIVEIRA

AVALIACAO DO PAPEL DA SEROTONINA E SEUS
RECEPTORES NO DESENVOLVIMENTO DA
CONSTIPACAO INTESTINAL

UBERLANDIA

2013



FERNANDA CHAVES DE OLIVEIRA

AVALIACAO DO PAPEL DA SEROTONINA E SEUS
RECEPTORES NO DESENVOLVIMENTO DA
CONSTIPACAO INTESTINAL

Dissertacdo apresentada a Po6s-Graduacdo em
Biologia Celular e Estrutural Aplicada, Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal de
Uberlandia, como requisito parcial para obtencao
do titulo de Mestre em Biologia Celular.

Orientadora: Profa. Dra. Michelle Aparecida
Ribeiro de Freitas

UBERLANDIA
2013



Dados Internacionais de Catalogac&o na Publicagdo (CIP)

Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

048a
2013

Oliveira, Fernanda Chaves de, 1987-

Avaliacdo do papel da serotonina e seus receptores no desenvol-
vimento da constipacao intestinal / Fernanda Chaves de Oliveira.
-- 2013.

47 il

Orientadora: Michelle Aparecida Ribeiro de Freitas.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Uberlandia,
Programa de P6s-Graduacdo em Biologia Celular e Estrutural
Aplicadas.

Inclui bibliografia.

1. Citologia - Teses. 2. Serotonina - Teses. 3. Constipacéo -
Teses. |. Freitas, Michelle Aparecida Ribeiro de. Il. Universidade
Federal de Uberlandia. Programa de Pds-Graduacgdo em Biologia
Celular e Estrutural Aplicadas. I11.Titulo.

CDU: 576.3







Dedico esse trabalho a uma pessoa que foi de grande importéncia para realizagdo e concretizagdo
desse sonho, minha querida e grande amiga avo Fatima Braz Paulino. Ao meu esposo, meu grande
incentivador e minha Mde Elizabeth. Obrigada por fazerem parte da minha histéria.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus em primeiro momento por estar presente em minha vida, sendo meu amigo e

companheiro, e por guiar e direcionar todo o meu caminho;

Em especial ao meu filho, Jodo Gabriel, um anjo, minha luz, fonte de incentivo e inspiracdo, forca

de todos os dias, meu TUDO que faz com que meus dias sejam radiantes de felicidades;

A toda minha familia, meu suporte, ponto de partida. Minha m&e Elizabeth por toda renuncia e
dedicagdo. Minha irm&, pela compreensdo, suporte e horas de conversas sobre os trabalhos

cientificos. Obrigada a todos familiares pela credibilidade, confianca, paciéncia e esperanca.

A minha orientadora Prof. Dra Michelle Aparecida Ribeiro de Freitas a quem admiro pela conduta
profissional e pessoal. Muitas vezes foi mais que uma orientadora, uma amiga, por isso tenho por ti
um agradecimento imenso. Agradeco aos conhecimentos e as oportunidades de crescimento pessoal
e profissional que me foram dados no decorrer de todos esses anos. Agradeco ainda pelo incentivo,
as palavras amigas e também as mais rigidas. Obrigada por confiar em mim e acreditar no meu
trabalho.

Ao meu co-orientador Prof. Dr. Alexandre Barcelos M. da Silveira. Meu agradecimento pelo
exemplo profissional, pela oportunidade que me foi dada. Obrigado pelo incentivo e confianga que
contribuiram para a minha formacéo cientifica, além de me proporcionar todos 0s conhecimentos

deste trabalho.

Aos meus grandes amigos que pude conquistar durante a caminhada no mestrado, Débora, em
especial, pois nunca me deixou desamparada, sempre disposta a ajudar 0 proximo, meu presente.
Aos amigos Daniel, Tais, Moline, vocés fizeram dos meus dias mais felizes e com mais
conhecimento. Agradeco a Deus por ter colocado vocés no meu caminho. A todos os amigos feitos

no Programa de Pds Graduacdo em Biologia Celular e Estrutural Aplicadas.



Aos amigos mais distantes, que mesmo ndo estando trilhando o mesmo caminho, me fizeram mais
forte e confiante. Agradeco vocés por estarem presentes em minha vida, dentre eles as amigas de

graduacdo Talita e lara, obrigada pela amizade, carinho e dedicacéo.

Aos amigos de laboratorio, que estiveram sempre compartilhando da mesma rotina, em especial
minha grande amiga Iliana Balga, vocé fez e fara a diferenca em minha vida. A sua dedicacéo,

incentivo é admiravel, obrigada por tudo.

Obrigada aos professores, secretarios, técnicos de laboratério, que nos acompanham para que no
final tudo dé certo. Aos pacientes que fizeram parte desse trabalho, obrigada por nos permitir

adquirir um pouco mais de conhecimento.

Obrigado a tudo e a todos que fizeram desse momento real e concretizado.



“BOM MESMO E IR A LUTA COM DETERMINACAO, ABRACAR A VIDA E VIVER COM
PAIXAO, PERDER COM CLASSE E VIVER COM OUSADIA, POIS O TRIUNFO PERTENCE
A QUEM SE ATREVE, E A VIDA E MUITO BELA PARA SER INSIGNIFICANTE.”

Charles Chaplin



RESUMO

A doenca de Chagas afeta 8-10 milhdes de pessoas na América. Na fase cronica da doenca, 0s
pacientes podem desenvolver alteracfes no trato gastrointestinal, e um deles é chamado megacolon.
Observa-se que a perturbacdo do sistema imunitario e do sistema nervoso entérico (SNE), esteja
associada com esta forma de desenvolvimento. Algumas substancias agem em ambos o0s sistemas e
cumprem uma ligacdo entre os sistemas nervoso e imunoldgico. Uma dessas substancias € a
serotonina (5-HT), que compde o grupo de aminas biogénicas (neurotransmissores). Cerca de 90%
da serotonina existente no corpo humano € produzido no intestino. Dados anteriores indicaram que
0s niveis de serotonina intestinal pode proporcionar um equilibrio entre 0 SNE e sistema imunitéario.
Para avaliar se 0s niveis de serotonina intestinal estdo relacionados com a regulacdo do sistema
imunoldgico, investigamos a relacdo entre a expressdo de 5-HT, a intensidade do processo
inflamatdrio e a denervacdo em amostras de colon de pacientes com megacélon. Foram avaliados,
pela técnica de imunohistoquimica, amostras de colon de pacientes submetidos a procedimentos de
necropsia ou cirdrgico da Universidade Federal de Goias (Goiénia, Minas Gerais, Brasil). Este
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica UFU (ETIC n ° 110/11). Utilizaram-se os anticorpos
ligados a marcadores de imunofluorescéncia para medir a presenca de serotonina, linfécitos CD8 e
periferina (marcador neuronal). Os nossos resultados indicaram que os baixos niveis de serotonina
estdo associados com o processo inflamatério intenso, alto grau de inflamacgéo e com a constipagéo
intestinal. Estes dados sugerem que a serotonina pode agir no intestino como um regulador do

processo inflamatdrio e evitar a destrui¢do neuronal.

Palavras chave: Doenca De Chagas , Constipacgao intestinal, Serotonina, Sistema Nervoso

Entérico.



ABSTRACT

Chagas” disease affects 8-10 million people in the Americ. In the chronic phase of this disease,
patients can develop alterations in the gastrointestinal tract, and one of them is called megacolon. It
is accepted that the disturbance of immune system and enteric nervous system (ENS) is associated
with this form development. Some substances act in both systems and fulfill a link between the
nervous and immune systems. One of these substances is the serotonin (5-HT) that composes the
group of biogenic amines (neurotransmitters). About 90% of serotonin existent in the human body
is produced in the intestine. Previous data indicated that the intestinal levels of serotonin may
provide a balance between ENS and immune system. To evaluate whether serotonin intestinal levels
are related with regulation of immune system, we investigated the relation among 5-HT expression,
intensity of inflammatory process and denervation in colon samples from patients with megacolon.
We evaluated, by immunohistochemistry technique, samples of colon from patients submitted to
necropsy or surgical procedures at Federal University of Goias (Goiania, Minas Gerais, Brazil).
This work was approved by UFU Research Ethics Committee (ETIC n° 110/11). It was used
antibodies linked with immunofluorescent markers to measure the presence of serotonin, CD8
lymphocytes and peripherin (neuronal marker). Our results indicated that low levels of serotonin are
associated with intense inflammatory process, high degree of inflammation and with constipation
intestinal. These data suggested that serotonin may act in the intestine as a regulator of

inflammation process and avoid the neuronal destruction.

Keywords: Disease Chagas, Intestinal Constipation, Serotonin, Enteric nervous system,;
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas foi descoberta por Carlos Chagas em 1909 ao realizar estudos sobre a
maléria, na cidade de Lassance, interior de Minas Gerais (Lewinsohn, 1979). Pesquisando as
doencas da regido ele observou a presenca de diversos insetos hematdfagos nas casas de pau-a-
pique e identificou neles um parasita flagelado, hoje conhecido como Trypanosoma cruzi no
intestino de um triatomineo. A partir dai, Chagas iniciou andlises laboratoriais nesse parasito e
descobriu que ele era nocivo para animais de laboratorio. Apos essa descoberta, rapidamente foi
investigada e observada a presenca desse parasito em animais silvestres, domésticos e no préprio
homem. Ap6s anos de estudo a respeito do parasito, Carlos Chagas descreveu aspectos relacionados
a forma de transmissdo, patologia, o agente causador, o vetor e as fases presentes na doenca
(Tanowitz et al., 1992).

A forma de transmissdo da doenca de Chagas pode ser caracterizada por mecanismo
primario ou secundario. O mecanismo primario é representado pela forma vetorial, que ocorre
através das fezes dos triatomineos, também conhecidos como “barbeiros” ou “chupdes” e 0
mecanismo secundario pode ser representado pela forma oral, transplante de 6rgdos, transfusdo de
sangue, transmissdo congénita ou transmissdo acidental. A infeccdo é transmitida, de pessoa a
pessoa, através do sangue ou placenta. A maioria dos individuos infectados pelo T. cruzi alberga o
parasito nos tecidos e sangue durante toda a vida (Coura, 2007). A transmisséo oral tem sido a mais
ocorrente no Brasil nos ultimos anos, devido a contaminacdo de alimentos por triatomineos
infectados, os quais ao serem ingeridos, podem ocasionar a forma aguda da doenca de Chagas. Em
2005 foi observado um surto da fase aguda da doenca de Chagas em Santa Catarina, Brasil. Esse
fato ocorreu através da ingestdo de sucos contaminados através de barbeiros infectados triturados,
os quais foram ingeridos por diversas pessoas, sendo trés casos fatais (Andrade et al., 2011). Estes
fatos vém ocorrendo com certa frequéncia e sdo responsaveis pela presenca de novos casos da
doenca em areas onde a fase aguda ndo era detectada a mais de 15 anos (Dutra et al., 2009).

A infeccdo promovida pelo T. cruzi inicia a partir do momento da picada do inseto
transmissor e ocorre por meio de fezes ou urina contaminadas com parasito. Apds a sucgdo do
sangue, que ocorre na maioria das vezes durante a noite, a forma tripomastigota penetra durante ou
logo apos o repasto sanguineo atraves do local da picada (Dias & Laranja, 1948). O T. cruzi, na sua
forma tripomastigota consegue penetrar ativamente através da mucosa ou pela conjuntiva ocular

invadindo as células do hospedeiro, escapando dos mecanismos de defesa do organismo. Em
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seguida o parasita, ao acessar vasos linfaticos e sanguineos, é capaz de parasitar uma variedade de
células em diversos 6rgdos. Dentro das células, os parasitas diferenciam-se em amastigotas, inicia
seu ciclo reprodutivo, e ddo origem a novas formas tripomastigotas. Estas retornam a circulacdo
sistémica, reiniciando o ciclo (Dias, 1959).

O homem, ao ser infectado pelos parasitos, passa a ser portador da doencga de Chagas, a qual
é caracterizada por duas fases no decorrer da doenca: a fase aguda e a fase cronica. A fase aguda
dura de dois a quatro meses apos a infec¢cdo pelo parasita, sendo caracterizada por sinais e sintomas
classicos de infeccdo (febre aguda, edema, dores musculares, sonoléncia, disturbios respiratorios,
meningoencefalite, miocardite, entre outros), e principalmente pela presenca do sinal de Romafia,
ou chagoma, uma leséo de porta de entrada, apés a picada pelo mosquito vetor. Em criancas de até
cinco anos de vida, os sintomas da infeccdo aguda apresentam-se de forma mais severa do que 0s
observados em adultos. Nos jovens essa fase pode se apresentar como assintomatica, nédo
apresentando nenhuma alteracéo (Dias, 1994).

Durante a fase aguda, ocorre uma infeccdo generalizada pelo T. cruzi. As formas
tripomastigotas do parasita sdo encontradas no sangue do hospedeiro. A forma denominada
amastigota pode ser observada difusamente em diversas células do organismo, incluindo os
macrofagos, células da glia, células endoteliais, fibras musculares lisa, esquelética e cardiaca,
fibroblastos, células de Schwann e neurbnios (Tanowitz et al., 1992).

Apbs o periodo de fase aguda é observado um periodo marcado por uma longa fase crénica
que é inicialmente assintomatica, conhecida como fase aguda indeterminada. A transicao entre a
fase aguda e a fase cronica é acompanhada por uma diminuicao da parasitemia devido a presenca de
uma resposta imune relativamente eficaz, que mantém a frequéncia parasitaria abaixo dos niveis
detectaveis durante toda a fase cronica. As formas crénicas mais frequentes da doenca de Chagas
sdo as cardiopatias e dois tipos de enteromegalias, 0 megacolon e 0 megaesdfago, que atingem 95%
da populacdo humana com a doenca (Andrade & Andrade, 1968).

A fase cronica da doenca de Chagas é o periodo mais longo durante a evolucdo. O
desenvolvimento ou ndo das formas sintomaticas da doenca na fase cronica representa um dos
aspectos diferenciais da doenca de Chagas, podendo ocorrer um intervalo de 20 a 30 anos entre a
fase aguda e a fase cronica sintomatica. Alguns individuos portadores do chagoma chegam a falecer
com 70 a 80 anos sem apresentar qualquer sintoma decorrente da infec¢do (Andrade, 1982).

A forma cronica cardiaca, pela sua gravidade e fregliéncia, ¢ uma das formas mais bem
estudadas da doenca de Chagas, se caracterizando por produzir insuficiéncia cardiaca, transtornos

do ritmo e da condugdo, fendbmenos tromboembdlicos e morte subita. Pacientes portadores desta
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forma clinica apresentam miocardite usualmente intensa e difusa, sendo acompanhada de

cardiomegalia, quadros de trombose intracardiaca, lesGes vasculares e fibrose (Koberle, 1956).

Pacientes portadores da forma digestiva apresentam sintomas decorrentes de
comprometimento de orgaos deste sistema, principalmente do es6fago (Megaesdfago) e do colon
(Megacolon). Acredita-se que um dos fatores mais importantes no desenvolvimento do mega
chagésico seja um processo degenerativo, que parece acontecer desde a fase aguda até a fase
cronica, atingindo o Sistema Nervoso Entérico (SNE). Quando o paciente desenvolve o megaco6lon
chagasico, ocorrem distirbios de motilidade associadas ao aumento do limen do érgéo, obstipacao
e hipertrofia das camadas musculares. Essa forma da doenca de Chagas pode estar presente como
uma doenca isolada ou associada ao megaeséfago e a cardiopatia chagasica. A principal expressao
clinica do megacoélon chagasico é a constipagdo intestinal progressiva, seguida pela dificuldade na
evacuacdo (Koberle, 1968).

A constipacdo intestinal crénica é problema muito comum, com defini¢BGes variaveis entre
profissionais da salde e pacientes. Para a maioria dos primeiros, constipacdo corresponde a
frequéncia de evacuacéo inferior a trés vezes por semana. Para 0s pacientes, constipacdo intestinal
pode significar “sensag¢do de evacuaciao incompleta, dificuldade para expelir as fezes (por duras ou
secas), distensdo abdominal ou mesmo gosto amargo na boca”. Alguns deles ainda acreditam em
antigos conceitos que consideraram a irregularidade intestinal perigosa para a saude — um

verdadeiro “suicidio por intoxicag¢ao” (Wald, 2006).

No século 19, cientistas formularam a teoria da “autointoxicacgdo intestinal” que atribuia o
“envenenamento” a retencdo dos proprios residuos. Entretanto, hd uma definicao consensual que diz
existir constipacdo intestinal quando ocorreram dois ou mais dos seguintes eventos, por no minimo
12 semanas nos ultimos 12 meses (Bassotti et al., 2004). Adicionalmente, subtipos de constipacéo,
devidos a diferentes mecanismos, sdo reconhecidos: inércia coldnica (motilidade lenta), dificuldade
evacuatoria (alteracdo funcional de assoalho pélvico, reto ou anus) e constipacdo funcional quando
ha transito normal. Em estudo realizado em 1000 pacientes com constipacdo cronica, transito
colénico normal foi a forma mais prevalente (59%), sequida por dificuldade evacuatoria (25%),
transito lento (13%) e combinacgdo de distUrbio evacuatério com transito lento (3%) (Nyam et al.,
1997).

Dados recentes indicam que a prevaléncia estimada em adultos na América do Norte varia
de 1,9% a 27,2%, com média de 14,8%. O problema ocorre mais em mulheres, na proporcao de
2,2:1, e em pessoas de mais de 65 anos. A constipacdo também é mais prevalente em individuos

ndo-caucasianos e ocorre mais em criangas do que em adultos (Higgins & Johanson, 2004). Em
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adultos, a constipacdo associa-se a outras co-morbidades (doencas neuroldgicas, psiquiatricas,
proctoldgicas, endocrinas e metabolicas) e ao uso de muitos medicamentos com propriedades
anticolinérgicas (opidides, antidepressivos, diuréticos, anti-histaminicos, antiparkinsonianos,
benzodiazepinicos, corticosterdides, fenotiazinas, propranolol, sais de ferro e laxativos em uso
cronico que produzem o cdlon catartico, isto é, aquele que funciona s6 a base de laxativos) (2005;
Brandt et al., 2005).

Aceita-se que a ocorréncia da constipacdo possa estar associada tanto a dieta e
medicamentos adotadas pelo individuo quanto a desordens metabolicas e enddcrinas apresentadas
pelo mesmo. No entanto, sabe-se que é impossivel que a constipacdo cronica ocorra sem a alteracéo
de componentes do sistema nervoso entérico, como o0s neurénios, células de Cajal e células
enterogliais (Lacerda-Filho et al., 2008). Sabe-se que, em patologias que afligem o trato
gastrintestinal, a destruicdo de componentes do sistema nervos entérico é comumente observada.
Embora o mecanismo de lesdo neuronal continue obscuro, a frequente observacao de ganglionite e
periganglionite aponta para a participacdo de células do sistema imune nesse processo patoldgico.
Infiltrados inflamatdrios sdo encontrados na muscular da mucosa, submucosa e camadas musculares
(Adad et al., 2001; da Silveira et al., 2007a; da Silveira et al., 2007b).

Com o desenvolvimento da doenca de Chagas, a dilatacdo ocasionada no célon se torna
irreversivel, e isso representa a principal caracteristica macroscopica do megacolon, sendo sua
causa primordial a perda de neurdnios motores excitatorios. Essa perda leva a formacdo de um
infiltrado constituido, sobretudo, por linfocitos, que podem ser os principais responsaveis pela lesao
do SNE (da Silveira et al., 2007b). Nessa regido podem ser observadas a presenca de intensa
destruicdo neuronal, chegando a completa aniquilacdo de alguns ganglios nervosos do plexo
mientérico, ulceracdes e inflamacdo cronica da mucosa (da Silveira et al., 2007a, da Silveira et al.,
2007d).

Segundo da Silveira e cols (2011), o intestino contém uma populacdo residente de células
inflamatorias que contribuem para um estado fisioldgico de inflamacgdo basal. Dentre as células
apresentadoras de antigeno no intestino pode-se observar a presenca de células dendriticas,
macrofagos e linfocitos B, que no momento de um processo inflamatério apresentam-se em
quantidade exacerbada. Dentre as células inflamatorias, observam-se tambem os eosinofilos e os
mastocitos que sdo importantes, por terem capacidade de produzir substancias envolvidas na defesa
do hospedeiro e na funcdo intestinal normal, incluindo as citocinas e as neurotrofinas (da Silveira et

al., 2009b, da Silveira et al., 2008c, da Silveira et al., 2009d). Desta forma, a patologia ocasionada
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pela forma digestiva da doenca de Chagas esta relacionada também com a denervagdo da complexa

rede de neurdnios intramurais, conhecidos como SNE (Kramer et al., 2011, Jabari et al., 2011).

1.2. Sistema Nervoso Entérico

O tubo digestivo apresenta uma estrutura de inervacéo extremamente complexa formada por
fibras nervosas, neurdnios agrupados em plexos, feixes de fibras nervosas e neuroglia. Esse
conjunto de estruturas é denominado de Sistema Nervoso Entérico e apresenta um funcionamento
relativamente independente do Sistema Nervoso Central (SNC). O SNE realiza fun¢es complexas
como: motilidade gastrointestinal, secrecdo de glandulas endocrinas e exocrinas, reflexo
vasodilatador intrinseco (Furness, 1998, Furness et al., 1990a).

O SNE ¢ considerado o “pequeno cérebro” do corpo humano, sendo localizado no trato
digestdrio, mas pode exercer suas fungdes em outros érgdos como o pancreas e sistema biliar. Essa
localizacdo desencadeia uma forma eficiente de deslocamento do controle visceral do SNC para o
SNE (Furness et al., 1990a). As funcdes digestivas sdo reguladas por essa rede neural complexa,
que se localiza desde a parede do intestino, se estendendo ao longo de todo comprimento a partir do
esdfago, até o esfincter anal interno. Nesse sistema existem cerca de 80 a 100 milhdes de neur6nios
dispersos ou reunidos em pequenos ganglios ou em dois plexos interconectados que séo
denominados como plexo mientérico e plexo submucoso. Ambos os plexos, constituintes do SNE,
consistem de ganglios de neurdnios entéricos e células enterogliais, interconectadas pelas fibras
interganglionares (Furness et al., 1980, Furness et al., 1990b).

O plexo mientérico esta localizado externamente ao submucoso, entre a camada longitudinal
externa e a camada do musculo circular e formando uma rede continua ao redor de todo trato
digestivo tubular, do esdfago ao reto. Os neurdnios presentes neste plexo controlam principalmente
0S movimentos gastrintestinais, sendo a maior parte dos mesmos de funcéo eferentes (Furness et al.,
1989).

O plexo submucoso ¢é formado por uma rede continua em torno da circunferéncia do SNE e
por todo trato gastrintestinal, onde se observam duas ou trés camadas de ganglios (Brehmer et al.,
2004b, Brehmer et al., 1998). E encontrado no intestino delgado e no intestino grosso, com pouca
predominancia no esdéfago e no estdmago. Entre os neurbnios que podem ser encontrados nesse
plexo, alguns inervam a camada muscular interna e ocasionalmente a externa. S8o 0s responsaveis
pelo controle da secrecdo epitelial gastrintestinal e do fluxo sanguineo local (Brehmer et al., 2006).

Na constituicdo do SNE estdo presentes neurbnios entéricos organizados em ganglios ou

isolados entre os feixes de fibras nervosas interconectantes. Eles podem ser classificados
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funcionalmente como neur6nios motores, interneurdnios e neurdnios intrinsecos primarios aferentes
(IPANSs) ou neurdnios sensitivos (Furness, 2006a). Estes podem ser identificados de acordo com a
sua funcao, localizacdo, forma, projecOes, propriedades quantitativas e conexdes (Furness, 2006b).

Os neurdnios motores sdo divididos em dois grupos, os excitatorios e os inibitorios. Ambos
estdo localizados entre as regides da muscular externa e da muscular interna, principalmente no
plexo mientérico. Nesses neur6nios podemos encontrar alguns neuromediadores, nos neurénios
excitatorios sdo encontrados, por exemplo, a acetilcolina e a taquicinina, que sao
neurotransmissores que agem diretamente sobre 0 musculo liso e indiretamente podem agir através
da rede de células intersticiais sobre o plexo muscular profundo. J& nos neurdnios inibitérios €
encontrado uma maior quantidade de neuromediadores, refletindo a existéncia de multiplos
mecanismos de transmissdo inibitoria, como o Oxido nitrico, o trifosfato de adenosina, e 0s
peptideos intestinais vasoativos (VIP) e peptideo de ativacdo pituitaria, atuando diretamente no
AMP ciclico presente no masculo liso ou indiretamente através de células intersticiais (Costa et al.,
1980).

Os interneurdnios podem ser localizados em todas as regides do intestino, apresentando uma
variacdo maior na constituicdo neuroquimica do que os outros neurénios. Devido a essa propriedade
de variagdo apresentam funcOes diferentes dependendo da localidade onde atua, no SNE sua
principal funcdo é vincular os neurdnios sensoriais aos motores, transmitindo e muitas vezes
modulando o sinal. Outro tipo de neurbnio que faz parte do SNE sédo os IPANs, denominados de
neurdnios sensoriais. A denominacdo IPANs foi dada a este tipo de neurénios, pois eles podem
exercer papéis funcionais dos interneurbnios, e também de neurbnios motores. Apresentam a
capacidade de traduzirem e também codificarem informacdes sobre o estado quimico e fisico do
tecido que eles inervam. Eles transmitem informacdes para um circuito neuronal integrado, através
do qual o estado funcional do 6rgdo pode ser modificado (Furness, 2006a).

Experimentos realizados na década de 90 evidenciaram que os IPANs podem ser
influenciados por processos inflamatdrios que acontecem tanto no intestino delgado como no célon.
Em patologias inflamatorias intestinais, como sdo evidenciados na colite ulcerativa, os IPANs
podem ter suas propriedades funcionais modificadas, alterando consequentemente a sinalizacdo
sensorial e o controle dos reflexos entéricos. Em modelos experimentais foram demonstrado a
presenca de prostaglandinas, como mediadores inflamatorios nesse processo (McKay and
Fairweather, 1997).

Atualmente é aceito que o SNE contém mais de 30 neurotransmissores potenciais que
podem afetar a atividade desses neurdnios entéricos, musculos e celulas epiteliais. Esses
neuromediadores possuem atividade consideravel sobre o sistema imune. Um exemplo desses

mediadores é a substancia P, que estimula a producéo de IL-2, a proliferacdo linfocitaria, e também
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o tréfego de linfocitos. Além disso, a substancia P age como um dos ativadores de células Natural
Killer e mastdcitos e possui acdo quimiotatica para mondcitos e neutrofilos. Outro neuromediador
com atividade importante é o neuropeptideo VIP, o qual tem a capacidade de inibir a resposta de
celulas Natural Killer e de linfocitos T, bem como a produgdo de IL-2 e IL-4 por estas células
(Furness et al., 1992). O sistema imune também influencia atividades do SNE através da secrecao
de varios tipos de substancias, como por exemplo, a serotonina (Furness, 1998). No momento em
que a mucosa encontra-se inflamada, ocorre alteracbes na producdo de serotonina por células
enteroenddcrinas e o intestino passa a ser invadido por células imunes inatas e adaptativas (Li,
2011).

A Plexo mienterico

Muscular interna

Plexo submucoso

Muscular externa

Mucosa

Muscularis

B ’ "i mucosae

Nervo paravascular ' t Nervo perivascular

/ Plexo mucoso

Figura 1: Esquema do SNE observado em camadas (A) e em secc¢éo transversal (B). Existem dois

plexos nervosos formados por ganglios; o plexo mientérico e o plexo submucoso, além das fibras
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nervosas que inervam as camadas musculares, a mucosa e as arteriolas intramurais. A inervagao
extrinseca tem acesso ao SNE através de nervos paravasculares e perivasculares (B).

Adaptado de Furness e Costa (Furness & Costa, 1980), com permissdo dos autores.

1.3. Serotonina

A serotonina ou 5-Hidroxitriptamina (5-HT) compde o grupo das aminas biogénicas
(neurotransmissores) que incluem também as catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e
dopamina), sendo caracterizada como uma molécula sinalizadora gastrointestinal. Diferentes
receptores sdo capazes de detectar este neurotransmissor, envolvido em varias patologias. Ela é
sintetizada pelas células neuroenddcrinas e por neurbnios serotoninérgicos. Essa sintese é
dependente da disponibilidade do triptofano livre (Tph) no plasma que é o aminoéacido precursor
dessa substancia, sendo os responsaveis o0 Tphl e o Tph2. No trato gastrointestinal a serotonina vem
desempenhando um papel de neurotransmissor entérico, realizando a iniciacdo e propagacdo dos
reflexos entéricos e a sinalizacdo do intestino para o cérebro (Gershon, 1981, Gershon, 1982).

No nucleo da rafe, principalmente na parte dorsal da medula espinhal e no hipotadlamo, pode
ocorrer a secre¢ao de serotonina por diversos neurdnios. A serotonina atua como inibidora das vias
de dor na medula, e estdo relacionadas com as alteracbes de comportamento, ansiedade, sono,
humor, depressdo e supressao de apetite. Os mecanismos biogquimicos pelos quais 0s neurdnios
serotoninérgicos controlam essas funcdes ainda ndo estdo totalmente esclarecidos (Crowell, 2004).

Sabe-se que a serotonina apresenta uma variedade de efeitos devido & presenga de multiplos
subtipos de receptores presentes em neurénios, musculatura lisa e, possivelmente, nas células
neuroendocrinas. Ela apresenta sete tipos ou familias e multiplos subtipos de receptores que ja
foram identificados, denominados como 5-HT;, 5-HT,, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTs e 5-HT7. Os
receptores 5-HTs, 5-HTg e 5-HT7 sdo distribuidos predominantemente no encéfalo (Sikander et al.,
2009a). Os receptores de serotonina conhecidos por atuarem na fungdo motora do intestino sdo 0s
que pertencem aos subtipos 5-HT;, 5-HT,, 5-HT3, 5-HT,4 e 5-HT7 (Sikander et al., 2009a). Sobre
esses receptores ja foram descritas funcdes de efeitos contrateis suaves do musculo gastrico e
também o relaxamento do colon (Sikander et al., 2009).

No intestino, a serotonina é responsavel pela reducdo dos potenciais pos-sinapticos
excitatorias registrado nos neurdnios entéricos. A serotonina ainda pode fazer a contracdo ou
relaxamento intestinal, dependendo das condig¢Oes existentes. Assim, essa substancia estimula
neurdnios colinérgicos, o que resulta na contragcdo do muasculo liso intestinal, ou, atraves da ativacéo

de neurénios inibitdrios nitrérgicos, estimula o relaxamento do musculo liso. Além disso, a
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serotonina é apresentada como uma molécula sinalizadora, participando da transducdo sensorial da
mucosa. Quando aumenta a pressdo intraluminal, as células enterocromafins (EC) liberam a 5-HT, o
que estimula as fibras nervosas aferentes vagais e intrinsecas (entérica), iniciando o reflexo
peristaltico. Assim sendo, a serotonina esta diretamente envolvida na regulacdo gastrointestinal
(Sikander, 2009).

Dentre os estudos que demonstram o envolvimento da serotonina no controle do transito
intestinal, foi demonstrado que os receptores 5SHT, sdo mediadores de diversas respostas do trato
gastrintestinal. Estes, quando ativados, possuem a propriedade de aumentar a liberacdo de
neurotransmissores, agindo indiretamente na sensibilidade visceral, relaxando células musculares
lisas, atuando assim no processo de absor¢do de nutrientes localizados no lume intestinal. Esses
receptores estdo presentes em todos os segmentos do trato gastrointestinal humano, localizados
principalmente nas camadas musculares e plexos mientéricos do estbmago, célon e reto humano
(Gershon, 2000).

O reconhecimento da serotonina na transmissdo de estimulos algicos para o SNC, de como
ela pode participar da motilidade digestiva e das secre¢des intestinais, estimulam a industria
farmacéutica a pesquisar intensivamente drogas que atuam nestes mecanismos. Além disso, ja
foram descritos resultados que indicam que os efeitos dos antagonistas dos receptores 5SHT3; podem
resultar no aumento na velocidade do trénsito e da secrecéo intestinal, reducdo da complacéncia do
cblon, além de influenciar diretamente a intensidade de processos inflamatérios no trato

gastrintestinal através de sua acdo em células do sistema imune (Gershon, 2000).

Alguns medicamentos que vem sendo mostrados por serem toleraveis e eficazes para as
sindromes que ocasiona a constipacdo intestinal até agora sdo os antidepressivos, loperamida,
antagonistas 5-HT3 e agonistas 5-HT4 (Spiller, 2002). Estes medicamentos apresentam a
capacidade de aumentar os niveis de serotonina no intestino, impedindo a sua receptagdo apos ser
liberados, ocasionando desta forma uma reducdo no processo inflamatdério ocasionado pela
constipacdo intestinal (Gershon, 2009). Os antidepressivos sdao comumente utilizados em doses
baixas e acredita-se que eles exercam um papel de analgésico, em vez de um efeito antidepressivo
(Spiller, 2002).
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos sobre o SNE de pacientes chagasicos nos ultimos anos nos levaram a sugerir que a
dilatacdo cronica do cdlon se dé ndo s pela destruicdo de determinados grupos neuronais, mas
também pela interacdo do sistema imunolégico com todo o trato digestorio. Os dados que temos
observado nos levam a sugerir que as lesdes no SNE decorrentes da infeccdo chagasica levam o
individuo a apresentar disturbios de peristaltismo, falta de coordenacdo motora, retencdo de fezes
no reto e célon sigmoide, hipertrofia muscular e a dilatacdo, levando ao aparecimento do megacdélon
chagésico. Nossos dados sugerem que a destruicdo neuronal observada no mega chagésico possuli
relacdo direta com a intensidade do processo inflamatorio e com a evolugdo da patologia (da
Silveira et al., 2007a, da Silveira et al., 2009a, da Silveira et al., 2007c, da Silveira et al., 2009c, da
Silveira et al., 2008a)

A partir destes dados, a caracterizagdo da presenca e distribuicdo dos receptores de
serotonina baseia-se no fato de que a ativacdo ou inativacdo dos mesmos poderia conduzir a um
processo de modulacdo do processo inflamatorio desencadeado pela infeccdo chagasica, o que
refletiria numa melhor regulacdo da peristalse intestinal e relativa reducdo da sensibilidade visceral.

Assim, para investigar a expressdo de serotonina e de seus principais receptores no trato
gastrointestinal, obtivemos um conjunto de amostras de pacientes chagésicos portadores de
megacolon e de individuos ndo infectados. Acreditamos que a analise comparativa da expressao de
serotonina, seus receptores, sua relacdo com o processo inflamatério e com a destruicdo neuronal
nestes grupos de amostras podera nos sugerir como se ddo mecanismos referentes a manutencéo da
fisiologia do trato gastrintestinal diante do processo inflamatério cronico decorrente de uma

infeccdo parasitaria generalizada.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar a expressao de serotonina e seus receptores no trato gastrintestinal de pacientes
chagasicos portadores de megacolon e relacionar estes dados com a intensidade do processo

inflamatorio e com a desnervacao do 6rgéo.

3.2. Objetivos Especificos

1 — Analisar o processo de destruicdo neuronal através da expressdo do marcardor pan-neuronal
Peripherin em amostras de colon de pacientes chagasicos portadores de megacolon e de individuos

ndo infectados.

2 — Avaliar através de imunohistoquimica a expressao e distribuicdo de serotonina (5-HT) e seus
receptores 5-HT3 e 5-HT, em amostras de colon de pacientes chagasicos portadores de megacolon e

de individuos ndo infectados.

3 — Estudar a intensidade do processo inflamatério a partir da analise da presenca de linfécitos T
CD8 imunoreativos em amostras de célon de pacientes chagasicos portadores de megacélon e de

individuos néo infectados.

4 — Relacionar o processo inflamatorio com a expressdo de serotonina e desnervacdo do 6rgao nas

amostras analisadas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Pacientes

Nesse trabalho utilizamos amostras de tecidos de pacientes chagasicos portadores de
megacolon e de individuos controle, coletados por cirurgia ou necropsia no Hospital Escola da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Goiés, pelo Dr. Enio Oliveira. Foi obtido
consentimento prévio de todos os individuos, pais ou responsaveis para a inclusdo dos mesmos no
trabalho de pesquisa. A utilizacdo destas amostras com a finalidade de pesquisa cientifica foi
previamente aprovada pelos Comités de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias
(UFG), da Universidade de Erlangen-Nuremberg (Alemanha) e pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sendo o protocolo de analise final n° 323/11 do
comité de ética em pesquisa para o protocolo registro CEP/UFU 110/11.

Os pacientes dos quais as amostras foram coletadas ja apresentavam diagnéstico para
doenca de Chagas através de fixacdo do complemento, hemaglutinacdo ou imunoflorescéncia
indireta para T. cruzi. O teste de fixacdo do complemento (1913), conhecido também como reacéo
de Guerreiro e Machado, foi o Unico teste sorolégico disponivel por 50 anos. Em 1962, Cerisola e
colaboradores descrevem a utilizacdo do teste de hemaglutinacdo para o diagnostico sorolégico da
infeccdo que é de facil execucdo e bom desempenho. Pouco tempo depois (1966) Camargo
aperfeicoa a utilizacdo do teste de imunofluorescéncia indireta. Este teste, de elevada sensibilidade,
foi utilizado no inquérito nacional sorolégico, com mais de um milhdo de amostras em todo o
Brasil, que determinou, com bastante precisdo, a prevaléncia da doenca. Dada a sua elevada
sensibilidade, € ideal para estudos epidemioldgicos, assim como para diagndstico (Gomes, 1997).

Os dados dos pacientes podem ser observados na tabela 1.
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Tabela 1: Sexo, idade e diagnosticos dos individuos chagasicos e ndo chagasicos

Grupos Género Idade Megacélon Diagndstico
M 46 Né&o Adenocarcinoma retal
M 75 Nao Adenocarcinoma sigmdide
F 75 Nao Doenca diverticular
N&o F 72 Néo Doenca diverticular
chagasicos F 58 Né&o Doenga diverticular
F 58 Néo Adenocarcinoma sigmdide
F 43 Nao Doenca diverticular
F 81 Nao Adenocarcinoma sigmdide
F 57 Sim Megacdlon
M 62 Sim Megacélon
M 60 Sim Megacolon
F 62 Sim Megacdlon
M 58 Sim Megacélon
Chagésicos F 76 Sim Megacolon
portadores de F 43 Sim Megacdlon
megacodlon F 69 Sim Megacélon
M 59 Sim Megacélon
F 61 Sim Megacdlon
F 53 Sim Megacélon
F 48 Sim Megacélon
F 58 Sim Megacdlon

4.2. Preparo das amostras

As amostras de tecidos foram transportadas em soro fisioldgico sobre o gelo (pH 7,3) para o
laboratorio. Em seguida, as amostras foram lavadas em solucdo Krebs, a temperatura ambiente e
transferida para o meio de Dulbecco Eagle modificado (DME/F12-Ham, Sigma Chemical
Company, St Louis, MO, E.U.A.) contendo 10 mg/ml antibioticos/antimicoticos (Sigma), 50 mg/ml
de gentamicina (Sigma), 2,5 mg/ml de anfotericina B (Sigma), 10% soro fetal bovino (Sigma), 4

mM de nicardipina e 2,1 mg / ml NaHCOj3, selados em um compartimento com 95% O, e 5% de
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CO, a 37°C por 1-2 h. Posteriormente, os tecidos foram incubados por mais 2-5 h, no mesmo meio
com 100 mM de colchicina adicionadas para aumentar a imunoreatividade do corpo neuronal. Para
a fixacdo, as amostras foram clipadas na base de uma placa de Petri forradas de Sylgard, e
transferidas para solucdo de formalina 4% em tampdo fosfato 0,1 M (pH 7,4) a temperatura
ambiente por 2-3 h. Apds vérias lavagens em 0,05 M Tris salina tamponada (TBS, pH 7,4), a
camada muscular e plexos nervosos das amostras foram preparadas para a técnica de wholemounts.
A presenca da doenca foi confirmada através de exames clinicos e laboratoriais (da Silveira et al.,
2005).

4.3. Imunohistoquimica

As amostras foram pré-incubadas por 2 h em TBS 0,05 M (pH 7,4) com 1% de albumina
sérica bovina (BSA), 0,5% Triton X-100, 0,05% thimerosal e 5% de soro de cabra. Depois de um
enxaglie em TBS por 10 min, foram incubadas em uma solucdo contendo BSA, Triton X-100,
thimerosal e os anticorpos primarios (Tabela 1) por 72h (4°C). Depois de uma noite, as
wholemounts foram lavadas em TBS a 4°C e em seguida os anticorpos secundarios (Tabela 2)
foram adicionados na mesma solucdo da mesma forma que os anticorpos primarios (4h, temperatura
ambiente), seguido por um banho em TBS (overnight; 4°C). Para reduzir a autofluorescéncia
induzida por lipofuscina, as wholemounts foram incubadas em tampéo de acetato de amonio (pH
5,0) contendo 1 mM CuSQO, de 60 - 90 min seguido de um curto enxagiie em H,O destilada
(Brehmer et al., 2004a).

Tabela 2: Anticorpos primarios

Anticorpo Fonte Cadigo Diluicéo
Anti-Peripherin MERCK MILLIPORE AB-1530 1:1000
Anti-CD8 MERCK MILLIPORE CBL 1507 1:100
Anti-Serotonina (5-HT) MERCK MILLIPORE AB-938 1:1000
Anti-5-HT; MERCK MILLIPORE PC-347 1:500

Anti-5-HT, MERCK MILLIPORE HTS-110RTA  1:500



http://www.millipore.com/catalogue/item/hts110rta
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Tabela 3: Anticorpos secundarios

Anticorpo Cédigo / Fonte Diluicéo
ALEXA Fluor 488, donkey anti-mouse A-21202; Mobitec, Germany 1:1000
ALEXA Fluor 488, donkey anti-rabbit A-21206; Mobitec, Germany 1:1000
ALEXA Fluor 555, donkey anti-goat A-21432; Mobitec, Germany 1:1000
ALEXA Fluor 647, donkey anti-mouse A-31571; Mobitec, Germany 1:1000
ALEXA Fluor 647, donkey anti-rabbit A-31573; Mobitec, Germany 1:1000

Posteriormente, as amostras foram montadas em TBS-glicerol (1:1, pH 8,6). Incubacdes das
amostras em solugdes sem 0s anticorpos primarios (controles negativos) foram realizadas para o

controle da reagé&o.

4.4.Aquisicéo de imagem dos ganglios

Para a aquisi¢cdo das imagens dos ganglios do SNE, os ganglios nervosos foram selecionados
aleatoriamente. Utilizando microscopia confocal laser scanning (Bio-Rad MRC 1000 anexado a
uma Nikon diaphot 300, equipado com um laser argon-criptonio, American Laser Corporation, Salt
Lake City, UT), Séries-Z dos ganglios foram criadas através da aplicacdo de trés comprimentos de
onda para a deteccdo de anticorpos secundarios (488, 568, 647nm de excitacdo; z-steps 0,6Im). A
lente objetiva de 20x (abertura numérica 0,75) foi utilizada para a localizacdo dos ganglios,
enquanto a lente objetiva de 40x foi utilizada para a aquisi¢do de imagens para as Séries-Z com 0
auxilio do programa Confocal Assistent 4.02 software. Imagens dos ganglios foram preparadas
usando o Adobe Photoshop CS (8.0.1).
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4.5. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada a partir do teste paramétrico Anova-One way, com 0
objetivo de detectar diferencas entre os grupos de pacientes. O nivel de significAncia definido foi de
p < 0,05 e todas as analises foram realizadas utilizando o Software GraphPad Prim 3.0 (San Diego,
CA). Foram calculadas a distribuicdo de frequéncias de todas as variaveis e as medidas de tendéncia
central. As associacdes entre a variavel dependente e as independentes foram testadas através de
técnicas de regressdo bivariadas e multivariadas (regressao linear simples, maltipla ou regressao
logistica, segundo seja a caracteristica da variavel). Foram aceitos erros aleatorios ao nivel de

p=0,05 para o de tipo | e p=0,20 para o erro tipo II.
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5. RESULTADOS

5.1.Analise da inervacao atraves da expressao de Periferina

Para verificarmos a inervacdo presente nas amostras de colon, avaliamos a expressdo de
Periferina, um marcador pan-neuronal que se liga tanto ao corpo neuronal como aos seus
prolongamentos (dendritos e axdnios). Esse marcador tem se mostrado como um eficiente método
de avaliacdo de inervacdo intestinal, sendo utilizados em varios estudos anteriores (Yuan et al.,
2012, Liu et al., 2010, Holland et al., 2010). Nossos resultados revelaram que a inervagdo se
apresentava comprometida em pacientes chagasicos portadores de megacolon constipados, uma vez
que a expressao de Periferina €, em relacdo aos individuos ndo infectados, significativamente
menores (Tabela 4), corroborando assim com estudos anteriormente realizados. Os ganglios
nervosos dos pacientes constipados encontravam-se em formato irregular e seus corpos neuronais
em um formato aumentado, quando comparado ao grupo controle. Além disso, uma analise
qualitativa das amostras apresentou alteragdes nos corpos neuronais, como aumento significativo de

seu tamanho e relativa diminuicdo de seus prolongamentos (Figura 2).

Peripherin Peripherin

Figura 2: Marcacdo de Periferina pela técnica de imunofluorescéncia. Individuos ndo infectados
(A) apresentaram ganglios neuronais preservados, com corpos neuronais de formato regular e sem
processo inflamatorio. Individuos chagéasicos (B) apresentaram ganglios disformes, corpos

neuronais aumentados (seta).
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Tabela 4: Anélise morfométrica de neurbnios imunorreativos a Peripherin nas regides de plexo

mientérico e plexo submucoso em amostras de célon.

Média da dreaimunoreativa de Peripherin nos plexos nervoso de amostras de célon de pacientes chagasicos
portadores de megacélon e de individuos ndo infectados

Pacientes / Regido Plexo mientérico Plexo submucoso
Indidividuos ndo infectados 356+ 32 232+18
Pacientes chagasicos portadores de megacélon 232%+23 175%+ 16

Os valores sdo expressos como média das areas imunoreativas + Desvio Padrdo. * Diferencas
estatisticamente significante entre este grupo e o grupo nao infectado. Foi analisada area total de
1066 pm? para todas as amostras (p < 0.05).

5.2.Analise da expressao de serotonina

Expressdo de serotonina nas amostras de c6lon de pacientes chagésicos portadores de
megacolon constipados e de individuos ndo constipados. Sua presenca foi analisada em trés regides
distintas do SNE: plexo mientérico, plexo submucoso e regido de mucosa intestinal. A partir de
nossas andlises, os resultados revelaram que a expressdao de serotonina nas regides de plexos
nervosos nao sofre alteracfes significativas em pacientes chagasicos quando comparados com
individuos ndo infectados, pois nessa regido do SNE ndo ocorre sintese da serotonina (Tabela 5).
No entanto, observamos que 0s pacientes chagasicos portadores de megacdlon constipados
apresentaram uma intensa diminuicdo da expressdo de serotonina na regido da mucosa intestinal,
local este onde a serotonina € produzida, principalmente por células neuroendocrinas, tem como
destino o lume intestinal (Figura 3). Quando comparamos 0s pacientes constipados com 0 grupo
controle observamos que o sistema nervoso intestinal dos pacientes constipados estava

comprometido e que nessa regido a sintese de serotonina foi reduzida de forma significativa.
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Figura 3: Padrdo de marcacao de serotonina (azul) no SNE (verde). Em A, individuo ndo infectado.
Em B, paciente chagésico constipado apresenta expressao de serotonina bem inferior a encontrada
em pacientes ndo constipados.

Tabela 5: Analise morfométrica da area imunorreativa de Serotonina nas regifes de plexos

nervosos e de mucosa de amostras de colon.

Média da dareaimunoreativa de Serotonina nos plexos nervoso e naregido de mucosa de amostras de célon de
pacientes chagasicos portadores de megacédlon e de individuos ndo infectados

Pacientes / Regido Plexo mientérico Plexo submucoso Mucosa
Indidividuos ndo infectados 657 103+9 249+ 15
Pacientes chagasicos portadores de megacélon 58+5 98 +10 112%+11

Os valores sdo expressos como média das &reas imunoreativas + Desvio Padrdo. * Diferengas
estatisticamente significantes entre este grupo e o grupo nédo infectado. Foi analisada area total de

1066 pm? para todas as amostras (p < 0.05).
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5.3. Analise da expressao dos receptores de serotonina 5SHT3e5HT,

Uma vez analisada a expressdo de serotonina, fez-se necessario a avaliacdo da presenca de
seus receptores. Os receptores de serotonina sdo os responsaveis pela acdo desta substancia em suas
celulas alvo. Neste trabalho estudamos a expressao dos receptores de serotonina 5HT3 e 5HT4 nas
regides de plexo mientérico, plexo submucoso e de mucosa intestinal. A presenca destes receptores
juntamente com a serotonina é um indicativo de um transito intestinal normal, uma vez que a
serotonina pode exercer sua fungcdo. No entanto, nossos dados revelaram que a expressao de ambos
receptores se encontra significativamente menor no célon de pacientes chagasicos portadores de
megacolon constipados em comparacdo aos individuos ndo constipados em todas as regides
analisadas (Tabela 6). Esta diminuicdo da expressdo dos receptores pode ser decorrente do processo
inflamatodrio, da infeccdo parasitaria ou mesmo um reflexo da diminuicdo da expressdo da

serotonina na regido da mucosa intestinal (Figura 4).

Figura 4: Padrdo de marcacdo dos receptores de serotonina (vermelho) no SNE (verde). Em A,

individuo ndo infectado. Em B, paciente chagasico constipado apresenta baixa expressdo dos

receptores de serotonina comparado aos individuos néo infectados.
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Tabela 6: Analise morfométrica da area imunorreativa dos receptores de Serotonina nas regides de

plexos nervosos e de mucosa de amostras de colon.

Média da drea imunoreativa dos receptores de serotonina 5HT3 e 5-HT4 nos plexos nervoso e na regido de mucosade
amostras de célon de pacientes chagasicos portadores de megacélon e de individuos ndo infectados

Pacientes / Regido Plexo mientérico Plexo submucoso Mucosa
Indidividuos ndo infectados 92+8 131+13 315+ 25
Pacientes chagasicos portadores de megacélon 48%+6 55%+5 101*+9

Os valores sdo expressos como média das &reas imunoreativas + Desvio Padrdo. * Diferencgas
estatisticamente significante entre este grupo e o grupo ndo infectado. Foi analisada area total de

1066 pm? para todas as amostras (p < 0.05).

5.4.Analise da expressao de linfocitos T CD8

A presenca de linfocitos T CD8 no intestino € um indicativo de que processos inflamatorios
de maior intensidade estdo presentes nesta regido, essas células ocasionam um processo de delecédo
das regibes do SNE. Desta forma, analisamos a presenca destas células nas regides de plexos
nervosos e na regido de mucosa intestinal. Nossas analises revelaram que, a presenca de linfocitos T
CD8 é inversamente proporcional a presenca de serotonina (Tabela 7), ou seja, nas regifes
analisadas, onde pacientes chagasicos apresentavam baixa expressdo de serotonina, houve uma
grande presenca de linfocitos T CD8. Ja nos locais onde a expressao de serotonina estava proxima
aos niveis normais, a presenca de linfocitos T CD8 foi praticamente nula (Figura 5). Esses valores
inversamente proporcionais se devem ao fato de que quando o SNE encontra-se comprometido a
sintese de serotonina tem uma reducdo na regido de mucosa, pois 0s neurdnios estando
comprometido esse neurotransmissor reduz sua funcdo de transmitir informacdes entre o0s
neurdnios. Na presenca dessas células inflamatorias a serotonina perde sua acdo. Sabe- se que num
estagio ainda controlado da inflamacdo a serotonina tem capacidade de se ligar a essas células
imunes, pois dentre as células do sistema imune os linfocitos sdo 0s que apresentam 0 maior
nimero de receptores para a serotonina, assim sendo ela tem a capacidade de ativar ou desativar

essas células.
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Figura 5: Avaliacdo da relacdo entre a expressdo de serotonina (azul) e a presenca de linfécitos

CD8 (vermelho) no SNE (verde). Em A, observamos individuo ndo infectado com actumulo de
serotonina (seta) proximo ao ganglio nervoso, o que parece afastar os linfocitos T CD8. Ja em B,
paciente chagasico portador de megacdélon, ndo apresenta serotonina proximo ao ganglio nervoso, o

que parece ndo impedir a acao deletéria dos linfocitos T CD8 sobre seus neurdnios (seta).

Tabela 7: Anélise morfométrica da area imunorreativa de linfocitos CD8 nas regifes de plexos

nervosos e de mucosa de amostras de colon.

Média da drea imunoreativa de linfécitos CD8 nas regides de plexos nervosos e naregido de mucosa de amostras de
colon de pacientes chagasicos portadores de megacélon e de individuos ndo infectados

Pacientes / Regido Plexo mientérico Plexo submucoso Mucosa
Indidividuos ndo infectados 10+2 18+3 51+5
Pacientes chagasicos portadores de megacédlon 59*+6 245% +25 303*+29

Os valores sdo expressos como média das &reas imunorreativas + Desvio Padrdo. * Diferencas
estatisticamente significante entre este grupo e o grupo nédo infectado. Foi analisada area total de
1066 pm? para todas as amostras (p < 0.05).
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6. DISCUSSAO

O megacotlon chagasico € uma importante manifestacdo clinica da fase crénica da doenca de
Chagas e seu principal sintoma é a constipacdo. O desenvolvimento do megacdlon é caracterizado
por um acumulo fecal no lumen intestinal, que comprime a mucosa e causa isquemia, com
subsequentes lesdes celulares regressivas e inflamatdrias, sendo que a transicdo entre o reto e o
sigmoide sdo as regides mais afetadas pelo processo inflamatério (da Silveira et al., 2011).
Acredita-se que o acumulo de células inflamatérias nesses locais seja consequéncia do
desenvolvimento do megacdlon chagasico, uma vez que a inflamacdo cronica induziria a leses
celulares e necrose, interferindo na funcdo intestinal, principalmente por lesdes degenerativas no
SNE. Estudos realizados sobre esse sistema sugerem que a dilatacdo cronica, caracteristica da fase
cronica, se dé ndo so pela destruicdo de alguns grupos neuronais, mas também por uma interacdo do
sistema imunoldgico em todo trato digestivo (da Silveira et al., 2008b).

O SNE contém mais de 30 neurotransmissores potenciais, dentre eles encontramos a
Serotonina. A serotonina tem a capacidade de influenciar diversas fungdes fisiologicas no
organismo e cerca de 90% dela é produzido no intestino, onde executa diversas atividades (Gill et
al., 2008). No intestino, a serotonina atua como neurotransmissor e molécula sinalizadora. Alguns
dados sugerem que a serotonina e seus receptores podem induzir um processo de modulagdo do
processo inflamatorio desencadeado pela doenga de Chagas e sua acdo pode melhorar a regulacao
da peristalse intestinal e uma reducao da sensibilidade visceral (Sikander et al., 2009b).

Trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram que a destruicdo de
neurbnios esta intimamente relacionada com a intensidade do processo inflamatério ocasionado
pela infeccdo chagésica. A relagdo entre a serotonina e o processo inflamatério se deve ao fato de
alguns estudos terem demonstrado que esta substancia estd intimamente envolvida no controle do
transito intestinal e pode conduzir a modulacdo do processo inflamatorio, isso se deve ao fato da
maioria das células do sistema imune apresentar receptores para serotonina (Sikander et al., 2009b).

Em um primeiro momento fizemos a avaliagdo da Periferina, um marcador pan-neuronal,
para a avaliacdo da inervacdo do SNE, podendo assim comprovar ou ndo a ocorréncia de
desnervacdo nesse sistema. As avaliagdes realizadas atraves da analise morfométrica de neurénios
imunorreativos a Peripherin nas regides de plexo mientérico e plexo submucoso em amostras de
célon comprovaram uma diminuicdo de neurbnios nos pacientes chagasicos devido a baixa
expressdo desta proteina. Ja a analise qualitativa das amostras demonstrou alteragdes nos corpos

neuronais que estavam aumentados em tamanho com presenca de prolongamentos mais curtos.
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Esses resultados sdo corroborados por uma série de autores (Adad et al., 2001, da Silveira et al.,
2007b, da Silveira et al., 2007d)

Em seguida, foi avaliada a expresséo de serotonina e seus receptores no intuito de relacionar
a expressao da mesma com o processo inflamatdrio e a destruicdo neuronal. A serotonina foi
avaliada em trés regiGes distintas do SNE: plexo mientérico, plexo submucoso e regido de mucosa
intestinal. Quando se avaliou a presenca nas duas primeiras regides citadas ndo houve uma
diferenca significativa em comparacdo aos pacientes ndo portadores do megacolon, os dados
obtidos se mantiveram em um nivel de igualdade. J& na mucosa intestinal observamos uma
diferenca entre os dois grupos avaliados, sendo que os pacientes portadores de megac6lon chagésico
apresentaram uma intensa diminuicdo da expressdo de serotonina, local este onde a serotonina é
produzida, principalmente por células neuroenddcrinas.

Vaérios estudos vém sendo realizados a respeito das alteracfes da expressao de serotonina no
intestino e a ocorréncia de doengas no trato gastrintestinal, como o megac6lon chagasico e a
sindrome do intestino irritavel. Recentemente foi demonstrado que a transcricdo do mRNA da
serotonina esta reduzida diante a presenca de processos inflamatdrios no intestino, ocasionado pela
presenca da doenca cronica, ocorrendo consequentemente uma reducdo da producdo de serotonina
no intestino, principalmente na mucosa intestinal (Sikander et al., 2009b). Demonstrou-se também
que a reducdo da sinalizacdo de serotonina esta relacionada, em casos de constipacao crénica, com a
sindrome de intestino irritdvel e outros sintomas como os observados no megacolon chagasico.
Todos estes apresentam em comum a presenca de algum tipo de processo inflamatdrio,
corroborando com nossos resultados que demonstraram que na presenca do megacolon chagasico ha
uma reducéo da producdo de serotonina e futuros danos ao intestino (Gershon, 2009).

Também foi avaliada a atuacdo dos receptores de serotonina com maior importancia dentro
do intestino, os receptores 5HT3 e 5SHT, pois cerca de 95% dos receptores para serotonina sdo do
tipo 5HT; e 5HT, Esses receptores desempenham papéis importantes quando ativados junto a
serotonina, podendo melhorar a regulagdo da peristalse intestinal e auxiliar na reducdo da
sensibilidade visceral. Os receptores 5HT3 e 5HT, também foram analisados nas regifes de plexo
mientérico, plexo submucoso e de mucosa intestinal. Nossos resultados demonstraram que a
expressdo de ambos receptores se encontra significativamente menor no célon de pacientes
chagasicos portadores de megacolon em comparacdo aos individuos ndo infectados. Acreditamos
que a diminuicdo da expressdo dos receptores pode ser decorrente do processo inflamatério, da
infeccdo parasitaria ou mesmo um reflexo da diminuicdo da expressdo da serotonina na regido da
mucosa intestinal, que € ocasionado pela presenca da doenca de Chagas.

Gershon e cols. (2009) demonstraram que na presenca destes receptores, a acdo da

serotonina € desempenhada de forma mais eficaz. Os receptores de 5HT3 estdo presentes no coldon e
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no reto, onde sdo expressos principalmente nos neurdnios mientéricos. A auséncia da expressdo dos
receptores 5HT; esta associada a reducdo da velocidade do transito intestinal, do reflexo
gastrocolico, aumento da complacéncia do colon e influencia diretamente a intensidade de
processos inflamatdrios no trato gastrintestinal através da auséncia da acdo em células do sistema
imune. A expressdo desse receptor associado a serotonina demonstrou uma melhora
estatisticamente significativa no alivio da dor abdominal, desconforto ou urgéncia fecal e satisfacdo
do paciente (Gershon, 2009).

A avaliacdo da expressdo do receptor 5HT, demonstra que a expressdo desse receptor é
responsavel por diversas respostas sobre o trato gastrintestinal tendo efeito pro-cinético ao aumentar
a liberacdo de neurotransmissores, acéo indireta na sensibilidade visceral sendo capazes de relaxar
células musculares lisas, atuam na absorcdo e secrecdo do liquido intraluminal, auxiliando na
eliminacdo de fezes moles ou diarréicas (Kadowaki et al., 2002b). Outros trabalhos apontam
também que 0 uso de agonistas de 5-HT,4 seja uma boa op¢do para prevenir a exacerbacdo dos
processos inflamatoérios no sistema gastrointestinal, prevenindo a destrui¢do neuronal e a formacao
de megacdlon em pacientes chagasicos, uma vez que eles tém a capacidade de diminuir a liberacéo
de citocinas pré-inflamatérias regulando a co-estimulacdo da expresséo de algumas moléculas como
as das células gliais (da Silveira et al., 2011). Ainda nesse trabalho, foi demonstrado que as
citocinas pré-inflamatorias aumentam a expressdo de MHC classe 11 e co-estimulam algumas outras
moléculas como a CD80 ou CD68 e, consequentemente, o processo inflamatorio.

Para que pudessemos confirmar todos os dados analisados anteriormente, comprovando a
relacdo da inervacdo do SNE, com a reducdo de expressdo de serotonina e seus receptores na
mucosa intestinal, realizamos a avaliacdo da presenca de células inflamatérias. Para isso, avaliamos
a presenca de linfocitos TCD8, principais responsaveis pela citotoxicidade do sistema imunolégico
e pela exacerbacdo do processo inflamatério na regido intestinal. Desta forma, analisamos a
presenca destas células nas regides de plexos nervosos e na regido de mucosa intestinal. N0ssos
resultados revelaram que, a presenca de linfocitos TCD8 nessas regides foi inversamente
proporcional a presenca de serotonina, ou seja, nas regifes analisadas, onde pacientes chagasicos
apresentavam baixa expressdo de serotonina, houve uma grande presenca de linfocitos TCD8, e nos
locais onde a expressao de serotonina estava proxima aos niveis normais, a presenca de linfocitos T
CD8 foi praticamente nula.

Atualmente, o processo inflamatorio é aceito como a causa principal da destrui¢do neuronal,
0 que indica a agdo de células inflamatdrias em pacientes portadores do megacélon chagasico. Ao
avaliar a expressdo de linfocitos TCD3, linfocitos B CD20, células NK e linfocitos T citotoxicos
nos plexos mientéricos e submucosos, foi demonstrada a presenca difusa destas células, associadas

a processos inflamatdrios e a ocorréncia de fibrose. Dessa forma, o SNE é alvo de todo esse
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processo patologico, tendo seu funcionamento comprometido e, consequentemente, 0
funcionamento do sistema gastrointestinal € prejudicado (da Silveira et al., 2007c).

De forma similar, Dutra e cols. (2009) demonstraram a grande relevancia da presenca de
células inflamatdrias no desenvolvimento da doenca de Chagas, uma vez que os linfécitos T
participam ativamente do desenvolvimento de todas as formas clinicas desta doenga. Os infiltrados
inflamatdrios encontrados sdo compostos principalmente de linfécitos T CD3, CD4, linfdcitos B,
CD20, células NK CD57, células de macrofago CD68. A presenca dessas células na lesdo crénica
sugere um papel de manutencdo do parasita nos focos de lesdo, o que também pode ser associado ao
processo cronico de desnervacao (Dutra et al., 2009).

Estes dados legitimam nossos resultados, demonstrando que na ocorréncia do megacolon
chagasico ocorre um processo inflamatdrio exacerbado, induzindo a um comprometimento da
inervacdo do SNE, o que pode ser diretamente associado com a expressao de serotonina. Apesar do
papel da serotonina no desenvolvimento da forma digestiva de pacientes chagasicos ndo ter sido
ainda abordado no meio cientifico, podemos sugerir através desse trabalho que a mesma esta ligada
a atenuacdo do processo inflamatorio na fase cronica da doenca de Chagas. Nossos dados sugerem
gue na presenca de serotonina ocorre uma reducdo da presenca de células inflamatorias no intestino
do paciente chagasico evitando assim que o processo inflamatdrio leve ao megacolon. Assim,
nossos resultados indicam que a expressao de serotonina no intestino é capaz de reduzir a atividade
de células inflamatorias intestinais, o que garantiria o funcionamento do SNE diante condicGes
patoldgicas.

Assim, conclui-se que na presenga de serotonina, o processo inflamatério decorrente da
doenca de Chagas pode ser reduzido e a instalacdo do megacélon até evitada. A pesquisa cientifica
no intuito de aumentar a producdo de serotonina no intestino de pacientes chagasicos, ou mesmo
medicamentos que visem a reposicdo dessa substancia no organismo sdo de extrema importancia
para uma melhor qualidade de vida dos pacientes. Como exemplo de alguns fa&rmacos que possuem
esta acdo, podemos citar a loperamida, antagonistas de 5HT3 e agonistas de 5HT,. Esses farmacos
tem a capacidade de aumentar os niveis de serotonina no intestino, ocasionando assim uma possivel
reducdo no processo inflamatério da doenca de Chagas. Possivelmente os antidepressivos, em
baixas doses, possam estimular o transito intestinal, evitando a constipacdo e a instalacdo de
processos inflamatorios, o que evitaria 0 desenvolvimento de uma seérie de patologias

gastrintestinais.
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CONCLUSOES
1. A constipacdo intestinal e a exacerbacdo do processo inflamatorio estdo associadas a baixa
expressao de serotonina e de seus receptores;

2. A expressdo de serotonina no intestino é inversamente proporcional a presenca de linfdcitos
TCD8 nesta regiéo;

3. H& uma maior preservacdo do SNE de individuos competentes em expressar serotonina,
possivelmente devido ao melhor controle do processo inflamatorio;

4. A serotonina apresenta um possivel efeito protetor no trato gastrintestinal, evitando a ocorréncia
de constipacdo intestinal e possivelmente do megacélon chagasico.
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