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1. INTRODUCAO

Em 1909, na cidade de Lassance em Minas Gerais, um pesquisador chamado
Carlos Chagas descobriu um parasita flagelado no intestino de um triatomineo, também
conhecido como barbeiro. Tal parasita era o protozoario Trypanosoma cruzi. O ciclo
bioldgico do T.cruzi, até entdo, era restrito a areas silvestres e incluia apenas mamiferos
selvagens, que se infectavam por inoculagao feita pelo inseto vetor, ou também, muito
comumente, por via oral (ingestio de vetores e/ou outros mamiferos infectados). A
medida que o ser humano comecou a invadir esses ecotopos, também acabou por ser
incluido no ciclo epidemioldégico da doenga; ademais, as vivendas rurais de péssima
qualidade, frutos de perversas relagcdes de producdo e de politicas sociais restritivas
acabaram por se configurarem em abrigos comodos para os hemipteros vetores,
contribuindo para aumentar o nimero de casos em humanos (DIAS & BORGES-DIAS,
1979; DIAS & COURA, 1997). A doenga causada pelo protozoario apresenta duas fases
bem definidas: uma aguda, com duracdo de dois a trés meses aproximadamente,
evoluindo para fase cronica. Em torno de 10% das infec¢cdes evoluem para formas
cronicas com graus variaveis de comprometimento, e estima-se que haja
aproximadamente 1,8 a 2,5 milhdes de portadores de doenga clinica, com cardiopatia
e/ou manifestacdes digestivas (megaesdfago ou megacolon) (SILVEIRA, 2000).

A doenca de Chagas, em sua complexa patologia, produz desnervagdao do
sistema nervoso entérico, que decorre da perda de axonio motor ou de motoneurdnio
como um todo, e ¢ considerada por Koberle e colaboradores (1983) como um fator
determinante sobre o surgimento das manifestagdes gastrintestinais da doenca de
Chagas, além de ser um dos principais fatores patogenéticos da doenga. De forma geral,
os plexos intramurais sdo os mais atingidos pelo processo, em virtude de sua localizagao
na parede das visceras, proximos as camadas musculares parasitadas.

Desse processo de desnervagdo, decorrem alteragcdes motoras que conduzem a
dilatacdes viscerais, notadamente do es6fago e do colon, caracterizando o megaesofago
e megacolon chagasicos, respectivamente. A destruicdo de componentes do sistema
nervoso entérico (SNE) leva ao desenvolvimento do megacolon, encontrado em 8-10%
dos pacientes cronicos com a forma digestiva da doenga em areas endémicas do Brasil
(DIAS et al, 2002).

Para Tafuri e colaboradores (1971), pode-se admitir uma progressividade das

lesdes observadas nos plexos, que se agravam proporcionalmente a duracao e ao grau do



megacoélon; o acimulo de fezes dilata a luz do 6rgao, comprimindo a mucosa, de forma
a causar uma isquemia e, posteriormente, degeneragdo, necrose € ulceragdo da mucosa.
Em resposta, tem inicio um processo inflamatorio secundario e independente daquele
induzido pela Doenga de Chagas, podendo atingir o plexo mioentérico previamente
lesado pelo parasito e acelerando o processo de destruicao do SNE.

No que tange aos processos inflamatorios primario e secundario desencadeados
pela Doenga de Chagas, a compreensdo do papel desempenhado pelas células
encontradas nos focos inflamatérios ¢ de suma importancia para o entendimento das
respostas observadas nos organismos infectados (MARTINS et al, 2015; MEUSER-
BATISTA et al., 2011). Apesar dos numerosos estudos de caracterizagdo celular dos
focos inflamatérios em pacientes chagésicos, trabalhos sobre algumas das células
encontradas nos infiltrados inflamatdrios permanecem escassos.

Em linhas gerais, os mastdcitos sdo células residentes do tecido conjuntivo, com
citoplasma dotado de granulos metacromaticos, comumente encontradas em segmentos
préximos a interface com o meio externo, ¢ nas adjacéncias de ductos glandulares,
vasos sanguineos € nervos, inclusive em associagdo com nervos periféricos do trato
gastrintestinal (BERTON et al., 2000; BIENENSTOCK et al., 1993, SANTOS et al.,
2010). Em situagdes de lesdo tecidual, os mastdcitos secretam diversos mediadores
inflamatorios, além de terem participacdo em processos fibroticos e imunoldgicos
diversos (BERTON et al., 2000). Dentre as substancias liberadas, destacam-se
histamina, heparina, serotonina, citocinas diversas, entre outras, apresentando um
espectro de mediadores que desencadeiam reacao de hipersensibilidade imediata apods a
ativa¢ao celular.

Além da baixa quantidade de publicagdes, a literatura recente acerca da
caracterizagdo de focos inflamatorios em pacientes chagasicos envolvendo mastdcitos,
em sua maioria, apresenta resultados pouco conclusivos, ou até mesmo contraditorios.
Ainda assim, € possivel encontrar relatos de aumento da quantidade de mastocitos tanto
em pacientes portadores de Chagas quanto em experimentos com inoculagdo dos
parasitos em cobaias (PINHEIRO 2000; CALIARI et al., 2002, MEUSER-BATISTA et
al., 2008).

Em um trabalho com ratos infectados, Almeida e colaboradores (1989),
mostraram uma queda nos niveis de acetilcolina e aumento de histamina e mastocitos na
parede do estomago. O aumento de niveis de histamina também foi evidenciado em

diversos oOrgdos no trabalho de Pires e colaboradores (1992), indicando que os
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mastodcitos podem desempenhar papel importante no processo inflamatorio. Estudos in
vitro realizados por Postan e colaboradores (1994) sugeriram relagdo direta entre a
presenca de mastdcitos e o desenvolvimento de fibrose em cardiomidcitos infectados
por T. cruzi.

Com base em informacdes fornecidas pelo nosso laboratorio, porém ainda nao
divulgadas, ha suspeitas que o desenvolvimento do megacolon em pacientes chagésicos
tem relacdo com o processo inflamatorio decorrente da agdo dos mastocitos. Visto que,
esses pacientes apresentam uma grande concentragdo de mastocitos no trato
gastrointestinal. Assim, consideramos de extrema relevancia analisar e caracterizar a
presenca dessas células no colon desses individuos.

As alteragcdes do SNE também influenciam o quadro do mega chagésico, por
meio de secre¢dao de substancias com atividade tanto sobre células inflamatorias quanto
sobre neurdnios, destacando-se, entre elas, a serotonina, em virtude de sua relevancia
funcional. A serotonina, ou 5-Hidroxitriptamina (5-HT), ¢ um neurotransmissor da
familia das aminas biogénicas, caracterizado como sinalizador gastrointestinal. E
detectada por diversos receptores, associados a diversas patologias, e tem funcdo de
iniciar e propagar reflexos entéricos, além de fazer a sinalizag¢do intestino-cérebro. Em
torno de 90% da serotonina circulante no organismo ¢ produzida no intestino, tanto por
neurdnios serotoninérgicos quanto por células neuroenddcrinas, por mecanismos
dependentes de disponibilidade de triptofano no plasma (COURA & BORGES-
PEREIRA, 2012). A serotonina atua sobre diversos receptores em diversas regides do
organismo; no trato gastrintestinal, especificamente, atua nos receptores 5-HT;, 5-HT,,
5-HTs, 5-HT4 e 5-HT;, e pode agir tanto por estimulagdo colinérgica, levando a
contracdo da musculatura lisa entérica, quanto por ativacdo de inibidores nitrérgicos,
levando ao relaxamento dessa musculatura, o que deixa claro o papel dessa substancia
na regulacdo da func¢do gastrintestinal (SIKANDER et al., 2009).

Mediante isso, temos a hipotese de que a expressao de serotonina seja um fator
contribuinte para a evolucdo do quadro clinico desses pacientes, 0 que notemos a
necessidade de estudos analiticos e comparativos sobre a presencga de serotoninas e sua
relagdo com a doenca, de forma a elucidar sobre os mecanismos referentes a
manutengao fisiologica do trato gastrointestinal de pacientes chagasicos.

Com base no contexto apresentado, o presente trabalho buscou realizar um

estudo para verificacdo da relagdo entre expressdo de serotonina e presenca de



mastdcitos no codlon de pacientes portadores da Doenca de Chagas acometidos € nao

acometidos pelo megacolon.

2. JUSTIFICATIVA

Estudos sobre o SNE de pacientes chagasicos nos ultimos anos nos levaram a
sugerir que a dilatacao cronica do colon se dé ndo so pela destruicdo de determinados
grupos neuronais, mas também pela interacdo do sistema imunoldgico com todo o trato
digestorio. Os dados que temos observado sugerem que as lesdes no SNE decorrentes
da infec¢do chagésica levam o individuo a apresentar distirbios de peristaltismo, falta
de coordenacdo motora, retengdo de fezes no reto e colon sigmoide, hipertrofia
muscular e a dilatagdo, levando ao aparecimento do megacolon chagésico. Observamos
também que a destruicdo neuronal encontrada no mega chagasico possui relagdo direta
com a intensidade do processo inflamatdrio e com a evolugdo da patologia (COURA &
BORGES-PEREIRA, 2012).

A partir destes dados, considerando-se a distribui¢do desses mastdcitos, pode-se
inferir que a presenga de tais células tenha ligacdo direta com os processos de
modulacdo da resposta inflamatéria que ¢ desencadeada pela infec¢do chagasica,
refletindo em uma melhor regulagdo da peristalse intestinal e relativa reducdo da
sensibilidade visceral.

Acreditamos que a andlise comparativa da expressdo de serotonina, mastocitos,
sua relacdo com o processo inflamatorio e com a destruicdo neuronal nestes grupos de
amostras poderd sugerir como se ddo mecanismos referentes a manutencao da fisiologia
do trato gastrintestinal diante do processo inflamatorio cronico decorrente de uma

infeccdo parasitaria generalizada.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Caracterizar a presenca de serotonina e sua relacdo com a expressdo de

mastdcitos no célon de pacientes chagasicos portadores € ndo portadores de megacolon.



3.2 Objetivos Especificos

Nas amostras de tecido de colon incluidos em parafina:
* Quantificar mastécitos no tecido e analisar sua distribuicdo no coélon de individuos
chagasicos portadores e ndo portadores de mega;
* Avaliar através de imunohistoquimica a expressao e distribui¢ao de serotonina (5-HT)
em amostras de célon de pacientes chagasicos portadores de megacolon e de individuos
nao infectados.
* Estabelecer uma relagao entre mastocitos e a expressao de serotonina em amostras de

colon de pacientes chagasicos portadores de megacolon e de individuos nao infectados.

4. METODOLOGIA

4.1 Obtenc¢ao das amostras

O projeto utilizou amostras de tecidos de pacientes chagésicos portadores de
megacolon, de pacientes chagasicos ndo portadores de megacdlon e de individuos
controle, coletados por cirurgia ou necropsia no Hospital Escola da Faculdade de
Medicina do Triangulo Mineiro pela Dra. Sheila Jorge Adad. Foram obtidos o
consentimento prévio de todos os individuos, pais ou responsaveis para a inclusdo dos
mesmos no trabalho de pesquisa. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG (ETIC n° 127/03) e pelo Comité de Etica da Universidade Federal
de Uberlandia (CEP/UFU n° 110/11). O diagnoéstico de infecgdo chagésica foi baseado
na positividade de pelo menos duas das trés seguintes reagdes no sangue e/ou liquido
pericardico: fixacdo do complemento, hemaglutinagdo e imunofluorescéncia indireta
para 7. cruzi. Os individuos do grupo controle apresentaram as trés reagdes negativas e

pacientes chagésicos apresentaram no minimo duas reagdes positivas das trés realizadas.

Tabela 1: Numero ¢ média de idade de individuos controle e pacientes chagasicos portadores e ndo

portadores de megacolon.

Casos estudados Numero Média de Idade

Individuos controle 10 56 + 22 anos

Pacientes chagésicos ndo portadores de
8 53 + 10 anos

megacolon




Pacientes chagasicos portadores de megacolon | 8 55+ 11 anos

No grupo dos pacientes chagésicos nao portadores de megacolon, somente um
apresentou queixas intestinais ou sintoma de qualquer comprometimento do sistema
digestivo. Dos 8 pacientes analisados neste grupo, 7 faleceram de cardiopatia chagésica
cronica ¢ um de neoplasia. Ja no grupo dos pacientes chagasicos portadores de
megacolon, 5 sofriam de constipagdo intestinal ha varios anos, 3 eram portadores de

megaesdfago e 5 faleceram de cardiopatia chagasica.

4.2 Processamento dos tecidos

Os tecidos coletados para os estudos foram divididos em dois grupos. No
primeiro grupo, as amostras de tecido foram destinadas as andlises histologicas e
imunohistoquimicas. Para isto, os tecidos foram fixados em paraformaldeido 4%
tamponado com tampao fosfato por 24 horas. Em seguida as amostras foram
desidratadas com banhos de alcool de 10 minutos cada, em concentragdes crescentes
entre 70% a 100%. Apds este passo as amostras foram diafanizadas com 3 banhos de 5
minutos de xilol e em seguida incluidas em parafina.

No segundo grupo, as amostras de tecido foram destinadas a técnica de
preparagao distendida. Para isto, assim que retiradas dos pacientes, as amostras foram
imersas em salina tamponada com tampao fosfato (PBS) / nicardipina (pH 7.2;
nicardipina, 10-6 M) a temperatura ambiente durante 20 minutos, e em seguida imersos
no fixador de Zamboni, previamente resfriado. Para desidratagcdo, diafanizagdo e re-
hidratacdo, as amostras passaram por trés banhos de di-metil-sulféxido (DMSO) por
cerca de 10 minutos cada um, seguido de trés banhos de 10 minutos em PBS. Apds essa

etapa, os tecidos foram armazenados em solucdo de PBS - 1% azida sodica a 4°C.

4.3 Imunohistoquimica Estreptoavidina / Biotina

As amostras destinadas as andlises histologicas e imunohistoquimicas foram
fixadas em paraformaldeido tamponado com tampao fosfato e incluidas em parafina.
Apos a confecgao das laminas provenientes do colon de individuos portadores e nao
portadores de megacolon e individuos controle, as mesmas permaneceram em estufa a
40°C, overnight. A desparafinizagdo das laminas foi realizada com 3 banhos de xilol de

20 minutos cada. Em seguida, as laminas foram hidratadas em sucessivos banhos de
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alcool (alcool Absoluto 2x, alcool 90%, alcool 70%, alcool 50%), por 2 minutos cada
banho. Do alcool, o tecido foi direto para o PBS (salina tampao fosfato) pH 7,2 — 7,4, ¢
passou por 2 banhos de 5 minutos. O bloqueio de ligacdo inespecifica foi obtido com
PBS — BSA (2%) — Triton (1%) por 30 minutos. Em seguida, as laminas foram
incubadas com anti PGP 9.5 (Santa Cruz, EUA) na dilui¢ao de 1:1000 pul em PBS—
BSA-Triton, usando-se em torno de 150ul de solucdo j& diluida por lamina. A
incubagdo do anticorpo foi feita aplicando-se 150 pl / lamina durante 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, as laminas foram lavadas com PBS-Tween e
incubadas com o conjugado do Kit-DAKO por 45 minutos. Apds a incubagdo com cada
componente do Kit-DAKO, as laminas foram lavadas com PBS-Tween por 3x (5
minutos cada banho) e voltaram para o PBS antes de prosseguir adiante. Foi feito um
intervalo de 5 minutos entre cada banho. Em seguida, realizou-se a incubacdo com a
solugdo de DAB e peroxido de hidrogénio em PBS por 10 minutos (150ul em cada
lamina). Finalmente, as ldminas foram lavadas com PBS-Tween e contra-coradas com
hematoxilina. As mesmas passaram pelo processo de desidratacdo (dlcool 50%, alcool
70%, alcool 90%, alcool absoluto 2X, xilol I, xilol II, sendo 2 minutos cada banho ¢ 10
minutos de xilol IIT) e montadas em meio sintético.

Para a realizacdo da técnica de imunohistoquimica em estruturas do sistema
nervoso entérico, foram utilizados como controles positivos e negativos laminas de
encéfalo de camundongos. A marcagdo para cada anticorpo foi realizada em todos os
pacientes em apenas uma bateria. Todos os experimentos foram realizados desta forma
com intuito de homogeneizar ao maximo o padrdo de marcacdo nas laminas submetidas

a esta técnica.

4.4 Imunohistoquimica por imunofluorescéncia

As amostras foram pré-incubadas por 2 h em TBS 0,05 M (pH 7,4) com 1% de
albumina sérica bovina (BSA), 0,5% Triton X-100, 0,05% thimerosal e 5% de soro de
cabra. Depois de um enxégiie em TBS por 10 min, foram incubadas em uma solugdo
contendo BSA, Triton X-100, thimerosal; Para identificar os mastocitos foi utilizado o
anticorpo primdrio anti-human CD117 (C-19, polyclonal rabbit serum; 1:1000, Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) e para avaliar a expressao de serotonina foi
utilizado o anticorpo (Anti-serotonina, MERCK MILLIPORE, AB-938, 1:1000) por
72h (4°C). Depois de uma noite, as wholemounts foram lavadas em TBS a 4°C e em

seguida os anticorpos secunddrios (Tabela 2) foram adicionados na mesma solucao da
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mesma forma que os anticorpos primarios (4h, temperatura ambiente), seguido por um
banho em TBS (overnight; 4°C). Para reduzir a autofluorescéncia induzida por
lipofuscina, as wholemounts foram incubadas em tampao de acetato de amonio (pH 5,0)
contendo 1 mM CuS0O4 de 60 - 90 min seguido de um curto enxagiic em H20O destilada
(BREHMER et al., 2004).

Tabela 2: Anticorpos secundarios.

Anticorpo Codigo / Fonte Diluicao

ALEXA Fluor 488, donkey anti-
A-21202; Mobitec, Germany 1:1000
mouse

ALEXA Fluor 488, donkey anti-
b A-21206; Mobitec, Germany 1:1000
rabbit

ALEXA Fluor 555, donkey anti-
A-21432; Mobitec, Germany 1:1000
goat

ALEXA Fluor 647, donkey anti-
A-31571; Mobitec, Germany 1:1000
mouse

ALEXA Fluor 647, donkey anti-
obi A-31573; Mobitec, Germany 1:1000
rabbit

Posteriormente, as amostras foram montadas em TBS-glicerol (1:1, pH 8,6).
Incubagdes das amostras em solugdes sem os anticorpos primdrios (controles negativos)

foram realizadas para o controle da reagao.

4.5 Aquisicao de imagem dos ganglios

Para a aquisicdo das imagens dos ganglios do sistema nervoso entérico, os
ganglios nervosos foram selecionados aleatoriamente. Utilizou-se microscopia cofocal
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 aplicagdo de trés comprimentos de onda para a
detec¢do de anticorpos secundarios (488, 568, 647nm de excitagdo; z-steps 0,6lm). A
lente objetiva de 20x (abertura numérica 0,75) foi utilizada para a localizagdo dos

ganglios, enquanto a lente objetiva de 40x foi utilizada para a aquisi¢ao de imagens para
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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).

4.6 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada a partir do teste ndo paramétrico Anova-One
way, com o objetivo de detectar diferengas entre os grupos de pacientes. O nivel de
significancia definido foi de p < 0.05 e todas as analises foram realizadas utilizando o
Software GraphPad Prim 3.0 (San Diego, CA). Foram calculadas a distribuicao de
freqiiéncias de todas as variaveis e as medidas de tendéncia central utilizando diversos
parametros: média, mediana, percentis, desvio padrdo. As associagdes entre a variavel
dependente e as independentes foram testadas através de técnicas de regressdo
bivariadas e multivariadas (regressdo linear simples, multipla 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 II.

4.7. Normas de Biosseguranca
Todo o procedimento de colheita, manuseio dos materiais bioldgicos e
reagentes, bem como a utilizagdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as

normas de biosseguranga descritas por Mineo e colaboradores (2005).

5. RESULTADOS
Nos ensaios de imunohistoquimica realizados, foram obtidos os seguintes

resultados:

Tabela 3: Quantificagdo de mastdcitos e serotonina no colon de pacientes chagasicos com e sem

megacolon, e em individuos nio infectados

Pacientes Média de mastdcitos Area média de serotonina
(wm?)
Nao-infectados 42+ 4 312+ 26
Chagasicos sem megacolon 70 £ 8 413 £35
Chagéasicos com megacolon 264 £ 11 51+£6
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Os pacientes chagasicos sem megacolon apresentavam focos mastocitarios
delgados e esparsos, enquanto os portadores de megacolon apresentavam focos bem
maiores, € em diversos pontos. Individuos ndo-chagasicos apresentaram apenas um leve
aumento da quantidade de mastocitos em relagdo aos pacientes chagasicos sem
megacolon. Em todos os grupos analisados, os mastocitos se situavam majoritariamente
na camada mucosa.

A concentragdo de serotonina, por sua vez, apresentou-se com distribuicao
inversa em relagdo aos mastocitos; pacientes chagésicos nao-portadores de megacolon
apresentaram os niveis mais elevados, enquanto os portadores apresentaram menores
concentragdes, ¢ os individuos ndo-infectados, por sua vez, apresentaram niveis

intermediarios.

A figura a seguir apresenta uma sintese dos resultados de imunohistoquimica:

Figura 1: Imagens da imunohistoquimica para Serotonina (5-HT) e mastocitos (CD117) no coélon de
pacientes chagasicos e individuos ndo-infectados. A serotonina (em azul) pode ser vista em grande
quantidade em individuos nio-infectados (A) e pacientes chagasicos sem megacolon (B), apresentando-se
reduzida em pacientes chagasicos com megacoélon (C). Por outro lado, os mastocitos (em vermelho) estdo
praticamente ausentes nos individuos nio-infectados (A) e nos pacientes ndo portadores de megacdlon

(B), mas sdo vistos em abundéancia nos pacientes portadores do megacé6lon (C).

6. DISCUSSAO
A doenca de chagas pode apresentar morbidade e mortalidade em sua fase
cronica, pois, uma parcela consideravel dos individuos parasitados desenvolvem o
megacdlon, que acomete o aumento do lumen e diminui¢do da camada muscular por
lesdes inflamatorias e diminuigdo dos neurdnios do sistema nervoso entérico (SNE).
Infelizmente, a literatura carece de dados epidemiologicos completos e atuais acerca da

incidéncia e da prevaléncia de megacdlon chagasico. Dados do trabalho de Santos-
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Janior (2002) apontam o mega como sendo considerado, na época, como a doenga
cirirgica mais comum do intestino grosso, ocupando o 5° lugar entre doengas operadas
do tubo digestivo no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo (FMUSP), com 160 pacientes atendidos entre os anos de 1985 e¢ 1994,
correspondendo, em média, a 5,8% de todas as operagdes realizadas por ano na
disciplina de Coloproctologia daquela institui¢do naquele periodo.

Individuos que ndo possuem o mega, também podem apresentar desenervagdo e
inflamac¢ao, porém menos intensas quando comparadas com os individuos com mega.
Manifestagdes gastrointestinais em pacientes com mastocitose sist€émica sdo comuns €
muitas vezes perigosas. Embora o aumento do nimero de mastdcitos ativados tenha
sido observado em segmentos intestinais envolvidos, seus numeros por si s6 nao dao
indicacdes de capacidade pro-inflamatoria substancial. Ha evidéncias experimentais da
participacdo de mastocitos também em doengas cardiovasculares, processos
neoplasicos, infecgdes parasitarias e bacterianas, enfermidades fibrosantes e doencas
autoimunes. (SALLUSTO, 1999)

Os mastocitos sdo células que derivam de células-tronco hematopoiéticas
presentes na medula dssea e migram para os tecidos periféricos como células imaturas e
passam por diferenciacdo in situ. Sdo encontrados em tecidos vascularizados, tais como
mucosas e epitélios, sendo particularmente abundantes na pele, no trato respiratorio e
gastrointestinal e principalmente proximos aos vasos sanguineos. Por esta razdo, sdo
umas das primeiras células inflamatorias susceptiveis a injuria (ABBAS, 2008;
FRENZEL; HERMINE, 2013; REBER; FROSSARD, 2014).

A ativacdo dos mastocitos ocorre por uma série de agentes fisicos (trauma
mecanico, calor, frio e irradiagdo) e compostos quimicos (enzimas, polissacarideos,
lectinas, anafilatoxinas, compostos basicos e Ca2+) que induzem a liberagdo de vérias
moléculas contidas no citoplasma em um processo conhecido como degranulagdo. As
principais moléculas dos granulos sdo histamina, proteases (triptase, quimase,
carboxipeptidase), mediadores de lipidios (prostaglandinas), citocinas, quimiocinas, as
espécies reativas de oxigénio e a serotonina. Estas moléculas agem em varios sitios,
aumentam a permeabilidade do epitélio e endotélio, estimulam a angiogénese, induzem
a contracdo do musculo liso, ativam o recrutamento de neutrofilos e macrofagos e
estimulam os fibroblastos a produzirem colageno (ABBAS, 2008; ABDELSALAM,
2009; FRENZEL; HERMINE, 2013; GOROSPE et al., 1994).
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A Serotonina, 5-HT ou S5-hidroxitriptamina ¢ uma indolamina, produto da
hidroxilagdo e carboxilagdo do aminoacido triptofano. E produzida nos nucleos da rafe e
langada em todo o cérebro. Ela ¢ um neurotransmissor e, como tal, serve para conduzir a
transmissao de uma célula nervosa (neur6nio) para outra. A SHT ¢ secretada por
neurdnios serotonérgicos e age em receptores de neurdnios pos-sinapticos. As
concentragdes de 5-HT cerebrais estdo relacionadas a alteracdes de comportamento e
humor, ansiedade, agressividade, depressdo, sono, fadiga, e ainda na supressdo de
apetite. A 5-HT tem efeito inibidor da conduta juntamente a um efeito modulador geral
da atividade psiquica. Assim, ela influi sobre quase todas as fungdes cerebrais, inibindo
ou estimulando o 4cido gama-aminobutirico(GABA). E dessa forma que a 5-HT regula
o humor, o sono, a atividade sexual, o apetite, o ritmo circadiano, as fungdes
neuroendodcrinas, a temperatura corporal, a sensibilidade a dor, a atividade motora e as
funcdes cognitivas; no intestino, especificamente, encontram-se mais de 35 anos de
pesquisas sugerindo o papel da serotonina na saciedade e na modulagdo do
comportamento alimentar, agindo através de interacdes com diversos receptores das
familias 5-HT1 e 5-HT2, destacando-se dentre eles o receptor 5-HT2C ( FEIJO, 2011).

Em contrapartida, a presenga de serotonina demonstra ter correlacio com
melhorias do controle de motilidade intestinal, além de ocasionar a inibi¢ao da atividade
linfocitaria no intestino, o que poderia ter o efeito de retardar tanto o surgimento quanto
a evolugdo do megacolon (SIKANDER et al., 2009).

Os resultados encontrados no presente trabalho demonstraram um consideravel
aumento da concentragdo de serotonina e redug¢do na concentracdo de mastocitos ao
longo de todas as camadas do intestino de pacientes chagasicos ndo portadores do
megacolon, quando em comparagdo com os numeros observados em pacientes
chagésicos portadores de megacdlon. Analisando os pacientes sem megacdlon, a grande
quantidade de serotonina e as modestas quantidades de mastdcitos fazem com que o
trato gastrintestinal destes pacientes ndo apresente sintomas clinicos, sendo estes
considerados como portadores assintomaticos da doencga de Chagas. Ja os pacientes com
megacodlon, que apresentam queda dos niveis de serotonina e elevada quantidade de
mastocitos em seu trato gastrintestinal. rapidamente desenvolvem as caracteristicas
clinicas (constipagdo, perda de motilidade, dilatacdo reto-signmoidea). Estes dados
sugerem que os mastocitos e a serotonina tém correlagdo direta com os mecanismos que
protegem o intestino contra o desenvolvimento de megacolon. Uma hipdtese para tentar

explicar tal fato ¢ a presenca de receptores histaminicos H1 e H2 expressos na superficie
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da membrana de mastdcitos, ainda nao € possivel encontrar na literatura nenhum dado
que comprove ou refute a hipotese da presenca de receptores de serotonina nesta célula
(SILVA et al., 2014); entretanto, alguns autores sugerem que alguns mediadores de
liberacdo de mastdcitos (tais como a prostaglandina D2, os leucotrienos B4 ¢ C4 ¢ as
interleucinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13) possam sofrer modulagdo através de mecanismos
que envolvem receptores de serotonina, esta seria uma hipotese para a (CONTI &
SHAIK-DASTHAGIRISAHEB, 2015; ACOSTA-ANDRADE et al., 2016).

Desta forma, uma andalise mais aprofundada sobre métodos para aumentar a
disponibilidade de serotonina no intestino poderia levar ao desenvolvimento de um
mecanismo que evitasse o aumento do numero de mastocitos no tecido entérico, o que,
consequentemente, retardaria a instauragdo do processo inflamatério que resulta na

manifesta¢do gastrintestinal da Doenga de Chagas.

7. CONCLUSAO

Pela quantificacdo dos mastocitos podemos inferir que a presenca de tais células
tenham ligacdo direta com os processos de modulacdo da resposta inflamatdria
refletindo na peristalse e relativa reducdo da sensibilidade visceral. Na analise
comparativa da expressdo de serotonina e mastocitos, sua relagdo com o processo
inflamatorio e com a destruicdo neuronal nestes grupos observou que a Infecgdo
generalizada do trato gastrointestinal interfere na manuten¢do fisiologica do orgao.
Portanto, os resultados obtidos no presente trabalho corroboram com a hipdtese de que
o aumento da quantidade de mastdcitos nos focos inflamatorios aumenta as chances de
desenvolvimento de megacolon em pacientes chagasicos, enquanto que o aumento nos

niveis de serotonina teria efeito protetor contra o desenvolvimento do mega.
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