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RESUMO

A doenca de Chagas ¢ considerada um problema de saude de publica por ser uma grave
doenca parasitaria que ainda atinge cerca de 6 milhdes de pessoas em todo o mundo. O
megacdlon chagasico ¢ uma das manifestagdes mais graves da doenga, caracterizado por
constipacao intestinal, dilatagdo no colon sigmodide e reto. A analise histoldégica do mega
chagésico mostra lesdes do sistema nervoso entérico, associadas a uma grande reducdo no
nimero de neurdnios, causadas principalmente por um processo inflamatério. Dados
anteriores sugerem que a expressao de mastocitos e de serotonina poderia estar envolvida no
controle da homeostase intestinal, evitando o desenvolvimento do megacdlon chagésico.
Além disso, algumas substincias, como as neurotrofinas, podem restringir os niveis de
destruicdo neuronal, o que ja foi demonstrado em outras doengas neurodegenerativas. Este
estudo teve como objetivo caracterizar a expressao neurotrofinas, serotonina e mastocitos em
pacientes chagdasicos portadores e ndo portadores de megacdlon e avaliar a relacdo entre a
concentracdo de mastdcitos, serotonina e o desenvolvimento do megacélon. Foram utilizadas
amostras de colon de pacientes chagasicos portadores ¢ nao portadores de megacolon e de
individuos ndo infectados, que ap6s a preparagdo, foram submetidas a imunohistoquimica.
Nossos resultados demonstraram que pacientes chagédsicos sem megacdlon apresentam uma
grande quantidade de serotonina e poucos mastocitos, enquanto chagasicos com mega
apresentaram um grande quantidade de mastocitos e baixa expressdo de serotonina. Quanto as
neurotrofinas, nossos dados apontam que as células enterogliais sdo a principal fonte de
neurotrofinas. Os pacientes com megacolon apresentaram uma alta expressdo de todas as
neurotrofinas analisadas, quando comparados com os pacientes chagasicos sem mega e
individuos ndo infectados. Assim, nds sugerimos que a alta expressao neurotrofinas e de
serotonina pode conferir neuroprote¢do ao sistema nervoso entérico durante a instalacdo do

megacdlon chagésico.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, megacolon, serotonina, neurotrofinas, mastéocitos



ABSTRACT

Chaga’s disease is considered a public health problem because it is a serious parasitic disease
that still affects about 6 million people worldwide. Chagasic megacolon is one of the most
serious manifestations of the disease, characterized by intestinal constipation, dilatation of the
sigmoid colon and rectum. The histological analysis of the mega chagasic shows lesions of
the enteric nervous system, associated with a large reduction in the number of neurons, caused
mainly by an inflammatory process. Previous data suggest that the expression of mast cells
and serotonin could be involved in the control of intestinal homeostasis, avoiding the
development of the chagasic megacolon. In addition, some substances, such as neurotrophins,
may restrict levels of neuronal destruction, as has been demonstrated in other
neurodegenerative diseases. This study aimed to characterize the expression neurotrophins,
serotonin and mast cells in chagasic patients with and without megacolon and to evaluate the
relationship between mast cell concentration, serotonin and megacolon development. Colon
samples were used from chagasic patients whit and without megacolon and non-infected
individuals, who were submitted to immunohistochemistry after preparation. Our results
demonstrated that chagasic patients without megacolon present a high amount of serotonin
and few mast cells, while mega chagasic patients presented a large amount of mast cells and
low serotonin expression. As for neurotrophins, our data indicate that enteroglial cells are the
main source of neurotrophins. Patients with megacolon had a high expression of all the
neurotrophins analyzed, when compared to nonmega chagasic patients and uninfected
individuals. Thus, we suggest that high neurotrophin and serotonin expression may confer
neuroprotection to the enteric nervous system during the installation of the chagasic

megacolon.

Key-words: Chaga’s disease, megacolon, serotonin, neurotrophins, mast cells
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1. INTRODUCAO
1.1 Doenca de Chagas

O processo de descoberta da doenga de Chagas teve inicio em 1907, quando Carlos
Chagas chegou a Lassance, no norte de Minas Gerais, para atuar na profilaxia da malaria que
acometia os trabalhadores da Estrada de Ferro Central do Brasil. Durante sua estadia, Chagas
identificou na populagdo local alteragdes patologicas ainda nao descritas em outras doengas.
Paralelamente, observou nas casas de pau-a-pique uma grande quantidade de insetos
hematofagos e decidiu examina-los, identificando neles um novo parasito, ao qual deu o nome
de Trypanosoma cruzi, em homenagem a Oswaldo Cruz. Verificou que este parasito era
patogénico para animais de laboratorio e domésticos e comegou a pesquisar se a presenga do
parasito tinha relagdo com a condi¢ao morbida desenvolvida pela populagao local. Em abril
de 1909 Chagas detectou o Trypanosoma cruzi no sangue de uma crianga, oficializando a
descoberta da doenga de Chagas (KOBERLE, 1968; PRATA, 1999).

Atualmente, estima-se que 6 milhdes de pessoas estdo infectadas em todo o mundo,
com maior concentragdo de casos na América Latina, onde 70 milhdes de pessoas estdo
expostas ao risco de contrair a doenca de Chagas. No entanto, com o processo de globalizacao
e migragoes internacionais, tém surgido novos casos da doenca em regides nao endémicas. No
Brasil, cerca de 1,2 milhdes de individuos sdo afetados pela doenca de Chagas e
aproximadamente 25 milhdes estdo expostos ao risco da infec¢do. Dentre os reservatorios do
parasito, podem ser citados os marsupiais, morcegos, primatas ndo humanos, caes e gatos. Os
reservatorios e vetores do parasito estdo distribuidos geograficamente do sul dos Estados
Unidos até o sul da Argentina e Chile (DIAS E AMATO NETO, 2011; DIAS et al., 2014;
COURA & JUNQUEIRA, 2015; BESTETTI et al., 2016; CUCUNUBA et al., 2016).

A transmissdo vetorial da doenga de Chagas ocorre por meio do contato do hospedeiro
vertebrado com fezes e/ou urina de triatomineos, contaminadas com a forma tripomastigota
metaciclica do parasito. Os insetos se infectam durante a suc¢do de sangue de individuos
infectados, quando tripomastigotas sdo ingeridas e no intestino do inseto passam por
alteragoes fisiologicas e morfologicas, transformando-se em epimastigotas e, posteriormente,
em tripomastigotas metaciclicas. O barbeiro, ao realizar o repasto sanguineo, elimina em suas
fezes e/ou urina, as tripomastigotas, que através da mucosa ou conjuntiva ocular, infectam
células do hospedeiro vertebrado, incluindo macrofagos, neurdnios e fibroblastos. No interior

destas, o parasito diferencia-se em amastigota, reproduz-se e d& origem a novas



10

tripomastigotas, que rompem a cé¢lula parasitada e vao para a corrente sanguinea, podendo
infectar novos tecidos e 6érgaos (KOBERLE, 1968; BRENER, 1982).

Além da transmissao vetorial, a doenca de Chagas pode também ser transmitida pelas
vias congénita, transfusional, oral e por acidentes de laboratorio. Atualmente, as vias
alternativas de transmissdo, como a oral, mostram-se importantes meios de disseminagdo da
doenca, devido a selecdo rigorosa de doadores de sangue e 6rgdos e ao controle dos vetores
domésticos. A transmissao oral tem sido a mais ocorrente no Brasil nos tltimos anos e ocorre
por meio da ingestdo de alimentos contaminados com fezes e/ou urina de triatomineos, sendo
responsavel por aproximadamente 60% dos novos casos da doenca no Brasil (DIAS e
AMATO NETO, 2011; DIAS et al., 2014).

A doenga de Chagas pode ser classificada de acordo com sua evolucao clinica em duas
fases distintas: a fase aguda e a fase cronica. A fase aguda pode ser resultante de uma infec¢ao
primaria ou da reativagdo de uma fase cronica, com duracdo que varia de 2 a 4 meses.
Caracteriza-se por sintomas classicos de infeccdo (febre, esplenomegalia, astenia,
meningoencefalite, miocardite) e pelo sinal de Romana ou chagoma de inoculac¢do, uma lesdao
de porta de entrada evidenciada apds a picada do barbeiro. Nesta fase, tripomastigotas do
parasito podem ser encontradas em abundancia no sangue periférico, enquanto as amastigotas
estdo presentes em diversas células, como neurdnios, c€lulas de Schwann, células da glia,
macrofagos e fibras musculares cardiaca, lisa e esquelética (KOBERLE, 1970; PRATA, 1990;
TANOWITZ et al., 1992).

A maioria dos individuos ndo tratados durante a fase aguda evoluiu para a forma
cronica indeterminada da doenca, caracterizada pela presenca da infec¢do (confirmada por
métodos parasitologicos indiretos e/ou sorologicos) associada a auséncia de sintomas e
exames radiologicos normais. A forma indeterminada pode persistir por toda a vida de um
individuo chagasico. No entanto, apds um intervalo de 20-30 anos, alguns individuos podem
evoluir para a forma clinica sintomatica da doenga, com comprometimento digestivo, cardiaco
e raramente neurologico (KOBERLE, 1961; TAFURI, 1987).

A forma cardiaca é o principal alvo dos estudos relacionados a doenga de Chagas,
devido a sua frequéncia e graves consequéncias, que incluem arritmias, tromboembolismo,
aneurisma do ventriculo esquerdo e morte subita. Observa-se também um aumento no
tamanho do 6rgdo nos estdgios mais avancados da cardiopatia chagésica cronica (TAFURI,
1987; 1999).

Na forma digestiva, os pacientes apresentam sintomas relacionados ao

comprometimento dos 6rgaos do trato digestivo. Os 6rgaos mais afetados sdo o eséfago e o



11

colon, constituindo o megaesofago e o megacdlon, respectivamente. Acredita-se que o mega
chagasico seja resultante de um processo de desnervagdo do sistema nervoso entérico (SNE),
que parece ter inicio na fase aguda e persiste até a fase cronica da doenga (KOBERLE, 1970;
TAFURI et al., 1971).

Em 1916 surge o primeiro indicio da existéncia da forma digestiva da doengca,
descrito pelo proprio Carlos Chagas, quando observou que alguns pacientes apresentavam
disfagia, que consiste na dificuldade ou incapacidade de ingerir alimentos solidos, precisando
de agua para degluti-los. Na época, este fendmeno foi denominado “mal do engasgo”
(CHAGAS, 1916).

O megacolon ¢ caracterizado por constipacdo intestinal grave, dilatagdo do reto e
sigmoéide e desnutrigio. E mais incidente em individuos adultos (30 a 60 anos) e do sexo
masculino (COURA e DIAS, 2009).

Dados da literatura ndo deixam duavidas quanto ao papel que as lesdes dos
componentes do SNE exercem no desenvolvimento do mega chagasico. Koberle (1968), ao
analisar amostras de esofago e colon de pacientes chagasicos portadores e ndo portadores de
mega chagdsico demonstrou que os pacientes portadores da forma digestiva apresentaram
uma redu¢do no numero de neurdnios. Para ele, ¢ necessaria uma reducdo de 85% dos
neurdnios para que ocorra o megaesofago e 55% para o megacdlon. Da Silveira et al. (2005)
demonstraram que pacientes chagasicos portadores de megaesdfago apresentam uma redugao
significativa de neurdnios associada com um aumento de células inflamatorias quando
comparados ao chagasicos sem mega e individuos ndo infectados. Demonstraram também que
a baixa contagem neuronal nem sempre esta relacionada ao desenvolvimento do
megaesOfago, ja que alguns pacientes chagasicos assintomaticos também apresentam uma
reducdo no nimero de neurdnios entéricos, mostrando a importincia de avaliar outros

componentes do sistema nervoso entérico.

1.2 Células imunes

Assim como nas outras formas clinicas da doenca de Chagas, a participagdo da
imunidade mediada por células exerce uma grande importincia na forma digestiva. Quando
um individuo passa por um processo de imunossupressao (radioterapia, AIDS), o parasitismo
¢ intensificado, o que demonstra que a imunidade ¢ proveniente de respostas celulares

(GAZZINELLI et al., 1988; TAFURI, 1999; VAGO et al., 2003; ARAUJO et al., 2007).
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Lemos et al. (1998) realizaram um estudo utilizando sangue periférico de pacientes
com a forma digestiva grave da doenga de Chagas. No processo inflamatorio que ocorre no
sangue, foi observada uma diminuicdo significativa no numero de linfocitos T CD3" e de
linfocitos B CDI19" e uma inversio na relacio CD4/CD8. Através da analise de
subpopulagdes de células T, foi demonstrado que essa inversdo ¢ proveniente da redugdo do
nimero absoluto de linfocitos T CD4", sem alteragdes no numero de linfocitos CD8". Os
pacientes também apresentaram aumento no percentual de expressio de CD4 e CDS"
expressando HLA-DR (antigeno leucocitario humano), sugerindo que estas células estdo
ativas, ja que células T expressam moléculas de MHC somente quando ativadas. Os
portadores de mega apresentaram uma diminuigao no nimero de linfécitos T CD4" CD28" no
sangue periférico. Quando a molécula CD28 ndo estd presente, a estimulacdo celular através
do receptor de célula T promove a inibi¢do da proliferacdo celular e, em algumas situagdes,
pode induzir uma baixa responsividade antigeno-especifica ou anergia. Esses fatores sugerem
que a reducdo das células CD4™ CD28" pode estar associada & progressido da doenca e a uma
resposta imune deficiente.

Na andlise histologica, observa-se ganglionite, periganglionite, neurite e fendmenos
degenerativos neuronais, que podem levar a destrui¢do completa dos ganglios mientéricos e
consequentemente a fibrose (TAFURI et al., 1971). O infiltrado inflamatoério € composto
principalmente por linfocitos, mastocitos, eosindfilos e macrofagos. H4 uma prevaléncia de
linfécitos T CD3" e CD68” e uma elevagio na quantidade de CD4" quando comparado com o
nimero de CD8", além da presenca de células expressando TIA-1. A proteina TIA-1 é
expressa por c€lulas T citotoxicas e células natural killer, conhecidas por induzir apoptose em
células infectadas e células cancerigenas (DA SILVEIRA, ADAD, et al, 2007; DA
SILVEIRA, LEMOS, et al., 2007; DE ARAUJO et al., 2011).

Os mastocitos foram descritos pela primeira vez por Paul Ehrlich, em 1878, e desde
entdo sao vistos como células efetoras de processos alérgicos. Hoje, sabe-se que os mastocitos
estdo presentes em varios estados de saude e doenga, sendo consideradas células imunes
multifuncionais, envolvidas na reparagdo tecidual, angiogénese, cicatrizacdo de feridas e nas
respostas imunes inata e adaptativa. Estdo extensamente distribuidos pelos tecidos e sdo
encontrados principalmente na pele, mucosa respiratoria e trato gastrointestinal, locais nos
quais a entrada de agentes patogénicos € potencial ou ocorre contato com substancia nocivas
(DA SILVA et al., 2014).

A maturacdo dos mastocitos, seu fendtipo e fungdes sdo consequéncias diretas do

micorambiente local e infuenciam significativamente sua capacidade de reconhecer e
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responder de forma especifica a diversos estimulos, através da secre¢do de varios mediadores
bioldgicos ativos. Quando ativados, os mastdcitos podem liberar trés classes de mediadores:
mediadores pré-formados, como as aminas biogénicas (serotonina, histamina), proteases,
citocinas e quimiocinas, armazenados em seus granulos -citoplasmaticos; mediadores
neoformados, como metabolitos fosfolipidicos, derivados de lipidios da membrana e
mediadores neosintetizados, como citocinas, fatores de crescimento e espécies reativas de
oxigénio, secretados apds a transcri¢do, cuja regulagdo ¢ dependente do tipo do estimulo e do
receptor envolvido no processo (DA SILVA et al., 2014; WANG et al. 2013).

Os mastocitos contribuem para a manutengdo da homeostase da mucosa ao apoiar a
produgdo de IgA. No nivel basal, a permeabilidade epitelial paracelular e transcelular é
fortemente regulada por proteases liberadas por essas células, mantendo assim a arquitetura
do epitélio intestinal, regulando a migragdo epitelial (LEE et al., 2013). Além disso, a
serotonina (5- hidroxitriptofano ou 5-HT) produzida por células enterocromafins e por
mastocitos no intestino e a histamina produzida por mastocitos na mucosa atuam como
mediadores pro-inflamatdrios no intestino € modulam a permeabilidade intestinal (WANG et
al.,2013).

Na doenca de Chagas, as manifestacdes gastrointestinais em pacientes com
mastocitose sist€émica sdo comuns e muitas vezes perigosas. Embora o aumento do niamero de
mastdcitos ativados tenha sido encontrado no segmento intestinal envolvido, seus nimeros
por si s6 ndo ddo uma visdo sobre sua capacidade pro-inflamatoria substancial. Estudos
abrangentes ndo foram realizados para caracterizar completamente a distribuicdo e fendtipo
dos mastocitos em segmentos de colon de pacientes com megacdlon chagasico. Sua
concentracdo pode ser aumentada a partir do processo inflamatorio observado no megacdlon
chagésico, embora os estudos tenham produzido resultados irregulares e as vezes conflitantes
(JACOB et al., 2005; DA SILVEIRA, ADAD, et al., 2007).

Almeida et al. (1989) evidenciaram no estomago de ratos infectados com 7. cruzi uma
redu¢do dos niveis de acetilcolina e aumento dos niveis de histamina ¢ do namero de
mastocitos na parede gastrica. Pinheiro et al. (1992), analisando ratos na fase aguda da
infec¢do chagasica verificaram no miocéardio desses animais um aumento da concentragdo de

mastdcitos associados aos focos inflamatorios.
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1.3 Sistema nervoso entérico

A inervacao do trato gastrointestinal ocorre por meio de dois diferentes componentes
nervosos: um componente extrinseco, constituido por neurdnios simpaticos e parassimpaticos
originados no sistema nervoso central (SNC) e um componente intrinseco, representado pelo
SNE (PHILLIPS e POWLEY, 2007).

O SNE ¢ uma importante rede neural, que atua na integracdo, modulacdo e
coordenacdo de diversas fun¢des motoras do trato gastrintestinal e pode executar essas
fungdes independentemente do sistema nervoso central. E composto por aproximadamente
100 milhdes de neurénios, agrupados ou dispersos em dois plexos conectados entre si (plexo
submucoso e plexo mientérico) ou em pequenos ganglios. Esses neurdnios estdo presentes em
todas as camadas do trato gastrointestinal, estendendo-se do musculo liso do esdfago ao
esfincter interno do anus (FURNESS e COSTA, 1980; FURNESS et al., 1983).

O plexo mientérico estd localizado entre as camadas musculares longitudinal e
circular, formando uma rede continua em todo o trato digestivo tubular. A maior parte dos
neurdnios presentes neste plexo sdo eferentes e controlam principalmente os movimentos
gastrointestinais. O plexo submucoso esta localizado na submucosa, ¢ encontrado em
abundancia no intestino delgado e grosso e controla principalmente a secre¢do gastrointestinal
e o fluxo sanguineo local (BREHMER et al., 2004; BREHMER, 2006). As fibras extrinsecas
simpaticas e parassimpaticas se conectam aos dois plexos. Apesar da capacidade do SNE de
executar suas fungdes independentemente da inervagdo extrinseca, a estimulacdo pelos
componentes nervosos simpaticos e parassimpaticos pode influenciar as fungdes do trato
gastrointestinal, intensificando-as ou inibindo-as (FURNESS et al., 1983; PHILLIPS e
POWLEY, 2007).

As células da glia formam uma vasta rede na mucosa do trato gastrointestinal e
desempenham um importante papel na manutengdo da integridade tecidual. Podem ser
caracterizadas pela expressdao de S-100 e, em algumas situagdes, de GFAP (proteina glial
fibrilar acida). Elas produzem algumas citocinas, como IL-6 e possuem receptores de
citocinas e também de neurotrasmissores. Estes neurotransmissores t€ém a capacidade de
modular a expressdo de citocinas pelas células gliais (BUSH et al., 1998; DA SILVEIRA et
al., 2009). Alguns estudos sugerem que a destruicdo dessas células pode estar relacionada
com o desenvolvimento dos megas (DA SILVEIRA ef al., 2011), enquanto outros propoem
que este grupo de células atua na mediacao da interacao entre o sistema nervoso entérico € o

sistema imunologico (SHARKEY, 2015).
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O sistema imune influencia as atividades do SNE através da secre¢do de diversas
substancias, como as neurotrofinas e¢ os neuromediadores do SNE, como a serotonina,
possuem atividade consideravel sobre o sistema imune (LIN et al, 2005), o que reforca a
hipotese de que a interagdo entre esses dois sistemas esta ligada ao desenvolvimento do mega
chagasico.

As neurotrofinas, ou fatores neurotréficos, sdo uma familia de peptideos conhecidos
por desempenhar um importante papel no desenvolvimento, diferenciagdo, sobrevivéncia e
regeneragdo neuronal. E aceito que essas substdncias podem representar um elo entre o
sistema imune e o sistema nervoso e alguns estudos demonstraram que uma instabilidade de
neurotrofinas pode surgir durante um processo inflamatério (LIN et al, 2005). As
neurotrofinas incluem o fator de crescimento do nervo (NGF), fator neurotréfico derivado da
glia (GNDF) e neurotrofina 3 (NT-3). NGF protege os neurdnios durante lesdes no SNC e
periférico, aumentando sua sobrevivéncia e facilitando a rebrota axonal. No intestino normal,
a concentracdo de NGF ¢ baixa ou ausente, mas em condi¢Oes inflamatdrias, ocorre uma
regulagdo positiva. GNDF age estimulando o desenvolvimento de proje¢des neuronais,
diferenciagdo neuronal e sdo capazes de proteger os neurdnios da apoptose em varias
condigdes. NT-3 medeia o crescimento de mastocitos intestinais (VON BOYEN et al., 2006;
WEINKAUF e PEREIRAPERRIN, 2009).

Estudos tém sugerido que essas neurotrofinas podem desempenhar um importante
papel na doenga de Chagas, como ja foi demonstrado em outras doengas gastrointestinais,
como colite ulcerativa e doenga inflamatdria intestinal (VON BOYEN et al., 2002;
NEUNLIST et al.,, 2003). No entanto, o envolvimento das neurotrofinas no megacolon
chagasico ndo esta determinado.

A serotonina ¢ um neurotransmissor da familia das aminas biogénicas, caracterizada
como uma molécula sinalizadora gastrointestinal. E sintetizada por neurdnios
serotoninérgicos € por células neuroenddcrinas ou enterocromafins, sob dependéncia da
disponibilidade plasmatica do seu aminoacido precursor, o triptofano (Tph). A serotonina €
responsavel por iniciar e propagar reflexos entéricos e realizar a sinalizagdo entre o intestino e
o cérebro. No SNC, estd relacionada com alteragdes comportamentais, humor, sono,
ansiedade, supressao de apetite, fome e inibi¢do das vias de dor (GERSHON, 1981; RAO e
GERSHON, 2016).

A ampla diversidade de efeitos da serotonina se deve a presenca de diversos receptores
presentes na musculatura lisa, em neurdnios € em células neuroenddcrinas. Existem sete

familias e varios tipos de receptores de serotonina, denominados 5-HT,, 5-HT,, 5-HTs, 5-HTy,
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5-HTs, 5-HTg e 5-HT7. Os subtipos 5-HT;, 5-HT,, 5-HT3, 5-HT4 e 5-HT; atuam na fungao
motora do intestino, enquanto 5-HTs 5-HTs e 5-HT7 estdo presentes no encéfalo (GERSHON,
2012;2013).

A serotonina (5-HT) desempenha diversas fungdes no intestino, onde 90% da 5-HT
circulante é produzida. E responsavel por reduzir os potenciais pos-sinapticos excitatorios de
neurdnios entéricos e pode contrair ou relaxar o intestino, de acordo com as condicdes
existentes. Além disso, ¢ considerada uma molécula sinalizadora, devido a sua participacao na
transducao sensorial da mucosa. As células enterocromafins liberam 5-HT quando hd um
aumento da pressdo intraluminal, estimulando as fibras nervosas e dando inicio ao reflexo
peristaltico. Tais fungdes mostram o envolvimento direto da serotonina na regulagdo intestinal

(DE OLIVEIRA et al., 1998; GROSS et al., 2012).
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2. JUSTIFICATIVA

A histdria natural do megacolon chagasico leva progressivamente ao desenvolvimento
de complicagdes para aproximadamente dois ter¢os dos pacientes chagéasicos. As principais
complicagdes sdo o desenvolvimento de estenoses fibroticas, destruicdo de componentes do
SNE e dilatagao do 6rgdo. Assim, as mudangas estruturais no sistema nervoso entérico sao
preditivas da evolucdo da doenca de Chagas, sugerindo que a neuroprotecdo diminui a
gravidade da doenca e pode desempenhar um papel na evolugdo do megacdlon chagésico. No
entanto, os componentes € mecanismos envolvidos na interagdo entre o SNE e o sistema
imune ainda ndo foram completamente elucidados.

O conhecimento dos aspectos inflamatérios e imunologicos envolvidos no
desenvolvimento do megacdlon chagésico poderia melhorar a qualidade de vida de individuos
chagésicos, bem como de individuos portadores de outras doencas inflamatorias intestinais,

através de tratamentos voltados para a modulagao desses mecanismos.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Caracterizar a expressao de neurotrofinas, serotonina e a presenca de mastocitos no
colon de pacientes chagasicos portadores e ndo portadores de megacdlon e analisar se ha
relacdo entre a expressdo das mesmas com as alteragdes estruturais e funcionais que ocorrem

no sistema nervoso entérico durante o desenvolvimento do megacolon chagasico.
3.2 Objetivos especificos

Nas amostras de tecido de colon de pacientes chagasicos portadores e nio portadores

de megacolon e individuos nao infectados:

e Identificar a origem e o nivel de expressdo das neurotrofinas NGF, GNDF e NT-3,
através da co-localizacdo com um marcador neuronal (periferina) e uma marcador de

células da glia (S-100);

e Estabelecer associagdes entre a presenca de mastocitos, expressdo de serotonina e

desenvolvimento do megacolon chagasico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Pacientes e amostras

Nesse trabalho foram utilizadas amostras de tecido do célon de 12 pacientes
chagasicos com megacolon, 12 pacientes chagdsicos sem megacolon e 12 individuos nao
infectados, coletadas por cirurgia ou necropsia no Hospital Escola da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal de Goiéas, pelo Dr. Enio Oliveira. Foi obtido consentimento prévio de
todos os individuos, pais ou responsaveis para a inclusdo dos mesmos no trabalho de
pesquisa. Os pacientes ndo foram acompanhados em termos de idade, género ou origem
étnica. Razdes para a ressec¢do do tecido foram complicagdes no colon causadas pela doenga
de Chagas, enquanto que individuos ndo infectados tinham adenocarcinoma ou doenca
diverticular como os principais motivos. Todas as amostras cirirgicas foram coletadas da
mesma regido topografica do colon (reto e sigmoide) e os pacientes foram submetidos 4 baixa
ressec¢do anterior ou procedimento cirurgico de Duhamel. O uso de tecidos humanos para
esses experimentos foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade de Erlangen-
Nuremberg, bem como pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Uberlandia (CEP/UFU n° 110/11).

As amostras foram coletadas do segmento dilatado e tinham, pelo menos, 4,0 cm de
comprimento e a circunferéncia do tecido variou de acordo com o grau de dilatagdo. As
amostras foram enxaguadas com PBS (solugdo salina-fosfato tamponada) pH 7,2-7.4 e
fixadas. Durante a fixagdo, as amostras de intestino foram distendidas com solucdo fixadora
(solucdo recentemente diluida de paraformaldeido a 4% em PBS pH 7,2-7,4) utilizando uma
seringa. Em seguida, os segmentos inflados foram colocados na solugdo fixadora durante 2-4
horas. Depois desse tempo, os segmentos inflados foram abertos, recortados em pequenas
partes e armazenados em timerosal 0,03 % em 0,1 M de fosfato tamponado com solugdo
salina (pH 7,2-7,4) a 4 ° C. Alternadamente, os segmentos curtos foram presos em uma placa
de Petri e transferidos para formalina 4 % tamponada com fosfato 0,1 M (pH 7.4) a
temperatura ambiente por 2-3 h. Apds varias lavagens em solugdo salina tamponada com
TRIS 0,05 M (TBS, pH 7,4), trés musculos longitudinais / montagens inteiras do plexo
mientérico (2,0 cm de comprimento, 1,0 cm de largura) por segmento (derivado de cada
paciente) foram preparadas. No dia seguinte, os pequenos segmentos de tecido foram
transferidos para uma mistura de PBS-sacarose-azida OCT (temperatura otima de corte)

composto (Tissue Tek, Elkhart, IN, EUA) a uma propor¢do de 1: 1 por mais 24 horas antes de
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serem embebidos em 100% OCT. Seccdes de 12 um de espessura foram cortadas e montadas

em laminas de microscopio e secas durante 1 hora em temperatura ambiente.

4.2 Investigacao imunohistoquimica para S-100, periferina e neurotrofinas

A imunohistoquimica de marcacdo dupla foi realizada combinando periferina
(marcador neuronal) e S-100 (marcador pan-glial) com as neurotrofinas. Detalhes dos
anticorpos primadrios estdo listados na tabela 1. A especificidade dos anticorpos para seus
alvos foi provada por varios trabalhos anteriores (BRUNONI et al., 2015; YAMAMOTO et
al., 2015). As seccdes foram incubadas primeiro em soro normal de burro (NDS) 10% com
1% v / v Triton X-100 durante 1 hora. A incubagdo com os anticorpos primarios foi realizada
durante 24 horas a 4°C com antisoro diluido contendo 10% de NDS. A marcacio dupla ou
tripla foi alcancada usando uma combinacdo de periferina ¢ S-100 com marcadores NGF,
GNDF e NT-3. Apds a incubacdo com antisoro primario, as preparacdes foram enxaguadas
em PBS (3x10 min) e depois incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente com
anticorpos secundarios (Donkey anti-goat, donkey anti-mouse e donkey anti-rabit, dilui¢ao 1:
1000, Molecular Probes, Alemanha). Mais 3 lavagens de 10 minutos em PBS foram feitas

antes que o tecido fosse montado em meio de fluorescéncia.

Tabela 1: Anticorpos primarios e secundarios para imunohistoquimica de periferina, S-100 e
neurotrofinas

An.tw(,)r!)o Fonte Companhia Codigo Anticorpo secundario
primario
Anti-periferina Goat  Santa Cruz Biotechnology = SC-7604 ALEXA Fluorgé(l)if Donkey anti-
Anti-S-100 Mouse DAKO Ink z-0311  ALEXAFluor 488 Donkey anti-
mouse
Anti-NGF Mouse Santa Cruz Biotechnology =~ SC-549 ALEXA Fluor 555 Donkey anti-
mouse
Anti-GDNF Mouse  Santa Cruz Biotechnology SC-13147 ALEXA FluoriljZSSeDonkey anti-
Anti-NT3 Mouse  Santa Cruz Biotechnology = SC-33907 ALEXA Fluor 555 Donkey anti-

mouse
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A andlise foi realizada considerando especificamente a area marcada de, pelo menos,
10 ganglios neuronais por paciente em ambos os plexos submucoso e mientérico. Antes da
incubagdo, eles foram visualizados usando um microscépio de varredura confocal a laser
(Nikon Eclipse E1000-M, Toquio, Japao) equipado com um sistema confocal (Nikon Digital
Eclipse C1) com trés canais (configuracao do laser: laser de argonio 488 nm, laser de 40 nm
de névoa de hélio [ambos de Melles Griot, Carlsbad, Califérnia, EUA], diodo de 638 nm laser
[Coherent, Santa Clara, California, EUA]). Uma lente objetiva seca de 20x (abertura
numérica: 0,75) foi usada com o fator de zoom definido para 2.0 em todas as secoes
exploradas. As imagens foram criadas usando trés comprimentos de onda excitatorios
diferentes e as fotos das laminas foram preparadas usando o programa EZ-C1 FreeViewer
(Gold Version 3.30 build 647) da Nikon Corporation.

Anti-periferina, um marcador pan-neuronal intestinal muito utilizado, e anti-S-100,
que mostra forte reatividade cruzada em células enterogliais humanas, foram utilizados para
determinar a co-localiza¢do entre neurotrofinas € componentes neuronais ou enterogliais.
Secgdes através de ganglios foram selecionadas aleatoriamente de forma sinuosa até um total
de 3 mm’ e analisadas em cada plexo ganglionado. As imagens de uma Ginica segio otica no
mesmo plano de foco foram criadas nos ganglios aplicando 2 diferentes comprimentos de
onda excitatorios (488 nm argon laser, 543 nm helium-neon laser). As imagens foram
preparadas usando Confocal Assistant 4.02 e CorelDraw 13. Para a analise de area das
estruturas reativas, as imagens foram analisadas individualmente e mescladas, e a area

positiva foi contada em micrometro quadrado.

4.3 Investigacdo imunohistoquimica para mastdcitos e serotonina

Para identificar os mastocitos, foi utilizado o anti-CD117 (C-19, soro de coelho
policlonal, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) e para avaliar a expressdo de
serotonina foi utilizado anti-serotonina (Merck Millipore, AB-938, 1: 1000, Berlim,
Alemanha). Para confirmar a identidade dos mastdcitos, as maracacdes com azul de toluidina
foram realizadas (Figura 1F). O controle negativo para CD117 ¢ demonstrado na figura 1D e
para serotonina na figura 1E. Vinte campos aleatorios foram avaliados para cada camada de
colon (submucosa, plexo mientérico e muscular interna e externa). As imagens foram
adquiridas por microscopia confocal e controles negativos foram realizados em todas os

experimentos, removendo o anticorpo primario.
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4.4 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada a partir do teste Anova-Oneway, com o objetivo de
detectar diferengas entre os grupos de pacientes. O nivel de significancia definido foi de
p<0.05 e todas as andlises foram realizadas utilizando o Software GraphPadPrism 3.0 (San

Diego, CA).
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5. RESULTADOS
5.1 Relacio entre a concentracio de mastocitos e a expressiao de serotonina

Através da imunohistoquimica para mastocitos, foi observado que enquanto os
pacientes chagasicos sem megacolon (Figura 1B) apresentaram focos de mastdcitos leves e
escassos, pacientes chagasicos com megacélon (Figura 1C) apresentaram focos intensos de
mastdcitos em diversos locais. Individuos ndo infectados (Figura 1A) apresentaram apenas
um leve aumento no numero de mastocitos em relagdo aos pacientes chagasicos sem
megacolon. Em todos os grupos analisados, os mastocitos estavam concentrados
principalmente na mucosa. No entanto, a concentracdo de serotonina demonstrou uma
distribuicdo oposta. Enquanto pacientes chagasicos sem megacolon apresentaram altos niveis
de serotonina, pacientes com megacOlon apresentaram baixas concentracdes deste
neuropeptideo e individuos ndo infectados apresentaram uma concentragdo intermedidria

(Tabela 2).

Figura 1- Imunohistoquimica para serotonina (5-HT) e mastocitos (CD-117) no célon de
pacientes chagésicos e individuos ndo infectados. A imunohistoquimica de serotonina (azul)
demonstrou que individuos ndo infectados (A) e pacientes chagasicos sem megacdlon (B)
apresentam uma alta expressdo desta substancia em comparagdo com pacientes chagasicos
com megacdlon (C). Por outro lado, individuos ndo infectados (A) e chagésicos sem
megacdlon (B) quase ndo apresentaram mastocitos (vermelho), enquanto os pacientes
chagédsicos com megacolon apresentaram essas células em grande quantidade (C). Os
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controles negativos foram realizados para serotonina (D) e mastécitos (E). A coloragdo com
azul de toluidina foi realizada para confirmar a identidade dos mastocitos (células azuis) (F).

Tabela 2: Numero médio de mastdcitos e area média de serotonina no célon de pacientes
chagésicos com e sem megacodlon e individuos nao infectados.

Pacientes Numero médio de Area média de serotonina
mastaocitos (umz)
Individuos nao 42 +4 312 +£26
infectados
Pacientes chagasicos sem 70"+ 8 413" +35
megacolon
Pacientes chagasicos com 264" + 11 51"+ 16
megacoOlon

“Diferenga estatisticamente significativa entre este grupo e individuos néo-infectados.
®Diferenca estatisticamente significativa entre este grupo e os pacientes chagasicos sem
megacolon. Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o teste ANOVA (p <0,05).

5.2 Expressao de periferina e S-100

A andlise da area imunorreativa de periferina demonstrou que pacientes chagasicos
com megacolon apresentaram um intenso processo de desnervagdo quando comparados aos
pacientes chagasicos sem mega e individuos ndo infectados. Além disso, a andlise da area
imunorreativa de S-100 mostrou que, enquanto pacientes chagasicos com megacdlon
apresentam perda de cé€lulas enterogliais, pacientes chagasicos sem megacdlon apresentam

maior expressdo dessas células (Grafico 1).
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Grafico 1- Area média de periferina e S-100 nos plexos neuronais de pacientes chagasicos
com e sem megacdlon e individuos ndo infectados. (*) Diferenca estatisticamente
significativa entre este grupo e individuos ndo infectados (**) Diferenca estatisticamente
significativa entre este grupo e pacientes chagasicos sem megacolon. p < 0,05
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5.3 Expressao de neurotrofinas

A andlise da area imunorreativa de GNDF no plexo mientérico demonstrou que
pacientes chagasicos com megacolon apresentam menor expressao dessa neurotrofina quando
comparados aos chagasicos sem mega, ¢ no plexo submucoso exibem menor expressao
quando comparados aos individuos ndo infectados e chagéasicos sem mega. Quanto a
expressdo de NGF, em ambos os plexos, os chagasicos com mega apresentam maior
expressdo dessa neurotrofina quando comparados aos chagéasicos sem mega. Os pacientes
chagésicos sem megacolon apresentam maior expressao de GNDF e NGF que os individuos

ndo infectados, nos dois plexos analisados (Grafico 2).
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Grafico 2- Area imunorreativa de neurotrofinas nos plexos neuronais de pacientes chagasicos
com e sem megacdlon e individuos ndo infectados. (*) Diferenca estatisticamente
significativa entre este grupo e individuos ndo infectados (**) Diferenca estatisticamente
significativa entre este grupo e pacientes chagasicos sem megacolon. p < 0,05

5.4 Periferina / S-100 / Imunorreacoes de neurotrofinas

A co-localizagdo com os anticorpos periferina, S-100 e neurotrofinas demonstrou que
todas as neurotrofinas analisadas (GDNF, NGF e NT3) concentraram-se principalmente nos
plexos neuronais em relagdao as camadas musculares em pacientes chagasicos e individuos nao
infectados. No entanto, quando comparamos os plexos neuronais (submucoso e mientérico)
ndo houve diferenca significativa entre a concentracdo dessas substancias. A andlise de
expressao de neurotrofinas mostrou que GDNF e NGF sdo expressas principalmente por
neurdnios € que as cé€lulas enterogliais expressam todas neurotrofinas em baixos niveis

(Figuras 2 e 3).
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Peripherin

Peripherin

Figura 2- Relagdo entre a expressdo de periferina (marcador neuronal) e neurotrofinas. O
GDNF ¢ expresso principalmente fora dos neurdnios (A), enquanto NGF (B) e NT3 (C) sdo
expressas pelos neurdnios. Essas observagdes podem ser verificadas nas imagens mescladas.
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Figura 3- Relagdo entre a expressdo S-100 (marcador enteroglial) e neurotrofinas. O GDNF ¢
altamente expresso dentro das células enterogliais (A), NGF (B) e NT3 (C) sdo expressas
tanto dentro como fora dos componentes gliais. Essas observagdes podem ser verificadas nas
imagens mescladas.
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6. DISCUSSAO

O megacolon chagésico ¢ uma das manifestagdes mais comuns da forma digestiva da
doenca de Chagas, ocasionado por um processo de desnervacdo do SNE. Esse processo ¢
resultante da agdo direta do 7. cruzi no tecido e também por uma resposta inflamatoria local,
que na tentativa de eliminar o parasito, pode intensificar o dano tecidual. No entanto, o
desenvolvimento ou ndo das formas sintomaticas da doenca durante a fase cronica constitui
um dos aspectos mais enigmaticos sobre a doenga de Chagas, ja que alguns individuos podem
manifestar sintomas até 30 anos apds a infec¢do, enquanto outros nunca manifestam nenhum
sintoma da infec¢ao chagasica (TAFURI et al., 1971; PRATA, 1990). Assim, nos acreditamos
na existéncia de uma interconexao entre sistema imune e sistema neuroenddcrino, a qual
promoveria uma troca de informagdes bi-direcional entre sistema imune e sistema nervoso
entérico.

Sabe-se que os mastocitos desempenham um papel importante na homeostase
intestinal. Estudos anteriores demonstraram que essas células também podem estar envolvidas
na cura da colite estabelecida e isso esta associado a sua proliferacdo no intestino. No entanto,
o excesso de atividade no intestino dessas células pode levar a uma intensificacdo do processo
inflamatorio, o que poderia acelerar a velocidade de evolucdo do megacdlon chagésico, como
ja foi sugerido por varios outros trabalhos. Por outro lado, a presenga de serotonina parece
estar relacionada ao melhor controle da motilidade intestinal ¢ a inibicdo da atividade
linfocitdria no trato gastrointestinal, o que dificulta o desenvolvimento e evolucdo do
megacdlon chagasico. Os receptores Hl e H2 da histamina s3o expressos na superficie do
mastocito, mas nao ha dados disponiveis se os mastocitos também expressam receptores de
serotonina em sua superficie (DA SILVA et al., 2014).

No entanto, outros autores sugeriram que a liberagdo de mediadores de mastocitos
(prostaglandina D2, leucotrieno B4, leucotrieno C4, 1L-4, IL-5, IL-6 e IL-13) pode ser
modulada por um mecanismo de receptor de serotonina. Com a realizagdo de um evento
mediado pelo receptor de serotonina, pode-se considerar que os efeitos do antagonismo da
serotonina na atividade dos mastocitos sdo principalmente mediados entre o subtipo de
receptor S-HT2A (CONTI E SHAIK-DASTHAGIRISAHEB, 2015; ACOSTA-ANDRADE et
al., 2016). E plausivel que a redugdo da atividade de mastocitos apds o antagonismo do
receptor de serotonina possa simultaneamente atenuar interagdes induzidas pelos mastécitos.
Assim, um papel de antagonismo dos receptores de serotonina nos danos em tecidos entéricos

pode ser sugerido (GILFILLAN e BEAVEN, 2011). Nossos dados corroboram essa hipotese.
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Demonstramos que os pacientes sem megacolon apresentam uma grande quantidade de
serotonina e uma quantidade modesta de mastocitos e, portanto, o trato gastrointestinal desses
pacientes ndo apresentava sintomas clinicos € 0s mesmos permaneceram assintomaticos por
toda a vida. Os pacientes com megacdlon exibem uma caracteristica clinica florescente,
seguida de constipacdo, perda de motilidade e dilatacdo do sigmdide e reto. Histologicamente,
esses pacientes apresentam uma diminui¢cdo da presenca de serotonina e muitos mastocitos.
Esses dados sugerem que os mastdcitos e a presenca de serotonina estdo diretamente
conectados a mecanismos de prote¢ao intestinal contra o desenvolvimento de megacdlon.
Assim, um uma maior disponibilidade de serotonina poderia levar a um mecanismo protetor
contra o aumento do numero de mastécitos e, conseqiientemente, um atraso na implementagao
do processo inflamatdrio que levaria a forma gastrointestinal da doenga de Chagas.

Uma descoberta central no presente estudo foi a caracterizacdo das neurotrofinas em
amostras de pacientes chagasicos com megacolon e individuos ndo infectados. Este ¢ o
primeiro estudo para avaliar a relacdo entre destrui¢do neuronal, perda enteroglial e
distribuicdo de neurotrofinas em pacientes chagasicos com megacdlon. Nossos dados
anteriores indicaram que pacientes chagasicos com megacolon apresentam alto nivel de
inflamacdo, e esse processo leva a desnervacdo e destrui¢do dos componentes da glia no
intestino (DA SILVEIRA et al, 2008; DA SILVEIRA et al, 2009). Além disso,
demonstramos que o colon de pacientes chagdsicos aumentou os niveis de GAP-43 durante o
processo de destruicdo neuronal (MOREIRA et al., 2013). Acreditamos que o alto nivel de
GAP-43 indica uma tentativa de recuperar os danos componentes ou mesmo evitar uma maior
perda de células nervosas no sistema nervoso entérico no entérico.

Nos ultimos anos, um estudo usando cultura de células enterogliais demonstrou que,
sob condigdes inflamatdrias, as células da glia aumentam a produgdo de neurotrofinas (VON
BOYEN et al., 2002). Esses dados corroboram nossos resultados porque o mesmo nivel
aumentado de neurotrofinas foi encontrado em células enterogliais de pacientes chagasicos
sem megacolon. Nossos resultados confirmaram que, tanto as células enterogliais, quanto os
neurdnios sdo importantes fontes de neurotrofinas. Observou-se que a produgdo de
neurotrofinas estd concentrada nos plexos neuronais (submucoso e mientérico) e ambos
neurdnios e células enterogliais participam desse processo.

E razoavel sugerir que a recuperagdo neuronal seja por fatores neurotroficos, mas foi
necessario identifica-los, suas fontes e onde devem agir. Este estudo nos permitiu inferir como
0 sistema nervoso entérico se comporta sob desenvolvimento de megacdlon, e apenas na

doenca de Chagas n6s podemos observar um processo de desnervagdo no intestino causado
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por uma infeccdo parasitdria. Hoje, aproximadamente de 6 milhdes de pessoas estdo
infectadas por 7. cruzi e elas sdo capazes de desenvolver o megacolon chagasico a qualquer
momento (LEMOS et al., 1998). Além disso, a compreensao da doenca de Chagas permitird a
compreensdo de outras doencgas intestinais e talvez apontar novos alvos mais eficazes para o
tratamento.

Nas ultimas décadas, foi demonstrado que o sistema imunoldgico tem um papel
importante no desenvolvimento do megacélon chagasico. Foi previamente demonstrado que o
processo inflamatorio apresentado no megacdlon ¢ constituido principalmente por linfocitos,
macrofagos, eosindfilos e mastocitos (D'AVILA REIS et al., 2001; BASSOTTI et al., 2007;
DA SILVEIRA, ADAD, et al., 2007; DA SILVEIRA, LEMOS, et al., 2007; DA SILVEIRA
et al., 2008). Foi demonstrado que quanto maior o processo inflamatdério, maior a perda
neuronal e a gravidade do megacolon. A maioria dessas células imunes sdo fontes de
neurotrofinas e por isso, podemos sugerir que, embora atuem na promo¢ao um processo
inflamatorio para destruir o parasita no tecido, elas também secretam neurotrofinas como uma
tentativa de salvar neur6nios (DOWNING e MIYAN, 2000). Podemos observar nas figuras
(2,3) algumas marcagdes de neurotrofinas em torno de ganglios neuronais que ndo combinam
com neurdnios ou células enterogliais, as quais sdo provavelmente células imunes que
produzem neurotrofinas. No entanto, apenas pequenas concentragdes de neurotrofinas estdo
fora dos ganglios neuronais, o que sugere que as células imunes sozinhas nao sdo suficientes
para produzir uma quantidade satisfatoria de neurotrofinas. Concluimos que embora o sistema
nervoso entérico atue como a principal fonte de neurotrofinas, ele precisa da cooperagdo do
sistema imunolédgico para cumprir o papel da reparagdo da perda neural.

Acreditamos que conhecer o padrao de expressdao de neurotrofinas e seus receptores no
SNE de pacientes com megacolon chagasico pode identificar os principais componentes que
fornecem prote¢do para neurdnios, bem como os componentes que ndo participam ativamente
de sua protecdo. Como exemplo, nés sugerimos a ativagdo dos receptores TrkA e TrkB
ativando substancias ou uso de drogas sinérgicas de neurotrofinas, o que poderia realmente
aumentar os niveis de regeneracdo do SNE. A partir desses dados, estamos certos de que
seremos capazes de sugerir novas modalidades de tratamentos que abordam a recuperacdo do

paciente e a prevenc¢ao de piora de seus estados.
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7. CONCLUSOES

e Acreditamos que a serotonina pode estar envolvida no controle do processo inflamatdrio
desencadeado por mastdcitos, € que sua presenca em grandes quantidades no intestino

pode representar um mecanismo de preven¢ao contra o desenvolvimento do megacolon;

e A alta expressdo de neurotrofinas em pacientes chagédsicos sem megacdlon sugere que
essas substancias podem exercer uma funcdo protetora no SNE em um processo
inflamatério e prevenir a instalagdo do megacolon. Assim, acreditamos que a
administracdo de medicamentos qualificados para elevar os niveis de neurotrofinas no
intestino pode impedir a instalacdo do megacolon e manter a fun¢do normal do trato

gastrointestinal.
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