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RESUMO

A doenca de Chagas € uma das doencas parasitarias mais graves da América Latina,
com impacto social e econdmico que muito superam os efeitos combinados de outras doencas
parasitarias, como malaria, leishmaniose e esquistossomose. A doenca de Chagas apresenta
duas fases bem definidas: a fase aguda e a fase cronica. A fase aguda tem duracdo de
aproximadamente dois ou trés meses. Apds esta fase, o individuo entra em um estado
assintomético, o que caracteriza o inicio da fase cronica. Na fase cronica da doenca, a
destruicdo de componentes do sistema nervoso entérico (SNE) leva ao desenvolvimento
do megacolon. O megacolon € caracterizado pela dilatacdo do célon associada a um infiltrado
inflamato6rio que € a principal causa da destruicdo de neurdnios entéricos. Estes neurdnios,
qguando sofrem alguma agressao, podem apresentar um processo de regeneracdo. Sabendo da
existéncia de varios tipos de neurdnios entéricos com diferentes funcdes, este trabalho teve
como objetivo a avaliacdo detalhada do processo de regeneracdo das subclasses neuronais do
SNE de pacientes chagasicos portadores de megacdélon e de individuos ndo infectados. Para
isso, utilizamos um marcador de regeneracdo de neurdnios e terminagdes nervosas (GAP-43)
associado com um marcador pan-neuronal (Peripherina) e com marcadores de varios
neuropeptideos (cChat, substancia P, neuropeptideo Y, VIP e NOS). Desta forma, ao avaliar a
capacidade de regeneracdo das varias subclasses neuronais, aferimos que 0s niveis de
regeneracdo de cChat, substancia P e neuropeptideo Y sdo semelhantes em pacientes
chagasicos e individuos ndo infectados. No entanto, a regeneracdo de neurdnios positivos para
VIP e NOS estdo aumentados em pacientes chagasicos em comparacdo com individuos nao
infectados. Acreditamos que 0 aumentona taxa de regeneragdo desses neurdnios seja
consequéncia da destruicdo seletiva desses tipos neuronais, representando uma tentativa do

organismo de repor classes neuronais mais lesadas.

Palavras chave: Doenca de Chagas. Megacélon. Neur6nios.



ABSTRACT

Chagas disease is one of the most serious parasitic diseases in Latin America, with
social and economic impact that far outweigh the combined effects of other parasitic diseases
such as malaria, leishmaniasis and schistosomiasis. Chagas” disease has two well-defined
phases: acute and chronic phase. The acute phase lasts approximately two to three months.
After this phase, the individual enters an asymptomatic state, which characterizes the early
chronic phase. In the chronic phase of the disease, the destruction of enteric nervous system
(ENS) components leads to the development of megacolon. The megacolon is characterized
by colon dilatation associated with an inflammatory infiltrate which is the main cause of
enteric neurons destruction. These neurons, when suffer some aggression, may exhibit a
regeneration process. Knowing the existence of various types of enteric neurons with different
functions, this study aimed to evaluate the detailed regeneration process of ENS neuronal
subclasses from chagasic patients with megacolon and non-infected individuals. For this, we
used a marker of neuronal regeneration (GAP-43) associated with a pan-neuronal marker
(Peripherin) and various neuropeptides markers (cChat, substance P, neuropeptide Y, VIP and
NOS). Thus, to assess the ability of various subclasses of neuronal regeneration, we verified
that the levels of regeneration cChat, substance P and neuropeptide Y are similar in Chagas”
patients and non-infected individuals. However, VIP and NOS neuronal regeneration levels
are increased in chagasic patients when compared to non-infected individuals. We believe that
the increase in regeneration rate of these neurons may be a consequence of the selective

neuronal destruction, representing an attempt to replenish neuronal classes most affected.

Keywords: Chagas Disease. Megacolon. Neurons.
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1 INTRODUCAO

Doenca de Chagas

Em 1907, Carlos Chagas recebeu de Oswaldo Cruz a incumbéncia de executar a
campanha anti-palddica nos servicos de construcdo da Estrada de Ferro Central do Brasil, em
Lassance, regido norte do Estado de Minas Gerais. Foi informado de que ali existia um inseto
hematofago, de habitos noturnos, chamado pelos regionais de “barbeiro”. Observando a
numerosa existéncia destes insetos decidiu examind-los e encontrou no interior de seu
intestino um flagelado que denominou Trypanosoma cruzi (KOBERLE, 1957).

A existéncia deste flagelado no interior do babeiro sugeriu a possivel existéncia de
uma doenca infecciosa. Assim, Carlos Chagas iniciou investigagdes com animais e realizou
testes na populacdo da regido constatando que o parasito descoberto era patogénico
(KOBERLE, 1957). Nesse periodo Carlos Chagas reportou nessa area 29 casos agudos e
incontaveis casos crénicos (DIAS, MACHADO et al., 2002).

Atualmente, estima-se que 16 milhGes de pessoas apresentem a doenca em todo
continente americano, e esta relacionada com questbes ambientais e sociopoliticas como
educacdo, habitacdo e migracdo (DIAS, 2001). No século passado, a principal forma de
transmissdo da doenca de Chagas era via vetorial, ou seja, pelo inseto hemat6fago triatomineo
conhecido como “barbeiro” (ROMANA, 1956). Além da transmissdo vetorial, a doenca de
Chagas também pode ser transmitida por transfusdes sanguineas, transplante de 6rgaos, por
via placentéria e até mesmo pela ingestdo de alimentos contaminados pelo parasita (DIAS,
1984; BENCHIMOL BARBOSA, 2006; MATSUDA, MILLER et al., 2009).

Na transmissdo direta pelo vetor, ap6s o ato de sugar 0 sangue, 0O que ocorre na
maioria das vezes durante a noite, o inseto libera fezes infectadas com a forma tripomastigota
proximo ao local da picada. Os parasitas conseguem penetrar ativamente através da mucosa
ou mesmo da conjuntiva ocular, e apds invadirem as células do hospedeiro, o parasita tem
acesso a vasos linfaticos e sanguineos, indo parasitar uma variedade de células em outros
orgdos. Dentro das celulas, os parasitas diferenciam-se em amastigotas, reproduzem-se e ddo
origem a novas formas tripomastigotas, as quais retornam a circulacao sistémica, reiniciando
o ciclo (KOBERLE, 1968; BRENER, 1982).

Esta doenca apresenta duas fases bem definidas: a fase aguda e a fase cronica. A fase

aguda, com duragdo de aproximadamente dois ou trés meses, é caracterizada por abundancia



de parasitas circulantes (forma amastigota), febre, astenia e mal estar. Apos esta fase, 0
individuo entra em um estado assintomatico, o que caracteriza o inicio da fase cronica. Anos
apos a fase aguda, o paciente chagésico pode continuar assintomatico, caracterizando a forma
indeterminada da doenga, ou mesmo vir a desenvolver alteragdes patoldgicas no coragédo
(forma cardiaca) e apresentar manifestacGes gastrointestinais, culminando na forma digestiva
da doenca (ROMANA, 1956; KOBERLE, 1968; ALTCHEH, 2010).

A fase indeterminada representa um dos aspectos mais enigmaticos sobre a doenga de
Chagas, uma vez que pode haver um intervalo de 20 até 30 anos entre a fase aguda e a fase
crénica sintomatica. Alguns individuos chegam a falecer com 70 a 80 anos sem nunca
apresentar qualquer sintoma decorrente da infeccdo. (ANDRADE, 1999; DIAS, 2001;
PRATA, 2001).

Devido a gravidade e frequéncia da forma cronica cardiaca, esta € a forma mais bem
estudada da doenca, caracterizando-se por produzir insuficiéncia cardiaca, transtornos do
ritmo e da conducdo, fendmenos tromboembdlicos e morte subita. Pacientes portadores desta
forma clinica apresentam miocardite usualmente intensa e difusa, sendo acompanhados de
cardiomegalia, quadros de trombose intracardiaca, lesdes vasculares e fibrose (DE REZENDE
e RASSI, 1958; MARIN NETO, GALLO et al., 1980; RASSI, RASSI et al., 2000).

A forma digestiva da doenca de Chagas, que ainda possui aspectos a serem elucidados,
se manifesta principalmente como o megaeséfago e o megacolon (KOBERLE, 1968;
CAMPOS e TAFURI, 1973). Um dos fatores mais importantes no desenvolvimento do mega
chagasico é um processo degenerativo, principalmente de ganglios nervosos do trato
gastrintestinal, que aparentemente se inicia na fase aguda, persistindo até a fase cronica
(ANDRADE e ANDRADE, 1966; KOBERLE, 1968; ANDRADE e ANDRADE, 1969).

O mega chagasico

Em 1916 surge o primeiro indicio da existéncia da forma digestiva da doenca de
Chagas através da observacdo de que os portadores da doenca apresentavam disfagia,
necessitando do auxilio de agua 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).
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A dificuldade de degluticdo é um dos sinais do acometimento do esdfago. Dentre as
manifestacBes da forma digestiva da doenca 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 € a colopatia chagéasica, podendo se apresentar
como megacolon. Geralmente surge a partir da terceira década de vida e 0s segmentos
intestinais mais acometidos sdo o sigmdide e o reto. Entretanto pode ser detectada desde a
fase aguda variando de 7 a 25% dos casos, dependendo do tempo de evolugdo da doenca
(DIAS, 1996).

O megacolon se caracteriza como dilatacdo intestinal associada a um infiltrado
inflamatdrio. Este infiltrado é constituido principalmente por linfocitos T CD3, linfocitos B
CD20, e ainda, células natural killers (NK), macrofagos, mastdcitos e linfécitos T citotdxicos
(REIS, JONES et al., 1993; CORBETT, RIBEIRO et al., 2001; DA SILVEIRA, ADAD et al.,
2007).

Tanto os linfocitos B como os linfécitos T fazem parte da imunidade adaptativa, sendo
especifica para o patdgeno. Uma resposta de células T eficaz requer estimulacdo adequada
através de células apresentadoras de antigenos. Essas células sdo mecanicamente essenciais
para a ativacao das células T. Citocinas produzidas pelas células apresentadores de antigenos
podem criar um ambiente que ird influenciar a funcéo das células T (DUTRA, MENEZES et
al., 2009).

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 protozoarios, bem como células tumorais (CRUVINEL WDE, MESQUITA
et al., 2010). Em pacientes chagasicos portadores de megacolon as células NK podem ser
relacionadas com a continuidade do processo inflamatério da fase cronica da doenca
(CORBETT, RIBEIRO et al., 2001).

Polimorfonucleares (eosindfilos e neutréfilos) também apresentam atuacdo
consideravel no processo inflamatério do megacélon chagasico. Os eosindfilos sdo células
importantes no combate a infec¢des, sendo sua agdo antiparasitaria, uma das mais potentes e
eficazes do organismo, ocorrendo por citotoxicidade mediada por células dependentes de
anticorpos (CRUVINEL WDE, MESQUITA et al., 2010). Eosinéfilos também atuam na
resisténcia a infeccdo pelo T. cruzi e seu papel na patologia da fase cronica tem sido
considerado por varios autores (MOLINA e KIERSZENBAUM, 1987; 1988a; b; 1989a; b).

Neutrofilos sdo os leucdceitos mais abundantes no sangue periférico, com importante

papel nas fases precoces das rea¢des inflamatorias e sensiveis a agentes quimiotaxicos como
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produtos de clivagem de fracbes do complemento (C3a e C5a) e substéncias liberadas por
mastdcitos e basofilos. Estdo entre as primeiras células a migrarem dos vasos para os tecidos,
atraidas por quimiocinas, como a IL-8, e sdo ativadas por diversos estimulos, como produtos
bacterianos, proteinas do complemento (C5a), imunocomplexos (IC), quimiocinas e citocinas
(CRUVINEL WDE, MESQUITA et al., 2010).

Ainda em relacdo ao infiltrado inflamatoério, os mastdcitos sdo 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, sdo particularmente
abundantes em areas de contato com o meio ambiente e desempenham papel primordial nas
reacOes inflamatorias agudas (CRUVINEL WDE, MESQUITA et al., 2010). Essas células
liberam moléculas pré-inflamatorias, como a histamina e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
o). Mastdcitos funcionam como o principal elo de comunicagdo entre o sistema imune € o
sistema nervoso entérico, detectando, codificando e transmitindo as informacGes entre estes
sistemas. Os sinais enviados pelos mastocitos em resposta a um agente invasor agem tanto no
sistema imune quanto em neurodnios sensoriais (MACQUEEN, MARSHALL et al., 1989;
MCKAY, BIENENSTOCK et al., 1993; MCKAY e PERDUE, 1993).

Os mondcitos constituem 3% a 8 % dos leucdcitos circulantes e, no tecido conjuntivo
ou parénquima de 6rgdos, dao origem a macrdfagos e células dendriticas mieldides. Os
macrofagos sdo fagocitos eficientes, engolfando patégenos e debris celulares. Ao contrario
dos neutrofilos, os 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, MESQUITA et
al., 2010). Os macrofagos sdo células que podem associar-se a sitios inflamatérios,
promovendo a exacerbacdo do processo. Eles secretam varias citocinas como IL-1B, TNF-a ¢
IL-6, as quais tém a capacidade de ativar processos de citotoxicidade mediados por células do
sistema imune. Além disso, os macrdéfagos por si podem lesar parasitas ou células do proprio
hospedeiro, devido a sua capacidade de produzir, quando ativados, substancias citotoxicas,
como oxido nitrico e radicais livres (DARYANI, HOSSEINI et al., 2003).

O megacolon tem como sintoma caracteristico a constipacdo e tanto o diagndstico
clinico como o anatémico é tardio, o que geralmente ocorre apos a instituicdo da dilatag&o.
Macroscopicamente, a falta de coordenagdo motora, a acalasia dos esfincteres e a distenséo
provocada pelo acimulo de conteudo fecal se combinam para a formacdo do megacdlon
chagasico (CAMPOS e TAFURI, 1973).
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Segundo Tafuri, (TAFURI, MARIA et al., 1971) é licito admitir uma a ocorréncia de
uma leséo progressiva nos plexos que se agrava de acordo com o desenvolvimento do mega.
Considerando a estase de conteudo fecal um dos fatores mais importantes para a ocorréncia
do megacdlon, podemos compreender que ao ocorrer acumulo de contetido fecal no Ilimen do
Orgdo, ha compressdo da mucosa e consequente dilatacdo o 6rgdo. As alteracGes 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 esforgo de contracdo devido a
maior resisténcia do meio, ocorrendo com o tempo hipertrofia. Como o plexo submucoso esta
em intima relacdo com as células musculares é facil compreender como 0 processo
inflamatorio pode agravar o processo de destruicdo neuronal.

A microscopia 6tica de luz observam-se: 1) infiltrados inflamatorios cronicos, focais e
difusos na muscular da mucosa, na submucosa e nas camadas musculares; 2) lesbes do
sistema nervoso entérico, especialmente do plexo mientérico, periganglionite e ganglionite
focais ou difusas com intensos fenbmenos regressivos dos neurénios chegando a destruicéo
completa dos ganglios nervosos do plexo mientérico, com consecutiva fibrose; 3) ulceracoes e
inflamacédo cronica da mucosa, focal ou difusa em casos mais avangados, podendo atingir a
submucosa; 4) fibrose intersticial intermuscular, focal ou difusa, em decorréncia da miosite,
da periganglionite e da ganglionite (TAFURI e BRENER, 1967; TAFURI, 1970; CAMPOS e
TAFURI, 1973; TAFURI, 1987). Alteracdes ultra-estruturais do plexo mientérico consistem
em lesdes focais de todos os componentes dos ganglios: neurdnios, células de Schwann e
fibras nervosas. 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, MARIA et al., 1971).

Na Ultima década, estudos indicaram que, além da ocorréncia de processos
inflamatorios, as lesGes na doenga de Chagas sdo dependentes da presenca de DNA do T.
cruzi e do préprio parasita, mesmo que em pequena gquantidade e demonstraram existir uma
estreita correlagdo entre a presenca de antigenos do parasita e a intensidade do infiltrado
inflamatério (ALMEIDA, TEIXEIRA et al., 1984; HIGUCHI MDE, GUTIERREZ et al.,
1993; VAGO, MACEDO et al., 1996). Atualmente é aceito que o processo inflamatério € o
principal responsavel pela destruicdo dos componentes do sistema nervoso entérico (REIS,
JONES et al., 1993; CORBETT, RIBEIRO et al., 2001; DA SILVEIRA, ADAD et al., 2007).
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O Sistema Nervoso Entérico

O trato gastrointestinal é inervado por dois componentes nervosos distintos, que, no
entanto, sdo interligados. A inervacéo extrinseca é realizada pelo sistema nervoso autdnomo,
representado por neurdnios simpaticos, parassimpaticos e neurbnios aferentes viscerais. A
inervacao intrinseca é feita pelo SNE (PHILLIPS e POWLEY, 2007).

Por muito tempo acreditou-se que a maioria dos 6rgdos e tecidos possuia apenas uma
inervacdo dupla: simpético e parassimpético. Entretanto, foi comprovado que, a maioria das
fibras adrenérgicas fazia contato com dois plexos principais do trato gastrintestinal. A
inervacdo adrenérgica € vista principalmente na mucosa e proxima a camada epitelial
(LUNDGREN, 2000).

As fibras noradrenérgicas participantes da inervacao extrinseca do trato gastrintestinal
se originam em corpos celulares localizados em ganglios nervosos pré-vertebrais simpaticos.
Essa inervacdo fornece uma rede de fibras para a parede do musculo liso, artérias e ganglios
do plexo mientérico e submucoso. Quando estimulados, estes neurbnios noradrenérgicos
agem inibindo a peristalse, regulando o fluxo sanguineo dos vasos intestinais e controlando a
secrecdo de eletrdlitos (MCMILLIN, RICHARDS et al., 1999; COSTA, BROOKES et al.,
2000; LUNDGREN, 2000; POWLEY, 2000).

A inervacdo parassimpatica € realizada principalmente pelo nervo vago. Esse nervo
apresenta funcGes sensoriais (fibras aferentes) como também motoras (fibras eferentes). As
fibras aferentes estdo presentes no musculo liso, mucosa e plexo mientérico, enquanto as
fibras eferentes se restringem ao plexo mientérico em estreita relacdo com os neurdnios deste
plexo. Os estimulos vagais utilizam acetilcolina como neurotransmissor, sendo esta
responsavel por estimular a peristalse e aumentar o aporte sanguineo intestinal (POWLEY,
2000; PHILLIPS e POWLEY, 2007).

O sistema nervoso entérico é uma divisao do sistema nervoso autdbnomo e representa a
inervacdo intrinseca do trato gastrintestinal. Ele tem papel essencial no controle da
motilidade, fluxo sanguineo, transporte de agua e eletrolitos, e secrecdo acida no trato
digestivo, e representa 0 meio através do qual os neurbnios extrinsecos controlam a funcéo
gastrointestinal. O SNE € capaz de funcionar independentemente do controle central, embora
0 sistema nervoso central normalmente modifique sua atividade (FURNESS e COSTA,
1980).

Corpos de células nervosas, seus processos e células gliais entéricas incorporadas na

parede do intestino sdo os principais componentes do SNE. A parede intestinal é formada por
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camadas musculares (muscular externa, da mucosa e interna) interligadas entre si por feixes
de neurbnios. Os corpos de células nervosas sdo agrupadas em pequenos agregados, 0S
ganglios entéricos, os quais sdo conectados por feixes de células dos processos nervosos
formando dois principais plexos no trato digestivo: o plexo mientérico, também chamado
plexo de Auerbach e o plexo submucoso, que é frequentemente chamado de plexo de
Meissner (FURNESS e COSTA, 1980).

Abaixo do epitélio mucoso se encontram uma rede de feixes de finas fibras nervosas
que constituem o plexo submucoso. E esparso no es6fago, mas proeminente no estomago,
intestino delgado, colon e vesicula biliar (FURNESS e COSTA, 1980).

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 extensao do sistema digestivo. 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 questdo (IRWIN, 1931; GABELLA, 1981).

Embora os plexos nervosos sejam descritos como entidades separadas, eles séo de fato
unidos por numerosos feixes nervosos. Auerbach (AUERBACH, 1864) observou conexdes
entre a inervacdo extrinseca (nervo vago e mesentérico) e o plexo mientérico e também
observou 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 inervacdo a mucosa.

Os neuronios entéricos, neuropeptidios e outros marcadores

A organizacdo do SNE é semelhante em humanos e outros mamiferos. O controle
fisioldgico exercido pelos neurdnios entéricos sobre a motilidade, secre¢éo e outros processos
digestivos é similar em diferentes espécies; bem como, 0 mecanismo de acdo de drogas que
modificam a neurotransmissdo. (FURNESS, YOUNG et al., 1995a).

O SNE possui aproximadamente o mesmo numero de células nervosas da medula
espinhal, cerca de 200 a 600 milhdes de neurdnios, 0 que demonstra a grande importancia
desse sistema (FURNESS e COSTA, 1980). Tais neurdnios podem ser identificados pela

funcdo, morfologia e correlagdo neuroguimica. Funcionalmente, podem ser divididos em:
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neurbnios motores excitatorios, neurdnios motores inibitorios, interneurénios e neurdnios
aferentes primarios intrinsecos (FURNESS, 2008).

Mais de 30 potenciais neurotransmissores que afetam a atividade neuronal, muscular e
de células epiteliais estdo presentes no SNE. Além do mais, um unico neurdnio pode possuir
varios neurotransmissores em adicdo de outras proteinas neuro-especificas. A combinacédo de
atributos quimicos os quais sdo relacionados com as funcdes dos neurénios e seus locais no
circuito nervosos fornecem um cddigo quimico pelo qual os neurbnios podem ser
identificados. Em geral, mais de uma substancia contribui para o processo de transmisséo
(FURNESS, 2008).

Substancias co-localizadas ndo tém o mesmo status de transmissoras. Uma ou mais
substancias tem o papel principal na transmissdo, estas sdo transmissores primarios. Por
exemplo, neurbnios vasoconstritores simpaticos em muitas espécies contém norepinefrina e
neuropeptideo Y (NPY). O transmissor primario é a norepinefrina, o NPY tem um papel
subsidiario ou modulador. As contribuicdes relativas de diferentes transmissores podem variar
entre neurdnios com fungbes comuns, dependendo da localizagdo e da atividade, neurénios
motores inibitdrios do intestino sdo bons exemplos. Alguns neurénios contém mais do que um
transmissor primario e varios transmissores subsidiarios ou neuromoduladores; algumas
classes de neurdnios entéricos tém cinco ou mais transmissores ou neuromoduladores
(FURNESS, 2008).

Os neurdnios aferentes primarios intrinsecos (IPANS) sdo  numerosos,
aproximadamente 500 por milimetros de comprimento do intestino delgado e, pela técnica de
imunohistoquimica, o seu melhor marcador € a calretinina, uma proteina intracelular. Eles séo
transdutores de estimulos fisiologicos, incluindo o movimento das vilosidades da mucosa, a
contragdo do musculo intestinal e mudancas na quimica do contetdo intestinal. Os IPANs sdo
os primeiros neurbnios em reflexos intrinsecos que influenciam os padrdes de secrecdo e
motilidade do intestino. Portanto, sdo diretamente sensiveis aos estimulos mecénicos e
quimicos da mucosa intestinal e a soma de eventos sinapticos causados pela transmissdo de
IPANSs resultam em ativacdo de numerosos interneurénios e neurénios motores (LOMAX e
FURNESS, 2000; FURNESS, JONES et al., 2004; DA SILVEIRA, D'AVILA REIS et al.,
2007).

Outro tipo de neurdnio entérico sdo o0s interneurbnios que formam cadeias
interconectadas ligando neurdnios motores e IPANSs que correm ao longo do intestino. Podem
ser identificados em todas as regifes intestinais e suas caracteristicas regionais podem variar

mais que em outros tipos de neurdnios. Por exemplo, o ileo e o c6lon contém 0s mesmos, ou
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muito parecidos, neurbnios motores e neurbnios aferentes intrinsecos primarios, mas seus
complementos de interneurdnios sdo muito diferentes. Esta classe neuronal possui como
marcadores a somatostatina, o0 NPY e em alguns casos a serotonina (5-HT) (LOMAX e
FURNESS, 2000; FURNESS, 2008).

Os neurdnios motores excitatorios inervam o masculo liso longitudinal e circular e a
muscular da mucosa de todo trato digestivo. O transmissor primario desses neur6nios € a
acetilcolina (ACh) o qual age no masculo através de receptores muscarinicos. O principal
marcador dos neurbnios motores excitatorios € a enzima precursora da ACh, denominada
colina-acetil-transferase (cChaT). As taquicininas, representadas pela substancia P (SP),
neuroquinina A, neuropeptideo K, e neuropeptideo gama (y) contribuem para a transmissao
excitatdria, mas tem um papel secundario comparado ao da ACh (FURNESS, YOUNG et al.,
1995a; FURNESS, 2008).

Em contrapartida, os neurdnios motores inibitérios liberam uma combinacdo de
transmissores que contribuem para relaxamento do trato gastrointestinal. O neurotransmissor
primario desses neurdnios é o oOxido nitrico (NO) que recebe contribuicdo secundaria de
outras substancias como o peptideo intestinal vasoativo (VIP) e adenosina tri-fosfato (ATP).
E possivel que exista mais de um transmissor primario para esta subclasse neuronal,
entretanto os papéis relativos desses transmissores se diferem entre regifes e espécies. O
principal marcador dos neurénios motores inibitérios é a enzima precursora do NO, a 6xido
nitrico sintetase (NOS) (FURNESS, YOUNG et al., 1995a; LOMAX e FURNESS, 2000;
FURNESS, 2008).

Esses neurdnios quando sofrem alguma agressdo e necessitam se adaptar a novas
influéncias microambientais (como doencas intestinais) podem apresentar um processo de
regeneracdo denominado plasticidade neuronal. A plasticidade é a capacidade do sistema
nervoso em regenerar suas conexfes ou adaptar suas fungbes as atuais necessidades do
organismo (SCHAFER, VAN GINNEKEN et al., 2009).

Esse processo de plasticidade neuronal pode ser identificado através de um marcador
de diferenciacdo neuronal chamado de proteina associada ao crescimento (GAP-43). GAP-
43 é uma proteina integral de membrana, expressada em condi¢cBes de crescimento
embrionario ou quando ha desenvolvimento ou regeneracdo de neurdnios (SKENE,
JACOBSON et al., 1986; BASI, JACOBSON et al., 1987; VENTO e SOINILA, 1999; DA
SILVEIRA, FREITAS, DE OLIVEIRA, NETO, LUQUETTI, FURNESS, CORREA-
OLIVEIRA e D'AVILA REIS, 2008).



17

No sistema nervoso autbnomo, especialmente no SNE, GAP-43 é fortemente expresso
nos ganglios mientéricos e submucoso em todas as idades, dando assim provas da capacidade
do SNE em se adaptar as mudancas que ocorrem ao longo da vida (STEWART, COWEN et
al., 1992; GIARONI, DE PONTI et al, 1999). Além de neurotransmissores, 0S
neuropeptideos possuem também atividade consideravel sobre o sistema imune que influencia
atividades do SNE através da secrecdo de varios tipos de substancias. A substancia P é
considerada uma proteina que além de neuromediador, possui agdo pré-inflamatdria nas
células do sistema imunoldgico. Ela estimula a proliferacdo linfocitaria, o trdfego de linfocitos
através dos linfonodos e a producdo de IL-2. Além disto, a substancia P age como um dos
ativadores de células Natural Killer (NK) e possui acdo quimiotatica para mastocitos,
macrofagos, e neutréfilos (MCKAY e FAIRWEATHER, 1997; CRUVINEL WDE,
MESQUITA et al., 2010).

O neuropeptideo VIP tem acédo antiinflamatdria quando inibe a resposta de células NK
e de linfocitos T, bem como a producdo de IL-2 e IL-4 por estas células e a apresentacédo de
antigenos. Por outro lado VIP também estimula a quimiotaxia de macréfagos e a producéo de
IL-5 por linfécitos (MCKAY e FAIRWEATHER, 1997; KODALI, DING et al., 2004). O
oxido nitrico, no sistema imune, parece exercer efeitos pro e antiinflamatérios (NATHAN,
1992). Os efeitos pro-inflamatérios do NO ndo sdo evidentes sob condicGes fisioldgicas
agudas. Como efeitos antiinflamatdrios, podemos citar a inibicdo de adesdo de neutrdfilos,
atividade da cicloxigenase, formacdo de citocinas e reabsorcao 6ssea (SCHMIDT, KLATT et
al., 1994).

A caracterizacao das alteracbes no SNE na doenca de Chagas teve grande énfase nos
ultimos anos (ADAD, CANCADO et al., 2001; BERN, MONTGOMERY et al., 2007; DA
SILVEIRA, ADAD et al., 2007; DA SILVEIRA, D'AVILA REIS et al.,, 2007; DA
SILVEIRA, LEMOS et al.,, 2007; DA SILVEIRA, FREITAS, DE OLIVEIRA, NETO,
LUQUETTI, FURNESS, CORREA-OLIVEIRA e D'AVILA REIS, 2008; NASCIMENTO,
DE SOUZA LISBOA et al., 2010; RAMOS JUNIOR, CORREIA et al., 2010). Resultados
prévios de nosso grupo de pesquisa indicaram a existéncia de um significativo processo de
regeneracdo neuronal em pacientes chagasicos que ndo desenvolveram o megacolon. No
entanto, resta elucidar se essa regenera¢do neuronal ocorre em todas as subclasses neuronais

ou permanece restrita a alguns grupos de neurdnios.
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2 JUSTIFICATIVA

Nosso grupo de pesquisa estabeleceu nos anos de 2006, 2007 e 2008 importantes
colaborag6es para o desenvolvimento de nossa linha de pesquisa. A primeira com o Dr. Enio
Oliveira, professor da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Goias. O Dr. Enio €
o responsavel pela coleta de amostras do trato gastrintestinal de pacientes chagasicos
destinados a intervencdo cirurgica devido a complicagdes da doenca de Chagas. A segunda,
mas ndo menos importante colaboracéo, foi estabelecida com o Dr. John B. Furness, diretor
do laboratério de Anatomia e Biologia Celular da Universidade de Melbourne, Australia. O
Dr. Furness € uma das mais respeitadas personalidades cientificas em todo o mundo na area
de pesquisa sobre o SNE. Finalmente, estabelecemos colaboragédo com o Dr. Axel Brehmer,
professor da Universidade de Nuremberg (Alemanha). Atualmente o Dr. Brehmer é o maior
especialista mundial em sistema nervoso entérico humano. Estas colaboragfes nos permitiram
iniciar a caracterizacdo de neurénios do trato gastrintestinal de pacientes chagasicos conforme
a expressao de neuropeptideos, o que, além de nos responder algumas perguntas referentes ao
desenvolvimento do megacolon chagasico, nos apresentou um leque de possibilidades,
principalmente no que diz respeito as terapéuticas.

Nossos estudos mais recentes tem como foco a relagdo entre o sistema imune e sua
influéncia no funcionamento do trado gastrintestinal (DA SILVEIRA, CHAVES et al., 2009;
DA SILVEIRA, DE ARAUJO et al., 2009; DA SILVEIRA, FREITAS et al., 2009). Esses
resultados apontaram para a necessidade de se esclarecer quais subtipos neuronais estdo mais
sujeitos ao processo de regeneracdo no trato gastrintestinal no sistema nervoso entérico de
pacientes chagasicos. Acreditamos que ao desvendarmos certos aspectos ligados ao
estabelecimento e desenvolvimento do megac6lon chagasico, 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 irritavel e doenca de Hirschsprung.



19

3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar as subclasses neuronais do SNE quanto a capacidade regenerativa em

pacientes chagasicos portadores e ndo portadores de megacélon.

Objetivos Especificos

1 - Avaliar através de imunohistoquimica a relacdo entre a presenca das subclasses de
neurbnios do SNE e a expressdo marcador de regeneracdo neuronal GAP-43. Para isso sera
utilizado um conjunto de anticorpos monoclonais direcionados para identificacdo de

neurdnios e fibras nervosas (Periferina, Calretinina, NPY, Substancia P, cChAT, VIP e NOS)

2 - Estabelecer associacGes entre as subclasses de neurdnios que sdo preferencialmente
destruidas pela forma digestiva da doenca de Chagas, as subclasses neuronais que melhor se

recuperam apos a lesdo causada pela doenca.
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4 MATERIAL E METODOS

Pacientes

Nesse trabalho utilizamos amostras de tecidos de pacientes chagasicos portadores de
megacolon e de individuos controle, coletados por cirurgia ou necropsia no Hospital Escola
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Goias, pelo Dr. Enio Oliveira. Foi
obtido consentimento prévio de todos os individuos, pais ou responsaveis para a inclusdo dos
mesmos no trabalho de pesquisa. A utilizagcdo destas amostras com a finalidade de pesquisa
cientifica foi previamente aprovada pelos Comités de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Goias (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 ja apresentavam diagndéstico para
doenca de Chagas através de fixa¢do do complemento, hemaglutinacdo ou imunoflorescéncia
indireta para T. cruzi. O teste de fixacdo do complemento (1913), conhecido também como
reacdo de Guerreiro e Machado, foi o Unico teste soroldgico disponivel por 50 anos. Em 1962,
Cerisola e colaboradores descrevem a utilizacdo do teste de hemaglutinagdo para o
diagnostico soroldgico da infeccdo que é de facil execucdo e bom desempenho. Pouco tempo
depois (1966) Camargo aperfeicoa a utilizacdo do teste de imunofluorescéncia indireta. Este
teste, de elevada sensibilidade, foi utilizado no inquérito nacional sorolégico, com mais de um
milhdo de amostras em todo o Brasil, que determinou, com bastante preciséo, a prevaléncia da
doenca. Dada a sua elevada sensibilidade, é ideal para estudos epidemiol6gicos, assim como
para diagnostico (GOMES, 1997).

Os dados dos pacientes podem ser observados na tabela 1.



Tabela 1: Sexo, idade e diagndsticos dos individuos chagasicos e ndo chagasicos
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Grupos Género Idade Megacolon Diagnostico
M 46 Né&o Adenocarcinoma retal
M 75 Néo Adenocarcinoma sigmdide
F 75 Néo Doenca diverticular
Né&o F 72 Néo Doenca diverticular
chagésicos F 58 Néo Doenca diverticular
F 58 Néo Adenocarcinoma sigmdide
F 43 Né&o Doenga diverticular
F 81 Néo Adenocarcinoma sigmdide
F 57 Sim Megacélon
M 62 Sim Megacotlon
M 60 Sim Megacotlon
F 62 Sim Megacélon
M 58 Sim Megacolon
F 76 Sim Megacotlon
Chagaésicos i
com megacélon F 43 Sim Megacotlon
F 69 Sim Megacélon
M 59 Sim Megacolon
F 61 Sim Megacotlon
F 53 Sim Megacotlon
F 48 Sim Megacélon
F 58 Sim Megacotlon

As amostras de tecidos foram transportadas em soro fisiolégico sobre o gelo (pH =

7,3) para o laboratério. Apos sua chegada (1 a 6 horas apds a ressec¢do), as amostras séo

lavadas em solucdo Krebs, a temperatura ambiente e transferida para o meio de Dulbecco
Eagle modificado (DME/F12-Ham, Sigma Chemical Company, St Louis, MO, E.U.A))

contendo 10 mg/mL antibiéticos/antimicéticos (Sigma), 50 Ig/mL de gentamicina (Sigma),

2,5 lg/mL de anfotericina B (Sigma), 10% soro fetal bovino (Sigma), 4 1M nicardipina e 2,1

mg/mL NaHCOs3, selados em um compartimento com 95% O, e 5% de CO, a 37 °C por 1 a 2

horas. Posteriormente, os tecidos foram incubados por mais 2 a 5 horas, no mesmo meio com
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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 solugcdo de formalina 4% em tampdo fosfato 0,1 M (pH = 7,4) a temperatura
ambiente por 2 a 3 horas. Apos vérias lavagens em 0,05 M Tris salina tamponada (TBS, pH =
7,4), a camada muscular e plexos nervosos das amostras serdo preparadas para a técnica de
wholemounts. A presenca da doenca foi confirmada atraves de exames clinicos e laboratoriais
(DA SILVEIRA, A. B. M., ARANTES, R. M. E. et al., 2005).

Imunohistoquimica

As amostras foram pré-incubadas por 2 horas 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 enxague em TBS por 10 min, foram incubadas em uma solucdo contendo BSA,
Triton X-100, thimerosal e os anticorpos primarios (Tabela 1) por 72 horas (4 °C). Depois de
uma noite, as wholemounts foram lavadas em TBS a 4 °C e em seguida 0s anticorpos
secundarios (Tabela 2) foram adicionados na mesma solucdo da mesma forma que os
anticorpos primarios (4 horas, temperatura ambiente), seguido por um banho em TBS
(overnight; 4 °C). Para reduzir a autofluorescéncia induzida por lipofuscina, as wholemounts
foram incubadas em tampé&o de acetato de aménio (pH = 5,0) contendo 1 mM CuSQO, de 60 a
90 minutos seguido de um curto enxague em H,O destilada (BREHMER, BLASER et al.,
2004).

Tabela 2: Anticorpos primarios

Anticorpo Fonte Cddigo Diluicéo
Anti-Periferina INVITROGEN A-21272 1:1000
Anti-Calretinina DAKO M7245 1:200
Anti-Substancia P INVITROGEN 180091 1:1000
Anti-cChAT Advanced Targeting Systems AB-N34 1:500
Anti-Neuropeptideo Y SIGMA N9528 1:200
Anti-NOS SIGMA N7280 1:100
Anti-VIP SIGMA V3508 1:500

Anti-Gap-43 SIGMA G8043 1:500




Tabela 3: Anticorpos secundarios
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Anticorpo Codigo / Fonte Diluicéo
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

Posteriormente, as amostras foram montadas em TBS-glicerol (1:1, pH = 8,6).

Incubacbes das amostras em solucdes sem 0s anticorpos primarios (controles negativos)

foram realizadas para o controle da reacdo. No total 20 amostras foram preparadas a partir de

cada amostra coletada. Foram realizadas as seguintes marcagoes:

Anticorpos Intencgéo
Periferina / GAP-43 / Calretinina Aferir regeneracdo de neur6nios sensitivos
Periferina / GAP-43 / cChAT / SP Aferir regeneragdo de neurdnios motores excitatorios

Periferina / GAP-43 / NPY

Aferir regeneracao de interneurénios

Periferina / GAP-43 / VIP / NOS Aferir regeneracdo de neurdnios motores inibitorios

Aquisicao de imagem dos ganglios

Para a aquisicdo 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-

criptébnio, 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

secundarios (488, 568, 647 nm de excitacdo; z-steps 0,6 Im). A lente objetiva de 20x (abertura
numérica 0,75) foi utilizada para a localizacdo dos ganglios, enquanto a lente objetiva de 40x
foi utilizada para a aquisicdo de imagens para as Séries-Z com o0 auxilio do programa

Confocal Assistent 4.02 software. Imagens dos ganglios foram preparadas usando o Adobe

Photoshop CS (8.0.1).
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Andlise estatistica

A anélise estatistica foi realizada a partir do teste 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 analises foi realizadas utilizando o Software GraphPad Prim 3.0 (San Diego,
CA). Foram calculadas a distribuicdo de freqliéncias de todas as variaveis e as medidas de
tendéncia central utilizando diversos parametros: média, mediana, percentis, desvio padréo.
As associacOes entre a variavel dependente e as independentes foram testadas através de
técnicas de regressdo bivariadas e multivariadas (regressdo linear simples, maultipla ou
regressdo logistica, segundo seja a caracteristica da varidvel). Para todas as analises, foi

considerado estatisticamente significante p < 0,05 e o poder obtido foi de 80%.
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5 RESULTADOS

Avaliacdo da Inervacgao

A andlise das amostras marcadas com Periferina de pacientes ndo infectados pela
doenca de Chagas evidenciou ganglios neuronais preservados, com corpos neuronais de
formato regular e sem processo inflamatorio. A quantificacdo da area imunoreativa
demonstrou média de 338 pm?. (Fig. 1) (Graf. 1)

As amostras dos pacientes chagésicos mostraram ganglios disformes, corpos neuronais

aumentados e com d&rea imunoreativa (175 pm?®) significativamente reduzida quando

comparado ao grupo controle. (Fig. 1) (Graf. 1)

Peripherin Peripherin

Figura 1: Marcacdo de Periferina pela técnica de imunofluorescéncia. Individuos ndo
infectados (A) apresentaram ganglios neuronais preservados, com corpos nheuronais de
formato regular e sem processo inflamatdrio. Individuos chagéasicos (B) apresentaram

ganglios disformes, corpos neuronais aumentados (seta).
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Gréafico 1: Andlise morfométrica de neurbnios do célon marcados com Periferina
imunoreativa. Individuos ndo infectados em cinza e individuos chagésicos com megaco6lon em
branco. Os valores sdo expressos como média das areas imunoreativas + Desvio Padrdo. *
Diferencas estatisticamente significantes entre o grupo chagasico e o grupo ndo infectado. Foi

analisada 4rea total de 1066 pum? para todas as amostras (p < 0,05).

Analise da Capacidade Regenerativa das diferentes classes neuronais

As amostras com dupla marcacdo de Calretinina e GAP-43 apontaram pequena
reducdo da area de neurdnios aferentes primarios intrinsecos (IPAN) em processo de
regeneracdo em portadores de megacélon comparados com os pacientes do grupo controle
(Fig. 2) (Graf. 2).

Amostras marcadas com a associacdo de NPY e GAP-43 mostraram-se semelhantes
tanto em portadores de megac6lon chagasico quanto em individuos ndo infectados com a
doenca (Fig. 2) (Graf. 2).
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Calretinin / GAP-43 Calretinin / GAP-43

NPY / GAP-43 NPY / GAP-43

Figura 2: Caracterizacdo do processo regenerativo em amostras de colon de pacientes
chagasicos com megacélon e ndo infectados marcados através de Calretinina e NPY em
associacao ao GAP-43. Neuropeptideos se encontram em azul e 0 marcador de regeneracao
neuronal GAP-43 em vermelho. IPANs em processo de regeneracdo (Calretinina + GAP-43)
demonstrados em néo infectados (A) e em chagasicos (B). Pacientes chagasicos apresentaram
pequena reducdo no processo regenerativo de IPANS. Interneurdnios em processo de

regeneracdo (NPY + GAP-43) demonstrados em néo infectados (C) e em chagasicos (D).
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Gréfico 2: Analise morfométrica de IPANs e Interneurdnios do colon marcados com
combinacg6es de Calretinina + GAP-43 e NPY + GAP-43. Individuos nédo infectados em cinza
e individuos chagasicos com megacdlon em branco. Os valores sdo expressos como média das
areas imunoreativas + Desvio Padrdo. As analises ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre os grupos. Foi analisada area total de 1066 pm? para todas

as amostras (p < 0,05).

A anélise de ldminas marcadas com as combinacGes de cChat e GAP-43, e ainda com
Substéncia P e GAP-43 mostraram diminuicdo no processo regenerativo de células motoras
excitatorias do plexo mientérico de pacientes com megacélon comparados com individuos
ndo infectados, mas essa diferenca ndo foi estatisticamente significante. Foram encontrados
muitos neurdnios em regeneracdo na camada muscular do plexo mientérico, mas estes nao

foram quantificados por ndo possuirem marcagéo por SP. (Fig. 3) (Graf. 3)
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Figura 3: Caracterizacdo do processo regenerativo em amostras de colon de pacientes
chagasicos com megacolon e ndo infectados marcados através de cChaT e Substancia P em
associacao ao GAP-43. Neuropeptideos se encontram em azul e 0 marcador de regeneracao
neuronal GAP-43 em vermelho. Neurdnios motores excitatérios em processo de regeneracao
cChaT + GAP-43 demonstrados em ndo infectados (C) e em chagasicos (D) e substancia P +
GAP-43 demonstrados em nao infectados (E) e em chagasicos (F). Alguns filamentos
neuronais localizados na camada muscular foram demonstrados (setas E e F) mas ndo foram

quantificados por ndo possuirem marcagéo para substancia P.
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Grafico 3: Analise morfométrica de neurénios motores excitatorios do colon marcados com
combinagbes de cChaT + GAP-43 e Substancia P + GAP-43. Individuos ndo infectados em
cinza e individuos chagéasicos com megacélon em branco. Os valores sdo expressos como
média das areas imunoreativas + Desvio Padrdo. As analises ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre os grupos. Foi analisada area total de 1066 pm? para todas

as amostras (p < 0,05).

As laminas com dupla marcacéo tanto de VIP e GAP-43, quanto de NOS e GAP-43,
evidenciaram aumento significativo na taxa de regeneracdo de neurdnios motores inibitorios
do plexo mientérico de pacientes chagasicos portadores de megac6lon comparados aos

pacientes do grupo controle (Fig. 4) (Graf. 4).
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Figura 4: Caracterizacdo do processo regenerativo em amostras de colon de pacientes
chagasicos com megacdlon e ndo infectados marcados através de VIP e NOS em associacao
ao GAP-43. Neuropeptideos se encontram em azul e o marcador de regeneracdo neuronal
GAP-43 em vermelho. Neurbnios motores inibitorios em processo de regeneragdo VIP +
GAP-43 demonstrados em ndo infectados (C) e em chagasicos (D) e NOS + GAP-43
demonstrados em ndo infectados (E) e em chagésicos (F). Observamos que o processo
regenerativo em ambos 0s neurdnios motores inibitérios (VIP e NOS) esta aumentado em

pacientes chagasicos com megacoélon (D e F) em comparacéo aos ndo-infectados (C e E)
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Gréfico 4: Anélise morfométrica de neurénios motores inibitorios do colon marcados com
combinacBes de VIP + GAP-43 e NOS + GAP-43. Individuos ndo infectados em cinza e
individuos chagasicos com megaco6lon em branco. Os valores sdo expressos como média das
areas imunoreativas + Desvio Padrdo. * Diferencas estatisticamente significantes entre o
grupo chagésico e o grupo ndo infectado. Foi analisada érea total de 1066 pm? para todas as

amostras (p < 0,05).

Tabela 4: Area imunoreativa de neurdnios e sua respectiva taxa de regeneracgdo no plexo
mientérico de amostras de célon provenientes de pacientes chagéasicos portadores de
megaco6lon e de individuos néo infectados.

Neuropeptideo Individuos néo chagéasicos Chagasicos portadores de megacélon
Periferina 338 + 43 | 175 + 35*
Calretinina-GAP | 56 + 14 I 46 £ 13
cChat-GAP 79+ 18 ' 42+9
SP-GAP 66 + 12 ' 51 + 10
NPY-GAP I 45+7 I 469
VIP-GAP 43+8 | 78 + 10%

NOS-GAP 32+7 69 + 11*
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6 DISCUSSAO

O megaesofago e o megacolon sdo as alteragdes mais comuns no trato digestério na
doenca de Chagas (KOEBERLE, 1963). Atualmente, a desenervacédo € aceita como uma das
causas de desenvolvimento do megacdlon chagasico (KOBERLE, 1970; DA SILVEIRA,
D'AVILA REIS et al., 2007). A destruicdo neuronal na doenca de Chagas na fase aguda
ocorre pela grande concentracdo do parasita no tecido, porém, na fase crénica estad também
relacionada ao processo inflamatorio envolvido nesta doenca (DA SILVEIRA, A. B,
ARANTES, R. M. et al., 2005; DA SILVEIRA, LEMOS et al., 2007). A inter-relacdo entre
0s sistemas nervoso, enddcrino e imunoldgico é muito importante para a compreensdo das
doencas intestinais, podendo ser definitivo para determinacdo de manifestacdes clinicas e para
o0 desenvolvimento de processos inflamatérios no intestino (SATO, LEO et al., 2008).

As primeiras descricdes, relacionando alteracdes no plexo mientérico e a doenca de
Chagas, datam de 1930, entretanto ainda necessitavam de comprovacgdes anatomopatoldgicas.
Tal comprovacgdo se deu através do pesquisador Koeberle, a partir de 1953 e seus estudos
quantitativos dos neurbnios do eséfago. Seus colaboradores continuaram os estudos pelos
demais seguimentos digestivos, tais como estdmago, intestino delgado e cdlon (DE
REZENDE, 1979).

Alguns trabalhos comprovaram a destrui¢do neuronal no plexo mientérico de pacientes
chagasicos e demonstraram uma relacdo com o processo inflamatério em por¢des do trato
gastrintestinal (DA SILVEIRA, A. B., ARANTES, R. M. et al., 2005; DA SILVEIRA,
ADAD et al., 2007; DA SILVEIRA, LEMOS et al., 2007). Posteriormente evidenciou-se que
esta destruicdo neuronal poderia ser seletiva, ou seja, alguma das diferentes classes de
neurdnios seria preferencialmente destruida (DA SILVEIRA, D'AVILA REIS et al., 2007).
Surge entdo o questionamento sobre como seria 0 processo regenerativo nas diferentes classes
neuronais do Sistema Nervoso Entérico, se realmente uma classe era preferencialmente
destruida ou sua area imunorreativa estaria reduzida pelo fato de ndo apresentar processo
regenerativo satisfatorio.

Assim, este estudo, no intuito de esclarecer os processos que circundam a destrui¢ao
do SNE nos pacientes chagésicos, avaliou a regeneracdo das diferentes subclasses neuronais
em pacientes com megacolon. Ressaltamos que este é o primeiro trabalho que se propds a esta

elucidacéo através do estudo da regeneracdo neuronal nestes pacientes.
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Neste trabalho, a area inervada foi mensurada através da substancia Periferina, um
marcador de neurbnios periféricos, e nossos resultados mostraram reducdo significativa da
area de neur6nios em amostras de pacientes chagasicos portadores de megacélon. Esses dados
estdo em conformidade com estudos prévios, demonstrando que a perda neuronal tem papel
de destaque no desenvolvimento do megacolon (ADAD, CANCADO et al., 2001; DA
SILVEIRA, D'AVILA REIS et al., 2007; DA SILVEIRA, LEMOS et al., 2007).

Previamente, foi evidenciado que os IPANs, o0s neurdnios motores excitatdrios
(marcados por cChat) e os interneurbnios apresentavam quantidades semelhantes em
individuos néo infectados e em individuos chagéasicos (DA SILVEIRA, D'AVILA REIS et al.,
2007). No presente estudo, a analise da capacidade regenerativa destas classes neuronais
demonstrou que a regeneracdo destes neurdnios também é semelhante tanto em chagésicos
como em ndo infectados. Isto confirma resultados anteriores, pois como a destruicdo destas
classes ndo é acentuada, ndo € necessario um aumento do processo regenerativo.

Os neur6nios motores sdo divididos em dois grupos, 0s excitatorios e os inibitdrios.
Ambos inervam as camadas musculares e a muscular da mucosa em todo trato gastrintestinal
(FURNESS, YOUNG et al., 1995b). Nosso grupo de pesquisa demonstrou que existe um
aumento de neurdnios motores excitatorios que sintetizam substancia P em pacientes
chagasicos (DA SILVEIRA, D'AVILA REIS et al., 2007; DA SILVEIRA, FREITAS, DE
OLIVEIRA, NETO, LUQUETTI, FURNESS, CORREA-OLIVEIRA e REIS, 2008). A
sushtancia P, além de participar do processo de neurotransmissdo, também atua na resposta
inflamatdria como fator pré-inflamatério (CRUVINEL WDE, MESQUITA et al., 2010).
Acreditamos que 0 aumento de substancia P em pacientes chagasicos represente uma tentativa
do organismo em combater o parasita através do aumento da resposta inflamatéria. Neste
trabalho foi evidenciada uma pequena redugdo no processo regenerativo de neurbnios que
sintetizam a substancia P nos pacientes portadores de megacolon chagasico. Como o nimero
destes neurbnios estds aumentado nestes pacientes, ja era esperado que O Processo
regenerativo estivesse diminuido.

Dados anteriores indicavam gque o numero de neurdnios motores inibitorios, marcados
através de VIP e NOS estdo diminuidos em pacientes chagasicos com megacélon (DA
SILVEIRA, D'AVILA REIS et al., 2007). O peptideo intestinal vasoativo além de participar
do relaxamento da musculatura do colon, tem papel antiinflamatério (KODALI, DING et al.,
2004). O oOxido nitrico tambeém participa do relaxamento do colon, mas na resposta
inflamatdéria pode atuar tanto como antiinflamatério, como também pré-inflamatorio

(NATHAN, 1992). Acreditamos que, por apresentar propriedades antiinflamatérias, o parasita
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teria uma maior liberdade para atacar estes tipos neurdnios sem uma grande interferéncia do
sistema imunoldgico, acarretando uma destruicdo preferencial dos mesmos. A reducgdo de
neurbnios inibitérios tem intima relagdo com o desenvolvimento do megac6lon (DA
SILVEIRA, D'AVILA REIS et al., 2007). Nossos resultados demonstraram que o processo de
regeneracdo encontra-se muito aumentado nas classes neuronais marcadas com VIP e NOS.
Este dado aponta que, na tentativa de reparar a perda de neurdnios inibitérios causado pela
infecgdo do parasita e pelo recorrente processo inflamatorio proximo aos plexos nervosos, o
organismo intensifica o processo de regeneracdo por parte destes neurdnios para compensar
sua funcdo até entdo suprimida.

Nossos resultados corroboram com observacdes clinicas que indicam a perda da
capacidade de relaxamento das camadas musculares do colon em pacientes chagasicos que
desenvolvem o megaco6lon. Esta perda produz alteracdes na motilidade do célon levando ao
acumulo de fezes, intensificacdo do processo inflamatorio devido a destruicdo e células
comprimidas e pela falta de irrigacdo sanguinea adequada, o que consequentemente leva a
dilatacdo do 6rgdo. Assim, nossos resultados explicariam as causas dos sintomas mais comuns
no megacolon chagasico, como a incoordenagdo do segmento reto-sigmoide, hiperatividade
de estimulos colinérgicos e acalasia do esfincter anal interno (DE REZENDE, 1979).

Diante destes achados acreditamos que a compreensao do processo regenerativo dos
neurbnios motores inibitérios (VIP e NOS) pode nos indicar a causa do desenvolvimento do
megacolon chagasico e nos indicar possiveis formas de prevencdo do mesmo. Acreditamos
gue nossos resultados possam abrir caminhos para o desenvolvimento de novas drogas e
mecanismos terapéuticos que serdo utilizados para retardar o desenvolvimento do megacdélon
e até mesmo para preveni-lo. A complementacdo destes resultados vird de trabalhos
posteriores que tenham como objetivo a caracterizacao dos efeitos e das células produtoras de
neurotrofinas, o que permitira conhecer as condi¢cdes exatas que promovem 0 processo de
regeneracdo neuronal. Além disto, acreditamos que estes dados possam ajudar na
compreensdo e prevencdo ndo somente da forma digestiva da doenca de Chagas, mas também
de outras doencas que atingem o trato gastrintestinal.
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7 RESUMO DOS RESULTADOS E CONCLUSAO

1) Pacientes chagasicos com megacélon apresentaram alteracdo no formato dos ganglios
neuronais e reducao significativa da area.

2) O processo regenerativo de neurdnios aferentes primarios e interneurénios é semelhante
em individuos ndo chagasicos e chagasicos portadores de mega.

3) As células motoras excitatorias do plexo mientérico de pacientes com megacdlon
apresentaram reducao no processo regenerativo.

4) Neurdnios motores inibitérios dos pacientes chagasicos portadores de megacélon
apresentaram aumento significativo na taxa de regeneragéo.

A reducdo da area imunoreativa em pacientes chagasicos, principalmente de neurénios
motores inibitdrios, e consequente aumento no processo regenerativo, evidencia a tentativa do
organismo em compensar a perda neuronal e ainda demonstra a intima relagdo entre a
destruicdo de neurdnios inibitérios e a formacdo do megacdlon chagéasico. Logo, desenvolver
medicamentos que reduzam a destruicdo desses neurdnios e/ou aumentem sua regeneracao
podem retardar e até evitar a formacao megacolon.
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