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RESUMO

A doenca de Chagas continua sendo um grave problema de salde especialmente nas Américas.
Estd presente em 21 paises da Américas, com cerca de 30.000 novos casos por ano. A forma digestiva
decorrente da doenca de Chagas € uma das principais causas de morbidade e mortalidade na fase
cronica da doenca. Pacientes portadores da forma digestiva apresentam uma série de sintomas
relacionados a obstrucdo do orgdo. No megacdlon, os érgdos exibem grande aumento do I[Umen e
hipertrofia da camada muscular. Analises histoldgicas dos 6rgdos afetados tém demonstrado lesGes
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 portadores de mega aponta para a participacado de células
do sistema imune nesse processo. Individuos ndo portadores de dilatacdo também apresentaram
processos de desnervacdo e inflamacdo, porém menos intensos em relacdo aos portadores de
megacolon. Esses dados abrem uma nova linha de investigacdo sobre o estudo da patologia do
megacolon chagasico. Os canais de potassio voltagem-dependentes (Kv) participam da ritmicidade
elétrica e nas respostas da musculatura lisa em praticamente todos os sistemas corporais, regulando
o potencial de membrana em repouso em varios tipos de células em todo o corpo. Como eles sdo
regulados por neurotransmissores excitatdrios e inibitérios, canais Kv também participam nas
respostas das células intersticiais de Cajal e da musculatura lisa nos estimulos neurais. Assim este
estudo teve como objetivo caracterizar a expressao dos canais de K+ voltagem-dependentes (canais
Kv) em pacientes chagasicos portadores e ndo portadores de megacdlon. Os resultados deste estudo
sugerem que a expressao de canais ibnicos, em neste caso, 0s canais Kv7 sdo anormalmente expressos
na porcdo dilatada de pacientes chagasicos portadores de megacdlon. Da mesma forma a sua
expressao nas amostras de pacientes chagasicos ndo portadores de megacoélon poderia significar um
fator de protecdo contra o desenvolvimento do megacolon, sendo responsavel por evita-lo ou ao
menos retarda-lo. Acreditamos que a diminuicdo da expressdo de Kv7 pode desempenhar um papel
na fisiopatologia desta condicdo complexa e consequentemente no desenvolvimento do megacélon.
Da mesma forma, acreditamos que a manutencdo da expressdo destes canais poderia impedir o

guadro de dilatacdo do dérgdo.



ABSTRACT

Chagas disease remains a serious health problem, especially in the Americas. It is present in 21
countries in the Americas, with about 30,000 new cases per year. The digestive form resulting from
Chagas disease is one of the main causes of morbidity and mortality in the chronic phase of the
disease. Patients with the digestive form have a series of symptoms related to organ obstruction. In
the megacolon, the organs exhibit a large increase in the lumen and hypertrophy of the muscle
layer. Histological analyzes of Organs affected organs have shown inflammatory lesions of the
enteric nervous system (SNE), associated with a large reduction in the number of neurons. Although
the mechanism of neuronal injury remains unclear, the frequent observation of ganglionitis and
periganglionitis in patients with mega points to the participation of immune cells in this process.
Individuals without dilation also presented denervation and inflammation processes, however less
intense in relation to megacolon carriers. These data open a new line of investigation on the study of
the chagasic megacolon pathology. The voltage-dependent potassium channels (Kv) participate in
electrical rhythmicity and smooth muscle responses in virtually all body systems, regulating the
resting membrane potential in various types of cells throughout the body. As they are regulated by
excitatory and inhibitory neurotransmitters, Kv channels also participate in the responses of Cajal's
interstitial cells and smooth muscle in neural stimuli. Thus, this study aimed to characterize the
expression of voltage-dependent K + channels (Kv channels) in chagasic patients with and without
megacolon. The results of this study suggest that the expression of ion channels, in this case, the Kv7
channels are abnormally expressed in the dilated portion of chagasic patients with megacolon.
Likewise, its expression in the samples of chagasic patients without megacolon could mean a
protective factor against the development of megacolon, being responsible for preventing it or at
least delaying it. We believe that the decrease in Kv7 expression may play a role in the
pathophysiology of this complex condition and consequently in the development of the megacolon.
Likewise, we believe that maintaining the expression of these channels could prevent the organ from

expanding.



INTRODUGCAO

A doenca de Chagas continua sendo um grave problema de salde especialmente nas
Américas. Estd presente em 21 paises do continente americano, com cerca de 30.000 novos casos por
ano com 1400 mortes e 8000 recém nascidos infectados durante a gestacdo. No Brasil, em 2018,
foram notificados 4685 casos suspeitos de doenca de Chagas agudo sendo confirmados 380 casos. E
a quarta maior causa de morte por doencas infeciosas no Brasil na forma cronica da doenca ( Boletim
epidemioldgico SVS — MS V.50 / Nov 2019). A fase aguda da doenca apresenta sinais e sintomas
inespecificos que dificultam o diagndstico. Na fase crénica, a maioria dos pacientes permanecem
assintomaticos por varios anos ou apresentardo sintomas relacionados ao 6rgdo ou sistema atingido.
Os principais representantes da forma digestiva da doenca de Chagas sdo o megaesbdfago e o
megacolon. Nosso laboratorio tem se interessado especialmente no estudo da patogénese do
megaestfago e megacolon chagasicos. Estudos epidemioldgicos em areas endémicas do Brasil
demonstraram que 8-10% dos pacientes cronicos possuem a forma digestiva da doenca (Dias et al.,
2002).

Pacientes portadores da forma digestiva apresentam uma série de sintomas relacionados a
obstrucdo do érgdo. Tanto no megaesdfago quanto no megacdlon, os orgaos exibem grande aumento
do lumen e hipertrofia da camada muscular. Analises histolégicas dos orgdos afetados tém
demonstrado lesGes inflamatodrias do sistema nervoso entérico (SNE), associadas com uma grande
reducdo no numero de neuronios. Segundo Koberle, para o desenvolvimento do megaesofago é
necessario uma reducdo de cerca de 85% no numero de neurdnios no 6rgao, enquanto a doenca no
colon esta associada a uma perda neuronal de no minimo 50% (Koberle, 1961).

Embora o mecanismo de lesdo neuronal continue obscuro, a frequente observacdo de
ganglionite e periganglionite em pacientes com megacdlon ou megaesdéfago aponta para a
participacdo de células do sistema imune nesse processo patologico. Infiltrados inflamatdrios sdo
encontrados na muscular da mucosa, submucosa e camadas musculares (Adad et al., 2001).

Em trabalhos anteriores demonstramos a presenca de kDNA do parasita ( DNA do cinetoplasto
do protozoario ) no es6fago de pacientes portadores de megaesofago (Vago et al., 1996) e megacdlon
(dados ndo publicados), enquanto analises imunohistoquimicas falharam na detec¢do do antigeno de
Trypanossoma Cruzi ( T. cruzi ) nos érgdos de pacientes chagasicos sem dilatagdo do érgdo ( mega ).
Estes dados apontavam para uma associacao entre o desenvolvimento do mega e a persisténcia do
parasita na fase crénica, o que ja havia sido também considerado para cardiopatia chagdsica crénica

(Jones et al., 1993). No entanto mais recentemente observamos que o kDNA de T. cruzi é detectado



também em amostras de es6fago ou colon de cerca de 50% dos pacientes chagasicos ndo portadores
de mega (Vago et al, 2003), ao contrario do que tinha sido demonstrado por estudos
imunohistoquimicos. Essas observacdes nos suscitam a rediscutir a patogénese do mega sob um outro
aspecto. Para compreender esse processo patoldgico, devemos analisar, ndo apenas a presencado T.
cruzi no 6rgdo, mas também considerar a variabilidade do parasita e outros fatores relacionados ao
hospedeiro, como a genética, a resposta imune e o processo de desnervagao.

Em estudos prévios de LSSP-PCR (Low-stringency Single Specific Primer-PCR)
demonstramos similaridade entre as assinaturas de kDNA obtidas de parasitas no es6fago de dois
pacientes distintos portadores de megaesofago severo (Vago et al., 2000). Em trabalhos posteriores
observamos uma forte associagdo entre presenca de células com potencial citotoxico, processo de
desnervacdo e desenvolvimento do megaesofago (d'Avila Reis et al., 2001; da Silveira et al., 2005a).
Entretanto, o processo inflamatdrio cronico e a desnervagdo sdo observados ndo somente em
pacientes portadores de mega, mas também em individuos chagasicos assintomaticos (Adad et al,,
1991; da Silveira et al., 2005a). Alguns pacientes ndo portadores de dilatacdo e sem qualquer sintoma
digestivo, apresentam uma reducdo no numero de neurdnios do SNE proxima do limite estabelecido
anteriormente por Koberle.

O SNE contém cerca de 10 a 100 milhdes de neurbnios, com uma grande variedade de
neurotransmissores e/ou neuropeptideos. Ele controla varios aspectos do intestino como secrecdo
glandular, tonus vascular, peristaltismo e ainda participa das relacdes neuroimunes regionais. E
possivel que em pacientes portadores de megaeséfago e megacdlon algumas categorias de neurénios
e alguns sistemas particulares de neurotransmissores sejam preferencialmente afetados e suas
funcdes deprimidas ou exacerbadas. A realizacdo de estudos comparativos visando esclarecer a
natureza do processo inflamatério e a identificacdo dos sistemas de neuropeptideos geralmente
afetados nessas populacGes contribuird para a compreensdo da patogénese do das alteragdes
provocadas pela doenca de Chagas.

Até algum tempo atrds, a investigacdo de alteracdes patoldgicas em neurdnios entéricos era
dificultada pela escassez de conhecimentos a respeito das classes funcionais destes neurénios em
individuos normais e pela falta de modelos experimentais que mimetizassem as desordens
gastrintestinais que afligem o ser humano. Entretanto, este fato tem se modificado nos Ultimos anos
(Brehmer, 2006; Brehmer et al., 2004a; Brehmer et al., 2005a; Brehmer et al., 2005b; Brehmer et al,,
2004b; Furness, 2006; Furness et al., 2006). Devido ao uso de modelos experimentais utilizados em

laboratdrios, existe atualmente um conhecimento relevante no que diz respeito aos tipos de



neurdnios quanto a sua morfologia, neuroquimica, projecdes e propriedades fisioldgicas (Furness,
2006).

Varios estudos tém demonstrado que os neuropeptideos encontrados no sistema nervoso
entérico possuem atividade sobre o sistema imune. A substancia P possui caracteristicas pro-
inflamatodrias, e dentre os seus efeitos podemos citar o aumento na proliferacdo linfocitaria, aumento
do tréfego de linfécitos através dos linfonodos, aumento da expressao de citotoxicidade e de producdo
de Interleucinas (IL-2) por estas células. Além disso, a substancia P aumenta a ativacdo de células
Natural Killer ( NK ) e possui acdo quimiotatica para mastdcitos, macrofagos, e neutrofilos (McKay et
al., 1996; McKay & Fairweather, 1997). J4 o VIP ( peptideo intestinal vasoativo ) possui atividade anti-
inflamatdria, como a inibicdo da resposta de linfécitos T e da producdo de Interleucinas ( IL-2 e IL-4)
por estas células. A ativacdo de células NK também é inibida por este neuropeptideo. Por outro lado
VIP estimula a quimiotaxia de macrofagos e a producdo de Interleucinas (IL-5 )pelos linfocitos (McKay
& Fairweather, 1997).

As alteragGes sofridas pela integracdo neuroimune tem sido alvo de pesquisas em diversas
patologias que atingem o trato gastrintestinal. Na doenca de Chagas, acreditamos que o estudo do
sistema nervoso entérico, bem como sua associacdo com o processo inflamatoério podera fornecer
subsidios para compreensdo de alteracBes neuroimunes que possam estar de alguma forma
envolvidas no desenvolvimento do mega.

A atividade elétrica existente em todos os érgdos de animais superiores € essencial para os
processos fisiologicos dos mamiferos, como a transmissdo de excitabilidade nervosa. E essas
atividades elétricas sdo produzidas por sinais elétricos gerados através de canais i6nicos. Os ions
atravessam os canais distribuidos nas membranas para conduzir sinais elétricos seletiva e
rapidamente, o que pode modular as atividades fisioldgicas e patoldgicas das células (Lee et al., 2013).
Entre todos estes canais idnicos, os canais de potdssio possuem a distribuicdo mais extensa.
Especialmente os canais de potdssio, sdo a maior familia de canais i6nicos envolvidos na governacao
de fungGes neurais, como organizacdo sinaptica e sinalizacdo neuronal (Sands et al., 2006).

As concentragGes de ions na homeostase do ambiente interno sdo muito importantes para
manter a funcdo do cérebro. A manutencdo da homeostase dos ions depende do consumo de ATP.
Nos mamiferos, embora o cérebro seja uma pequena parte do corpo, precisara de 20% do consumo
basal de O,. Um neur6nio manterd alta concentracdo intracelular de K+, baixa concentracdo de Na* e
concentracdo de Ca®* muito baixa ou mesmo indetectavel podendo utilizar o ATP produzido a partir
de O, pelas mitocondrias. Outro importante fator que contribiu de forma determinante para esse

equilibrio idnico é o gradiente eletroquimico. Acredita-se que os canais de K+ voltagem dependentes



(Kv ) sejam imprescindiveis para manutencdo deste ambiente de homeostase para a funcdo neuronal,
e a disfuncdo dos canais Kv seria prejudicial para o funcionamento de 6rgaos como cérebro, coracao

e trato gastrointestinal (O'Donnell et al., 2017; Rivera-Arconada et al., 2017).

Canais K+ neuronais podem modular a excitabilidade da membrana, por exemplo,
estabelecendo o potencial de repouso, e mantendo intervalos breves e temporais em potenciais de
acao. Existem quatro tipos de canais de K+: canal de potdssio retificado interno (KIR), canal de
potassio ativado pelo calcio (KCa), canal de potassio voltagem-dependentes (KV) e canal de potassio
do dominio de poros (K2p). O canal de potassio retificado interno (KIR) possui entre suas variadas
funcdes controlar o potencial de repouso da membrana, regular a atividade elétrica cardiaca e
neuronal, manter o equilibrio de eletrdlitos e influenciar a secrecdo de insulina para manter o nivel
de glicose no sangue. Ja o canal de potdassio ativado pelo calcio (KCa) estd presente em uma grande
variedade de regides onde sdo expressos e possuem importantes funcdes em células endoteliais, na
excitabilidade celular, secrecdo e contragdo muscular. O canal de potdssio do dominio de poros
(K2p), ndo apresenta dependéncia de voltagem sendo responsavel pela manutencdo do potencial de
repouso em varias células excitaveis (BRUNER et al., 2014). Esses canais podem abrir e fechar com
varios estimulos, por exemplo, anestésicos volateis, mudancas de pH, neurotransmissores, além de

terem fungdes de ajustar o potencial de membrana e regular a excitabilidade celular .

O aumento da atividade dos canais de potassio (KV) voltagem-dependentes da membrana
plasmatica reduzird a concentracdo de K+ no citoplasma e desencadeard o processo de morte
celular. Ja foi descrito que alguns bloqueadores dos canais de K+ ou 0 aumento da concentragao
extracelular de K+ podem inibir o fluxo de K+, o que pode impedir totalmente a morte celular (Chen

et al., 2016; Davoren et al., 2015).

A familia Kv de canais K+ consiste de 12 subfamilias, Kvl-Kv12, dentro das quais ja foram
identificados cinco membros da familia Kv7. Estes compreendem Kv7.1-Kv7.5, e sdo codificados pelos
genes KCNQ1-5. Até a data, a maioria dos dados publicados sobre a expressdo destes canais tem-se
centrado na sua localizacdo no coracgdo e no cérebro (Hedegaard et al., 2016; Maljevic et al., 2010;
Thomsen, 2013). Os canais Kv exibem sua importancia nas atividades neuronais e sindpticas quando
as disfuncdes do mesmo levam a muitos tipos de doencgas nervosas. Os canais Kv2 estdo ligados a
doenca de Alzheimer, os canais Kv4 tém uma estreita relacdo com a doenca de Parkinson e os canais
Kv7 estdo associados a hiper excitabilidade neuronal, e consequentemente o desenvolvimento da

epilepsia. No entanto os canais de K+ voltagem-dependentes (canais Kv) participam da ritmicidade



elétrica e nas respostas da musculatura lisa em praticamente todos os sistemas corporais, regulando
o potencial de membrana em repouso em varios tipos de células em todo o corpo. Como eles sdo
regulados por neurotransmissores excitatdrios e inibitérios, canais Kv também participam nas
respostas das células intersticiais de Cajal e da musculatura lisa nos estimulos neurais (Brueggemann
et al.,, 2014; Davoren et al., 2015; Shi et al., 2013).

O sistema nervoso entérico € uma complexa rede de neurdnios e células enterogliais dispostas
dentro das paredes do trato gastrointestinal. E a maior e mais complexa divisdo do sistema nervoso
periférico, contendo mais neurdnios do que a medula espinhal, e tem a caracteristica Unica de poder
realizar suas fungdes de motilidade completamente independentes do sistema nervoso central (Brown
& Passmore, 2009).

O megacolon chagasico é uma patologia caracterizada pela destruicdo de componentes do
sistema nervoso entérico mediada tanto pelo processo inflamatério quanto pela infeccdo causada
diretamente pelo T. cruzi. A resseccdo cirurgica dos segmentos do célon acometido pela forma
digestiva da doenca de Chagas é um dos poucos tratamentos disponiveis a estes pacientes. Assim,
desenvolvemos este estudo para testar a hipdtese de que os canais Kv7 estdo presentes no célon
humano normal e estdo reduzidos na doenca de Chagas, o que pode ter influéncia direta no processo

de constipacdo intestinal e desenvolvimento desta patologia.



OBJETIVO GERAL

Caracterizar a expressdo de canais de K+ voltagem dependentes no SNE de amostras de célon

provenientes de pacientes chagdsicos portadores e ndo portadores de megacdlon.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 — Avaliar a expressdo dos canais de K+ voltagem-dependentes Kv7.3, Kv7.4 e Kv7.5 nos plexos
mientérico e submucosa de amostras de célon provenientes de pacientes chagasicos portadores e ndo

portadores de megacédlon;

2 — Avaliar a correlacdo entre a expressdo dos canais de K+ voltagem-dependentes Kv7.3, Kv7.4 e
Kv7.5, células neuronais (através da expressdo de anti-HuC/HuD) a e células enterogliais (expressdo

de S-100);
3 — Comparar nos pacientes portadores de megacoélon chagasico, a expressdo de células neuronais,
células enterogliais e de canais de K+ voltagem-dependentes Kv7.3, Kv7.4 e Kv7.5 nas porcdes

dilatadas e ndo dilatadas.

4 — Estabelecer se existe relagdo entre a expressdao dos canais de K+ voltagem-dependentes Kv7.3,

Kv7.4 e Kv7.5 e o desenvolvimento do megacdlon chagasico.
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METODOLOGIA

Pacientes

Nesse projeto foram utilizadas amostras de tecidos de pacientes chagasicos portadores de
megacolon, de pacientes chagasicos ndo portadores de megacolon 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 dos mesmos no trabalho de pesquisa. Este projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG e pelo Comité de Etica da Universidade de Erlangen-
Nuremberg.

Nosso grupo de pesquisa possui uma colecdo Unica de amostras provenientes do trato
gastrintestinal de pacientes portadores da doenca de Chagas que desenvolveram e que nao
desenvolveram o megacolon chagasico, também amostras de individuos ndo chagasicos (submetidos
acirurgia devido a patologias intestinais como o cancer). A presenca da doenca foi confirmada através
de exames clinicos e laboratoriais (da Silveira et al., 2005b). A qualidade destas amostras foi avaliada
através de técnicas histologicas e de imunohistoquimica, o que demonstrou a preservacao da

imunoreatividade das mesmas.

Tabela 01: NUumero e média de idade de individuos controle e pacientes chagasicos portadores e ndo portadores de

megacdlon.

Casos estudados Numero Média de Idade

Individuos controle 10 56 + 22 anos

Pacientes chagasicos nao

; 15 53 £ 10 anos
portadores de megacolon

Pacientes chagasicos

2 15 55 £ 11 anos
portadores de megacolon

Os individuos do grupo controle e os pacientes chagasicos ndo portadores de megacdlon foram
submetidos a processo cirurgico devido a neoplasias intestinais. No grupo dos pacientes chagasicos
ndo portadores de megacolon somente um apresentou queixas intestinais ou sintoma de qualquer

comprometimento do sistema digestivo. Dos 15 pacientes analisados neste grupo, 13 desenvolveram
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de cardiopatia chagasica cronica. Ja no grupo dos pacientes chagasicos portadores de megacélon, 10
sofriam de constipagdo intestinal ha varios anos e 7 eram portadores de megaes6fago. Neste grupo
de pacientes foram coletadas amostras da regido dilatada (megacdlon) e da regido ndo dilatada a
montante da porcdo acometida. Estes pacientes foram submetidos ao processo cirdrgico devido a

complicagGes causadas pelo megacdlon.

Foto de amostras de paciente chagasico portador de megacdlon. Na amostra a esquerda observamos porc¢do nao dilatada

do célon (coletada a montante da lesdo) e a direita a porgdo dilatada (megacdlon) do érgéo.

Imunohistoquimica

Neste trabalho foi realizada tripla marcagao em nossas amostras com os anticorpos listados na
Tabela 2. As amostras foram pré-incubadas por 2 horas em PBS 0.05M (pH 7.4) contendo albumina de
soro bovino a 1% (BSA), Triton X-100 a 0.5%, Timerosal a 0.05% e soro de cabra normal a 5%. Apds um
banho em PBS por 10 minutos, as amostras foram incubadas em solu¢ao contendo BSA, Triton X-100,
Timerosal e os anticorpos primarios por 72 horas (4°C). Apds este periodo, as amostras foram
submetidas a um banho em PBS a 4°C overnight. Apos este banho os anticorpos secundarios foram
adicionados na mesma solugdo utilizada com os anticorpos primarios (4 horas em temperatura
ambiente) seguidas por um banho em PBS (12 horas a 4°C). Para reduzir a auto- fluorescéncia induzida

por lipofuccina, as amostras foram incubadas com tampao acetato-amodnia (pH 5.0) contendo 1 mM
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CuSO,4 por 60-90 minutos seguidos de um breve banho em agua destilada. Apds este processo, as
amostras foram montadas em PBS-glicerol (1:1; pH 8.6).

Para aquisicdo e processamento de imagens foi utilizado um microscépio confocal laser
scanning ligado a um Nikon Diaphot 300 e equipado com um Krypton—argon laser (American Laser,
Salt Lake City, USA). As imagens foram geradas utilizando trés diferentes ondas de excitacdo utilizando
filtros de 488 nm (ALEXA Fluor 488), 594 nm (ALEXA Fluor 594) e 647 nm (ALEXA Fluor 647). As imagens
geradas por esse sistema foram preparadas utilizando o programa Confocal Assistant 4.02, Adobe
Photoshop 6.0 e Corel Draw 13.

As analises estatisticas foram feitas através do software SPOT (Version 3.5.6 for Windows,
Diagnostic Instruments, USA). As diferencas entre os valores médios das areas de marcagdo foram

analisadas com o ANOVA one-way (P < 0.05) para cada paciente.

Tabela 02: Anticorpos para imunohistoquimica em tecidos de célon de individuos controle e pacientes chagasicos

portadores e ndo portadores de megacolon.

Anticorpo Origem Caodigo Diluigao
Rabbit anti-Kv7.3 Abcam, Cambridge, UK N 4142 1:100
Mouse anti-Kv7.4 Abcam, Cambridge, UK A-21272 1:100
Rabbit anti-Kv7.5 Abcam, Cambridge, UK M7245 1:100
Mouse anti-HuC/HuD Molecular Probes 180091 1:100
Rabbit anti-protein gene product 9.5 Sigma Aldrich, Ireland AB-N34 1:100
Goat anti-S100 DAKO 20311 1:100
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RESULTADOS

Foram analisados a expressdao dos canais de K+ voltagem-dependentes Kv7.3, Kv7.4 e Kv7.5
nos plexos mientérico e submucoso em amostras de célon provenientes de pacientes chagdsicos
portadores e ndo portadores de megacodlon. Para isso foi avaliada a co-expressdao dos canais de K+ e
de células neuronais (através da expressdo de anti-HuC/HuD) e de células enterogliais (expressdo de
S-100).

Nossos resultados indicaram que pacientes chagasicos portadores de megacdlon apresentam
uma diminuicdo estatisticamente relevante dos canais de K+ em relacdo aos pacientes ndo infectados
e em relacdo aos pacientes chagasicos ndo portadores de megacdélon. No entanto, a expressao dos
canais de K+ nos pacientes chagasicos ndo portadores de megacdlon se mostrou semelhante a
apresentada pelos individuos ndo infectados. Quando comparamos a expressao dos canais de K+ na
porcdo dilatada com a por¢do ndo dilatada das amostras de pacientes chagdsicos portadores de
megacolon notamos que a porgdo ndo dilatada dessas amostras ndo apresenta diminuicdo da
expressdo dos canais de K+ de forma tdo acentuada quanto a apresentada na porcdo dilatada,

indicando que as altera¢Ges sofridas no colon sdo limitadas a porgdo dilatada deste érgdo (Graficos 1,

4,5e6).
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Grafico 1: Relacdo entre a expressdo de Hu C/D, S-100 e canais de K+ 7.3, 7.4 e 7.5 em amostras de célon de pacientes
chagdasicos portadores e ndo portadores de megacélon e de individuos ndo infectados. Valores expressos em umz

* Diferenca estatisticamente relevante entre este grupo e os outros grupos analisados (P < 0.05).
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Além disso, observamos que a imunoreatividade do canais de K+ ocorreram principalmente
em neurdnios com a morfologia Dogiel Il (corpo neuronal grande, redondo ou oval) em todos
analisados grupos. Ja células enterogliais praticamente ndo apresentaram expressao dos canais de K+
analisados, demonstrando que a mesma esta restrita aos neurdnios (Figura 1).

Observamos também que quanto a expressdo de neurbnios nos plexos nervosos estudados,
pacientes chagasicos ndo portadores de megacolon e pacientes ndo infectados apresentam
quantidade semelhante tanto na expressdo de Hu C/D quanto nos canais de K+, como observado no
grafico 2 e na figura 1 (linhas A e B). Ja pacientes chagasicos portadores de megacdlon apresentam
uma intensa diminuicdo na quantidade de neurdnios, refletida na baixa expressdo de Hu C/D. Além
disso, este grupo de pacientes apresenta hipertrofia neuronal, caracterizada pelo aumento dos corpos
neuronais remanescentes, tanto na por¢ao nao dilatada quanto na dilatada. J4 a expressdo dos canais
de K+ se apresenta estatisticamente equivalente na por¢do ndo dilatada dos pacientes portadores de
megacodlon, e, grandemente diminuida na porcdo dilatada destes pacientes. Esses detalhes podem ser

observados nas linhas C e D da figura 1 e nos graficos 4, 5e 6.

HU C/D — MARCADOR PAN-NEURONAL

—

HuC/D

® Individuos n3o chagasicos
W Pacientes chagasicos sem megacdlon

Média da area Hu C/D imunorreativa em pm?2

Pacientes chagasicos com megacélon - Por¢ao nao dilatada

W Pacientes chagasicos com megacélon - Por¢3o dilatada

Grafico 2: Relacdo entre a expressdo de Hu C/D, em amostras de célon de pacientes chagasicos portadores e ndo

, . . ~ . 2
portadores de megacolon e de individuos ndo infectados. Valores expressos em um

* Diferenca estatisticamente relevante entre este grupo e os outros grupos analisados (P < 0.05)
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Em relacdo as células enterogliais, observamos que todos os grupos de individuos nao
infectados, pacientes chagasicos ndo portadores de megacdélon e de chagasicos portadores de
megacdlon (por¢dao ndo dilatada) apresentam expressdao similar da proteina S-100, marcadora de
células enterogliais. No entanto a porc¢do dilatada dos pacientes chagdsicos portadores de megacdélon
apresenta uma diminuicdo da expressdo dessas células, como pode ser observado no grafico 3 e na

figura 2.

S-100 — MARCADOR DE CELULAS ENTEROGLIAIS

$-100

m Individuos n3o chagasicos
W Pacientes chagdsicos sem megacdlon

Média da area S-100 imunorreativa em pm?

Pacientes chagdsicos com megacdlon - Por¢do ndo dilatada

W Pacientes chagdsicos com megacdlon - Porgdo dilatada

Grafico 3: Relacdo entre a expressdo de S-100, em amostras de célon de pacientes chagdsicos portadores e ndo

, . .. ~ . 2
portadores de megacdlon e de individuos ndo infectados. Valores expressos em um

* Diferenca estatisticamente relevante entre este grupo e os outros grupos analisados (P < 0.05)
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EXPRESSAO DE CANAIS DE K+ 7.3 NO COLON
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Grafico 4: Relacdo entre a expressdo de canais K+ 7.3, em amostras de célon de pacientes chagasicos portadores e ndo

, . . ~ . 2
portadores de megacolon e de individuos ndo infectados. Valores expressos em um

* Diferenca estatisticamente relevante entre este grupo e os outros grupos analisados (P < 0.05)
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EXPRESSAO DE CANAIS DE K+ 7.4 NO COLON
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Grafico 5: Relacdo entre a expressdo de canais K+ 7.4, em amostras de célon de pacientes chagasicos portadores e ndo

. . .o ~ 2
portadores de megacdlon e de individuos ndo infectados. Valores expressos em um

* Diferenca estatisticamente relevante entre este grupo e os outros grupos analisados (P < 0.05)
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EXPRESSAO DE CANAIS DE K+ 7.5 NO COLON
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Grafico 6: Relacdo entre a expressdo de canais K+ 7.5, em amostras de célon de pacientes chagasicos portadores e ndo

. . .oy ~ 2
portadores de megacdlon e de individuos ndo infectados. Valores expressos em um

* Diferenca estatisticamente relevante entre este grupo e os outros grupos analisados (P < 0.05)
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Figura 1: Imunohistoquimica de fluorescéncia no plexo mientérico de pacientes chagésicos e
individuos ndo infectados. Em vermelho observamos o marcador de corpos neuronais Hu C/D e em
verde os canais de K+ voltagem dependentes (Kv) 7.3, 7.4 e 7.5. Em (A) individuos ndo infectados, em
(B) pacientes chagasicos ndo portadores de megacdlon, em (C) pacientes chagdsicos portadores de
megacodlon (porcdo ndo dilatada) e em (D) pacientes chagasicos portadores de megacdlon (porcao

dilatada).
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Figura 2: Imunohistoquimica de fluorescéncia no plexo mientérico de pacientes chagésicos e
individuos ndo infectados. Em vermelho observamos o marcador de células enterogliais S-100 e em
verde os canais de K+ voltagem dependentes (Kv) 7.3, 7.4 e 7.5. Em (A) individuos ndo infectados, em
(B) pacientes chagasicos ndo portadores de megacdlon, em (C) pacientes chagasicos portadores de
megacolon (porcao ndo dilatada) e em (D) pacientes chagasicos portadores de megacdlon (porcao

dilatada).
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DISCUSSAO

Nossos resultados neste estudo revelaram que Kv7.3, Kv7.4 e Kv7.5 foram expressos em
neurdnios positivos para Hu C/D localizados dentro dos plexos do célon humano normal. Observamos
uma diminuicdo dos canais Kv nas amostras de célon da porcdo dilatada de pacientes chagasicos com
megacolon engquanto na por¢do ndo dilatada destes pacientes e nos sem megacdélon a expressdo se
mostrou estatisticamente equivalente ao dos individuos ndo infectados; isso pode significar um fator
de protegdo contra o desenvolvimento do mega, sendo responsavel por evita-lo ou ao menos retarda-
lo. Acreditamos que a falta ou diminuicdo da expressdo de Kv7 pode desempenhar um papel na
fisiopatologia e no desenvolvimento do megacdlon. Da mesma forma, acreditamos que a manutencao
da expressdo deste canais poderia impedir o desenvolvimento do mega.

Ha algumas décadas ja é consenso que o SNE é uma intrincada rede de neurdnios e células
enterogliais compreendido entre as paredes do trato gastrointestinal. E a maior e mais complexa
divisdo do sistema nervoso periférico, contendo mais neurdnios do que a medula espinhal, e possui a
caracteristica Unica de realizar suas funcdes de motilidade completamente independente do sistema
nervoso central (Furness, 1998). Sabe-se que a forma digestiva da doenca de Chagas ocorre a partir
da destruicdo do SNE e, um dos fatores mais importantes no desenvolvimento do mega chagasico
seria um processo degenerativo, principalmente de ganglios nervosos do trato gastrintestinal, que
aparentemente se inicia na fase aguda, persistindo até a fase crénica. No entanto, ainda ha muitos
aspectos a serem elucidados sobre a sua etiopatogenia (Koberle, 1961).

O megaesO6fago e o megacdlon sdo as alteragcdes mais comuns no trato digestério na doenca
de Chagas. A destruicdo neuronal na doenca de Chagas na fase aguda ocorre pela grande
concentracdo do parasita no tecido, porém, na fase cronica esta também relacionada ao processo
inflamatodrio envolvido nesta doenca. A inter-relacdo entre os sistemas nervoso, endocrino e
imunoldgico é muito importante para a compreensdo das patologias intestinais, podendo ser
definitivo para determinacdo de manifestacGes clinicas e para o desenvolvimento de processos
inflamatorios no intestino (da Silveira et al., 2007).

Um estudo recente identificou o canal de potdssio Kv7.5 como tendo um papel na
excitabilidade no célon do rato (Wang et al., 2016). A partir desse dado, projetamos este estudo para
testar a hipotese de que os canais Kv7 presentes normalmente célon humano, poderiam estar
alterados na forma digestiva da doenca de Chagas. Os canais de K+ desempenham papéis importantes
em células excitaveis, neurdnios e células enterogliais, diretamente envolvidos em varios processos

fisiolégicos, como disparo de potencial de acdo, liberacdo de neurotransmissores e contratilidade
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muscular. O potencial da membrana celular hiperpolariza sempre que os canais de K+ abrem, assim o
K+ flui para fora da célula devido ao grande gradiente eletroquimico transmembrana levando a
diminuicdo da excitabilidade celular (Lopez-Lopez et al., 2018).

Além disso, os canais K+ também desempenham um papel na definicdo do potencial de
membrana em repouso, resultando em diferentes niveis de tdnus muscular basal que variam
dependendo da localizacdo dentro do trato gastrointestinal. Ao longo dos anos, varios grupos de
pesquisa investigaram a expressdo de canais Kv7 em tecidos do ser humano e em modelos
experimentais. Em 2009, Jepps et al. relataram as descobertas de seu estudo da expressdo de canais
Kv no trato gastrointestinal murino. De todos os canais Kv7 estudados foi demonstrado que tanto os
genes Kv7.4 quanto Kv7.5 sdo os mais abundantemente expressos em células do SNE. Resultados
também mostraram que Kv7.4 e Kv7.5, mas ndo Kv7.1, foram expressos no musculo circular do célon.
Além disso, seus dados mostraram que blogueadores de canais Kv7 aumentam a atividade contratil
em diferentes regifes do intestino (Jepps et al., 2009).

Ipavec et al. investigou a expressdo de canais Kv7 no fundo gastrico de rato. Foi demonstrado
gue o bloqueador de canal Kv7, XE-991, induziu contracdes dependentes de sua concentragdo.
Transcri¢cdes codificadas por todos os genes KV7 foram detectados no fundo gastrico de ratos, com
Kv7.4 e canais Kv7.5 mostrando os mais altos niveis de expressdo, com baixos niveis de Kv7.1-3
também evidentes. Os canais Kv7.4 e Kv7.5 foram visualizados pela imunofluorescéncia confocal no
musculo circular e longitudinal camadas (Ipavec et al., 2011). Mais recentemente, o mesmo grupo de
pesquisadores realizou um analise muito semelhante, em que eles analisaram a expressao de canais
Kv7 na taenia coli humana, e revelou resultados semelhantes neste tecido como descrito acima.
Estes autores sugeriram que os canais Kv7 parecem contribuir para o repouso do tdnus muscular e
gue ativadores de canais Kv7 poderiam apresentar potencial terapéutico como relaxante da
musculatura lisa gastrointestinal (Adduci et al., 2013).

Um estudo recente de Jepps et al. discutiu o potencial terapéutico de bloqueadores de canal
Kv7 em pacientes com condi¢cGes de dismotilidade gastrintestinal como a constipacdo crénica e um
estudo de incontinéncia em modelos animais sugeriram que o ativador do canal Kv7, Retigabina,
proporcionou uma melhora no controle esfincteriano em 5% dos individuos em comparacado com 1,4%
gue receberam placebo. Este dado sugere que os canais Kv7 encontrados no coélon podem fornecer
outro alvo terapéutico para ativadores e bloqueadores do canal Kv7 (Jepps et al., 2013).

Em 2014, um estudo de Wright et al. evidenciou a expressao de canais Kv7 nas células de Cajal,
avaliando o potencial destes canais na regulacdo da excitabilidade dos neuronios do SNE. Esses autores

encontraram células de Cajal expressando Kv7.5 através de imunohistoquimica. Foi também relatada
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a expressdo de canal Kv7.5 em neurdnios entéricos dos ganglios mientéricos, bem como a fraca co-
localizacdo em células musculares lisas (Wright et al., 2014).

A fisiopatologia do megacdlon corrobora com essa hipotese: sabe-se que o primeiro sintoma
do megacodlon é a obstipacdo. Tanto o diagndstico clinico como o anatomico é, em geral, tardio, apds
o instituir da dilatacdo. A microscopia dtica de luz observam-se infiltrados inflamatdrios cronicos,
focais e difusos na muscular da mucosa, na submucosa e nas camadas musculares, lesGes do sistema
nervoso entérico, especialmente do plexo mientérico, periganglionite e ganglionite focais ou difusas
com intensos fendmenos regressivos dos neurdnios chegando a destruicdo completa dos ganglios
nervosos do plexo mientérico, com consecutiva fibrose. Também sdo encontradas ulceracdes e
inflamacdo cronica da mucosa, focal ou difusa em casos mais avancados, podendo atingir a
submucosa, fibrose intersticial intermuscular, focal ou difusa, em decorréncia da miosite, da
periganglionite e da ganglionite (Campos & Tafuri, 1973). Altera¢des ultra-estruturais do plexo
mientérico consistem em lesdes, em geral focais, de todos os componentes dos ganglios: neurdnios,
células de Schwann e fibras nervosas. Por isso, € comum, no mesmo ganglio, a existéncia de neuronios,
as vezes, profundamente lesados ao lado de outros morfologicamente integros. Em casos mais graves,
alesdo pode ser difusa e o ganglio acaba por ser substituido por tecido conjuntivo fibroso denso (Tafuri
etal., 1971).

Segundo Tafuri é licito admitir uma progressividade das lesdes dos plexos que se agravam
proporcionalmente a duracdo e ao grau do mega. O acumulo de fezes no célon provoca dilatacdo da
luz e compressdao da mucosa. A compressdo, por sua vez, leva a isquemia, e secundariamente, a
degeneracdo, necrose e ulceracdo da mucosa. Na mucosa assim ulcerada inicia-se um processo
inflamatorio secundario e independente da inflamacgdo induzida pela propria doenca de Chagas. Esse
processo inflamatorio atinge o plexo mientérico 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 leses do plexo mientérico, devido as relaces sinapticas entre eles. A inflamacdo
secundaria 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, o aumento da resisténcia
do meio, exige maior esforco das fibras musculares para a contragdo. Com o tempo ocorre hipertrofia
e alteragOes regressivas das fibras musculares. Essas Ultimas sdo consequéncias dos disturbios das
trocas metabdlicas entre as células musculares e o intersticio induzido pela prépria inflamacao
(alteracdes vasculares, edema, infiltrado celular e fibrose) que se interpde entre eles. Como o plexo
submucoso esta em intima relacdo com as células musculares é facil compreender como a miosite e

suas sequelas podem lesar ainda mais os ganglios (Tafuri, 1971; Tafuri et al., 1971).
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Acreditamos que a destruicdo dos canais Kv iniciada pelo parasita e pelo processo inflamatério
levariam inicialmente a dismotilidade muscular e aceleraria todo esse ciclo de destruicdo descrito
acima. Nossos resultados concordaram com estudos anteriores que demonstraram a reducdo da
expressao de canais Kv em outras doencgas gastrointestinais, como doenga de Crohn e colite ulcerativa.
Essa reducdo acelera a progressao da doencga por conduzir a um maior grau de incoordenagdo motora
do coélon. Estudos futuros onde seja avaliada a funcdo de cada canal Kv separadamente poderiam
esclarecer melhor a funcdo destes canais no desenvolvimento ndo sé do megacdlon chagasico, mas

também de outras patologias do trato gastrointestinal.
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