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RESUMO DO PROJETO

A forma digestiva decorrente da doenca de Chagas é 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 obstrug@o do 6rgao. No megacélon, os 6rgdos exibem grande aumento do limen
e hipertrofia da camada muscular. Andlises histolégicas dos 6rgdos afetados tém demonstrado lesdes
inflamatérias do sistema nervoso entérico (SNE), associadas com uma grande reducdo no nimero de
neur6nios. Embora o mecanismo de lesdo neuronal continue obscuro, a frequente observacdo de
ganglionite e periganglionite em pacientes portadores de mega aponta para a participacao de células do
sistema imune nesse processo. Individuos ndo portadores de mega também apresentaram processos de
desnervacao e inflamagdo, porém menos intensos em relagdo aos portadores de megacdlon. Esses dados
abrem uma nova linha de investigacdo sobre o estudo da patologia do megac6lon chagasico. Para a
compreensdo do desenvolvimento dessa patologia, devemos avaliar ndo apenas o grau de destruicao das
diferentes classes neuronais, mas também a taxa de regeneracdo e as substincias envolvidas neste
processo. Para isso, utilizamos um marcador de regeneracdo de neurdnios e terminacgdes nervosas (GAP-
43) associado com um marcador pan-neuronal Periferina (Peripherin) e com marcador de serotonina no
intestino em grupos de paciente chagésicos com megacdlon, sem megacolon e de individuos ndo
infectados. Nossos resultados demonstraram que paciente chagésicos ndo portadores de megacdlon
apresentam uma maior expressao de serotonina e de GAP-43 em seus plexos nervosos em comparacao
aos pacientes portadores de megacdlon e de individuos nao infectados. Esses resultados sugerem que
esse processo de plasticidade neuronal ocorre no célon de pacientes portadores da infecc@o cronica pelo
Trypanosoma cruzi e pode estar diretamente relacionado a expressdo de serotonina pelo SNE, o que seria
determinante para o desenvolvimento do megacélon ou pela permanéncia na fase indeterminada da
doenca. Assim os dados deste trabalho apontam que o desenvolvimento do megacélon chagdsico esta
intimamente relacionado a capacidade regenerativa de neurdnios do sistema nervoso entérico em todo

trato gastrintestinal e que essa capacidade regenerativa esté ligada a expressdo de serotonina intestinal.

Palavras-chave: doenga de Chagas; megacdlon chagdsico; serotonina; regeneragdo neuronal.



ABSTRACT

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 the affected organs have shown inflammatory
lesions of the enteric nervous system (ENS), associated with a large reduction in the number of neurons.
Although the mechanism of neuronal injury remains unclear, the frequent observation of ganglionitis and
peri-ganglionitis in patients with mega points to the participation of immune cells in this process.
Individuals without mega 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. To understand the development of this pathology, we must evaluate not only the
degree of destruction of the different neuronal classes, but also the rate of regeneration and the substances
involved in this process. For this, we used a marker for regeneration of neurons and nerve endings (GAP-
43) associated with a pan-neuronal marker (Peripherin) and with a serotonin marker in the intestine in
chagasic patient groups with megacolon, without megacolon and uninfected individuals. Our results
demonstrated that chagasic patients without megacolon have a higher expression of serotonin and GAP-
43 in their nerve plexuses compared to patients with megacolon and uninfected individuals. These results
suggest that this process of neuronal plasticity occurs in the colon of patients with chronic infection by
Trypanosoma cruzi and may be directly related to the expression of serotonin by SNE, which would be
decisive for the development of the megacolon or for the permanence in the indeterminate phase of the
disease. Thus, the data in this work indicate that the development of the chagasic megacolon is closely
related to the regenerative capacity of neurons of the enteric nervous system in the entire gastrointestinal

tract and that this regenerative capacity is linked to the expression of intestinal serotonin.

Keywords: Chagas disease; chagasic megacolon; serotonin; neuronal regeneration.



INTRODUCAO

Doenca de Chagas

Em fins de 1907, encarregado por Oswaldo Cruz, Carlos Chagas viajou para Lassance-MG,
arraial quase as margens do Rio Sao Francisco, onde a maldria devastava o acampamento dos
trabalhadores da Estrada de Ferro Central do Brasil. Instalou sua casa e seu laboratério em um vagao de
trem. No povoado, observando a infinidade de insetos hemat6fagos, barbeiros, alojados nas paredes de
pau-a-pique das moradias, decidiu examina-los. Encontrou neles um novo parasito, que chamou de
Trypanosoma cruzi, em homenagem a Oswaldo Cruz, seu amigo e mentor. Verificou que o parasito era
patogénico para animais de laboratdrio e descobriu sua presenca em animais domésticos. Paralelamente,
Chagas ja havia detectado nos habitantes da regido alteragdes patoldgicas inexplicaveis (Koberle, 1957).

A presenca deste parasito em insetos sugeriu a possivel existéncia de uma doenga infecciosa em
animais e no préprio homem. Comecou entdo a pesquisar as ligagdes entre o novo parasito e a condi¢ao
morbida daquela populagdo. Dois anos depois, em agosto de 1911, Carlos Chagas exp0s suas descobertas
na Academia Nacional de Medicina, no Rio de Janeiro, descrevendo detalhadamente as fases aguda e
cronica da doenca, além de suas diferentes formas clinicas. Entretanto, tais relatos ndo foram bem aceitos
pela comunidade cientifica e até mesmo negados por alguns dos seus contemporaneos, chegando mesmo
a ser denominado de “o homem que procura na selva doengas que nao existem”. Apds 1920, a doenca de
Chagas foi simplesmente esquecida e por mais de 10 anos foi considerada sem importancia para a satide
publica (Koberle, 1968; Prata, 1999).

Em 1934, Salvador Mazza, demonstrou varios casos agudos da doenca de Chagas no norte da
Argentina, exatamente onde outros pesquisadores falharam em encontrar qualquer pessoa contaminada
com o parasita. Da mesma forma que Carlos Chagas, Mazza foi criticado por “descobrir novas doencas
ao invés de procurar cura para as que ja existiam”. Resistindo aos ataques, ele e sua equipe persistiram
em suas investigagoes, identificando mais de 1000 casos agudos até 1944, comprovando ser a doenca de
Chagas naquela época um problema de satde publica. Apesar da “re-descoberta” da doenca por Mazza,
o seu significado real foi reconhecido somente com o aperfeicoamento da técnica de fixacdo de
complemento e de seu uso como diagndstico na populacdo. A partir de entdo, a doenca de Chagas passou

a ser denominada de trypanosomiasis americana (Koberle, 1961; Koberle, 1968; Prata, 1999).



Dentre as formas de transmissdo da doenga de Chagas, destacamos a via vetorial, a via placentaria
e a via transfusional, Em 2019, segundo fontes do Ministério da Saide, no Brasil, a doenca € transmitida
principalmente pelo contato do ser humano com o ciclo silvestre do inseto, como picadas que acontecem
nas zonas de mata e a transmissdo oral pela ingestdo de alimentos contaminados. Quando a infeccdo se
d4 a partir da picada do inseto transmissor, a mesma ocorre através de fezes contaminadas. Apds o ato
de sugar o sangue, o que ocorre na maioria das vezes durante a noite, o inseto elimina fezes contaminadas
com a forma tripomastigota metaciclica préximo ao local da picada. Os parasitos conseguem penetrar
ativamente através da mucosa ou mesmo da conjuntiva ocular, e ap6s invadirem as células do hospedeiro,
podem escapar dos mecanismos de defesa do organismo. Em seguida, o parasito tem acesso a vasos
linfaticos e sanguineos, indo parasitar uma variedade de células em outros 6rgdos. Dentro das células, os
parasitas diferenciam-se em amastigotas, reproduzem-se € ddo origem a novas formas tripomastigotas,
as quais retornam a circulagdo sist€mica, reiniciando o ciclo (Brener, 1982; Koberle, 1968).

Pacientes portadores da doenca de Chagas podem apresentar formas clinicas distintas. A forma
aguda representa na realidade uma infeccdo generalizada pelo 7. cruzi. As formas amastigotas sao
encontradas difusamente em células do organismo, incluindo macréfagos, células gliais, células adiposas,
células endoteliais, fibras musculares lisa, esquelética e cardiaca, fibroblastos, células de Schwann e
neuronios. O sinal de Romafia, ou chagoma de inoculagdo, aparece 10 a 15 dias apds a inoculacdo e a
sua duracdo de 30 a 60 dias sugere uma reacdo de hipersensibilidade mediada por células. Portadores da
forma aguda da doenca podem vir a falecer de miocardite, de meningoencefalite ou de complicagdes,
como broncopneumonia. Em criangas, até cinco anos de vida, os sintomas da infeccdo aguda sao mais
severos do que aqueles observados em adultos. Ambos os sexos sdo igualmente susceptiveis a infeccao
(Dias, 2002; Koberle, 1970).

Na fase cronica, os individuos podem apresentar sintomas resultantes do comprometimento do
sistema digestivo e/ou cardiaco, ou podem ainda persistir na forma assintomatica da doenca, também
denominada de forma indeterminada. Esta representa um dos aspectos mais enigmaticos sobre a doenca
de Chagas, uma vez que pode haver um intervalo de 20 até 30 anos entre a fase aguda e a fase cronica
sintomdtica. Alguns individuos chegam a falecer com 70 a 80 anos sem nunca apresentar qualquer
sintoma decorrente da infeccdo. (Andrade, 1999; Dias, 2001; Prata, 2001). A forma cronica cardiaca,
pela sua gravidade e frequéncia, ¢ uma das formas mais bem estudadas da doenca de Chagas,
caracterizando-se por produzir insuficiéncia cardiaca, transtornos do ritmo e da condug¢do, fendmenos

tromboembdlicos e morte subita. Pacientes portadores desta forma clinica apresentam miocardite
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usualmente intensa e difusa, sendo acompanhados de cardiomegalia, quadros de trombose intracardiaca,
lesoes vasculares e fibrose (De Rezende & Rassi, 1958; Marin Neto et al., 1980; Rassi et al., 2000).

Pacientes portadores da forma digestiva apresentam sintomas decorrentes de comprometimento
de 6rgdos deste sistema, principalmente do esd6fago (megaesdfago) e do célon (megacdlon). Acredita-se
que um dos fatores mais importantes no desenvolvimento do mega chagdsico seja um processo
degenerativo, principalmente de ginglios nervosos do trato gastrintestinal, que aparentemente se inicia
na fase aguda, persistindo até a fase cronica (Andrade & Andrade, 1966; Andrade & Andrade, 1969;
Koberle, 1968).

O mega chagasico

Em 1916 surge o primeiro indicio da existéncia da forma digestiva da doenca de Chagas através
da observacgdo de que os portadores da doenca apresentavam disfagia, necessitando do auxilio de dgua
para completar a ingestdo de alimentos. Mesmo a ingestdo de liquidos poderia ser dificil, havendo a
necessidade de que o mesmo fosse administrado em pequenas doses. Tal fendmeno, na época ainda sem
explicacdo patogénica, foi denominado de “Mal do Engasgo” (Chagas, 1916).

7z

A dificuldade de degluticio é um dos sinais do acometimento do esofago. Dentre as
manifestagdes da forma digestiva da doenga de Chagas a esofagopatia € a mais precoce, acomete
principalmente o sexo masculino e ocorre entre 10 e 20% dos casos (Dias, 1996).

Outra manifestacdo da forma digestiva é a colopatia chagdsica, podendo se apresentar como
megacdlon. Geralmente, surge a partir da terceira década de vida e os segmentos intestinais mais
acometidos sdo o sigmoide e o reto. Entretanto pode ser detectada desde a fase aguda variando de 7 a
25% dos casos, dependendo do tempo de evolucdo da doenga (Dias, 1996).

O megacdlon se caracteriza como dilatagdo intestinal associada a um infiltrado inflamatério. Este
infiltrado € constituido principalmente por linfécitos T CD3, linf6citos B CD20, e ainda, células natural
killers (NK), macréfagos, mastdcitos e linfécitos T citotdxicos (Corbett ef al., 2001; da Silveira et al.,
2007a; Reis et al., 1993).

Tanto os linfécitos B como os linfécitos T fazem parte da imunidade adaptativa, sendo especifica
para o patégeno. Uma resposta de células T eficaz requer estimulacdo adequada através de células
apresentadoras. Essas células sdo mecanicamente essenciais para a ativacdo das células T; citocinas
produzidas pelas células apresentadores de antigenos podem criar um ambiente que ird influenciar a

funcdo das células T (Dutra et al., 2009).
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Constituindo de 5% a 20% das células mononucleares do sangue, as células NK, sdo uma
importante linha de defesa inespecifica, reconhecendo e lisando células infectadas por virus, bactérias e
protozodrios, bem como células tumorais (Cruvinel Wde et al., 2010). Em pacientes chagdsicos
portadores de megacélon as células NK podem ser relacionadas com a continuidade do processo
inflamatoério da fase cronica da doenca (Corbett et al., 2001).

Granuldcitos polimorfonucleares (eosindfilos e neutréfilos) também apresentam atuagdao
considerdvel no processo inflamatério do megacélon chagasico. Os eosinéfilos sdo células importantes
no combate a infec¢des, sendo sua acdo antiparasitdria, uma das mais potentes e eficazes do organismo,
ocorrendo por citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpos (Cruvinel Wde et al., 2010).
Eosinéfilos também atuam na resisténcia a infeccao pelo 7. cruzi e seu papel na patologia da fase cronica
tem sido considerado por varios autores (Molina & Kierszenbaum, 1987; Molina & Kierszenbaum,
1988a; Molina & Kierszenbaum, 1988b; Molina & Kierszenbaum, 1989a; Molina & Kierszenbaum,
1989b).

Neutrdfilos sdo os leucdcitos mais abundantes no sangue periférico, com importante papel nas
fases precoces das reacdes inflamatdrias e sensiveis a agentes quimiotidxicos como produtos de clivagem
de fracdes do complemento (C3a e C5a) e substancias liberadas por mastdcitos e basofilos. Estdo entre
as primeiras células a migrarem dos vasos para os tecidos atraidos por quimiocinas, como a IL-8, e sdo
ativados por diversos estimulos, como produtos bacterianos, proteinas do complemento (C5a),
imunocomplexos (IC), quimiocinas e citocinas (Cruvinel Wde et al., 2010).

Ainda em relagdo ao infiltrado inflamatdrio, os mastdcitos sao células derivadas de progenitores
hematopoiéticos CD34+ na medula dssea; eles distribuem-se estrategicamente junto a vasos sanguineos,
nervos e sob o epitélio da pele e mucosas, s@o particularmente abundantes em dreas de contato com o
meio ambiente e desempenham papel primordial nas reagdes inflamatdrias agudas (Cruvinel Wde et al.,
2010). Essas células liberam moléculas pro-inflamatdrias, como a histamina e fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a). Mastocitos funcionam como o principal elo de comunicagdo entre o sistema imune € o
sistema nervoso entérico, detectando, codificando e transmitindo as informagdes entre estes sistemas. Os
sinais enviados pelos mastdcitos em resposta a um agente invasor agem tanto no sistema imune quanto
em neurdnios sensoriais (MacQueen et al., 1989; McKay et al., 1993; McKay & Perdue, 1993).

Os mondcitos constituem 3% a 8 % dos leucdcitos circulantes e, no tecido conjuntivo ou
parénquima de 6rgdos, ddo origem a macréfagos e células dendriticas mieldides. Os macréfagos sdao

fagdcitos eficientes, engolfando patdgenos e debris celulares. Ao contrdrio dos neutréfilos, os
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macréfagos podem permanecer no tecido por meses a anos. Além de seu papel na imunidade inata,
processam e apresentam antigenos via moléculas de MHC, estimulando, assim, a resposta mediada por
linfécitos T (Cruvinel Wde et al., 2010). Os macréfagos sdo células que podem associar-se a sitios
inflamatérios, promovendo a exacerbacao do processo. Eles secretam vdrias citocinas como IL-1B, TNF-
a e IL-6, as quais tém a capacidade de ativar processos de citotoxicidade mediados por células do sistema
imune. Além disso, os macréfagos por si podem lesar parasitas ou células do préoprio hospedeiro, devido
a sua capacidade de produzir, quando ativados, substancias citotéxicas, como 6xido nitrico e radicais
livres (Daryani et al., 2003).

O megacdlon tem como sintoma caracteristico a constipacao e tanto o diagndstico clinico como
o anatdmico € tardio, o que geralmente ocorre apds a institui¢ao da dilatacdo. Macroscopicamente, a falta
de coordenacdo motora, a acalasia dos esfincteres e a distensdo provocada pelo acimulo de conteudo
fecal se combinam para a formagdo do megacdlon chagasico (Campos & Tafuri, 1973).

Segundo Tafuri, (Tafuri et al., 1971) € licito admitir a ocorréncia de uma lesdo progressiva nos
plexos que se agrava de acordo com o desenvolvimento do mega. Considerando a estase de conteido
fecal um dos fatores mais importantes para a ocorréncia do megacolon, podemos compreender que ao
ocorrer acimulo de contetudo fecal no limen do 6rgao, hd compressdao da mucosa e consequente dilatacao
0 6rgdo. As alteracdes decorrentes da compressdo fazem com que a mucosa sofra um processo de
isquemia, favorecendo a difusdo do processo inflamatério pelos plexos nervosos e camadas musculares.
As células musculares também sdo atingidas em consequéncia ao maior esfor¢co de contracdo devido a
maior resisténcia do meio, ocorrendo com o tempo hipertrofia. Como o plexo submucoso estd em intima
relacdo com as células musculares é facil compreender como o processo inflamatério pode agravar o
processo de destruicdo neuronal (da Silveira et al. (2007-c).

A microscopia Otica de luz observam-se: 1) infiltrados inflamatdrios cronicos, focais e difusos na
muscular da mucosa, na submucosa e nas camadas musculares; 2) lesdes do sistema nervoso entérico,
especialmente do plexo mientérico, periganglionite e ganglionite focais ou difusas com intensos
fendmenos regressivos dos neurdnios chegando a destruicao completa dos ganglios nervosos do plexo
mientérico, com consecutiva fibrose; 3) ulceracdes e inflamacao cronica da mucosa, focal ou difusa em
casos mais avancados, podendo atingir a submucosa; 4) fibrose intersticial intermuscular, focal ou difusa,
em decorréncia da miosite, da periganglionite e da ganglionite (Campos & Tafuri, 1973; Tafuri, 1970;
Tafuri, 1987; Tafuri & Brener, 1967). Alteracdes ultra-estruturais do plexo mientérico consistem em

lesdes focais de todos os componentes dos ganglios: neuronios, células de Schwann e fibras nervosas.
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Por isso, € comum, no mesmo ganglio, a existéncia de neurdnios, as vezes, profundamente lesados ao
lado de outros morfologicamente integros. Em casos mais graves, a lesdo pode ser difusa e o ganglio
acaba por ser substituido por tecido conjuntivo fibroso denso (Tafuri, 1971; Tafuri et al., 1971).

Nas tltimas décadas, estudos indicaram que, além da ocorréncia de processos inflamatérios, as
lesdes na doenga de Chagas sdo dependentes da presenca de DNA do 7. cruzi e do préprio parasita,
mesmo que em pequena quantidade e demonstraram existir uma estreita correlacdo entre a presencga de
antigenos do parasita e a intensidade do infiltrado inflamatério (Almeida et al., 1984; Higuchi Mde et
al., 1993; Vago et al., 1996a). Atualmente € aceito que o processo inflamatério € o principal responsédvel
pela destrui¢cdo dos componentes do sistema nervoso entérico (Corbett et al., 2001; da Silveira et al.,

2007a; Reis et al., 1993).

O Sistema Nervoso Entérico

O trato gastrintestinal possui dois componentes nervosos responsaveis por sua inervacdo. Um
componente extrinseco, de neurdnios originados do sistema nervoso central (SNC) e um componente
intrinseco representado pelo sistema nervoso entérico. A inervagdo extrinseca do trato gastrintestinal €
constituida de neur6nios simpaticos e parassimpaticos. No sistema nervoso simpdtico, a noradrenalina é
0 neurotransmissor mais comum em neurdnios pds-ganglionares que inervam o intestino. Os corpos
destes neurdnios se encontram em ganglios nervosos pré-vertebrais e paravertebrais, enquanto seus
axOnios se conectam ao trato gastrintestinal através dos nervos mesentéricos. Quando estimulados, estes
neurdnios agem inibindo a peristalse, regulando o fluxo sanguineo dos vasos intestinais e controlando a
secrecao de eletrolitos (Costa et al., 2000; McMillin et al., 1999; Powley, 2000a).

O sistema nervoso parassimpdtico atua no trato gastrintestinal através do nervo vago e dos nervos
pélvicos. O nervo vago possui corpos neuronais localizados no SNC enquanto os seus axonios inervam
grande parte do intestino. Por sua vez os nervos pélvicos possuem corpos neuronais na medula espinhal
ao nivel do sacro e os ax6nios no trato gastrintestinal. Os estimulos vagais utilizam acetilcolina como
neurotransmissor, sendo esta responsdvel por estimular a peristalse e aumentar o aporte sanguineo

intestinal (Powley, 2000b).
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Uma consideravel quantidade de tecido nervoso, que consiste 0 SNE, estd inserida na parede do

trato gastrintestinal. O SNE apresenta neurdnios e células de suporte (células da glia) sdo agrupados em
pequenos grupos denominados de ganglios entéricos, sendo estes interconectados por fibras nervosas.
Os ganglios entéricos, apesar de pequenos, sdo tdo numerosos que o sistema como um todo possui
milhdes de neurdnios. Essas células se conectam através de fibras nervosas com outros neurdnios que,
por sua vez, inervam as camadas musculares do trato gastrintestinal, do epitélio secretor, dos vasos
sanguineos, do sistema biliar e do pancreas.
As primeiras descri¢des dos plexos entéricos e seus ganglios nervosos foram realizados por Georg
Meissner (Meissner, 1857), Theodor Billroth (Billroth, 1858) e Leopold Auerbach (Auerbach, 1862).
Robert Remak (Remak, 1837) e Remak, 1838) tinha previamente notado a presenca de ganglios
microscopicos nas paredes da faringe e estdbmago, mas suas descrigcdes nao sugerem que este autor
reconheceu 0s mesmos como constituintes de plexos nervosos.

Ap6s a sua descoberta, os plexos e ganglios entéricos atrairam considerdvel atencdo da
comunidade cientifica, € numerosos trabalhos sobre sua organizacdo foram realizados. Estes estudos
forneceram informacdes detalhadas sobre os tamanhos, estruturas e conexdes entre os ganglios entéricos.
Destacamos as brilhantes descri¢des de Meissner e Auerbach que, utilizando técnicas hoje consideradas
rudimentares, elucidaram a organizacdo geral dos plexos entéricos. Nao nos surpreendemos que, apds
mais de cem anos da realizacdo destes trabalhos, 0s mesmos continuem servindo como base para estudos
sobre o trato gastrintestinal.

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

(Richardson, 1958).
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O plexo submucoso, descrito por Meissner e Billroth, € formado de ganglios interconectados por
feixes nervosos, assim como o plexo mientérico. Embora a presenca de ginglios nervosos neste plexo
seja mais evidente no intestino delgado e no célon, os mesmos podem ser observados no esdfago e
estomago. Os feixes nervosos que interconectam os ganglios do plexo submucoso sdo delgados em
relacdo aos encontrados no plexo mientérico (Goniaew, 1875; Henle, 1871; Timmermans et al., 2001).
Da mesma forma que o plexo mientérico, o plexo submucoso forma uma rede continua em torno da
circunferéncia e por todo trato gastrintestinal (Imagem 1). Em grandes mamiferos, como suinos e o ser
humano, o plexo submucoso € formado de distintos, porém interconectados, plexos que se situam em
diferentes niveis. Duas ou trés camadas de ganglios podem ser observadas (Gunn, 1968; Hoyle &
Burnstock, 1989; Schabadasch, 1930). A organizagdo entre os ganglios no plexo submucoso e os tipos
funcionais de neur6nios no que diz respeito a forma e natureza quimica encontrados nestes ganglios
diferem entre as espécies (Scheuermann et al., 1987; Timmermans et al., 1990). Como nao se sabe ao
certo a quem se deve os créditos pela descoberta dos componentes individuais do plexo submucoso,
parece razodvel se referir aos plexos como plexo submucoso interno e externo (Timmermans et al., 2001).
Entre os neurdnios encontrados no plexo submucoso externo, alguns provem inervagdo a camada
muscular interna, e algumas vezes, para a muscular externa (Furness et al., 1990; Porter et al., 1999;
Sanders & Smith, 1986). O plexo submucoso interno possui poucos neurdnios que inervam as camadas
musculares, mas possui muitos que inervam a mucosa (Porter et al., 1999).

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

Estudos que visam avaliacdo de fibras nervosas no SNE tém sido realizados através da utilizacdo de um
marcador denominado PGP 9.5 (protein gene related peptide). A PGP 9.5 € uma proteina codificada por
uma familia de genes cujos produtos hidrolisam proteinas associadas a ubiquitina e inativam cadeia de
poliubiquitina para gerar monomeros livres de ubiquitina (sistema de degradac@o de proteinas). As
andlises da estrutura priméria da PGP 9.5 e do seu cDNA revelaram nessa proteina uma grande
homologia com isoenzimas relacionadas a ubiquitina, sugerindo que a PGP 9.5 poderia fazer parte de
uma familia multigénica de isoenzimas. A proteina PGP 9.5 é composta de 223 aminoécidos (24-27

kDa) e apresenta-se conservada através de uma variedade de espécies. Estima-se que a PGP 9.5
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represente de 1-2% do total de proteinas soliveis dentro da célula nervosa. Segundo estudos realizados
por Krammer, a PGP 9.5 marca fibras nervosas e corpos neuronais do plexo mientérico, do plexo
submucoso, da camada muscular prépria e lamina prépria (Krammer et al., 1993). Desta forma, esse
marcador € utilizado para avaliacdo destes componentes do SNE em patologias que afligem o trato
gastrintestinal, como a doenca de Hirschsprung (Meyrat et al., 2001; Nemeth & Puri, 2000) e mesmo em
modelos experimentais (Arantes et al., 2004; Kulkarni-Narla et al., 1999).

Décadas atrds, com a advento da microscopia eletronica, os neurofilamentos (NFs), até entao
chamadas neurofibrilas (Smith & Guerin, 1950) passaram a ser conhecidos como membros de filamentos
intermedidrios (IFs), Interconectados com filamentos de actina e outros elementos fibrosos do
citoesqueleto, para estabelecer uma rede regionalmente especializada que sofre renovacdo local
excepcionalmente lenta, servem como uma plataforma de encaixe para organizar outras organelas e
proteinas (Yuan et al, 2017).

A periferina (Pheriferin) € uma proteina IF tipo IV, expressa mais cedo no desenvolvimento do
que os neurofilamentos triplos de proteinas (NFTPs) com cadeias leves, médias e pesadas. A periferina
¢ um marcador de inclusdo neuronal (Zhao et al., 2015) e vem sendo utilizada amplamente para andlise
morfométrica em estudos imuno-histoquimicos (Kramer et al, 2011; Jabari et al, 2012; Moreira et al,

2013).
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Imagem 1: Esquema do SNE observado em camadas (A) e em seccdo transversal (B). Existem dois
plexos nervosos formados por ginglios; o plexo mientérico e o plexo submucoso, além das fibras
nervosas que inervam as camadas musculares, a mucosa e as arteriolas intramurais. A inervacao
extrinseca tem acesso ao SNE através de nervos paravasculares e perivasculares (B). Adaptado de

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

A regeneracao neuronal demonstra se tratar de uma estratégia adaptativa de plasticidade neuronal
(Lichtman, 1987). Vérias linhas de investigacdo ajudaram a esclarecer o papel do GAP-43 (FI, B-50 ou
neuromodulina) na regulagdo do estado de crescimento dos terminais dos axonios (Benowitz et al. 1997,
Huang et al., 2015). GAP-43 € uma fosfoproteina presente em cones de crescimento neuronal € no
terminal pré-sindptico, conhecidas como areas de alta plasticidade (Strittmatter et al, 1981). A expressao
da proteina € restrita ao sistema nervoso e € maior na primeira semana apds o nascimento. A regulacao
da expressao do gene B-50 ocorre tanto no nivel transcricional quanto pds-transcricional por mecanismos

desconhecidos (Biewenga et al, 2007). A falha em expressar GAP-43 in vitro afeta o ciclo de regulagdo
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celular e a diferenciacdo de precursores neuronais e estimula a apoptose neuronal (Mani et al. 2001). O
GAP-43, expresso em precursores multipotentes, € necessdrio para o desenvolvimento celular
apropriado, e a sua auséncia afeta os astrécitos, bem como a diferenciacao neuronal (Shen et al, 2004).

Em relagdo a plasticidade neuronal no sistema neural entérico, GAP-43 ndo mostrou qualquer
positividade do corpo celular ganglionar dentro dos segmentos aganglionares; no entanto, segmentos
aganglionares da lamina propria foram positivos para coloracdo de fibra nervosa (Grynspan et al, 2012).
Da Silveira (Da Silveira et al., 2008), avaliando a regenera¢do neuronal com o marcador GAP-43 nos
plexos neuronais do clon de pacientes chagasicos com e sem megacélon e de individuos nao infectados,
evidenciou intensa regeneracdo neuronal nos pacientes chagdsicos sem mega.

Por suas a¢des efetivas nas atividades neuronais, as neurotrofinas sao indicadas para o tratamento
de doencas neurodegenerativas dos sistemas nervoso central e periférico. Estratégias de administracdo
desses fatores tém sido testadas experimentalmente, € a compreensdo detalhada de suas agdes no
desenvolvimento, manutenc¢do e regeneracdao de neurdnios € essencial para validar seu uso como agente
terapéutico (Terenghi, 1999; Whitworth et al., 1995). As alteracdes sofridas pela integracao 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 associacao com 0O processo
inflamatério poderd fornecer subsidios para compreensdo de alteragdes neuroimunes que possam estar
de alguma forma envolvidas no desenvolvimento do mega.

A serotonina ou S5-Hidroxitriptamina (5-HT) compde o grupo das aminas biogénicas
(neurotransmissores) que incluem também as catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e dopamina),
sendo caracterizada como uma molécula sinalizadora gastrointestinal. Diferentes receptores sdao capazes
de detectar este neurotransmissor, envolvido em varias patologias. Cerca de 90% da serotonina presente
no corpo humano € produzida no intestino. Ela € sintetizada pelas células neuroenddcrinas e por
neuronios serotoninérgicos. Essa sintese € dependente da disponibilidade do triptofano livre no plasma
que € o aminodcido precursor dessa substincia, sendo os responsaveis o Tphl e o Tph2. No trato
gastrointestinal a serotonina vem desempenhando um papel de neurotransmissor entérico, realizando a
iniciacdo e propagacao dos reflexos entéricos e a sinaliza¢do do intestino para o cérebro (Gershon, 1981,
Gershon, 1982).

No nucleo da rafe, principalmente na parte dorsal da medula espinhal e no hipotdlamo, pode
ocorrer a secrecao de serotonina por diversos neurdnios. Ela atua como inibidora das vias de dor na

medula, e estdo relacionadas com as alteracdes de comportamento, ansiedade, sono, humor, depressao e
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supressao de apetite. Os mecanismos bioquimicos pelos quais 0s neur6nios serotoninérgicos controlam
essas fungdes ainda ndo estdo totalmente esclarecidos (Crowell, 2004).

Sabe-se que a serotonina apresenta essa gama de efeitos devido a presenca de miiltiplos subtipos
de receptores presentes em neurdnios, musculatura lisa e, possivelmente, de células neuroenddcrinas. Ela
apresenta sete tipos ou familias e multiplos subtipos de receptores que ja foram identificados, que sdao
denominados como 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTS, 5-HT6 e 5-HT7. Os receptores 5-HTS, 5-
HT6 e 5-HT7 sao distribuidos predominantemente no encéfalo. Os receptores de serotonina conhecidos
por afetarem a funcdo motora do intestino sdo os que pertencem aos subtipos 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-
HT4 e 5-HT7 (Sikander et al., 2009).

Alguns estudos t€ém demonstrado que a serotonina estd intimamente envolvida no controle do
transito intestinal. O antagonista SHT3, Alosetron, ainda ndo disponivel no Brasil, por agir se ligando
aos receptores SHT3 e impedindo a ligacdo da serotonina, melhorou o quadro de pacientes com diarreia
grave decorrente da Sindrome do Intestino Irritdvel (Irritable Bowel Syndrome) ao gerar um quadro de
constipacao intestinal. Os pacientes tratados com esse farmaco apresentaram melhora significativa como
alivio da dor abdominal, diminui¢do de desconforto intestinal e relativa auséncia urgéncia fecal (Grundy,
2008).

Receptores SHT4 sdao mediadores de diversas respostas do trato gastrintestinal. Quando
ativados, possuem a propriedade de aumentar a liberacdo de neurotransmissores, agindo indiretamente
na sensibilidade visceral ao serem capazes de relaxar células musculares lisas, e de atuarem no processo
de absorcao de nutrientes localizados no lume intestinal. Esses receptores estdo presentes em todos os
segmentos do trato gastrointestinal humano, localizados nas camadas musculares, plexos mientéricos,
estdmago, c6lon e reto humano (Kadowaki et al., 2002).

Dados experimentais sugerem a possibilidade de algumas variacOes genéticas serem
responsaveis por alteragdes da proteina transportadora de serotonina, o que levaria a modificagcdes
funcionais do célon. O reconhecimento da importincia da serotonina na transmissdo de estimulos
sensoriais dolorosos para o SNC e de como ele pode participar da motilidade digestiva e das secrec¢des
intestinais estimularam a industria farmacéutica a pesquisar intensivamente drogas que atuam através
deste mecanismo. Os efeitos dos antagonistas dos receptores SHT3 incluem a reducdo da velocidade do
transito, reducdo da secrecdo intestinal, aumento da complacéncia do célon e influencia diretamente a
intensidade de processos inflamatdrios no trato gastrintestinal através de sua acdo em células do sistema

imune (Gershon, 2000).
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Outros compostos, para os quais a eficdcia ndo foi rigorosamente definida, mas que podem
apresentar grande valor sdo os fairmacos antidepressivos. Estes medicamentos apresentam a capacidade
de aumentar os niveis de serotonina no intestino, impedindo a sua receptacdo apds serem liberados,
ocasionando desta forma uma reducao no processo inflamatério ocasionado pela constipagao intestinal

(Gershon, 2009).
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JUSTIFICATIVA

Nosso grupo de pesquisa estabeleceu nas ultimas décadas importantes colaboragdes para o
desenvolvimento da compreensdo do sistema nervos entérico e das patologias que o afligem. A primeira
com o Dr. Enio Oliveira, professor da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Goiés. O Dr.
Enio € o responsdvel pela coleta de amostras do trato gastrintestinal de pacientes chagdsicos destinados
a intervencdo cirdrgica devido a complicacdes da doenca de Chagas. A segunda foi estabelecida com o
Dr. John B. Furness, diretor do laboratério de Anatomia e Biologia Celular da Universidade de
Melbourne, Austrédlia. O Dr. Furness € uma das mais respeitadas personalidades cientificas em todo o
mundo na area de pesquisa sobre o SNE, e com sua ajuda fomos os pioneiros a identificar as classes
neuronais no mega chagasico. Finalmente, estabelecemos colaboracio com o Dr. Axel Brehmer,
professor da Universidade de Nuremberg (Alemanha). Atualmente o Dr. Brehmer € o maior especialista
mundial em sistema nervoso entérico humano. Estas colabora¢des nos permitiram iniciar a caracterizacao
de neurdnios do trato gastrintestinal de pacientes chagasicos conforme a expressdo de neuropeptideos, o
que, além de nos responder algumas perguntas referentes ao desenvolvimento do megacdlon chagésico,
nos apresentou um leque de possibilidades, principalmente no que diz respeito as terapéuticas.

Nossos estudos mais recentes tém como foco a relagcdo entre a capacidade do SNE de reagir a
agressoes inflamatdrias e as substancias envolvidas nesse processo. Dentre eles, a expressdao de
serotonina nos chamou a ateng¢ado por estar diretamente ligada a intensidade do processo inflamatério dos
pacientes chagdsicos e pela apresentacdo clinica nestes. Assim nosso intuito nesse projeto foi verificar
se havia relacdo com a expressao da serotonina com a capacidade regenerativa de nossos pacientes, 0
que de certa forma poderia justificar o quadro clinico e histopatolégicos dos mesmos. Acreditamos que
ao desvendarmos certos aspectos ligados ao estabelecimento e desenvolvimento do megacdlon chagésico
estaremos contribuindo ndo s6 para a aplicacdo de novas metodologias terapéuticas na doenca de Chagas,
mas sim em um amplo espectro de doencas que afligem o sistema digestivo, como doenca de Chron,

doenca inflamatdria intestinal, sindrome do intestino irritdvel e doenca de Hirschsprung.
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OBJETIVO GERAL

Caracterizar nos plexos do sistema nervoso entérico a expressao de serotonina nos corpos

neuronais e sua relacdo com o marcador de regeneracio GAP-43.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 — Avaliar através de imuno-histoquimica a expressdo do marcador pan-neuronal Peripherin, o grau de
desnervagdo nos plexos submucoso e mientérico em amostras de cdélon de pacientes chagasicos

portadores e ndo portadores de megacdlon e de individuos ndo infectados.

2 — Caracterizar a expressao de serotonina nos plexos submucoso e mientérico em amostras de colon de

pacientes chagdsicos portadores e ndo portadores de megacdlon e de individuos ndo infectados.

3 — Caracterizar a expressao de GAP-43 nos plexos submucoso e mientérico em amostras de célon de

pacientes chagdsicos portadores e ndo portadores de megacdlon e de individuos nao infectados.

4 — Estabelecer associagdes entre a destrui¢do neuronal, a expressdo de serotonina e a capacidade
regenerativa dos neurdnios dos plexos nervosos do célon de pacientes chagdsicos portadores e nao

portadores de megacdlon e de individuos nao infectados.
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METODOLOGIA
Pacientes

Nesse trabalho utilizamos amostras de tecidos de pacientes chagdsicos portadores de megacélon
e de individuos controle, coletados por cirurgia ou necropsia no Hospital Escola da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Goiés, pelo Dr. Enio Oliveira, na década de 80 do século passado
. Foi obtido consentimento prévio de todos os individuos, pais ou responsdveis para a inclusdo de suas
amostras cirdrgicas no trabalho de pesquisa. A utilizacdo destas amostras com a finalidade de pesquisa
cientifica foi previamente aprovada pelos Comités de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Goids (UFG), da Universidade de Erlangen-Nuremberg (Alemanha) e pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

Os pacientes dos quais as amostras foram coletadas j4 apresentavam diagndstico para doencga de
Chagas através de fixacdo do complemento, hemaglutinagdo ou imunofluorescéncia indireta para 7.
cruzi. O teste de fixacdo do complemento (1913), conhecido também como reacdo de Machado
Guerreiro, foi o Unico teste sorolégico disponivel por 50 anos. Em 1962, Cerisola e colaboradores
descrevem a utilizacdo do teste de hemaglutinacdo para o diagndstico soroldgico da infeccdo que € de
facil execug@o e bom desempenho. Pouco tempo depois (1966) Camargo aperfeigoa a utiliza¢do do teste
de imunofluorescéncia indireta. Este teste, de elevada sensibilidade, ja € utilizado no inquérito no
sorolégico em todo o Brasil, que determinou, com bastante precisdo, a prevaléncia da doenca. Dada a
sua elevada sensibilidade, esse teste € ideal para estudos epidemiolégicos, assim como para diagndstico

(Gomes, 1997). Os dados dos pacientes podem ser observados na tabela 1.
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GRUPOS ANALISADOS

Casos estudados Numero Média de Idade

Individuos controle 10 56 £ 22 anos

Pacientes chagasicos nao

portadores de megacolon 15 53 £ 10 anos

Pacientes chagasicos

portadores de megacdlon L SO e

Tabela 1: Dados dos Paclentes

As amostras de tecidos foram transportadas em soro fisioldgico sobre o gelo (pH 7,3) para o
laboratério. Apds sua chegada (1-6 h apds a ressec¢do), as amostras sdo lavadas em solugcdo Krebs, a
temperatura ambiente e transferida para o meio de Dulbecco Eagle modificado (DME/F12-Ham, Sigma
Chemical Company, St Louis, MO, E.U.A.) contendo 10 mg/ml antibidticos/antimicéticos (Sigma), 50
lg/ml de gentamicina (Sigma), 2,5 1g/ml de anfotericina B (Sigma), 10% soro fetal bovino (Sigma), 4 1M
nicardipina e 2,1 mg / ml NaHCO3, selados em um compartimento com 95 % Oz e 5% de CO; a 37 °C
por 1-2 h. Posteriormente, os tecidos foram incubados por mais 2-5 h, no mesmo meio com 100 IM de
colchicina adicionadas para aumentar a imunoreatividade do corpo neuronal. Para a fixacdo, as amostras
foram clipadas na base de uma placa de Petri forradas de Sylgard, e transferidas para solu¢ao de formalina
4% em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4) a temperatura ambiente por 2-3 h. Apds vdrias lavagens em 0,05
M Tris salina tamponada (TBS, pH 7,4), a camada muscular e plexos nervosos das amostras serao
preparadas para a técnica de wholemounts. A presenca da doenca foi confirmada através de exames

clinicos e laboratoriais (da Silveira et al., 2005b).
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Imuno-histoquimica
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 solu¢do contendo BSA, Triton X-100, thimerosal e os
anticorpos primarios por 72h (4°C). Depois de uma noite, as wholemounts foram lavadas em TBS a 4°C
e em seguida os anticorpos secunddrios foram adicionados na mesma solucdo da mesma forma que os
anticorpos primdrios (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 CuSO4 de 60 - 90 min seguido de um curto enxdgue em H>O
destilada (Brehmer et al., 2004). Posteriormente, as amostras foram montadas em TBS-glicerol (1:1, pH
8,6). Incubagdes das amostras em solucdes sem os anticorpos primdrios (controles negativos) foram

realizadas para o controle da reacao.

Para a realizacdo desses estudos, foi utilizado como marcadores: Anti-Peripherin como marcador
neuronal primério; anti-Serotonina como marcador primario da expressdo de serotonina; Anti-Gap43

como marcador de regeneracdo neuronal (tabela 2).

Anticorpo Fonte Cédigo Diluicao
Anti-Periferina INVITROGEN A-21272 1:1000
Anti-Gap-43 SIGMA G8043 1:500
Anti-Serotonina Alomone Labs 19091 1:50

Tabela 2: Anticorpos primarios

Para a andlise morfométrica das areas imunorreativas foram utilizados os anticorpos secundarios:
Alexa Fluor 488 — espectro de cor vermelha para a Anti-Periferina; Alexa flior 594 — espectro de cor

verde para Anti-Gap-43; Alexa Fluor 647 — espectro de cor azul para a anti-Serotonina (tabela 3).

Anticorpo Cédigo / Fonte Diluicao
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ALEXA Fluor 488, donkey anti-mouse A-21202; Mobitec, Germany 1:1000
ALEXA Fluor 488, donkey anti-rabbit A-21206; Mobitec, Germany 1:1000

ALEXA Fluor 555, donkey anti-goat A-21432; Mobitec, Germany 1:1000
ALEXA Fluor 647, donkey anti-mouse A-31571; Mobitec, Germany 1:1000
ALEXA Fluor 647, donkey anti-rabbit A-31573; Mobitec, Germany 1:1000

Tabela 3: Anticorpos secundarios

Aquisicao de imagem dos ganglios

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

CS (8.0.1).

Analise estatistica

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

Foram aceitos erros aleatdrios ao nivel de p=0.05 para o de tipo I e p=0.2 para o erro tipo II
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RESULTADOS

Avaliaciao da Inervacio

A andlise das amostras de pacientes ndo infectados pela doenca de Chagas marcadas com
Peripherin evidenciou ganglios neuronais preservados, com corpos neuronais de formato regular e sem
processo inflamatério. A quantificacdo da drea imunoreativa demonstrou que pacientes portadores de
megacdlon chagésico apresentam uma significativa diminui¢ao na drea imunorreativa enquanto pacientes
chagasicos sem megacéOlon apresentaram uma drea imunorreativa semelhante aos individuos ndo

infectados (Figura 1 e gréfico 1).

Peripherin Peripherin Peripherin

Figura 1: Marcacdo de Peripherin pela técnica de imunofluorescéncia. Individuos nio infectados (A)
apresentaram ganglios neuronais preservados com numerosos neurOnios. Pacientes chagasicos ndo
portadores de megacdlon (B) demonstram neurdnios e drea imunorreativa similar aos individuos ndo
infectados. Pacientes chagasicos portadores de megacolon (C) apresentaram significativa diminui¢cdo no

nimero de neurdnios nos ganglios neurais e na drea imunorreativa de Periferina.
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Grafico 1: Andlise morfométrica de neurdnios do célon marcados com Periferina imunoreativa.
Individuos néo infectados em cinza e individuos chagasicos com megacé6lon em branco. Os valores sdo
expressos como média das dreas imunorreativas + Desvio Padrdo. * Diferengas estatisticamente
significantes entre o grupo chagdsico e o grupo nio infectado. Foi analisada drea total de 1066 um? para

todas as amostras (p < 0.05).
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Analise da expressao de serotonina

Neste trabalho, foi estudada a expressdo de serotonina nas amostras de célon de pacientes
chagasicos portadores e ndo portadores de megacélon e de individuos ndo infectados. A anélise dos
resultados revelou que a expressdo de serotonina estd aumentada em pacientes chagésicos nao portadores
de megacolon quando comparados com individuos nao infectados e quando comparado com o grupo de
pacientes chagdsicos portadores de megacélon (Gréfico 2). Além disso, observamos que os pacientes
chagésicos portadores de megacdlon apresentam uma intensa diminuicdo da expressdo de serotonina
quando comparado com os dois outros grupos de pacientes em todas as regides analisadas,
principalmente na regido da mucosa intestinal, local este onde a maior parte da serotonina intestinal €

produzida por células neuroenddcrinas, e tem como destino, o lume intestinal (Figura 2).

Serotonina Serotonina Serotonina

Figura 2: Marcacdo de Serotonina (azul) e Peripherin (vermelho) pela técnica de imunofluorescéncia.
Individuos nao infectados (A) apresentaram ganglios neuronais com quantidade moderada de serotonina
proximo aos corpos neuronais. Pacientes chagdsicos ndo portadores de megacélon (B) demonstram
neur6énios envoltos de grande quantidade de serotonina em relacdo aos outros grupos analisados.
Pacientes chagésicos portadores de megacolon (C) apresentam significativa diminui¢@o de serotonina em

relagdo aos outros grupos estudados.
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Grafico 2: Andlise morfométrica da drea imunorreativa de Serotonina nas amostras de c6lon. Os valores
sdo expressos como média das dreas imunoreativas + Desvio Padrdo. * Diferencas estatisticamente
significantes entre este grupo e o grupo ndo infectado. ** Diferencas estatisticamente significantes entre
este grupo e o grupo de pacientes chagdsicos portadores de megacélon. Foi analisada drea total de 1066

um2 para todas as amostras (p < 0.05).
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Analise da expressao de GAP-43

A expressdo de GAP-43, proteina envolvida no processo de regeneracdo neuronal, apresentou
padrdo de distribuicao semelhante ao da serotonina em nossas amostras de c6lon. A andlise dos resultados
apontou que a expressdo de GAP-43 estd aumentada em pacientes chagdsicos ndo portadores de
megacdlon quando comparados com individuos nao infectados e principalmente quando comparado com
o grupo de pacientes chagdsicos portadores de megacélon (Figura 3). Os dados apontam um grande
aumento de GAP-43 no grupo de pacientes chagdsicos ndo portadores de megacdélon em relacdo aos
outros grupos, sugerindo um aumento da regeneracao de corpos e terminais nervosos nesse grupo. Ja os
pacientes chagésicos portadores de megacdlon apresentam pequena expressao do marcador GAP-43 nos
seus plexos nervosos, refletindo uma baixa capacidade regenerativa dos pacientes deste grupo (Gréfico

3).

Figura 3: Marcagcdo de GAP-43 (verde) e Peripherin (vermelho) pela técnica de imunofluorescéncia.

Individuos ndo infectados (A) apresentaram ganglios neuronais envoltos de GAP-43, que pode ser
observado também em prolongamentos axonais (seta). Pacientes chagédsicos ndo portadores de
megacdlon (B) demonstram neurdnios e prolongamentos neuronais expressando significativa quantidade
de GAP-43 quando comparado aos outros grupos. Pacientes chagdsicos portadores de megacdlon (C)
apresentam significativa diminui¢cdo tanto de corpos neuronais quanto da expressdo de GAP-43 em

relagdo aos outros grupos estudados.
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Griafico 3: Andlise morfométrica da drea imunorreativa de GAP-43 nas amostras de célon. Os valores
sdo expressos como média das dreas imunorreativas + Desvio Padrdo. * Diferengas estatisticamente
significantes entre este grupo e o grupo ndo infectado. ** Diferencas estatisticamente significantes entre
este grupo e o grupo de pacientes chagdsicos portadores de megacélon. Foi analisada drea total de 1066

um2 para todas as amostras (p < 0.05).
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DISCUSSAO

O megaesdfago e o megacdlon sdo as alteragdes comuns no trato digestério de pacientes
portadores da doenca de Chagas (Koeberle, 1963). Atualmente, o processo de desenervacdo dos plexos
nervosos do trato gastrointestinal € aceito como a causa primordial para o desenvolvimento do megacélon
chagdsico (da Silveira et al., 2007b; Koberle, 1970). A destrui¢dao neuronal na doenca de Chagas na fase
aguda ocorre pela grande concentracdo do parasito no tecido, porém, na fase cronica estd também
relacionada ao processo inflamatdrio envolvido nesta doenca (da Silveira et al., 2005a; da Silveira et al.,
2007c¢). A interrelacdo entre os sistemas nervoso, endécrino e imunolégico € muito importante para a
compreensdo das patologias intestinais, podendo ser definitivo para determinacdo de manifestagdes
clinicas e para o desenvolvimento de processos inflamatérios no intestino (Sato et al., 2008).

As primeiras descri¢des, relacionando alteracdes no plexo mientérico e a doengca de Chagas,
datam de 1930, entretanto ainda necessitavam de comprovagdes anatomopatoldgicas. Tal comprovagio
se deu através do pesquisador Koeberle, a partir de 1953 e seus estudos quantitativos dos neurdnios do
esOfago. Seus colaboradores continuaram os estudos pelos demais seguimentos digestivos, tais como
estdmago, intestino delgado e célon (de Rezende, 1979).

Alguns trabalhos comprovaram a destrui¢do neuronal no plexo mientérico de pacientes
chagésicos e demonstraram uma relacao com o processo inflamatério em porgdes do trato gastrintestinal
(da Silveira et al., 2007a; da Silveira et al., 2005a; da Silveira et al., 2007¢c). Posteriormente evidenciou-
se que esta destruicao neuronal poderia ser seletiva, ou seja, algumas das diferentes classes de neurdnios
seriam preferencialmente destruidas (da Silveira et al., 2007b). Surge entdo o questionamento de qual a
relacdo entre a expressao de serotonina e 0 processo regenerativo
dos neurdnios do Sistema Nervoso Entérico em grupos de pacientes chagésicos e de individuos ndo
infectados pela doenca de Chagas.

Assim, este estudo, no intuito de esclarecer os processos que circundam a destrui¢ao do sistema
nervoso entérico nos pacientes chagdasicos, avaliou a regeneracdo neuronal e a relacdo desse processo
com a expressdo de serotonina em pacientes chagésicos.

Neste trabalho, a area inervada foi mensurada através da substancia Periferina, um marcador de
neuronios periféricos, e nossos resultados mostraram reducdo significativa da drea de neurdnios em
amostras de pacientes chagdsicos portadores de megaco6lon. Esses dados estdo em conformidade com
estudos prévios, demonstrando que a perda neuronal tem papel de destaque no desenvolvimento do

megacodlon (Adad et al., 2001; da Silveira et al., 2007b; da Silveira et al., 2007c¢).
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Além disto, foi observado que pacientes chagdsicos ndo portadores de megac6lon parecem
apresentar uma melhor capacidade de defesa contra a infeccdo pelo 7. cruzi. Fazemos essa observagao
por vdrios motivos: E um grupo de paciente que segundo estudos anteriores apresenta uma melhor
modulag¢do do processo inflamatério presente no célon em relagdo aos pacientes portadores de megacélon
e apresentando um perfil imune muito semelhante a individuos ndo infectados (da Silveira et al., 2007a;
da Silveira et al., 2009; da Silveira et al., 2007c). Pacientes chagdsicos sem megacdlon sdao capazes de
manter a concentragdo de parasitas nos tecidos a niveis minimos ou mesmo indetectdveis no trato
gastrointestinal (Vago et al., 1996a; Vago et al., 1996b; Vago et al., 2003). Em vdrios estudos, esse grupo
de pacientes apresentou além da auséncia de alteragdes clinicas, uma maior expressdo de serotonina e
seus receptores (de Freitas et al., 2015; de Oliveira et al., 2019; Kannen et al., 2018).

No sistema nervoso autdnomo, especialmente no sistema nervos entérico, GAP-43 € fortemente
expresso nos ganglios mientéricos e submucoso em individuos de todas as idades, dando assim provas
da capacidade do sistema nervoso entérico em se adaptar as mudancas que ocorrem ao longo da vida
(Giaroni et al., 1999; Stewart et al., 1992). Os resultados desse presente trabalho mostram que a maior
expressdo de serotonina vem acompanhada de uma maior capacidade regenerativa desses pacientes,
sendo essa mostrada pela elevada expressdo de GAP-43 no grupo de pacientes chagdsicos ndo portadores
de megacdlon. Esse dado poderia explicar o motivo pelo qual esses pacientes se mantem clinicamente
sem alteracoes.

Estudos prévios que avaliaram as alteragdes do sistema nervoso entérico de pacientes chagdsicos
portadores e ndo portadores de mega, demonstraram que pacientes chagdsicos sem o megacdlon
apresentaram minimas altera¢cdes nos componentes neuronais em relacdo aos outros grupos estudados

(da Silveira et al., 2005a; da Silveira et al., 2007b; da Silveira et al., 2008).

Ademais, esse grupo de pacientes apresentou uma maior taxa de expressdo de neurotrofinas
(dados ainda ndo publicados) em seus plexos nervosos, o que poderia ser um dos fatores que representaria
um ambiente favordvel para a regeneracdo neuronal, melhor funcionamento dos ganglios nervosos e
consequentemente manuten¢do do funcionamento do trato gastrointestinal (Oliveira et al., 2017).

Os resultados desse trabalho corroboram com observagdes clinicas que indicam a perda da
capacidade de relaxamento das camadas musculares do c6lon em pacientes chagdsicos que desenvolvem
o megacolon. Esta perda produz alteracdes na motilidade do célon levando ao actimulo de fezes,

intensificacdo do processo inflamatério devido a destrui¢do e células comprimidas e pela falta de
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irrigacdo sanguinea adequada, o que consequentemente leva a dilatacdo do 6rgdo. Assim, nossos
resultados explicariam as causas dos sintomas mais comuns no megacélon chagdsico, como a
incoordenag¢do do segmento reto-sigmdide, hiperatividade de estimulos colinérgicos e acalasia do
esfincter anal interno (de Rezende, 1979).

A complementacao destes resultados vird de trabalhos posteriores que tenham como objetivo a
caracterizacdo dos efeitos e das células produtoras de neurotrofinas, o que permitird conhecer as
condicdes exatas que promovem o processo de regeneracdo neuronal. Além disto, acreditamos que estes
dados possam ajudar na compreensado e prevencao ndo somente da forma digestiva da doenca de Chagas,

mas também de outras patologias que atingem o trato gastrintestinal.
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CONCLUSAO

Ap6s a andlise morfometrica das dreas imunorreativas para Peripherin, Serotonina e Gap-43, os
dados encontrados atestam que:

1) Pacientes chagdsicos sem megacdlon apresentaram o sistema nervoso entérico
estruturalmente e funcionalmente semelhante a individuos ndo infectados.

2) A expressao de serotonina e de GAP-43 € expressivamente maior no grupo de pacientes
chagdsicos ndo portadores de megac6lon em relagdo aos outros pacientes.

3) Pacientes chagéasicos portadores de megacélon apresentam uma importante diminuic¢ao de
neurdnios nos plexos neurais do célon.

4) Pacientes portadores de megacdlon chagasico demonstram diminui¢do da expressao de
serotonina e de GAP-43 nos plexos do sistema nervos entérico.

Esses resultados estatisticamente significantes caracterizam a relagdo entre a expressao de
serotonina e o processo regenerativo em neurdnios do sistema nervoso entérico em pacientes portad

O aumento da drea imunorreativa de serotonina e de GAP-43 em pacientes chagasicos ndo
portadores de megacdlon, e consequente aumento no processo regenerativo, evidencia a tentativa do
organismo em compensar a perda neuronal e ainda demonstra a intima relacdo entre o aumento da
expressao de serotonina e a tentativa de protecao do sistema nervoso entérico diante da infec¢do pelo 7.
cruzi e o desenvolvimento do mega chagésico. Assim esses dados sugerem que farmacos que induzam o
aumento da biodisponibilidade de serotonina no c6lon chagéasico, poderia induzir o aumento da expressao
de GAP-43 e reduzir a destrui¢ido dos neurdnios entéricos e/ou aumentar sua capacidade de regeneracio,

retardando ou evitando a instalacdo do megacd6lon chagésico.
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