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RESUMO

2

A forma digestiva decorrente da doenga de Chagas é uma das principais causas de
morbidade e mortalidade na fase cronica da doenga. Pacientes portadores da forma digestiva
apresentam uma série de sintomas relacionados a obstru¢do do 6rgdo. No megac6lon, os 0rgaos
exibem grande aumento do ldmen e hipertrofia da camada muscular. Anélises histologicas dos 6rgios
afetados tém demonstrado lesdes inflamatodrias do sistema nervoso entérico (SNE), associadas com
uma grande reducdo no nimero de neurdnios. Embora o mecanismo de lesdo neuronal continue
obscuro, a frequente observacdo de ganglionite e periganglionite em pacientes com megacélon
aponta para a participagdo de células do sistema imune nesse processo. Individuos ndo portadores de
megacOlon também apresentaram processos de denervagdo e inflamacio, porém menos intensas
em relacdo aos portadores de megacdlon. Conhecendo que a inter-relacdo entre o SNE ¢ o sistema
imune € muito rica, é de extrema importancia compreender 0s mecanismos que atuam em comum
entre estes dois sistemas, o que pode elucidar e mostrar novos caminhos para o controle efetivo de
doencas que afligem o trato gastrintestinal. Dados preliminares de nossos estudos utilizando a
proteina GAP-43, marcador de regenera¢do neuronal, sugerem que esse processo de plasticidade
neuronal esteja ocorrendo no colon de pacientes portadores da infec¢do cronica. A hipétese é que o
desenvolvimento do megacOlon chagdsico esteja intimamente relacionado com a expressdo de
neurotrofinas, substincias capazes de estimular o processo de regeneracdo neuronal. A partir desses
dados uma nova linha investigativa abriu-se no estudo da patologia do megac6lon chagdsico. Para a
compreensdo do desenvolvimento dessa patologia, avaliamos o grau de destrui¢do das diferentes
classes neuronais, a taxa de regeneragcdo e as substincias envolvidas com as mesmas, sendo essa a

hip6tese norteadora da dissertacdo aqui apresentada.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Megacolon, Sistema nervoso entérico, Neurotrofinas.



ABSTRACT

Patients with the digestive form of Chagas” disease exhibit a number of symptoms
related to obstruction of the organ. Histological analysis of affected organs have demonstrated
inflammatory lesions of the enteric nervous system (ENS), associated with a large reduction in the
number of neurons caused, mainly, by inflammatory process. However, previous studies presented
that some substances, like neurotrophins, may restrict neuronal destruction levels. The objective of
this study is to characterize the neurotrophins expression in tissues from chagasic patients with
chagasic megacolon and verify its involvement in megacolon development. For this, we used samples
from chagasic patients with megacolon (n=8) and non-infected individuals (n=8) that, after
preparation, were submitted to confocal fluorescence immunohistochemistry. To identify the sources
and expression level of neurotrophins (NGF, GDNF and NT3), we performed a co-localization with
Peripherin (neuronal marker) and S-100 (glial cell marker). Our results presented that, in the colon,
the glial cells are the main sources of neurotrophins in all analyzed groups. Besides, chagasic patients
with megacolon presented high expression of all investigated neurotrophins when compared with
non-infected individuals. Our data point that neurotrophins might perform a protective role in the
enteric nervous system and that prevent the megacolon installation. By the other side, chagasic
patients that do not express an adequate level of neurotrophins may progress to megacolon form. We
believe that this data can suggest new treatment protocols, like drugs administration qualified to
elevate neurotrophins levels, what could prevent the megacolon installation and maintain the normal

function of the gastrointestinal tract.

Keywords: Chagas disease, Megacolon, Enteric nervous system, Neurotrophins
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1.INTRODUCAO

Doenga de Chagas

Em fins de 1907, encarregado por Oswaldo Cruz, Carlos Chagas viajou para Lassance,
arraial quase as margens do Rio Sdo Francisco, onde a maléria devastava o acampamento dos
trabalhadores da Estrada de Ferro Central do Brasil. Instalou sua casa e seu laboratério em um vagao
de trem. No povoado, observando a infinidade de insetos hematdfagos, barbeiros, alojados nas
paredes de pau-a-pique das moradias, decidiu examind-los. Encontrou neles um novo parasita, que
chamou de Trypanosoma cruzi, em homenagem a Oswaldo Cruz, seu amigo ¢ mentor. Verificou que
0 parasita era patogénico para animais de laboratério e descobriu sua presenga em animais
domésticos. Paralelamente, Chagas ji havia detectado, nos habitantes da regido, alteracdes
patologicas inexplicdveis (KOBERLE, 1957).

A presenca desse parasita em insetos sugeriu a possivel existéncia de uma doenca
infecciosa em animais e no proprio homem. Comecou, entdo, a pesquisar as ligacdes entre 0 novo
parasita e a condicdo moérbida daquela populacdo. Dois anos depois, em agosto de 1911, Carlos
Chagas exp0s suas descobertas na Academia Nacional de Medicina, no Rio de Janeiro, descrevendo
detalhadamente as fases aguda e cronica da doenga, além de suas diferentes formas clinicas.
Entretanto, tais relatos ndo foram bem aceitos pela comunidade cientifica e foram até mesmo negados
por alguns de seus contemporaneos, chegando mesmo a ser denominado de “o homem que procura
na selva doencas que ndo existem”. Apos 1920, a doenga de Chagas foi simplesmente esquecida e
por mais de 10 anos foi considerada sem importancia para a sadde publica (KOBERLE, 1968;
PRATA, 1999).

Em 1934, Mazza demonstrou vérios casos agudos da doenga de Chagas no norte da
Argentina, exatamente onde outros pesquisadores falharam em encontrar qualquer pessoa infectada
pelo o parasita. Da mesma forma que Carlos Chagas, Mazza foi criticado por “descobrir novas
doengas ao invés de procurar cura para as que ja existiam”. Resistindo aos ataques, ele e sua equipe
persistiram em suas investigagdes, identificando mais de 1000 casos agudos até 1944, comprovando
ser a doenca de Chagas, naquela época, um problema de saude publica. Apesar da “re-descoberta” da
doenca por Mazza, seu significado real foi reconhecido somente com o aperfeicoamento da técnica
de fixacdo de complemento e de seu uso como diagndstico na populagdo. A partir de entdo, a doenca
de Chagas passou a ser denominada de trypanosomiasis americana (KOBERLE, 1961; KOBERLE,
1968; PRATA, 1999).


http://www.marcobueno.net/A004/arquivo_estudo.asp?txtIDArquivo=125

Dentre as formas de transmissdo da doenca de Chagas, destacamos a via vetorial, a via
placentdria e a via transfusional, sendo esta dltima, atualmente, a forma mais comum de contigio no
Brasil. Quando a infeccdo se d4 a partir da picada do inseto transmissor, ela ocorre através de fezes
contaminadas. ApOs o ato de sugar o sangue, 0 que ocorre na maioria das vezes durante a noite, 0
inseto elimina fezes infectadas com a forma tripomastigota proximo ao local da picada. Os parasitas
conseguem penetrar ativamente através da mucosa ou mesmo da conjuntiva ocular e, apds invadirem
as células do hospedeiro, podem escapar dos mecanismos de defesa do organismo. Em seguida, o
parasita tem acesso a vasos linfaticos e sanguineos, indo parasitar uma variedade de células em
outros 6rgdos. Dentro das células, os parasitas diferenciam-se em amastigotas, reproduzem-se e ddo
origem a novas formas tripomastigotas, as quais retornam a circulag¢do sistémica, reiniciando o ciclo
(BRENER, 1982; KOBERLE, 1968).

Pacientes portadores da doenga de Chagas podem apresentar formas clinicas distintas. A
forma aguda representa, na realidade, uma infeccdo generalizada pelo T. cruzi. As formas
amastigotas sdo encontradas difusamente em células do organismo, incluindo macréfagos, células
gliais, células adiposas, células endoteliais, fibras musculares lisas, esquelética e cardiaca,
fibroblastos, células de Schwann e neurdnios. O sinal de Romafia, ou chagoma, € considerado uma
lesdo de porta de entrada. Seu aparecimento de 10 a 15 dias ap6s a inoculacdo e sua duracio de 30 a
60 dias sugerem uma reagdo de hipersensibilidade mediada por células. Portadores da forma aguda da
doenga podem vir a falecer de miocardite, de meningoencefalite ou de complicagdes, como
broncopneumonia. Em criangas de até cinco anos de vida, os sintomas da infec¢do aguda sdo mais
severos do que aqueles observados em adultos. Ambos os sexos sdo igualmente susceptiveis a
infeccdo (DIAS, 2001; KOBERLE, 1968; KOBERLE, 1970).

Na fase cronica, os individuos podem apresentar sintomas resultantes do
comprometimento do sistema digestivo e/ou cardiaco, ou podem ainda persistir na forma
assintomdtica da doenca, também denominada de forma indeterminada. Esta representa um dos
aspectos mais enigmaticos sobre a doenca de Chagas, uma vez que pode haver um intervalo de 20 até
30 anos entre a fase aguda ¢ a fase cronica sintomdtica. Alguns individuos chegam a falecer com 70 a
80 anos sem nunca apresentar qualquer sintoma decorrente da infeccdo (ANDRADE, 1999; DIAS,
2001; PRATA, 2001). A forma cronica cardiaca, pela sua gravidade e frequéncia, é uma das formas
mais bem estudadas da doenca de Chagas, caracterizando-se por produzir insuficiéncia cardiaca,
transtornos do ritmo e da conducgdo, fendOmenos tromboembodlicos e¢ morte subita. Pacientes
portadores desta forma clinica apresentam miocardite usualmente intensa e difusa, sendo
acompanhados de cardiomegalia, quadros de trombose intracardiaca, lesdes vasculares e fibrose (DE
REZENDE; RASSI, 1958; MARIN NETO et al., 1980; RASSI et al., 2000).
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Pacientes portadores da forma digestiva apresentam sintomas decorrentes de
comprometimento de 6rgdos deste sistema, principalmente do esdfago (megaesdfago) e do colon
(megacOlon). Acredita-se que um dos fatores mais importantes no desenvolvimento do mega
chagdsico seja um processo degenerativo, principalmente de ganglios nervosos do trato
gastrintestinal, que aparentemente se inicia na fase aguda, persistindo até a fase cronica (ANDRADE;
ANDRADE, 1966; ANDRADE; ANDRADE, 1969; KOBERLE, 1968).

O Megacolon chagdsico

A primeira suspeita da existéncia da forma digestiva na doenca de Chagas surgiu em
1916, quando o proprio Carlos Chagas observou que, durante a infec¢do aguda, alguns adultos
exibiam uma acentuada disfagia para alimentos cuja ingestdo necessitava de ser acompanhada de
dgua. Os pacientes relatavam que o transito do alimento era interrompido no esdfago, causando
imensa dor. Mesmo a ingestdo de liquidos poderia ser dificil, sendo as vezes impossivel, havendo
desta forma, a necessidade de que o liquido fosse administrado em pequenas doses. Tal fendmeno,
sem explicagdo patogénica, foi denominado entdo de “Mal do Engasgo” (CHAGAS, 1916).

As formas digestivas da doenca de Chagas estdo presentes notadamente nas regides
abaixo da linha equatorial, ocorrendo a esofagopatia em aproximadamente 7 a 10% dos casos e a
colopatia em 3 a 7 % dos casos. O megac6lon chagésico atinge, sobretudo, o sigmdide e o reto. Pode
manifestar-se como uma doenga isolada, mas frequentemente ¢é encontrado associado ao
megaesdfago ou a cardiopatia chagasica. E mais comum no adulto (30 a 60 anos) e mais incidente no
sexo masculino (DIAS, 2001).

Segundo Tafuri (TAFURI et al., 1971) € licito admitir uma progressividade das lesdes
dos plexos, que se agravam proporcionalmente a duragdo e ao grau do mega. O acimulo de fezes no
colon provoca dilatacdo da luz e compressdo da mucosa. A compressdo, por sua vez, leva a isquemia
e, secundariamente, a degeneracio, necrose ¢ ulceracdo da mucosa. Na mucosa, assim ulcerada,
inicia-se um processo inflamatorio secundério ¢ independente da inflamacdo induzida pela propria
doenga de Chagas. Esse processo inflamatorio atinge o plexo mioentérico ja previamente lesado pelo
T. cruzi, agravando ainda mais a destruicdo do sistema nervoso entérico (SNE). Por sua vez, o plexo
submucoso sofre as consequéncias das lesdes do plexo mioentérico, devido as relagcdes sindpticas
entre eles. A inflamagdo secunddria a estase, somada a destruicdo dos plexos e dos componentes
intersticiais, evolui para a fibrose intersticial da submucosa e do conjuntivo intermuscular. Por sua
vez, 0 aumento da resisténcia do meio, exige maior esfor¢o das fibras musculares para a contragio.

Com o tempo, ocorrem hipertrofia e alteragdes regressivas das fibras musculares. Essas ultimas sdo
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consequéncias dos distirbios das trocas metabdlicas entre as células musculares e o intersticio
induzido pela propria inflamacdo (alteragdes vasculares, edema, infiltrado celular e fibrose) que se
interpde entre eles. Como o plexo submucoso estd em intima relagdo com as células musculares, é
facil compreender como a miosite e suas sequelas podem lesar ainda mais os ganglios.

Acreditamos na existéncia de uma interconexao entre sistema imune e neuro-endocrino.
Essa ligacdo promoveria uma troca de informagdes bi-direcional entre sistema imune e sistema
nervoso entérico. A ativa¢do de mastocitos, além de realizar papéis na fisiologia gastrintestinal,
desempenha um papel crucial no processo inflamatério, sendo um dos principais codificadores de
sinais intestinais que irdo culminar em respostas motoras, percepcdes viscerais e ativagdo de células

do sistema imunoldgico nas patologias gastrintestinais (GUI, 1998).

O Sistema Nervoso Entérico

O trato gastrintestinal possui dois componentes nervosos responsdveis por sua
inervacdo. Um componente extrinseco, de neurdnios originados do sistema nervoso central (SNC), e
um componente intrinseco, representado pelo sistema nervoso entérico. A inervagdo extrinseca do
trato gastrintestinal é constituida de neurdnios simpdticos e parassimpdticos. No sistema nervoso
simpético, a noradrenalina é o neurotransmissor mais comum em neurdnios pds-ganglionares que
inervam o intestino. Os corpos destes neurdnios encontram-se em ganglios nervosos pré-vertebrais e
paravertebrais, enquanto seus axoOnios conectam-se ao trato gastrintestinal através dos nervos
mesentéricos. Quando estimulados, estes neurdnios agem inibindo a peristalse, regulando o fluxo
sanguineo dos vasos intestinais e controlando a secre¢do de eletrdlitos (COSTA et al., 2000;
LUNDGREN, 2000; McMillin et al., 1999; POWLEY, 2000a).

O sistema nervoso parassimpético atua no trato gastrintestinal através do nervo vago e
dos nervos pélvicos. O nervo vago possui corpos neuronais localizados no SNC, enquanto seus
axoOnios inervam grande parte do intestino. Por sua vez, os nervos pélvicos possuem corpos neuronais
na medula espinhal, ao nivel do sacro, ¢ os axdnios no trato gastrintestinal. Os estimulos vagais
utilizam acetilcolina como neurotransmisor, sendo esta responsdvel por estimular a peristalse e
aumentar o aporte sanguineo intestinal (POWLEY, 2000b).

Uma considerdvel quantidade de tecido nervoso, de que consiste o SNE, estd inserida na
parede do trato gastrintestinal. O SNE apresenta neur6nios e células de suporte (células da glia)
agrupados em pequenos grupos denominados de ganglios entéricos, sendo estes interconectados por

fibras nervosas. Os ganglios entéricos, apesar de pequenos, s3o td0 numerosos que o sistema como
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um todo possui milhdes de neurdnios. Essas células conectam-se, através de fibras nervosas, com
outros neurdnios que, por sua vez, inervam as camadas musculares do trato gastrintestinal, do epitélio
secretor, dos vasos sanguineos, do sistema biliar e do pancreas.

As primeiras descri¢des dos plexos entéricos e seus ganglios nervosos foram realizados
por Meissner (MEISSNER, 1857), Billroth (BILLROTH, 1858) ¢ Auerbach (AUERBACH, 1862A;
AUERBACH, 1862B; AUERBACH, 1864). Remark (REMAK, 1840; REMAK, 1852) tinha
previamente notado a presenca de ganglios microscOpicos nas paredes da faringe e do estdmago, mas
suas descrigdes ndo sugerem que esse autor tenha os reconhecido como constituintes de plexos
nervosos.

Apos sua descoberta, os plexos e os ganglios entéricos atrairam considerdvel atencdo da
comunidade cientifica, ¢ numerosos trabalhos sobre sua organizacdo foram realizados. Estes estudos
forneceram informacdes detalhadas sobre os tamanhos, as estruturas ¢ as conexdes entre os ganglios
entéricos. Destacamos as brilhantes descricdes de Meissner ¢ Auerbach que, utilizando técnicas hoje
consideradas rudimentares, elucidaram a organizacdo geral dos plexos entéricos. Ndo nos
surpreendemos que, apds mais de cem anos da realizagdo destes trabalhos, eles continuem servindo
como base para estudos sobre o trato gastrintestinal.

A maior parte dos neurdnios entéricos € encontrada em dois plexos; o plexo mioentérico
(plexo de Auerbach) e o plexo submucoso (plexo de Meissner). O plexo mioentérico constitui uma
rede de pequenos ganglios neuronais interconectados por feixes nervosos situados entre as camadas
musculares (interna e externa) do trato gastrintestinal. Este plexo forma uma rede continua em torno
da circunferéncia e por toda a extensdo do sistema digestivo (Figura 1). Os génglios encontrados
neste plexo variam no tamanho e na forma. Essas diferencas estdo relacionadas a por¢do do intestino
analisada e a espécie de animal em questio (GABELLA, 1981; IRWIN, 1931). Corpos neuronais
isolados sdo ocasionalmente encontrados fora do plexo mioentérico, sendo geralmente identificados
na camada muscular adjacente ao plexo. Funcionalmente, a maior parte dos neurdnios encontrados
neste plexo sdo neurbnios eferentes (GABELLA; TRIGG, 1984). A inervacdo das camadas
musculares se dd através de projecdes de feixes nervosos provenientes do plexo mioentérico. Estes
feixes estdo dispostos paralelamente as fibras musculares (RICHARDSON, 1958).

O plexo submucoso, descrito por Meissner (MEISSNER, 1857) e Billroth (BILLROTH,
1858), é formado por ginglios interconectados por feixes nervosos, assim como o plexo mioentérico.
Embora a presenca de ganglios nervosos neste plexo seja mais evidente nos intestino delgado e no
colon, eles podem ser observados no esdfago e no estomago. Os feixes nervosos que interconectam
os ganglios do plexo submucoso sdo delgados em relacdo aos encontrados no plexo mioentérico
(GONIAEW, 1875; HENLE, 1871; TIMMERMANS et al., 2001). Da mesma forma que o plexo
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mioentérico, o plexo submucoso forma uma rede continua em torno da circunferéncia e por todo o
trato gastrintestinal (Imagem 1). Em grandes mamiferos, como suinos e o ser humano, o plexo
submucoso € formado por distintos, porém interconectados, plexos que se situam em diferentes
niveis. Duas ou trés camadas de ganglios podem ser observadas (GUNN, 1968; HOYLE;
BURNSTOCK, 1989; SCHABADASCH, 1930). A organizacdo entre os ganglios no plexo
submucoso e os tipos funcionais de neurdnios, no que diz respeito a forma e a natureza quimica
encontradas nestes ganglios, difere-se entre as espécies (SCHEUERMANN et al.,, 1987;
TIMMERMANS et al., 1990). Como n3o se sabe ao certo a quem se devem os créditos pela
descoberta dos componentes individuais dos plexos submucoso, parece razodvel se referir aos plexos
como plexo submucoso interno e externo (TIMMERMANS et al., 2001). Entre os neurdnios
encontrados no plexo submucoso externo, alguns proveem inervacdo a camada muscular interna e,
algumas vezes, para a muscular externa (FURNESS et al., 1990; PORTER et al., 1999; SANDERS;
SMITH, 1986). O plexo submucoso interno possui poucos neurdnios que inervam as camadas
musculares, mas possui muitos que inervam a mucosa (PORTER et al., 1999).

Embora os plexos nervosos sejam descritos como entidades separadas, eles sdo de fato
unidos por numerosos feixes nervosos. Auerbach (AUERBACH, 1864) observou conexdes entre a
inervacdo extrinseca (nervo vago e mesentérico) ¢ o plexo mioentérico ¢ também observou conexoes
entre os plexos mioentérico e submucoso. Drasch (DRASCH, 1881) confirmou a conexdo entre os
plexos mioentérico e submucoso, reconhecendo que as fibras do plexo submucoso realizavam a
inervacdo a mucosa.

Estudos que visam avalia¢do de fibras nervosas no SNE t€m sido realizados através da
utilizacdo de um marcador denominado PGP 9.5 (protein gene related peptide). A PGP 9.5 € uma
proteina codificada por uma familia de genes cujos produtos hidrolisam proteinas associadas a
ubiquitina e inativam a cadeia de poliubiquitina para gerar mondmeros livres de ubiquitina (sistema
de degradacdo de proteinas). As anélises da estrutura primdria da PGP 9.5 e do seu cDNA revelaram
nessa protefina uma grande homologia com isoenzimas relacionadas a ubiquitina, sugerindo que a
PGP 9.5 poderia fazer parte de uma familia multigénica de isoenzimas. A proteina PGP 9.5 ¢é
composta de 223 aminodcidos (24-27 kDa) e apresenta-se conservada através de uma variedade de
espécies. Estima-se que a PGP 9.5 represente de 1 a 2% do total de protefnas soltveis dentro da
célula nervosa. Segundo estudos realizados por Krammer, a PGP 9.5 marca fibras nervosas e corpos
neuronais do plexo mioentérico, do plexo submucoso, da camada muscular propria e ldmina propria
(KRAMMER; KUHNEL, 1993). Desta forma, esse marcador ¢ utilizado para a avaliacdo destes

componentes do SNE em patologias que afligem o trato gastrintestinal, como a doenga de
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Hirschsprung (MEYRAT et al., 2001; NEMETH; PURI, 2000) ¢ mesmo em modelos experimentais
(ARANTES et al., 2004; KULKARNI-NARLA et al., 1999).

A Plexo mienterico

Muscular interna

Plexo submucoso

Muscularis
mucosae

Nervo perivascular
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[
Y \N
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Imagem 1: Esquema do SNE observado em camadas (A) ¢ em seccdo transversal (B). Existem dois plexos nervosos
tormados por ganglios; o plexo mioentérico € o plexo submucoso, além das fibras nervosas que inervam as camadas
musculares, a mucosa e as arteriolas intramurais. A inervacio extrinseca tem acesso ao SNE através de nervos

paravasculares ¢ perivasculares (B). Adaptado de Furness e Costa (FURNESS; COSTA, 1980), com permissdo dos

autores.

Por suas acdes efetivas nas atividades neuronais, as neurotrofinas sdo indicadas para o
tratamento de doengas neurodegenerativas dos sistemas nervoso central e periférico. Estratégias de
administracdo desses fatores t€m sido testadas experimentalmente, ¢ a compreensdo detalhada de
suas acdes no desenvolvimento, na manutencdo ¢ na regeneracdo de neurdnios é essencial para
validar seu uso como agente terapéutico (TERENGHI, 1999; WHITWORTH et al., 1995).

O fator de crescimento neuronal (NGF) foi a primeira neurotrofina a ser descrita (LEVI-
MONTALCINI; ANGELETTI, 1961), uma vez que seu papel no desenvolvimento, na diferenciacio

¢ na manutencido de neurdnios sensitivos ¢ simpdticos foi estabelecido (HALEGOUA et al., 1991;
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LEVI-MONTALCINI, 1987; STEPHANI et al., 1987; THOMAS et al., 1991). Uma série de células
produz o NGF, entre as quais podemos destacar os neurdnios, as células da glia, células musculares,
fibroblastos e até mesmo algumas células do sistema imunolédgico, tais como os linfocitos B e
linfocitos T (Edling et al, 2004). Além do NGF, uma sériec de neurotrofinas passou a ser
caracterizada devido a seus efeitos sobre o tecido nervoso. Dentre elas, destacamos o Fator
Neurotrofico Ciliar (CNTF), os Fatores de Crescimento Fibroblastico acidico (a-FGF) e béasico (b-
FGF), e o Fator Neurotrofico Derivado de Células Gliais (GDNF), entre outros (OTTEN et al., 1994,
SCULLY; OTTEN, 1995a; SCULLY; OTTEN, 1995b).

O GDNF ¢ um polipeptideo originalmente conhecido pela sua a¢do estimulante em
neurdnios do sistema nervoso central, como neurdnios dopaminérgicos mesencefdlicos e neurdnios
motores (LIN et al.,, 1993). O GDNF ¢ também responsivel pelo desenvolvimento e pela
sobrevivéncia de neurdnios entéricos (SAARMA; SARIOLA, 1999). Foi demonstrado os efeitos
troficos substanciais do GDNF sobre populagdes de neurdnios autondmicos, sobretudo sobre
neurdnios do SNE, sendo esses efeitos distintos daqueles produzidos por outras neurotrofinas e
fatores neurotroficos (EBENDAL et al., 1995; RAUCH et al., 2006). Como ocorre com o NGF,
neurdnios, células da glia e células musculares sdo os principais produtores de GDNF (PETERS et
al., 1998).

Outro componente que participa da fisiologia do trato gastrintestinal, juntamente com 0s
ganglios nervosos e do sistema imune, sdo as células da glia entérica. As células da glia entérica, ou
células enterogliais, sdo muito semelhantes aos astrécitos encontrados no sistema nervoso central.
Elas expressam a proteina estrutural S-100 (Ferri et al., 1982) e apresentam também, em certas
situacdes, a proteina acidica fibrilar da glia (GFAP) e MHC de classe II (JESSEN; MIRSKY, 1983).
Células enterogliais possuem receptores para citocinas e também sdo capazes de produzir algumas
delas, como por exemplo, a IL-6. Além disto, estas células possuem receptores para
neurotransmissores, ¢ estudos ja demonstraram que a producdo de citocinas pelas células enterogliais
pode ser modulada por neurotransmissores. Estes dados comprovam que as células enterogliais sdo
capazes de estabelecer uma intercomunicacio entre o sistema nervoso e o sistema imune intestinal,
possuindo, desta forma, um importante papel na fisiologia intestinal (RUHL et al., 2004).

Bush et al. (BUSH et al., 1998) depletaram camundongos adultos de células GFAP-
imunoreativas (IR) para avaliar sua importdncia na fisiologia intestinal. Foi observado que em
apenas duas semanas todos os animais morreram devido a um quadro de jejunoileite fulminante. Este
quadro ocorreu independentemente de processos infecciosos, sendo caracterizado por degeneracdo de
neurdnios mioentéricos e hemorragia intestinal. Estes dados confirmam o papel da glia entérica como

mantenedora da integridade intestinal.
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Na doenca inflamatéria intestinal, a glia entérica, aparentemente, realiza um papel
central no controle da inflamac¢do (GEBOES et al., 1992). Von Boyen et al. (VON BOYEN et al.,
2004) demonstraram que, sob influéncia de citocinas pro-inflamatérias, células da glia entérica
GFAP nio IR podem se tornar GFAP-IR. O aumento da expressdo de GFAP por células enterogliais
tem sido também observado em tecidos coletados de pacientes portadores de colite ulcerativa e
doenga de Crohn. Recentes estudos sobre doenga de Crohn t€m confirmado que a lesdo de células do
sistema nervoso entérico ¢ caracterizada por severa diminuicdo do nimero de células da glia, mesmo
em tecidos sem evidéncia de processo inflamatério. Uma significativa redugdo de células da glia,
tanto do plexo mioentérico como do plexo submucoso, ¢ também uma das caracteristicas
histopatolégicas da enterocolite necrosante (CORNET et al., 2001).

O trato gastrintestinal depende da integridade dos componentes do SNE para realizar
seus movimentos de forma coordenada. Na doenca de Chagas, como resultado da destruicdo de
componentes do SNE, verifica-se falta de coordenagdo motora, acalasia do esfincter, retencdo de
alimentos no esdfago e de fezes no reto e no colon sigmoéide, hipertrofia muscular e, finalmente,
dilatagdo, levando ao aparecimento do megaesdfago e/ou megacOlon, que caracterizam a forma
clinica digestiva da doenca de Chagas (DE REZENDE, 1979).

Os neurdnios entéricos podem ser classificados funcionalmente como neur6nios
motores, interneurdnios ¢ neurdnios intrinsecos primdrios aferentes (IPANs). Esta classificagdo foi
estabelecida através de estudos que correlacionaram propriedades neuroquimicas e funcionais de seus
neurotransmissores ¢ de seus receptores. O modelo experimental mais utilizado para essa
caracterizacdo € a cobaia, na qual uma extensa caracterizagdo foi realizada no intestino delgado,
colon (LOMAX; FURNESS, 2000) e estomago (MICHEL et al.,, 2000). Entretanto, essa
caracterizac¢ao ainda ndo foi realizada de forma conclusiva no SNE do ser humano.

Os neurdnios motores podem ser divididos em dois grupos, os excitatorios e o0s
inibitérios. Ambos inervam as camadas musculares ¢ a muscular da mucosa em todo trato
gastrintestinal. Os principais neuromoduladores encontrados nos neurOnios excitatorios sdo a
acetilcolina e as taquicininas (TK). Os neurdnios inibitérios possuem vérios neuromoduladores, como
6xido nitrico (NO), peptideo vasoativo intestinal (VIP) e adenosina tri-fosfato (ATP) (FURNESS et
al., 1995).

Os interneurdnios sdo identificados em todas as camadas do trato gastrintestinal, e
possivelmente variam entre as regides mais que os outros tipos de neurdnios. Por exemplo, o ileo e
cbOlon contém os mesmos, ou muito similares, neurdnios motores e neurdnios aferentes, mas seus
interneurdnios sao completamente diferentes (PORTBURY et al., 1995). Os neurdnios sensoriais do

intestino sdo denominados de neurdnios intrinsecos primérios aferentes (IPANs). Esse nome surgiu
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devido ao fato de estes neurbOnios exercerem, em algumas situagdes, papéis funcionais de
interneur6énios (p. ex. quando recebem sinapses excitatrias provenientes de outros neur6nios) e
mesmo de neurbnios eferentes (p. ex. quando liberam neurotransmissores no epitélio da mucosa
causando vasodilatacdo) (HOLZER et al., 1991; Lewis, 1927).

Os TPANSs traduzem e codificam informagdes sobre o ambiente quimico ¢ o estado
fisico do tecido que eles inervam e convertem essa informacio para um circuito neuronal integrado,
através do qual o estado funcional dos 6rgdos pode ser modificado. Nos plexos mioentérico e
submucoso, esses neurdnios se conectam a outros IPANSs, a interneur6nios e a neurfnios motores
(DOGIEL, 1899; GERSHON; KIRCHGESSNER, 1991). Recentes evidéncias indicam que os IPANs
sdo afetados por processos inflamatdrios tanto no intestino delgado como no célon. A exposicio
desta classe de neurdnios a ambientes acometidos por processos inflamatorios alteraria as suas
propriedades, promovendo anormalidades quanto a sinalizacdo sensorial e ao controle dos reflexos
entéricos (SHARKEY; MAWE, 2002). A hipotese de que disttirbios nos IPANs estariam envolvidos
no desenvolvimento de patologias intestinais foi confirmada através de experimentos utilizando
animais que demonstraram alteracdes funcionais entéricas apOs processos inflamatdrios no trato
gastrintestinal ou exposicdo prolongada a prostaglandinas (MANNING et al., 2002; PALMER et al.,
1998).

Em modelos experimentais, a codificacdo neuroquimica dos neurdnios entéricos tém
sido alvos de intmeros trabalhos cientificos. A utiliza¢do de técnicas imunohistoquimicas tem
demonstrado a existéncia e a coexisténcia de moléculas intra-neuronais (neurofilamentos, proteinas
carreadoras de cdlcio, enzimas e outras). Através da aplicacdo deste método, estdo caracterizados 14
tipos diferentes de neurdnios entéricos no intestino de cobaia (COSTA et al., 1996; FURNESS,
2000). Além disto, ja foram descritos alguns principios da organizacdo morfologica dos neurdnios
entéricos (TIMMERMANS et al., 1997) e foi revelado que a codificagdo neuroquimica destes

neurdnios € especifica em cada espécie (GERSHON et al., 1994).
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2. JUSTIFICATIVA

Nosso grupo de pesquisa estabeleceu, na década passada, importantes colaboragdes para
o desenvolvimento de nossa linha de pesquisa. A primeira, com o Dr. Enio Oliveira, professor da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Goids. O Dr. Enio é o responsavel pela coleta de
amostras do trato gastrintestinal de pacientes chagésicos destinados a intervencio cirdrgica devido a
complicagdes da doenca de Chagas. A segunda, mas ndo menos importante colaboragdo, foi
estabelecida com o Dr. John B. Furness, diretor do laboratério de Anatomia e Biologia Celular da
Universidade de Melbourne, Austrdlia. O Dr. Furness é uma das mais respeitadas personalidades
cientificas em todo o mundo na 4rea de pesquisa sobre o SNE. Finalmente, estabelecemos
colaboracido com o Dr. Axel Brehmer, professor da Universidade de Nuremberg (Alemanha).

Atualmente, o Dr. Brehmer é o maior especialista mundial em sistema nervoso entérico
humano. Essas colaboragdes permitiram-nos iniciar a caracterizacdo de neurdnios do trato
gastrintestinal de pacientes chagédsicos, conforme a expressdo de neuropeptideos, o que, além de nos
responder algumas perguntas referentes ao desenvolvimento do megacélon chagésico, nos
apresentam um leque de possibilidades, principalmente no que diz respeito as terapéuticas.

Nossos estudos mais recentes t&€m como foco a relacdo entre o sistema nervoso entérico,
suas alteragOes frente a patologias ¢ os efeitos no funcionamento do trato gastrintestinal. Esses
resultados apontaram para a necessidade de se esclarecer quais classes de neurotrofinas estariam
envolvidas no processo de regeneracdo neuronal, apontado anteriormente por nosso grupo, € quais
receptores seriam os mais relevantes para uma regeneracdo efetiva dos componentes neurais desse
sistema. Além disto, pretendemos caracterizar as principais fontes de neurotrofinas e sua localizacio
preferencial no trato gastrintestinal. Acreditamos que, ao desvendarmos certos aspectos ligados ao
estabelecimento e ao desenvolvimento do megacdlon chagdsico, estaremos contribuindo ndo sé para
a aplicacdo de novas metodologias terapéuticas na doenca de Chagas, mas também para um amplo
espectro de doencas que afligem o sistema digestivo, como doenga de Chron, doenga inflamatéria

intestinal, sindrome do intestino irritdvel e doenga de Hirschsprung.
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3.0BJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estudar a expressdo de fatores neurotréficos e seus receptores no sistema nervoso entérico do

colon de pacientes chagdsicos portadores de megacélon e de individuos nao infectados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar, no sistema nervoso entérico do cOlon de pacientes chagisicos portadores de

megacOlon e de individuos nio infectados, a expressdo das neurotrofinas NGF, GDNF e NT3.
Analisar, no sistema nervoso entérico do cOlon de pacientes chagdsicos portadores de
megacOlon e de individuos ndo infectados, a expressdo dos receptores de neurotrofinas (Tirosina

Quinases) TrkA, TrkB, TrkC e p75.

Identificar a expressdo de neurotrofinas e seus receptores em células enterogliais e neuronais do

sistema nervoso entérico.

Estabelecer associagdes entre a expressao das neurotrofinas e seus receptores e o quadro clinico

dos pacientes.
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4 METODOLOGIA

Pacientes

Neste projeto, utilizamos amostras de tecidos de pacientes chagésicos portadores de
megacoélon, de pacientes chagdsicos ndo portadores de megacdlon e de individuos controle, coletados
por cirurgia ou necropsia no Hospital Escola da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de
Goids, pelo Dr. Enio Oliveira. Foi obtido consentimento prévio de todos os individuos, pais ou
responsaveis para a inclusdo desses individuos no trabalho de pesquisa. Este projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia (CEP/UFU n°® 110/11).

Nosso grupo de pesquisa possui uma cole¢do tnica de amostras provenientes do trato
gastrintestinal de pacientes portadores da doenca de Chagas que desenvolveram o megacdlon
chagédsico (n=8), tdo como amostras de individuos ndo chagisicos (n=8) (submetidos a cirurgia
devido a patologias intestinais, tal como o cincer). A presenca da doenca foi confirmada através de
exames clinicos e laboratoriais (DA SILVEIRA et al., 2005b). A qualidade dessas amostras foi
avaliada através de técnicas histolégicas e de imunohistoquimica, o que demonstrou a preservacio de
sua imunoreatividade.

As amostras de tecidos foram transportadas em soro fisiologico sobre o gelo (pH 7,3)
para o laboratério. Ap6s sua chegada (1-6 h apds a ressec¢do), 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 10ug/ml
antibidticos/antimicoticos (Sigma), 50ug/ml de gentamicina (Sigma), 2,5ug/ml de anfotericina B
(Sigma), 10% soro fetal bovino (Sigma), 4uM nicardipina e 2,1pg/ml NaHCO;, selados em um
compartimento com 95%0; e 5% de CO, a 37°C por 2h. Posteriormente, os tecidos foram incubados
por mais 5h, no mesmo meio com 100uM de colchicina, adicionada 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 0,1M
(pH 7.4) a temperatura ambiente por 2h. Apds vérias lavagens em 0,05M Tris salina tamponada
(TBS, pH 7.4), a camada muscular ¢ os plexos nervosos das amostras foram preparados para a
técnica de wholemounts. A presenca da doenca foi confirmada através de exames clinicos e

laboratoriais (DA SILVEIRA et al., 2005b).
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Imunohistoquimica

As amostras de tecido foram pré-incubadas por 2h em solucdo de TBS 0,05 M (pH 7.4),
com 1% de albumina sérica bovina (BSA), 0,5% Triton X-100, 0,05% thimerosal ¢ 5% de soro de
cabra. Para reduzir a autofluorescéncia induzida por lipofuscina, as wholemounts foram incubadas
em tampdo de acetato de amonio (pH 5,0) contendo 1 mM CuSO4 por 1h, seguido de um curto
enxdgue em H,O destilada (BREHMER et al., 2004). Ap6s um enxdgue em TBS por 10min, foram
incubadas em uma solu¢do contendo BSA, Triton X-100, thimerosal e os anticorpos primdrios
(Tabela 1) por 72h a 4°C. Apés este periodo, as wholemounts foram lavadas em TBS e, em seguida,
os anticorpos secundérios (Tabela 2) foram adicionados as amostras em temperatura de 4°C por um
periodo de 2h. Em seguida, as amostras foram lavadas por um banho em TBS (5 minutos) e montadas

em meio sintético.

Anticorpo Fonte Cadigo Dilui¢ao
Anti-Periferina INVITROGEN A-21272 1:1000
Anti-NGF DAKO M7245 1:200
Anti-GDNF INVITROGEN 180091 1:1000
Anti-NT3 Advanced Targeting Systems AB-N34 1:500
Anti-NT4/5 SIGMA N9528 1:200
Anti-TrkA SIGMA N7280 1:100
Anti-TrkB SIGMA V3508 1:500
Anti-TrkC SIGMA G8043 1:500
Anti-p75 DAKO M6332 1:500

Tabela 1: Anticorpos primarios

Anticorpo Cadigo / Fonte Dilui¢ao
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

Tabela 2: Anticorpos secundérios
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Aquisicao de imagem dos ganglios

Para a aquisi¢do das imagens dos ginglios do sistema nervoso entérico, 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 deteccio de anticorpos secunddrios (488, 568, 647nm
de excitacdo; z-steps 0,6um). A lente objetiva de 20x (abertura numérica 0,75) foi utilizada para a
localizag¢do dos ganglios, enquanto a lente objetiva de 40x foi utilizada para a aquisicdo de imagens
para as Séries-Z, com o auxilio do programa Confocal Assistent 4.02 software. Imagens dos ganglios

foram preparadas usando o Adobe Photoshop CS (8.0.1).

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada a partir do teste ndo paramétrico Anova-One way, com
o objetivo de detectar diferencas entre os grupos de pacientes. O nivel de significancia definido foi de
p<0.05 e todas as andlises foram realizadas utilizando o Software GraphPad Prism 3.0 (San Diego,
CA). Foram calculadas a distribuicdo de frequéncias de todas as varidveis e as medidas de tendéncia
central utilizando diversos parametros: média, mediana, percentis, desvio padrdo. As associacdes
entre a varidvel dependente e as independentes foram testadas através de técnicas de regressio
bivariadas e multivariadas (regressdo linear simples, miltipla ou regressdo logistica, segundo seja a
caracteristica da varidvel). Foram aceitos erros aleatorios ao nivel de p=0.05 para o de tipo I e p=0.2

para o erro tipo IL
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5.RESULTADOS

Caracterizacao de estruturas neurais e células enterogliais através da expressao de Periferina e

de S-100

Os dados quantitativos de expressdo periferina ¢ S-100 demonstraram que, em
comparacido com individuos ndo infectados, pacientes com megac6lon chagdsico apresentaram um
processo de denervagdo que foi revelado pela andlise de drea imunoreativa de periferina. Além disso,
foi observado que as amostras oriundas de pacientes chigasicos apresentaram perda significativa de
células enterogliais. Estas informacdes estdo de acordo com estudos anteriores que demonstraram o
processo de denervacdo e destruicio de componentes do sistema nervoso entérico em pacientes

portadores de megacolon chagésico (DA SILVEIRA et al., 2008; DA SILVEIRA et al., 2007c).

Periferina/ S-100/ Imunoreacoes de Neurotrofinas

As reacdes com periferina, S-100, neurotrofinas e anticorpos demonstraram que todas as
neurotrofinas analisadas (GDNF, NGF e¢ NT-3) estdo concentradas principalmente nos plexos
neuronais em relacdo com as camadas musculares de pacientes chagdsicos e individuos nio
infectados. No entanto, quando comparados os dois plexos neuronais (submucoso e mioentérico), nao
houve diferenca na concentra¢io proporcional entre essas duas substincias. As andlises de expressdo
de neurotrofinas mostraram que o GDNF é expresso por ambos os neurénios e por células
enterogliais, enquanto que o NGF ¢é expresso quase exclusivamente por neurdnios. J4 a N-T3 é

altamente expressa por células enterogliais e, em menor grau, por neurdnios (Figura 1 e 2).
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Peripherin .
Peripherin

Figura 1: Demonstracdo de estruturas neurais ¢ neurotrofinas através da expressio de periferina e

dos fatores neurotréficos NGF, GDNF e NT3. Observamos que a expressdo de GDNF ¢ NT3 estd
localizada fora dos corpos neuronais enquanto a expressao de NGF estd coincidente com a expressio

de periferina, demonstrando a co-localiza¢do de NGF e corpos neuronais.
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Figura 2: Demonstracio de células enterogliais e neurotrofinas através da expressdo de S-100 e dos

fatores neurotroficos NGF, GDNF e NT3. Observamos que boa parte da expressio de GDNF ¢ NT3

estd localizada dentro das células enterogliais, enquanto a expressdo de NGF estd fora destas células.
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Os dados quantitativos de expressdo de neurotrofinas foram obtidos a partir de uma
propor¢do relativa entre as neurotrofinas (GDNF, NGF e NT-3 4rea) ¢ os neurOnios (area periferina).
Os resultados encontrados indicam que os pacientes com doenca de Chagas tém uma expressdo
aumentada, estatisticamente relevante, de todas as neurotrofinas estudadas (GDNF, NGF e NT-3), em

comparacio com individuos ndo infectados (Tabela 3).

Média da area imunorreativa de neurotrofinas em relaciio a area de periferina nos plexos entéricos em
pacientes chagasicos portadores de megacoélon e individuos nio infectados

GDNF NGF NT3

Grupos / Neurotrofinas
Plexo Plexo Plexo Plexo Plexo Plexo
Submucoso Mioentérico Submucoso Mioentérico Submucoso Mioentérico

Individuos nio infectados 246 =20 243 +18 190 £29 186 £23 162 £19 147 £21

Pacientes chagésicos

) 368*+£32 306%+35 278 +24  254*%+28  240%+18  202* +£27
portadores de megacdlon

Tabela 3: Média da drea de neurotrofinas, em relacdo a drea de neurdnios nos plexos entéricos. Os
valores sdo expressos como média das 4dreas imunorreativas + Desvio Padrdo. * Diferengas
estatisticamente significantes entre o grupo chagésico e o grupo ndo infectado. Foi analisada 4rea

total de 3198 um? para todas as amostras (p < 0.05).

Periferina/ S-100/ Imunoreacoes de receptores das Neurotrofinas.

Nas secOes processadas para avaliar a expressdo de receptores de neurotrofinas (Trk A,
Trk B, Trk C e p75), observou-se que os receptores estdo presentes principalmente em corpos de
neurdnios e células enterogliais, ocorrendo essencialmente na regido de plexos. Outras andlises
indicaram que Trk A e Trk B sdo expressos predominantemente em células enterogliais. Por outro
lado, a Trk C apresentou baixa expressdo, tanto em neurdnios e células enterogliais, enquanto a p75

foi altamente expresso nestes dois tipos de células (Figura 3 e 4).
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Peripherin

Peripherin

Peripherin

Peripherin

Figura 3: Demonstracdo da expressdo dos receptores de neurotrofinas em estruturas neuronais.
Observamos que existe uma baixa expressdo de TrkC em relagdo a todos os outros receptores de

neurotrofinas em pacientes chagdsicos portadores de megacdlon.
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A andlise quantitativa dos receptores de neurotrofinas indicou que chagésicos
apresentam elevada expressdo de Trk A, Trk B e p75, em comparacdo com individuos ndo
infectados. O Trk C apresentou o menor nivel entre os receptores de neurotrofinas e a andlise ndo
revelou diferengas estatisticas entre os pacientes chagisicos e os individuos ndo infectados (Tabela
4). Os dados quantitativos da expressdo dos receptores foam realizados por uma proporc¢do relativa

entre os receptores (Trk A, Trk B, TrkC e p75) ¢ os neurdnios (area periferina).

Média da area imunoreativa dos receptores de neurotrofinas em relagiio a area de periferina nos plexos entéricos
do colon de pacientes chagasicos portadores de megacolon e de individuos néo infectados

Pacientes chagasicos portadores

Receptor de neurotrofinas / Grupos Individuos nao infectados .
de megacolon
Plexo submucoso 93 £ 13 152*%+£19
TrkA
Plexo mioentérico 218 £21 211*+25
Plexo submucoso 71£9 112*%+13
TrkB
Plexo mioentérico 118 £22 171+ 19
Plexo submucoso 237 33+£10
TrkC
Plexo mioentérico 38+11 42 £ 10
Plexo submucoso 192 +29 274% £ 40
p75
Plexo mioentérico 234 £ 35 302* £ 29

Tabela 4. Média da drea de receptores de neurotrofinas em relacdo a drea neuronal. Os valores sdo
expressos como média das dreas imunorreativas + Desvio Padrdo. * Diferenca estatisticamente
significante entre o grupo chagdsico e o grupo ndo infectado. Foi analisada 4rea total de 3198 pm*

para todas as amostras (p < 0.05).
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6.DISCUSSAO

No presente estudo, caracterizamos as principais neurotrofinas e seus receptores em
amostras de pacientes chagdsicos com megac6lon e individuos ndo infectados. Este é o primeiro
trabalho a avaliar a relagdo entre a destruicdo, a perda enteroglial e a distribui¢do de neurotrofinas em
pacientes com megacOlon chagédsico. Resultados prévios de nosso laboratério indicaram que os
pacientes chagisicos com megac6Olon apresentam alto nivel de inflamagdo, e este processo leva a
denervacdo e destruicdo do componente glial no intestino (DA SILVEIRA et al., 2011; JABARI et
al., 2014). Além disso, foi demonstrado que pacientes com megacolon chagdsico apresentaram niveis
aumentados do marcador de regeneracdo GAP-43 durante o processo de destruicio neuronal.
Acreditamos que o elevado nivel de GAP-43 seria um indicio da tentativa de recuperacdo dos
componentes neuronais danificados, ou mesmo uma forma de evitar uma maior destruicdo de células
do sistema nervoso entérico (DA SILVEIRA et al., 2008; MOREIRA et al., 2013).

Nos tltimos anos, estudos utilizando culturas de células enterogliais identificaram que,
em condi¢des inflamatorias, as c€lulas enterogliais aumentam a producdo de neurotrofinas (VON
BOYEN et al., 2002a; VON BOYEN et al., 2006a; VON BOYEN et al., 2004). Esses dados
corroboram com os resultados desta pesquisa, pois 0 mesmo aumento do nivel de expressdo de
neurotrofinas foi encontrado em células enterogliais de pacientes com megac6lon chagdsico. Nossos
resultados confirmam que tanto células enterogliais quanto os neurdnios sdo importantes fontes de
neurotrofinas. Observou-se que a producdo de neurotrofinas estd concentrada nos plexos neuronais
(submucosa e mioentérico), e ambos, neurdnios e células enterogliais, participam desse processo.

Outros dados importantes dizem respeito a distribuicdo de receptores de neurotrofinas.
Nossos resultados demonstraram que, em um processo inflamatério, hi aumento da expressdo de
TrkA e p75, enquanto que os receptores TrkB e TrkC ndo sofrem alteracdes significantes nos seus
niveis de expressdo. Estes resultados indicam que os receptores envolvidos essencialmente nos
neurdnios ¢ nas células da glia, que poderiam estar diretamenre envolvidos com o processo de
regeneracdo, seriam o TrkA e o p75, enquanto que os receptores TrkB e TrkC, provavelmente, ndo
estdo envolvidos neste processo, e sua ativacio é reservada a outras fungdes destas células.

E razodvel sugerir que o processo de regeneracdo neuronal é mediado pela expressio
das neurotrofinas e sua acdo em seus repectores expressos no sistema nervoso entérico (VON
BOYEN et al., 2002a; VON BOYEN et al., 2002b; VON BOYEN et al., 2006b). Acreditamos que

existem alguns fendmenos presentes em doencas neurodegenerativas que sdo regulados pelas
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neurotrofinas e que o conhecimento destes processos pode ajudar no desenvolvimento de novas
terapias.

Acredita-se que, no sistema nervoso entérico, tanto a recuperagdo neuronal como a
manuten¢do de seu bom funcionamento sio mediados por fatores neurotréficos (HOEHNER et al.,
1996; JOHANSSON et al., 2008; JOHANSSON et al., 2007), mas, em pacientes portadores da
doenga de Chagas, ainda restavam a caracterizacio de sua expressdo tal como a identifica¢do de suas
fontes e onde ecles podem agir (pela caracterizagdo de receptores). Este estudo nos permitiu
compreender melhor como o sistema nervoso entérico se comporta no desenvolvimento do
megacOlon e, trabalhando com amostras de pacientes chagasicos, temos a oportunidade unica de
obervar o comportamento do sisitema nervoso entérico frente a um processo de denervacio causado
por uma infeccdo parasitaria. Hoje, cerca de 11 milhdes de pessoas estdo infectadas pelo T. cruzi e,
potencialmente, podem desenvolver o megac6lon chagésico a qualquer momento (DIAS et al., 2014).
Além disso, compreender melhor os fendmenos entéricos da doenga de Chagas permite-nos inferir
melhor como o sistema nervoso entérico se comporta diante de outras patologias intestinais e, talvez,
identificar novos alvos para tratamentos mais eficazes, que sejam comuns em todas essas patologias.

Nas dltimas décadas, demonstrou-se que o sistema imune desempenha um papel
importante no desenvolvimento do megac6lon chagdsico (DA SILVEIRA et al, 2007a; DA
SILVEIRA et al., 2005a; DA SILVEIRA et al., 2009). Foi anteriormente demonstrado que o processo
inflamatorio nesta patologia € constituido principalmente por linfocitos, macréfagos, eosindfilos e
mastocitos. Foi demonstrado também que, quanto mais intenso o processo inflamatério, maior é o
nivel de destrui¢do neuronal e, consequentemente, a gravidade do megac6lon (DA SILVEIRA et al.,
2007b; DA SILVEIRA et al., 2007c; DE ARAUJO et al., 2011; DUTRA et al., 2009). A maioria
dessas células do sistema imunolégico sdo fontes de neurotrofinas e, por isso, podemos sugerir que,
embora eles ajam promovendo um processo inflamatério para destruir o parasita no tecido, elas
também podem estar produzindo neurotrofinas como uma tentativa de salvar o maior ndmero
possivel de neurdnios previamente lesados. Corroborando com esta hipdtese, a figura 3 apresenta a
existéncia de alguns pontos de neurotrofinas em torno de ganglios neuronais que ndo correspondem
nem a neurdnios e nem a células enterogliais. Essas marcagdes sdo provavelmente células do sistema
imune produtoras de neurotrofinas. No entanto, apenas pequenas concentra¢des de neurotrofinas
estdo fora de ginglios neuronais, o que sugere que as células do sistema imunoldgico por si s6 nao
sdo suficientes para produzir uma quantidade satisfatéria de neurotrofinas. Conclui-se que, embora o
sistema nervoso entérico atue como principal fonte de neurotrofinas, € necessiria a cooperacdo do

sistema imunitario para completar a fun¢do de reparag¢do da perda neuronal.
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Conhecer o padrdo de expressio de neurotrofinas e seus receptores no SNE de pacientes
portadores de megacolon chagdsico poderia nos indicar quais as principais estruturas que conferem,
verdadeiramente, protecdo ao sistema nervoso entérico em situacdes fisioldgicas € em processos
patologicos, em que processo inflamatério estd instalado e € responsavel, em grande parte, pela
destruicdo neuronal. Como exemplo, sugerimos que a ativacdo de receptores TrkA e TrkB com
substancias ou drogas sinérgicas as neurotrofinas poderiam, na verdade, aumentar os niveis de
regeneracdo do sistema nervoso entérico, uma vez que o aumento de neurotrofinas no processo
inflamat6rio ndo € suficiente para aumentar a ativacdo destes receptores. J4 o receptor p75 ndo seria
um alvo terapéutico de primeira escolha, uma vez que ja apresenta um aumento de expressdo, e
drogas sinergistas neste receptor no seriam muito eficientes em elevar sua ativagao.

A partir destes dados, estamos certos de que vamos ser capazes de sugerir novas
modalidades de tratamento que atendam a preservagdo de seu estado atual, assim como poderemos
evitar o agravamento do megac6lon chagdasico, além de uma possivel aplicacdo em outras patologias

inflamatorias do trato gastrintestinal.
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7.CONCLUSAO

A instalacdo do megac6lon chagésico parece estar relacionada com a expressdo de
neurotrofinas.

Pacientes chagdsicos que expressam uma maior taxa de neurotrofinas nos plexos nervosos
parecem nao desenvolver o megacolon.

As células enterogliais parecem ser a principal fonte de neurotrofinas em pacientes
chagésicos.

Uma maior expressdo dos receptores TrkA e TrkB parece desempenhar um efeito protetor nos
plexos nervosos, impedindo a destrui¢do neuronal e o desenvolvimento do mega chagdsico.
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